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Avonll propoy

Mon travail de thése a ét¢ mené au sein de 1’unité mixte de recherche CNRS 6214-
INSERM 1083 dirigée par le Professeur Daniel HENRION. Ma thése a été réalisée, sous la
direction du Professeur Vincent PROCACCIO et co-encadrée par les docteurs Valérie
DESQUIRET-DUMAS et Naig GUEGUEN, dans la partie Mitolab, spécialisée dans la

recherche sur les pathologies mitochondriales héréditaires.

L’un des axes de recherche du laboratoire est la compréhension des mécanismes
biochimiques et cellulaires impliqués dans la physiopathologie des maladies mitochondriales,
dans le but de développer de nouvelles molécules thérapeutiques. Le déficit du complexe I est
le disfonctionnement de la chaine respiratoire le plus fréquemment observé au sein des
pathologies mitochondriales. Au niveau catalytique, le complexe I est notamment impliqué
dans I’oxydation du NADH générant ainsi du NAD". Le NAD" apparait comme un cofacteur
indispensable a I’activit¢ de nombreuses enzymes mitochondriales. Ces enzymes sont a la fois
impliquées dans le métabolisme énergétique (B-oxydation des acides gras, cycle de Krebs),
mais aussi dans la régulation de la production d’especes réactives de I’oxygenes (ROS) (a-
cetoglutarate déshydrogénase, complexe I). De plus, le NAD" est le cofacteur des sirtuines,
des déacétylases NAD' dépendantes, parmi lesquelles SIRT3 est la principale isoforme
mitochondriale. L’acétylation/déacétylation de protéines cibles représenterait un mécanisme
prépondérant de régulation de la fonction mitochondriale puisque 20% des protéines de ce

compartiment possedent un site d’acétylation.

Par ses actions sur la production de ROS ou sur le métabolisme énergétique, ainsi
qu’en tant que cofacteur, (notamment des sirtuines), le NAD" semble donc un modulateur clé
de la fonction mitochondriale. Le complexe I représente la principale NADH déshydrogénase
mitochondriale, cependant, la relation entre D’activit¢ du complexe I et le rapport

NADH/NAD" mitochondrial reste trés peu étudiée. Mon projet de thése a donc consisté a
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étudier le role du complexe I dans la régulation du rapport NADH/NAD" et 1’impact d’une

variation de ce rapport sur le fonctionnement mitochondrial.

La premiére partie de ma thése est consacrée a 1’étude bibliographique du métabolisme
mitochondrial, de sa régulation, ainsi que I’analyse des voies d’action du NAD+, et de la
relation possible entre rapport NADH/NAD" et ’activité du complexe 1. .

La seconde partie de ce manuscrit expose les travaux que nous avons menés sur la
modulation du rapport NADH/NAD" et son impact sur le métabolisme mitochondrial dans
des mode¢les cellulaires et murins, en situations physiologiques ou pathologiques. Ce travail
est divisé en deux volets, d’une part une situation d’augmentation de ’activité¢ du complexe I
et du ratio NADH/NAD" induite de fagon pharmacologique, de ’autre une situation de
diminution de I’activité du complexe I, induite par la présence de mutation dans des sous-
unités de ce complexe.

Dans un premier temps, nous avons montré sur un modele cellulaire et murin qu’une
augmentation de [’activit¢ du complexe I grace au resveratrol diminue le rapport
NADH/NAD", entrainant ainsi une stimulation du métabolisme énergétique mitochondrial par
I’intermédiaire de la protéine SIRT3 (Article 1). En fonction du tissu considéré, le resveratrol
peut également induire la production de ROS par le complexe 1. Ce travail est décrit dans
’article 2.

Dans un deuxieme temps, nous avons montré, sur des fibroblastes de patients porteurs de
mutations dans des sous-unités du complexe I, que la diminution de I’oxydation du NADH
augmentait le rapport NADH/NAD" (articles 3 et 4), conduisant a une hyperacétylation des
cibles de SIRT3 (article 4). Ce travail a, de plus, permis d’identifier la modulation du rapport
NADH/NAD® comme une cible thérapeutique potentielle chez les patients présentant un

déficit en complexe I et un déséquilibre du rapport NADH/NAD" (Article 4).
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INTRODUCTION

I. Lo mitochondrie : Structure - Fonctiow

Contrairement aux cellules procaryotes, les cellules eucaryotes possédent des organites qui
divisent la cellule en compartiments spécialisés dont la mitochondrie. De I"ordre de quelques
micrometres, la mitochondrie est notamment responsable de la synthése d’Adénosine-5’-
TriPhosphate (ATP), un composé a haut potentiel énergétique nécessaire a de nombreuses voies
métaboliques. Au sein de la cellule, le nombre de mitochondrie varie de quelques centaines a

plusieurs milliers par cellule.

I.1.  Historique - Origine

La premicre observation de mitochondries date de 1857 par Rudolf Albert Von Kélliker qui
décrit, lors d’une analyse microscopique, la présence de « granules » au sein des fibres musculaires
stri¢es. Dans les années 1890, des études menées sur la structure de ce compartiment déterminérent
son nom : mitochondrie qui vient en effet du grec « mitos » (filament) et chondros (grain). Selon la
théorie endosymbiotique, les mitochondries proviendraient d'un événement de fusion entre une
eubactérie et une cellule eucaryote primitive (Margulis 1970). Cette hypothése a été émise grace a
la découverte de similarités biochimiques et génétiques entre les bactéries et les mitochondries
suggérant que I’ADN mitochondrial (ADNmt) dériverait du génome procaryote primitif. Au cours
de I’évolution, la majorité des genes a-protéobactériens de la mitochondrie primitive a été

transférée vers le noyau.

1.2. Structure

La mitochondrie est formée de deux membranes lipidiques au sein desquelles sont
enchassées de nombreuses protéines. Ces deux membranes délimitent 1’espace intermembranaire et

la matrice (Figure 1).

Leman Géraldine | Régulation de la fonction mitochondriale par le rapport
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Membrane externe

Membrane interne

Créte

ADNmt
Matrice

Chaine respiratoire
mitochondriale

Cycle de Krebs

B-oxydation des
acides gras

Figure 1 : Structure de la mitochondrie.
Les membranes de la mitochondrie, membrane interne et externe, délimitent deux compartiments
I'espace intermembranaire et la matrice. La membrane interne forme des replis appelés crétes. Sur ce

schéma, certaines voies métaboliques ainsi que I’ADN mitochondrial (mtDNA) sont aussi représentées.



INTRODUCTION

La Membrane Externe est constituée d’une bicouche lipidique dont le ratio protéines sur

phospholipides est 1 a 1,5ug/ug (de Kroon, Dolis et al. 1997) et comporte environ 40 protéines
différentes (Walther, Papic et al. 2009), parmi lesquelles des enzymes, des pores, des précurseurs de
la machinerie de translocation et d’insertion.

La perméabilité de cette membrane est assurée par différentes familles de protéines
impliquées dans le transport : les B-barrel, parmi lesquelles les trois isoformes de porines ou
« Voltage-Dependent-Annion-Channel » (VDAC) pour le transport passif des molécules inférieures
a 4-5KDa (Maldonado and Lemasters 2012) et les translocases de la membrane externe
(« Translocase of the Outer Membrane » (TOM)) pour les protéines d’un poids moléculaire
supérieur a 10kDa (Schnell and Hebert 2003). La plupart des protéines mitochondriales synthétisées
hors de la mitochondrie posséde un signal d’adressage, leur permettant de pénétrer au sein de cet
organite via des zones d’accolement entre la membrane interne et externe appelées complexe

d’import (Dudek, Rehling et al. 2013).

La Membrane Interne posseéde une composition différente des autres membranes puisqu’elle

contient 80% de protéines et 20% de phospholipides, tels que phosphatidylcholine,
phosphatidyléthanolamine, phosphatidylinositol, phosphatidylsérine, acide phosphatidique et
cardiolipines (Gohil and Greenberg 2009). Les cardiolipines sont impliquées dans la stabilisation
des supercomplexes de la chaine respiratoire, dans I’import de protéines mitochondriales et
I’apoptose (Zhang, Mileykovskaya et al. 2002). Riche en cardiolipines, la membrane interne est peu
perméable et forme une barriere physique franchissable uniquement grace a des transporteurs tels
que le transporteur de nucléotide adénylique (ANT) qui permet 1’échange de I’ATP mitochondrial
avec I’ADP du cytosol, le co-transporteur de phosphate inorganique/protons, le transporteur du
pyruvate, la navette du glycérol-3-phosphate, la navette malate/aspartate, le transporteur du citrate
et la carnitine/acylcarnitine translocase. A I’instar de la membrane externe, elle posséde également
des translocases (« Translocase of Inner Membrane » (TIM)) qui permettent le passage de protéines
dans la matrice mitochondriale.

La membrane interne forme des structures particuliéres avec des replis appelés crétes
mitochondriales. Au sein de ces crétes se trouve la chaine de phosphorylations oxydatives,

responsable de la synthese d’ATP.

L’espace Intermembranaire se situe entre les deux membranes et comprend aussi le volume

situé entre les crétes. La composition physico-chimique de I’espace inter membranaire est proche de
celle du cytosol cellulaire mais le pH y est plus élevé (cytosol pH=7,3, mitochondrie pH=8), en

raison de la forte concentration en protons qui lui confeére également une charge positive. Plus de

Leman Géraldine | Régulation de la fonction mitochondriale par le rapport
NADH/NAD™ : réle clé du complexe I 2
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Figure 2 : Le génome mitochondrial humain

Cet ADN code pour des sous-unités des complexes de la chaine respiratoire (13 protéines, 7 sous-unités

du complexe I, 1 sous-unité du complexe III, 3 sous-unités du complexe IV), deux sous-unités de I'ATP

synthase. 22 ARN de transfert (tRNA sur le schéma) et 22 ARN ribosomiques (en rose sur le schéma)

sont aussi codés par ce génome. La zone bleue correspond a la D-loop, c'est une région non codante

régulant la transcription. (D'aprés http://www.lookfordiagnosis.com/)



INTRODUCTION

100 protéines ont ¢été identifiées au sein de ce compartiment et sont impliquées dans différentes
fonctions biologiques. La plus abondante est le cytochrome ¢ (navette nécessaire au transport

d’¢électrons entre le complexe III et le IV) (Herrmann and Riemer 2010).

La matrice est le compartiment interne de la mitochondrie. Ce compartiment
métaboliquement trés actif, est le siége de nombreuses voies métaboliques telles que le cycle de
Krebs et la B-oxydation des acides gras. La matrice contient aussi de nombreuses enzymes
impliquées dans la biosynthése de I’héme et des centres Fer-Soufre, ainsi que des enzymes
spécifiques d’un tissu impliquées dans le cycle de 1’urée, la néoglucogenese et la syntheése des
hormones stéroides.

De plus, elle contient I’ADN mitochondrial (ADNmt), des ribosomes et des ARN de
transfert. De transmission maternelle, le génome mitochondrial, dépourvu d’introns et d’histones,
est constitué d’'un ADN double brin circulaire de 16 569 paires de bases chez I’Homme (Schatz
1995). 1l code pour treize des quatre-vingt-dix protéines présentes dans la chaine respiratoire
mitochondriale, deux ARN ribosomaux et vingt-deux ARN de transfert (Figure 2). L’ADNmt n’est
pas libre dans la matrice mais li¢ a des protéines (Twinkle, POLG, TFAM, mtSSB) nécessaires a sa
transcription et a son maintien au sein d’une structure appelée nucléoide (Garrido, Griparic et al.

2003, Spelbrink 2010, Kukat, Wurm et al. 2011).

Les brins d’ADNmt sont caractérisés par leur contenu nucléotidique. Ainsi, le brin H
(« Heavy », lourd) est riche en guanine a la différence du brin L (« Light », 1éger). Chaque brin H
ou L contient une région promotrice simple pour I’initiation de la transcription : HSP (« heavy-
strand promoter ») et LSP (« light-strand promoter »). Ces régions spécifiques ainsi que 1’origine de
réplication du brin H sont localisées dans une partie de ’ADNmt non-codante unique appelée D-
loop. La réplication de ’ADNmt est effectuée par I’ADN polymérase y codée par le génome
nucléaire. Elle est principalement bidirectionnelle et asynchrone, commencant par le brin H puis le

brin L (Clayton 1982).

I.3. Métabolisme et phosphorylation oxydative

La principale fonction de la mitochondrie est la synthése des molécules a haut potentiel
énergétique, I’ATP. La production de cette molécule s’effectue au niveau de la membrane interne
mitochondriale par un ensemble de réactions biochimiques appelées phosphorylations oxydatives.
Les substrats nécessaires aux réactions de la phosphorylation oxydative sont apportés aux

complexes de la chalne respiratoire via la B-oxydation des acides gras et le cycle de Krebs.
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Figure 3 : Les différentes réactions de la glycolyse

La glycolyse est un ensemble de 10 réactions biochimiques qui ont pour but de transformer le glucose en

deux molécules de pyruvate, générant I'’ATP et deux molécules de substrat réduit (NADH+H™). Cette voie

métabolique peut étre divisée en 3 étapes, la voie d'activation consommatrice d’énergie, la formation de

G3P et enfin la synthese d'ATP.
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1.3.1. La production des coenzymes réduits

Les composés réduits sont produits par un ensemble de voies métaboliques regroupées sous
le nom de catabolisme. Parmi, ces voies le catabolisme des glucides et plus particuliérement du

glucose qui aboutit a la formation d’acétyl-CoA.
a) Formation de I'acétyl-CoA :

La glycolyse :
La glycolyse comprend 10 réactions enzymatiques pouvant étre résumées de la manicre

suivante :

1 Glucose + 2 NAD" + 2 ADP + 2 Pi -> 2 Pyruvate + 2 ATP + 2 NADH+ H"

Ces réactions se décomposent en 3 étapes majeures (Figure 3):

- La phase d’activation ou le glucose est transformé en deux trioses phosphates avec
consommation d'énergie (2 ATP). La glucokinase (au niveau du foie) ou I'hexokinase phosphorylent
le glucose, cette réaction irréversible consomme une molécule d'ATP. Le glucose 6-phosphate est
ensuite isoméris¢ en fructose-6-phosphate par la phosphoglucose isomérase et enfin la
phosphofructose kinase 1 catalyse la phosphorylation du fructose-6-phosphate en fructose-1,6-
bisphosphate en présence d’ATP.

- La formation de glycéraldéhyde : Le fructose-1,6-bisphosphate est clivé par la fructose-
1,6-biphosphate aldose en 3-phospho-glycéraldéhyde et en 3-phosphodihydroxyacétone. Ce dernier
va étre transformé en glycéraldéhyde-3-phosphate par la phosphotriose isomérase.

- La phase "de remboursement" ou synthése du pyruvate et de I’ATP : cinq réactions
enzymatiques composent cette étape. La 3-phosphoglycéraldéhyde déshydrogénase catalyse la
transformation du 3-phospho-glycéraldéhyde en 3-phospho-glycérol-1-phosphate. Cette réaction
d’oxydoréduction s’effectue en présence de phosphate inorganique (Pi) et est la seule a produire un
composé réduit (NADH+H"). La réaction suivante consiste au transfert d’un groupement phosphate
sur I’ADP par la 3-phosphoglycérate kinase aboutissant a la formation d’ATP. Le 3-
phosphoglycérate va étre isomérisé en 2-phosphoglycérate. Cette réaction est catalysée par la
phosphoglycérate mutase dont I’activité nécessite la présence de Mg®". Le 2-phospho-glycérate est
ensuite déshydraté, aboutissant a la formation de phosphoénolpyruvate. Ce composé riche en

énergie va ensuite étre transformé en pyruvate en générant deux ATP.

La glycolyse est finement régulée, les produits des différentes réactions enzymatiques

contrdlent 1’activité de I’enzyme a 1’origine de leur formation. L’enzyme clé dans ce contrdle est la
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NADH en NAD'. On parle de glycolyse anaérobie. Quand cette réaction est a I'équilibre le rapport

NADH/NAD* peut étre calculé a partir de rapport des concentrations du pyruvate/Lactate.
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phosphofructose kinase qui est régulée par de nombreux effecteurs allostériques en fonction du
statut énergétique cellulaire. Ainsi, I’ATP et le citrate en sont des inhibiteurs, alors que le I’AMP

I’active (Lenzen 2014).

Glycolyse anaérobie vs aérobie, le recyclage du NADH :
Le pyruvate est le produit final de la glycolyse. Son devenir est li¢ a la voie de régénération du
NADH, et dépendra donc de I'équipement enzymatique de la cellule ainsi que de la disponibilité en
oxygene.

Au niveau cytosolique, la lactate déshydrogénase (LDH) (Figure 4), enzyme ubiquitaire,
couple la réduction du pyruvate en L-lactate & I'oxydation du NADH en NAD". On parle alors de
glycolyse anaérobie. La conversion catalysée par la LDH est réversible et joue donc un rdle tres
important dans le maintien d'un ratio NAD/NADH. Ce ratio est relativement constant dans le
cytosol. Ainsi, le rapport Lactate/Pyruvate augmente ou diminue en réponse a la conversion du
NADH en NAD. La LDH est une enzyme non limitante, la réaction de conversion entre le
pyruvate+NADH et le lactate+NAD" est a 1'équilibre (Williamson, Lund et al. 1967) et le rapport
NAD'/NADH peut donc étre calculé par le rapport L/P selon l'équation d'équilibre chimique

(méthode des indicateurs métaboliques (Williamson, Lund et al. 1967)).

Le recyclage du NADH en NAD" est également connecté au métabolisme mitochondrial.
Les cellules eucaryotes possedent deux grandes navettes permettant de transférer les €lectrons du
NADH cytosolique au sein de la mitochondrie, sans que la molécule soit elle-méme transportée a
travers la membrane interne : la navette du glycérol phosphate, et la navette malate/aspartate
(Mracek, Drahota et al. 2013). La navette glycérol phosphate est principalement exprimée dans le
foie, et se compose de deux glycérol-3-phosphate déshydrogénases, la premiére est dépendante du
NADH et tournée vers le cytosol, la seconde est liée a la membrane et dépendante du FAD. Ce
cycle de navettes permet ainsi de transférer les équivalents réducteurs d'un NADH cytosolique a un
FADHj; au sein de la membrane interne mitochondriale. La navette malate/aspartate, prédominante
dans le muscle strié et le cerveau, en particulier dans les neurones (McKenna, Waagepetersen et al.
2006), est composée de deux malate déshydrogénases, l'une cytosolique, l'autre mitochondriale,
d'une aspartate aminotransférase et de deux transporteurs, le transporteur glutamate/aspartate et le
transporteur malate/a-cétoglutarate. Dans le cytosol, la réduction de l'oxaloacétate en malate par
une malate déshydrogénase assure l'oxydation du NADH en NAD". Le malate est ensuite transporté
dans la matrice mitochondriale ou une malate déshydrogénase l'oxyde en oxaloacétate avec

réduction du NAD" en NADH. L'oxaloacétate ainsi produit est transaminé en aspartate qui traverse
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Figure 5 : Les différentes réactions de la B-oxydation des acides gras.

La B-oxydation des acides gras est un ensemble de 4 réactions enzymatiques successives pouvant étre

résumées par :
Acyl-CoApy + FAD + NAD™ + CoA-SH + H,0 -> Acyl-CoA(,-5) + FADH, + NADH + H* + Acétyl-CoA

Les enzymes nécessaires aux 4 réactions enzymatiques, les différents carbones transformés sont

représentés respectivement en bleu et rouge sur les schémas ci-dessus. D'apres E.Jaspard 2013

(http://biochimej.univ-angers.fr/).
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la membrane interne. Une deuxiéme transamination dans le cytosol redonnera de 1'oxaloacétate.

D'autre part le pyruvate est un substrat critique alimentant le cycle de Krebs : on parle alors
de glycolyse aérobie. Son transport a travers la membrane interne mitochondriale nécessite un
transporteur spécifique, le transporteur de pyruvate mitochondrial (MPC), qui relie le métabolisme
du pyruvate cytosolique avec le cycle de Krebs (Papa, Francavilla et al. 1971). Aprés son passage
au sein du MPC, le complexe pyruvate déshydrogénase (PDH) convertit le pyruvate et un NAD " en
acétyl-CoA, NADH et dioxyde de carbone.

L’activité catalytique de ce complexe est finement régulée par quatre pyruvates
déshydrogénases kinases (PDK) et deux pyruvates déshydrogénases phosphatases (PDP) (Rowles,
Scherer et al. 1996, Huang, Gudi et al. 1998). Ces enzymes sont responsables de la
phosphorylation-déphosphorylation de la sous-unité PDE1. Ainsi, le pyruvate augmente l'activité de
la PDH vraisemblablement en inhibant la PDK4 (Kerbey, Randle et al. 1976) ; a l'inverse, en
présence d’une concentration élevée en NADH et/ou en acétyl-CoA, la phosphorylation par la PDK
du complexe de la pyruvate déshydrogénase inhibe I’entrée du pyruvate au sein de la mitochondrie
(Pettit, Pelley et al. 1975, Batenburg and Olson 1976, Roche and Hiromasa 2007). Une telle
augmentation de la concentration intramitochondriale en acétyl-CoA s’observe notamment lors
d’une activation de la B-oxydation : par exemple, I'oxydation du palmytoyl-L-carnitine, augmente le
rapport Acétyl-CoA/CoA, d'un facteur 15 a 16 et inhibe environ 90 % de 'oxydation du pyruvate
(Kerbey, Randle et al. 1976).

b) Formation des coenzymes réduits

La p-oxydation :

Le catabolisme des acides gras débute dans le cytoplasme par leur activation, correspondant
a la formation d’une liaison thioester entre un coenzyme A et un acide gras libre formant un acyl-
CoA. Ces acyl-CoA pénetrent dans la mitochondrie grace au systéme carnitine acyl-carnitine
transferase (CPT I et II)/Carnitine Acylcarnitine Translocase (CAT). Ce transport d'un acylCoA
dans la matrice mitochondriale consomme une molécule d’ATP.

Tout comme I’entrée du pyruvate au sein de la mitochondrie, I’entrée des acyl-CoA est
finement régulée. Cette régulation s’effectue essenticllement au niveau de la CPT I, par le
malonylCoA (Cook, Otto et al. 1983, Kerner and Hoppel 2000). L’acétyl-CoA-carboxylase (ACC),
en particulier son isoforme P, serait responsable de la régulation de I’activité de CPT-I, via la
synthése du malonyl-CoA (Ha, Lee et al. 1996). Les esters de type acyl-CoA a longue chaine sont
¢galement des inhibiteurs de la CPT I (Abdel-Halim and Farah 1985).
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Le cycle de Krebs est un ensemble de 10 réactions biochimiques successives pouvant étre résumées par
I'équation suivante :

Acétyl-CoA + 3 NAD* + GDP + Pi + 2 H,0 + FAD -> CoA-SH + 3 NADH, + FADH, + GTP + 2 CO, + H*
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Au sein de la mitochondrie, les acides gras sont ensuite dégradés par un cycle de 4 réactions
successives appelées hélice de Lynen ou B-oxydation (Figure 5). Cette voie métabolique est
strictement aérobie. La premiére étape implique une famille d’acyl-CoA déshydrogénases FAD'-
dépendantes, chacune avec sa gamme de spécificit¢ de substrat, déterminée par la longueur de
l'acide gras (SCAD ou « Short Chain AcylCoA Deshydrogenase » pour les chaines courtes, MCAD
pour les chaines moyennes et LCAD pour les chaines longues). Cette étape permet la formation
d’un acyl-CoA insaturé, couplé a la réduction du FAD en FADH,. L’enoyl-CoA formé est ensuite
hydraté en 3-hydroxyacyl-CoA de type L. La troisiéme réaction, catalysée par l'enzyme NAD -
dépendante L-B-hydroxyacyl-CoA-déshydrogénase, transforme le groupement hydroxyl en fonction
cétone. Elle s’accompagne de la réduction du NAD". Finalement, le clivage en un acétyl-CoA et un

acylCoA réduit de 2 carbones est catalysé par la B-cétothiolase.

A chaque tour de I’hélice de Lynen, ’acide gras perd donc 2 atomes de carbone et devient le
substrat du nouveau tour de I’hélice. Chaque cycle produit une molécule de FADH,, une de NADH,

et un acétyl-CoA, lequel va alimenter le cycle de Krebs.

Le cycle de Krebs, principale voie de formation des composés réduits

Le cycle de Krebs (Figure 6) est une voie indispensable pour la réduction des composés
NAD" et FAD" en NADH et FADH,. Ce cycle métabolique s’initie avec I’acétyl-CoA formé par les
voies du catabolisme précédemment évoquées. La premicre étape correspond a la condensation, par
la citrate synthétase, de I’acétyl-CoA et de 1’oxaloacétate, aboutissant a la formation de citrate. Ce
dernier est déshydraté par 1’aconitase en cis-aconitate. Le cis-aconitate forme par hydratation
I’isocitrate. L’isocitrate déshydrogénase catalyse I’oxydation de I’isocitrate en a-cétoglutarate en
présence de NAD". L’a-cétoglutarate va ensuite étre converti en succinyl-CoA par décarboxylation
oxydative. Les cofacteurs nécessaires a cette réaction enzymatique sont le NAD" et le CoA-SH.
Cette réaction est catalysée par un complexe de trois enzymes appelées le complexe a-cétoglutarate
déshydrogénase qui comprend [I’a-cétoglutarate déshydrogénase, la dihydrolipoamide S-
succinyltransférase et la dihydrolipoyl déshydrogénase. Le succinyl-CoA ainsi généré va étre
transformé par la succinyl-CoA synthétase en succinate, CoA et une molécule de GTP. La succinate
déshydrogénase, enzyme connectant le cycle de Krebs et la chalne respiratoire transforme le

succinate en fumarate en oxydant une molécule de FADH,.
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Enfin, la fumarase catalyse la transformation fumarate en L-malate lui-méme transformé en

oxaloacétate par la malate déshydrogénase.

Cet ensemble de 10 réactions enzymatiques successives aboutit donc, par molécule d’acétyl-
CoA consommée, a la formation d’une molécule de GTP, trois molécules de NADH,H' et une

molécule de FADH,. Ces deux derniéres seront ensuite oxydées par la chaine respiratoire.

I.3.2. La chaine respiratoire

La phosphorylation oxydative est un ensemble de réactions d’oxydoréduction couplée a la
synthése d’ATP. La chaine d’oxydoréduction se compose des quatre complexes de la chaine
respiratoire, auxquels s’ajoute un complexe enzymatique responsable de la phosphorylation de

I’ADP, ou ATP synthase (Figure 7).

a) La chaine respiratoire : composition

NADH Ubiquinone OxydoReductase ou Complexe I

Le complexe I est le premier et plus important complexe (environ 1MDa) de la chaine
respiratoire. Il est composé d’au moins 44 sous-unités protéiques. Ce complexe posséde une
structure en forme de L divisée en deux domaines : le domaine membranaire hydrophobe et le
domaine matriciel hydrophile. Au niveau catalytique, le complexe I, ou NADH Ubiquinone
Réductase, oxyde le NADH, générant un transfert d’¢lectrons le long de sept centres Fer-Soufre
vers 1’accepteur, ['ubiquinone. Couplé a ce transport d’électrons, le complexe I transfére 4 protons

de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale (Sharma, Lu et al. 2009).

Succinate Ubiquinone Oxydoreductase ou complexe II

Le complexe II connecte le cycle de Krebs et la chaine respiratoire et apparait donc comme
une enzyme mitochondriale clé du métabolisme. Ce complexe d’environ 200 kDa est constitué¢ de 4
sous-unités (SDHA, SDHB, SDHC, SDHD), toutes codées par le génome nucléaire. Les sous-unités
A et B sont situées dans la matrice mitochondriale et forment le bras hydrophile de I’enzyme. La
sous-unité A est une flavoprotéine et contient les sites de fixation du substrat et du cofacteur, le
succinate et le FADH,. La sous-unité B est une protéine contenant 3 centres Fer-Soufre : 2Fe-28S,
4Fe-4S, 4Fe-3S. Le bras hydrophobe est formé par les sous-unités C et D enchassées dans la
membrane interne mitochondriale. Ces deux sous-unités contiennent le site de fixation de

I’'ubiquinone (Yankovskaya, Horsefield et al. 2003).
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Ubiquinol cytochrome C reductase ou complexe I11

Ce complexe homodimérique d’environ 500kDa, intégré a la membrane interne
mitochondriale, est composé de onze sous-unités protéiques. Il est responsable du transfert de deux
électrons de I"ubiquinol vers le cytochrome c et du transfert de quatre protons dans 1’espace inter-
membranaire (cycle des quinones). Il comprend quatre groupes redox actifs : 2 cytochromes b (tous
deux contenus dans la sous-unité cytochrome b, codée par le génome mitochondrial), le cytochrome
cl et un centre Fer-Soufre (de type 2fe-2S) contenu dans la protéine Rieske (aussi appelée sous-
unité¢ 5 du complexe III). Les deux protéines codées par UQCRC1 (sous-unité 1 du complexe III), et

UQCRC?2 (sous-unité 2) sont essentielles a 1’activité catalytique de ce complexe.

Cytochrome ¢ oxydase ou complexe IV

Ce complexe d’environ 200KDa est composé d’au moins treize sous-unités protéiques, dont
trois codées par le génome mitochondrial (COX1 a 3) et les dix autres par le génome nucléaire.
Parmi les sous-unités nucléaires, certaines présentent plusieurs isoformes spécifiques des tissus
comme la sous-unité VIIa qui posséde une isoforme spécifique des muscles squelettiques et
cardiaques (Arnaudo, Hirano et al. 1992). Les sous-unités catalytiques sont les 3 protéines codées
par le génome mitochondrial. Les €lectrons transmis du complexe III au cytochrome ¢ sont acceptés
par un centre métallique CuA localisé au niveau de la sous-unité COX 2. Ce centre métallique
réduit I’héme a de la sous-unité catalytique COX 1, qui est un héme a bas spin. Ensuite, les
¢lectrons sont transférés de ’héme a au site actif, I’héme a3- CuB, héme a haut spin de COX 1.
C’est a ce stade que les ligands gazeux (I’O,, le CO; et le NO) se lient et sont réduits, en eau dans le
cas du dioxygene. Couplé a ce transfert d’¢lectrons, ce complexe transfére quatre protons dans

I’espace intermembranaire (Cooper, Nicholls et al. 1991).

La Fy-F; ATP synthase ou complexe V

Ce complexe de 597 kDa est composé de quinze sous-unités protéiques dont deux codées
par le génome mitochondrial (génes ATP6 et ATPS8, (Anderson, Bankier et al. 1981)). Ce complexe
protéique en forme de champignon peut étre divisé en deux domaines Fj et F;. Le domaine F, est
enchassé dans la membrane interne mitochondriale et contient les sous-unités conservées codées par
le génome mitochondrial. Ce domaine se constitue d’un rotor formé d’une répétition de protéines c
et d’une tige dite périphérique reliant les deux parties du complexe (contenant les sous unités b, d,
F6, OSCP) fixée a la membrane par une sous-unité a. Le domaine F; matriciel est constitué¢ de 3
protéines a, 3 protéines B et d’une protéine vy, 6 et €. Les sous-unités a et f forment le complexe
catalytique, hexamerique autour d’une tige centrale constituée par les protéines v, o et €, tige reliant
les deux domaines de ce complexe (Jonckheere, Smeitink et al. 2012). L’ATP synthase génére de

I’ATP a partir d’ADP et de phosphate inorganique. Cette réaction se déroule au niveau du domaine
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F, et nécessite la force générée grace au passage de protons dans le domaine F,. L’activité
enzymatique de cette enzyme est décrite comme «rotary catalysis» (Devenish, Prescott et al. 2008).
En effet, les protons passent au travers de la sous-unité a puis au travers du rotor formé des sous-
unités ¢, entrainant la rotation de celui-ci autour de la sous-unité a. La rotation de la sous-unité y au

sein du domaine F; génére I’énergie nécessaire la phosphorylation de I’ADP.

b) La phosphorylation oxydative

Les composés réduits (NADH,H' et FADH,) issus de la glycolyse, de la B-oxydation des
acides gras et du cycle de Krebs sont oxydés au niveau des complexes [ (NADH) et II (FADH;) de
la chailne respiratoire. Les ¢électrons vont étre transportés a travers le complexe III jusqu’a
I’accepteur final, le dioxygene, qui se fixe au niveau du complexe IV. Ces étapes nécessitent la
participation de transporteurs qui échangent les ¢€lectrons par des réactions d’oxydo-réduction, des
molécules a faible potentiel énergétique vers les molécules a haut potentiel comme I’oxygene.
Couplé¢ a ce transfert d’électrons, au niveau des complexes I, III et IV, un pompage de protons de la
matrice vers |’espace intermembranaire est réalis€. La membrane interne est donc chargée
positivement sur sa face externe et négativement sur sa face interne. Ce mouvement de protons est a
I’origine d’un gradient électrochimique appelé force protomotrice (Ap). Cette force protomotrice
correspond a la somme du potentiel de membrane (AY compris entre -150 et -180 mV) (Perry,
Norman et al. 2011), et du gradient de pH (ApH). Cette force tend a expulser les protons vers la
matrice. La théorie chimio-osmotique, décrite pour la premiére fois par Mitchell en 1966 (Mitchell,
1966, chimiosmotic coupling), stipule que le gradient de concentration de protons créé a travers la
membrane sert de réservoir d'énergie libre pour la synthése d'ATP. En d’autres termes, 1’oxydation
des coenzymes réduits est couplée a la synthese d’ATP via la force protomotrice, ce couplage est
appelé phosphorylation oxydative. L’ATP ainsi généré est ensuite exporté dans le cytosol via la

translocase des nucléotides (ANT).

Lors des réactions d’oxydo-réductions au sein des complexes de la chaine respiratoire, des
électrons s’échappent et peuvent ainsi réagir avec I’oxygene moléculaire générant des composés

hautement réactifs : les Espéces Réactives de 1’oxygene ou ROS.

1.3.3. La production de ROS

Les molécules réactives dérivées de 1’oxygene (ROS) regroupent a la fois 1’anion
superoxyde (O;"), le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et le radical hydroxyl (OH) produits au sein de

la mitochondrie.
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Le complexe I est décrit comme le principal site mitochondrial de production de ROS.
Cependant, beaucoup de questions restent a ¢lucider notamment celle du site exact de production.
Cet aspect sera évoqué plus en détail section IV.3.

Le complexe II commence a étre décrit comme un site de production de ROS. Dans la
majorité¢ des cas, la production de ROS par le complexe II est généré par le complexe I lors d’un
flux reverse d’¢lectrons (Hansford, Hogue et al. 1997, Zoccarato, Miotto et al. 2011). Dans de rares
situations, le complexe II pourrait produire directement des ROS mais seulement lorsque la flavine
est semi ou totalement réduite et que le site de fixation du cofacteur est libre, laissant ainsi, la

possibilité a I’oxygene de réagir avec celle-ci (Quinlan, Orr et al. 2012).

Le complexe III a été longtemps per¢gu comme un producteur majeur de ROS (Bell, Klimova
et al. 2007). La production de ROS par ce complexe serait liée a I’existence de semiquinone (Q-)
(Zorov, Juhaszova et al. 2014) pouvant interagir avec 1’oxygeéne. Ce phénomene semble étre
favorisé en cas d’inhibition de ce complexe (Eleff, Kennaway et al. 1984, Murphy 2009). Au niveau
basal, la production de ROS par ce complexe est faible (Forman and Azzi 1997) et est
proportionnelle a la quantit¢ de cytochrome b réduit. Des études complémentaires sont donc
nécessaires afin de déterminer le rdle de ce complexe dans la production de ROS en conditions
physiologiques (Bleier and Drose 2013).

Des enzymes impliquées dans le métabolisme énergétique et notamment dans le cycle de
Krebs semblent avoir un réle prépondérant dans la production mitochondriale de ROS, comme 1’a-
cétoglutarate déshydrogénase. La sous-unité¢ E3 de celle-ci est responsable de la production de ROS
uniquement en présence de forte quantité de CoA-SH et en ’absence de NAD" (Tretter and Adam-

Vizi 2004) ou I’a-glycérophosphate déshydrogénase (Tretter, Takacs et al. 2007).

1.3.4. La détoxification mitochondriale des ROS

La détoxification (Figure 8) des ROS s’effectue par la transformation de I’anion superoxyde
(O2-) en peroxyde d’hydrogeéne. Ce processus peut se faire spontanément ou peut €tre catalysé par
les superoxydes dismutases (SOD, CuZNSOD ou SODI1 dans le cytosol et D’espace
intermembranaire et MnSOD ou SOD2 dans la matrice mitochondriale). L’H,O, produit par les
SOD peut induire des effets déléteres au sein des cellules (dommage a I’ADN, peroxydation des
lipides, cassure des ponts disulfures entre les molécules) et est donc détoxifié par la catalase, la
glutathion peroxydase ainsi que la thiorédoxine peroxydase pour aboutir a la production d’H,O

(Holley, Bakthavatchalu et al. 2011).
a) MnSOD
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Figure 8 : Les voies de détoxification de la matrice mitochondriale.

Le complexe I et I'a-cétoglutarate déshydrogénase (a-KGDH) apparaissent comme les deux principaux
producteurs de ROS mitochondriaux. L'anion superoxyde (O,”) produit par ces enzymes transformé par
la manganése superoxyde dismutase (SOD2) en peroxyde d’hydrogéne (H,0,). Ce dernier peut étre
converti en H,0 notamment par la glutathione peroxydase (GPx) qui couple cette réduction a I'oxydation
des glutathions (GSH : glutathions réduits, GSSG : glutathions oxydés). Le « pool » de glutathions
réduits est notamment reformé par la glutathion réductase (GR) qui transforme le NADPH en NADP™,

(2010, Antioxydants & Redox signaling, koopman complexe I).
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La MnSOD est abondante au sein de la matrice mitochondriale (Tyler 1975). Elle fonctionne

sous forme de dimere et catalyse la réaction suivante (Borgstahl, Parge et al. 1992) :
20;"+2H" > 0, + H,0,

Son expression est augmentée lors d’un stress cellulaire majeur. Le role prépondérant de
cette enzyme est souligné par le fait que I’inactivation totale de ce gene conduit a la mort des
animaux dans les premiers jours de vie (Li, Huang et al. 1995, Lebovitz, Zhang et al. 1996, Parajuli,
Marine et al. 2011). La sous-expression de la MnSOD conduit, outre la diminution des défenses
antioxydantes, a une réduction de I’activité des complexes I, II et III et de I’expression du complexe
IT en raison de I’oxydation des centres Fer-soufre (Li, Huang et al. 1995, Williams, Van Remmen et

al. 1998).

b)  Les glutathion peroxydases

Chez les mammiferes, plus de huit isoformes de glutathion peroxydases existent (Toppo,
Flohe et al. 2009). La réaction catalysée par ce tetramére enzymatique peut-étre schématisée de la
maniere suivante :

H,O0, + 2 GSH -> GSSG + 2 H,0

La régulation de I’activité de cette enzyme s’effectue notamment par la disponibilité de son
co-substrat, le glutathion réduit (GSH). Ce cofacteur sert de donneur d’électrons lors de la
transformation du peroxyde d’hydrogéne en eau. Au cours de cette réaction le glutathion est oxydé
aboutissant a la formation de glutathion disulfide (GSSG). Afin de reformer le «pool » de
glutathion réduit, la glutathion réductase (GR) transforme le GSSG en GSH, cette réaction est
dépendante NADPH+H " en NADP".

Le glutathion apparait comme un composé clé¢ dans le maintien de 1’homéostasie redox
intracellulaire (Aoyama, Watabe et al. 2008). En condition de stress oxydatif, ce dernier peut former
des ponts disulfures entre les groupements thiols des protéines aboutissant a 1’oxydation irréversible
de celles-ci (Giustarini, Rossi et al. 2004). Le GSH est synthétisé dans le cytoplasme pour étre
ensuite importé dans la mitochondrie. En conditions de stress, le rapport GSH/GSSG est diminué

(Maher 2005) et sert d’indicateur du statut redox de la cellule (Schafer and Buettner 2001).
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II. Régulation de law phosphorylatiow
oxydative

90% de 1’énergie cellulaire est fournie par la mitochondrie sous forme d’ATP. Cette
molécule est nécessaire a I’ensemble des réactions biochimiques du métabolisme. Un ajustement fin
de la production d’ATP est donc nécessaire pour une adaptation rapide aux variations de
I’environnement (une demande accrue en ATP lors d’un exercice par exemple) ou permettre une
adaptation a plus long terme (restriction calorique).

Afin de répondre a ces situations, plusieurs niveaux de régulation existent. Ils font appel a
un équilibre fin (homéostasie) de différentes molécules produites ou utilisées par la chaine
respiratoire et qui peuvent en retour moduler I’activité de cette dernicre : le calcium, le rapport
AMP/ATP et le rapport NADH/NAD'. Parmi les niveaux de régulation, on trouve des régulations a
court terme comprenant la modulation de I’efficacit¢ de la chaine respiratoire ; des régulations
enzymatiques ; ou encore des modifications post traductionnelles (phosphorylations et acétylations).
A plus long terme, une voie de signalisation rétrograde dépendante du rapport AMP/ATP peut étre

mise en place et aboutir a la stimulation de la biogenése mitochondriale.

II.1. Régulation de Pefficacité de la phosphorylation oxydative

L’efficacit¢ de la phosphorylation oxydative peut étre définie comme la quantit¢ d’ATP
formée par molécule d’oxygeéne consommée (ATP/O). Ce paramétre peut varier soit par
modification de la force protomotrice, on parle de découplage extrinseque, soit par modification de

I’efficacité du pompage de protons, on parle alors de découplage intrinseque.

II.1.1. La fuite de protons : les mécanismes extrinséques

La phosphorylation de I’ADP par ’ATP synthase est dépendante du gradient de protons
généré au niveau des complexes de la chaine respiratoire. Une partie de ce gradient de protons
retourne vers la matrice par simple diffusion, on parle de fuite basale de protons. Cette fuite
représente environ 20% de la respiration mitochondriale (Brand, Pakay et al. 2005) et dépend
notamment de la composition de la membrane interne (en particulier de la quantité de cardiolipines)

(Porter, Hulbert et al. 1996, Bobyleva, Bellei et al. 1997, Hulbert, Else et al. 2002). Des protéines
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peuvent aussi étre impliquées dans la fuite basale de protons, notamment 1’adénine nucléotide
translocase (ANT) (Brand, Pakay et al. 2005).

Par opposition a la fuite basale, la fuite inductible est catalysée par des protéines de la
membrane interne mitochondriale. Ces protéines ont pour but de transporter des protons de 1’espace
inter-membranaire vers la matrice. Parmi ces protéines, on trouve les protéines découplantes UCP
(uncoupling protein). Ainsi, la protéine UCP1 capte des protons générés au niveau de la chaine
respiratoire afin de réguler la température corporelle. Cette protéine est notamment activée via des
messagers hormonaux (noradrénaline) lors de baisse des températures (Nicholls and Locke 1984,
Cannon and Nedergaard 2004). UCP2 est abondante dans certains types cellulaires tels que les
macrophages et les cellules B du pancréas. Cette protéine est activée par une augmentation de
la production de ROS et aboutit a une diminution de la synthése mitochondriale d’ATP (Liu, Li et
al. 2013). UCP3 est principalement exprimée dans le muscle et son activation lors d’une production
accrue de ROS permettrait d’induire un découplage modéré afin de diminuer le potentiel de

membrane (Brand, Buckingham et al. 2004).

I1.1.2. Les mécanismes intrinséques

Le découplage intrinséque correspond a une variation de la steechiométrie des protons
pompés par ¢électrons transférés modulant ainsi le rapport ATP/O. Ce phénomene physiologique a
seulement été démontré pour le complexe IV et I’ATP synthase (Kadenbach 2003). En effet,
I’efficacité du pompage de protons peut varier en fonction des conditions métaboliques (Capitanio,
Capitanio et al. 1991, Capitanio, Capitanio et al. 1996). Par exemple, lors d’une hausse du rapport
ATP/ADP, I’efficacité de pompage de protons du complexe IV varie de 1 4 0,5 (H'/e") (Frank and
Kadenbach 1996). Pour I’ATP synthase, la stcechiométrie des protons pompés par électrons
transférés varierait selon la conformation et surtout du nombre de sous-unités contenues dans la
partie Fy du complexe (Stock, Leslie et al. 1999).

Des mutations dans les sous-unités des complexes (Pfitzner, Hoffmeier et al. 2000), ou
I’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques (Steverding and Kadenbach 1991) peuvent aussi altérer

I’efficacité du pompage de protons.

I1.2. Régulation allostérique

I1.2.1. Homéostasie calcique
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Figure 9 : La régulation du métabolisme énergétique par le calcium

La concentration en ion calcium (Ca®*) est un facteur déterminant pour I'activité de nombreuses enzymes

du métabolisme énergétique mitochondrial. Le calcium régule ainsi le cycle de Krebs, tout d'abord en

modulant I'activité de I'a-cétoglutarate déshydrogénase (a-KGDH) et de lisocitrate déshydrogénase

(ISOCIT), deux enzymes de ce cycle, mais aussi en régulant I'entrée du pyruvate et donc la quantité

d’acétyl-CoA (via la régulation de la PDH). Le calcium régule aussi I'activité des complexes de la chaine

respiratoire (notamment le complexe IV et le complexe V).
(Brookes, Yoon et al. 2004).
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La mitochondrie joue un role prépondérant dans I’homéostasie calcique. En effet, la
mitochondrie est stratégiquement placée a proximité des sites de relargage du Ca”". Ainsi, lors
d’une augmentation du Ca>" cytosolique, soit issu des réserves internes ou via un influx a travers la
membrane plasmique, celui-ci peut étre rapidement étre transféré au sein de la matrice
mitochondriale. L’élévation du calcium libre mitochondrial ([Ca*'],) stimule alors les
déshydrogénases mitochondriales Ca*"-sensibles, induisant une augmentation du NAD(P)H. Ainsi,
I’activité des navettes malate/aspartate et glycérol phosphate est finement régulée par le calcium
(Figure 9). En effet, MacDonald and Brown ont montré que des concentrations de calcium (107 a
10°M) diminuaient le Km de 1’enzyme glycérol-3- phosphate afin de 1’activer (MacDonald and
Brown 1996). La pyruvate déshydrogénase est également régulée par le calcium, via la stimulation
de I’isoforme 1 de la Pyruvate déshydrogenase phosphatase (PDP1) (Turkan, Hiromasa et al. 2004).
Enfin, dans le cycle de Krebs, deux déshydrogénases ont été montrées comme régulées par le
calcium, parmi lesquelles I’isocitrate déshydrogénase ainsi que I’a-cétoglutarate déshydrogénase
(Denton 2009). En plus de cette régulation des apports en NADH et FADH,, le calcium pourrait
¢galement réguler directement la synthése d’ATP en se fixant sur la sous-unité F1-f de ’ATP
synthase (Hubbard and McHugh 1996). Le couplage préférentiel entre 1’augmentation du [Ca”]. et
du [Ca®"],, est I'un des mécanismes proposés expliquant la coordination entre la production d’ATP
mitochondrial et la demande cellulaire (Gellerich, Gizatullina et al. 2012, Gellerich, Gizatullina et
al. 2013). L’activation coordonnée de ces déshydrogénases et de I’ATP synthase permettrait une
forte augmentation de la vitesse de respiration, avec une altération minime du rapport

NAD(P)H/NAD(P)" (De Marchi, Santo-Domingo et al. 2014).

I1.2.2. La Régulation par le statut énergétique (rapport ATP/AMP)

La consommation d’énergie par une cellule se traduit par une diminution de la concentration en
ATP et une augmentation de la concentration en ADP, et/ou AMP. ATP, ADP et Pi sont tous trois
directement connectés avec le systeme de la phosphorylation oxydative dans les mitochondries, via
leur transport a travers la membrane mitochondriale interne par le transporteur ATP/ADP (ANT) et
le transporteur de phosphate (Figure 10). Une élévation du rapport ATP/ADP cytosolique sera donc
suivie d’une €lévation du rapport intramitochondrial, lequel va activer la respiration mitochondriale
par effet de substrat (stimulation de la FoF;-ATPsynthase). Cette stimulation de la respiration
mitochondriale nécessite une activation concertée des voies d’apports en substrats et de leur
oxydation. Le complexe PDH est activé par I’ADP, mais inhibé par I’ATP (Spriet and Heigenhauser

2002). Dans le cycle de Krebs, trois des étapes sont fortement exergoniques, celles catalysées par la
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Figure 10 : La régulation du métabolisme énergétique par I'ATP

Le rapport ATP/ADP est régulateur clef du métabolisme énergétique mitochondrial. Ainsi, I'activité
d’enzymes du cycle de Krebs (Isocitrate déshydrogénase (ISOCIT), Citrate Synthase (CS), (a-
cétoglutarate déshydrogénase (a-KGDH)) est induite lors d’une diminution du rapport ATP/ADP. Une

hausse de la concentration en ATP inhibe aussi l'activité du complexe V (CxV). L'activité de I'un des

transporteurs de la chaine respiratoire, le cytochrome C (Cyto C) pourrait aussi étre régulée lors de

modification du rapport ATP/ADP.
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citrate synthase, l'isocitrate déshydrogénase et I'a-cétoglutarate déshydrogénase. Ces trois enzymes
semblent particulierement sensibles au ratio ATP/ADP. Ainsi, une hausse de la concentration
intramitochondriale en ATP peut inhiber Iactivité de ces enzymes (Hathaway 1965, Harford and
Weitzman 1975). A Dl’inverse, une diminution de la concentration en ATP et donc du rapport
ATP/ADP, comme lors d’un exercice (Ghanbari-Niaki, Bergeron et al. 1999), induit I'augmentation
de l'apport de coenzymes réduits a la chalne respiratoire (Rutter and Denton 1988, Strumilo 2005).
D’autre part, la cytochrome C oxydase, possede des sites de liaison spécifique, de haute affinité, a
I’ADP et a I’ATP. Les études cinétiques sur 1’enzyme reconstituée montrent que I’ADP diminue le
Km de I’enzyme pour le cytochrome c, tandis que I’ATP I"augmente (Huther and Kadenbach 1987,
Huther and Kadenbach 1988). Si le nombre de sites de fixation reste débattu (Rieger, Napiwotzki et
al. 1995, Napiwotzki, Shinzawa-Itoh et al. 1997, Napiwotzki and Kadenbach 1998), il semble
qu’ADP et ATP entrent en compétition pour le méme site, ce qui signifie que le ratio ATP/ADP,

plus que I’ATP lui-méme régule 1’activité de I’enzyme.

I11.2.3. La Régulation par le rapport NAD'/NADH

Le rapport de NAD'/NADH libre joue un role central dans le maintien de I'homéostasie
cellulaire. Plus de 700 oxydoréductases utilisent le NAD" ou le NADH comme cofacteurs (Ying
2008). La majorité du NAD" cellulaire, semble étre séquestré dans cet organite (jusqu'a 70% du
NAD" dans les cellules cardiaques) (Di Lisa and Ziegler 2001, Stein and Imai 2012). La
mitochondrie posséde un rapport NAD/NADH relativement faible de l'ordre de 7 & 8, comparé a
celui du cytosol (qui oscille typiquement entre 60 et 700) (Stein and Imai 2012). Aussi, la
biodisponibilit¢ du NAD" va avoir une profonde influence sur l'ensemble des processus
métaboliques mitochondriaux. Le NAD" est un co-substrat régulant 1’activité de trois enzymes du
cycle de Krebs : l'isocitrate déshydroénase, l'a-cétoglutarate déshydrogénase, et la malate
déshydrogénase. Le NADH, produit de par l'isocitrate déshydroénase et I'a-cétoglutarate
déshydrogénase lors de 1I’oxydation de l'isocitrate et de 1’a-cétoglutarate, inhibe ces deux enzymes.
De méme, la réaction de malate déshydrogénase est a 1'équilibre dans la cellule, la concentration en
oxaloacétate dépend donc du rapport NADH/NAD" (Mullinax, Mock et al. 1982). Le complexe
PDH chez les vertébrés est, comme nous l'avons vu, régulé allostériquement par 1'ATP, l'acétyl-
CoA mais également par le NADH. Une augmentation du rapport NAD/NADH, liée a une hausse
du NAD" intramitochondrial active ce complexe enzymatique. A I’inverse, la vitesse du cycle de
Krebs peut étre limitée par la disponibilité de I’acétyl-CoA, lors de 1'épuisement du NAD" (Harford
and Weitzman 1975, Plaut, Cheung et al. 1979). Ainsi l'activité de la PDH est diminuée lorsque le
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rapport [NADH]/[NAD'] est élevé et activée lorsque les besoins énergétiques sont élevés et que le

flux de l'acétyl-CoA dans le cycle de Krebs doit étre stimulé (Pettit, Pelley et al. 1975).

En plus doscillation circadienne, le rapport NAD'/NADH est modulé en fonction de
facteurs environnementaux et nutritionnels. Ainsi, les effets bénéfiques de la restriction calorique
sur le vieillissement seraient liés a une hausse de ce rapport dans une variété de tissus, dont le foie,
le muscle squelettique et le cerveau (Lin, Ford et al. 2004). Le jeline induirait également une
augmentation des taux de NAD" dans le foie et le muscle squelettique (Canto, Gerhart-Hines et al.
2009). Au contraire, un régime enrichi en graisse réduit de fagon significative la concentration en
NAD" hépatique (Yoshino, Mills et al. 2011). De plus, le taux de NAD" intramitochondrial semble

¢galement diminu¢ au cours du vieillissement (Braidy, Guillemin et al. 2011).

En plus de sa participation aux réactions d’oxydoréductions, le NAD" est une molécule de
signalisation cellulaire. Tout comme le rapport AMP/ATP, le rapport NADH/NAD" constitue
¢galement un mécanisme de «sensing» du statut énergétique cellulaire, déclenchant des

modifications post-traductionnelles majeures, telles que la phosphorylation et I’acétylation.

I1.3. La régulation post-traductionnelle

La phosphorylation et I’acétylation apparaissent comme des régulateurs majeurs des voies
de production des composés réduits NADH et FADH, mais également des complexes de la chaine
respiratoire. Elles s’appuient notamment sur un mécanisme de « sensing » du statut énergétique

cellulaire basé sur les rapports AMP/ATP et NADH/NAD",

I1.3.1. Mécanisme de phosphorylation

Une étude menée par Pagliarini et Dixon a montré que 60 protéines mitochondriales étaient
phosphorylées (Pagliarini and Dixon 2006). Environ un tiers de ces protéines sont des sous-unités
de la chaine respiratoire. L’activité des complexes I et IV est régulée par phosphorylation.

Dans le complexe I, le premier site de phosphorylation démontré se situe sur la sous-unité
NDUFS4 (Scacco, Vergari et al. 2000). La phosphorylation de la sous-unit¢ NDUFS4 par la
protéine PKA induit une augmentation de la respiration liée a ce complexe. Lors d’une mutation

dans la sous-unit¢ NDUFS4, une diminution de la phosphorylation est observée, responsable au
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moins en partie de la réduction de I’activité et de la respiration liée au complexe I (Papa, Petruzzella
et al. 2004). Dans les mitochondries de cceur de beeuf, les sous-unités MWFE (sous unité
homologue de NDUFA1), ESSS (sous unit¢ homologue de NDUFBI11) peuvent également étre
phosphorylées (Chen, Fearnley et al. 2004). La phosphorylation de MWFE semble indispensable
pour ’assemblage et la stabilit¢ du complexe I (Yadava, Potluri et al. 2008).

L’inhibition allostérique induite par I’ATP au niveau du complexe IV serait régulée par
phosphorylation/déphosphorylation selon une voie dépendante de I’AMPc. Ainsi, la sous-unité
COX I serait phosphorylée au niveau des résidus sérine 441 (Bender and Kadenbach 2000) et
tyrosine 304 (Lee, Salomon et al. 2005). Les sous-unités COX IV et COX Vb possedent également
des sites de phosphorylation (Ogbi and Johnson 2006, Prabu, Anandatheerthavarada et al. 2006).

Le cytochrome c peut également €tre phosphorylé, ce qui aurait pour conséquence de
diminuer la respiration mitochondriale en augmentant le potentiel de membrane pour une meilleure
synthése d’ATP sans production excessive de ROS (Huttemann, Lee et al. 2012).

Un site de phosphorylation sur la sérine 82 de I’enzyme de détoxification des ROS,
MnSOD, a ¢ét¢ mis en évidence. La phosphorylation de cette enzyme aurait un rdle inhibiteur
(Bykova, Stensballe et al. 2003, Castellano, Cecere et al. 2009). Inversement, le calcium induit une
déphosphorylation de la MnSOD aboutissant & une augmentation de son activité (Hopper, Carroll et

al. 2006).

I1.3.2. Mécanisme d’acétylation

Cette modification post-traductionnelle apparait comme un régulateur clé¢ de la fonction
mitochondriale. En effet, 20% des protéines mitochondriales possedent un site putatif d’acétylation
(Kim, Sprung et al. 2006). Une étude menée chez les souris a montré que sur 133 protéines
mitochondriales peuvent étre acétylées dont 49 impliquées dans la synthése d’ATP (Anderson and
Hirschey 2012).

Ainsi, de nombreuses déshydrogénases semblent étre régulées par ce phénomene : quatre
déshydrogénases du cycle de Krebs (fumarate déshydrogénase, malate déshydrogénase, isocitrate
déshydrogénase et succinate déshydrogénase), cinq enzymes en lien ou impliquées dans la -
oxydation des acides gras et neuf sous-unités du complexe I (NUDFV1, NDUFS1, NDUFS6,
NDUFAT1, NDUFA4, NDUFAS, NDUFA9, NDUFA10, NDUFB3) (Kim, Sprung et al. 2006).

La principale déacétylase mitochondriale est la protéine NAD -dépendante SIRT3. Elle est
responsable de la perte d’'un groupement acétyl sur les résidus lysine de ses protéines cibles. Son

activité est étroitement régulée par le rapport NADH/NAD" mitochondrial (Desquiret-Dumas,
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Gueguen et al. 2013). Les fonctions et les régulations induites par les protéines de la famille des
sirtuines seront développées plus amplement dans le paragraphe V.

NDUFAQ est la plus étudiée des sous-unités acétylées du complexe I. Chez les souris SIRT3
KO, une hyperacétylation de NDUFAO9 est observée et semble corrélée a une diminution d’activité
de ce complexe ainsi qu’une synthése d’ATP moindre (Ahn, Kim et al. 2008).

SIRT3 peut interagir également avec la sous-unit¢ SDHA du complexe II. Cette sous-unité
possede 7 lysines acétylées et sa déacétylation par SIRT3 induit une augmentation d’activité¢ du
complexe II (Finley, Haas et al. 2011).

L’activité du complexe V pourrait étre régulée par I’acétylation au niveau de la sous-unité
OSCP (Finley, Haas et al. 2011, Vassilopoulos, Pennington et al. 2014).

L’activité¢ de la principale enzyme de détoxification des ROS mitochondriaux, la MnSOD,
est également régulée par acétylation. Ainsi dans des cellules invalidées pour SIRT3, la quantité de
superoxydes est augmentée, suggérant que la MnSOD sous forme acétylée est inactive (Tao,

Coleman et al. 2010, Ozden, Park et al. 2011).

I1.4. Régulation transcriptionnelle : la biogenése mitochondriale

La régulation transcriptionnelle permet une adaptation du métabolisme cellulaire pour faire
face a des besoins accrus en énergie, qui se déroulent de maniere répétée ou de fagon prolongée,
comme les entrainements physiques réguliers (Joseph, Pilegaard et al. 2006), les régimes ou la
restriction calorique. En réponse a ces situations, des messagers induisent des modifications de la
masse mitochondriale. Lorsque celle-ci est augmentée, on parle de biogeneése mitochondriale qui se
définit comme 1’ensemble des processus nécessaires au développement et a la division de
mitochondries préexistantes dans le but d’augmenter la masse mitochondriale, pour faire face a des
modifications de I’environnement (Jornayvaz and Shulman 2010).

Du fait de la double origine des protéines mitochondriales, ce mécanisme requiert
I’expression coordonnée des 2 génomes. Des protéines sont responsables de cette coordination
notamment le co-activateur transcriptionnel PGC-1la qui se fixe sur les régions promotrices des
geénes cibles, recrute les facteurs généraux de transcription et initie ainsi le déclenchement d’une
cascade d’activation impliquant notamment NRF1 et NRF2. Ceci aboutit a la synthese des protéines
mitochondriales codées par le génome nucléaire. En parallele, la transcription du génome
mitochondrial est activée par TFAM. Une bonne corrélation spatio-temporelle entre ces différents
facteurs est nécessaire et un défaut dans I’un des mécanismes peut aboutir a une dérégulation de la

voie de biogenese mitochondriale.
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III. Alterations de la fonctionw
mitochondriale

L’activité mitochondriale est dérégulée dans de nombreuses situations qui peuvent étre
physiologiques, telles que le vieillissement, ou pathologiques, comme par exemple dans le cas des
maladies mitochondriales. Ces situations se caractérisent par une altération de la fonction
mitochondriale : une production de ROS accrue, une diminution de la synthése d’ATP, une

augmentation du rapport NADH/NAD" ...

I11.1. Le vieillissement

Le vieillissement et la compréhension des mécanismes a 1’origine de ce phénomeéne ont
depuis toujours suscité de nombreuses interrogations. Malgré 1’existence d'une variabilité
interindividuelle, le vieillissement se caractérise par une diminution des capacités d’adaptations face
a I’effort et au stress et une détérioration progressive du métabolisme. La mitochondrie, de par son
role clef dans le stress oxydant et dans le métabolisme énergétique, pourrait donc étre impliquée ce

processus biologique (Bratic and Larsson 2013).

II1.1.1. Aspect historique

La premiere théorie liant la mitochondrie au vieillissement date des années 1954 et a été
émise par Denham et Harman (Harman 1956). Selon cette théorie, le vieillissement résulterait de
I’augmentation de la production de ROS et de leurs effets délétéres sur la cellule. En effet, des
¢tudes ont montré que le stress oxydant était augmenté avec 1'age du fait d'un déclin de la fonction
mitochondriale. Celui-ci s’accompagnerait d’une augmentation des mutations au sein de I’ADN
mitochondrial. L’apparition de ces mutations contribue a amplifier la défaillance mitochondriale
liée a ’age et donc la production de ROS ainsi que leurs effets déléteres (dommages aux protéines,
aux lipides et a I’ADN)).

Méme si cette théorie est a I’heure actuelle discutée (Sanz and Stefanatos 2008), il est
communément admis que la mitochondrie puisse étre un ¢élément majeur du processus de

vieillissement (Bratic and Trifunovic 2010, Bratic and Larsson 2013). Ainsi, de nombreuses
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altérations de la fonction, de la structure de I’ADN mitochondrial ont été constatées au cours du

vieillissement.

I11.1.2. Altération de la fonction mitochondriale au cours du vieillissement

La premicre fonction de la mitochondrie est de produire de 1’énergie sous forme d’ATP
grace a la phosphorylation oxydative. La synthése d’ATP semble particulierement impactée au
cours du vieillissement. Short ef al. (2005), ont montré que la capacité maximale de synthése d’ATP
diminuait de 5% par décennie (Short, Bigelow et al. 2005). La diminution de la synthése d’ATP
observée dans les modéles soumis au vieillissement s’explique tout d’abord par une diminution de
la respiration liée aux différents complexes de la chaine respiratoire (Cooper, Mann et al. 1992).
Ainsi, P’activité des complexes I et IV serait particulierement impactée par le vieillissement aussi
bien chez I’homme (Boffoli, Scacco et al. 1994) que chez le rongeur (Picard, Ritchie et al. 2010). A
I’inverse, 1’activité du complexe II semble inchangée (Pastoris, Boschi et al. 2000, Kerner, Turkaly
et al. 2001). Les données concernant les autres complexes de la chaine respiratoire sont plus

discordantes (Mootha, Bunkenborg et al. 2003).

Une incidence du vieillissement sur les complexes I et IV sans impact sur le complexe II
pourrait s'expliquer par une augmentation des mutations au sein de I’ADN mitochondrial. En effet,
le complexe II est le seul complexe de la chaine respiratoire entieérement codé par le génome
nucléaire. Or, lors du vieillissement, une augmentation des altérations du génome mitochondrial
(augmentation du nombre de délétions et de mutations) a ét¢ montrée dans de nombreux tissus
parmi lesquels le muscle, les hépatocytes, le systeme nerveux central (Khrapko and Vijg 2009). Ces
mutations pourraient résulter des dommages a I’ADN induit par les ROS (Barazzoni, Short et al.
2000, Peterson, Johannsen et al. 2012). En effet, chez 1'animal, le vieillissement ou les maladies
liées au vieillissement (comme Alzeihmer ou Parkinson) se caractérisent par une augmentation de la
production de ROS (Pimentel, Batista-Nascimento et al. 2012). De plus, le vieillissement se
caractérise par une diminution de I’activit¢ d’enzymes impliquées dans la détoxification de ces
molécules comme la MnSOD (Armeni, Principato et al. 2003, Ren, Li et al. 2007). Cependant une
¢tude menée par Raamsdonk et al. (2009) a montré que I’invalidation du géne de la MnSOD chez
C.elegans augmentait I’espérance de vie des animaux malgré une augmentation du stress oxydant
(Van Raamsdonk and Hekimi 2009). A I’inverse, plusieurs études menées chez la souris ont montré
que le KO de la MnSOD réduisait 1’espérance de vie des animaux traités (Weyemi, Parekh et al.

2012).
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Figure 11 : Schéma représentant la définition de I'hétéroplasmie
Lors de la division cellulaire, une cellule mére possédant un mélange de copies d’ADNmt mutées et
normales peut former plusieurs cellules filles. Dans le premier cas la cellule fille ne recoit que des copies
d’ADNmt normales, elle sera donc homoplamsique saine. Dans le dernier cas, la cellule fille ne regoit que
des copies d’ADNmt mutées, elle sera donc homoplasmique mutée. Enfin la cellule fille située au milieu

recoit un mélange d’ADNmt muté et sauvage, elle est dite hétéroplasmique.



INTRODUCTION

La diminution de la synthése €nergétique observée dans les différents modeles de vieillissement
pourrait aussi résulter d’une modification de la structure des crétes mitochondriales. En effet, Daum
et al. (2013) (Daum, Walter et al. 2013), a montré qu’au cours du vieillissement une altération de la
dimérisation de I’ATP synthase était observée. La dimérisation de I’ATP synthase est un ¢lément
important pour la formation des crétes de la membrane interne (Davies, Anselmi et al. 2012). Une
¢tude menée en 2005, avait précédemment démontré que la structure globale des mitochondries

¢tait altérée au cours du vieillissement (Balaban, Nemoto et al. 2005).

Le wvieillissement apparait comme un phénoméne physiologique multifactoriel dont
I’initiateur et les acteurs biochimiques restent méconnus. De plus, les différents phénomenes
impliqués dans le vieillissement (augmentation de la production de ROS, augmentation des
mutations de I’ADN mitochondrial, modification du métabolisme énergétique) semblent étroitement
liés. La plupart des études s’attachent a décrire I'un de ces parametres mais des études plus globales
semblent nécessaires afin de mieux comprendre les mécanismes mitochondriaux impliqués dans le

vieillissement.

I11.2. Les maladies mitochondriales

Les maladies mitochondriales sont un groupe hétérogeéne de pathologies caractérisées par un
déficit de la chaine respiratoire. Ces pathologies résultent de mutations altérant la fonction des sous-
unités des complexes de la chaine respiratoire. Du fait la double origine des sous-unités des
complexes, les mutations peuvent toucher soit le génome nucléaire ou le génome mitochondrial. De
multiples copies d’ADN sont présentes au sein des mitochondries. Ainsi, une mutation peut affecter
toutes les copies d'ADN, on parle alors de mutation homoplasmique. Si une partie seulement des

copies est affectée par la mutation, on parle d’hétéroplasmie (Figure 11).

Le déficit du complexe I est le plus commun des déficits observés dans les pathologies
mitochondriales, représentant environ 30% des cas (Tucker, Compton et al. 2011, Fassone and
Rahman 2012). Les phénotypes cliniques présentés par les patients porteurs d’un déficit du
complexe I sont trés hétérogenes, parmi ces phénotypes on distingue : le syndrome de Leigh (Sofou,
De Coo et al. 2014), qui est un désordre multi-systémique et la neuropathie optique héréditaire de

Leber (LHON) (Chinnery and Hudson 2013).

I11.2.1. La neuropathie optique héréditaire de Leber (LHON)
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La maladie de Leber ou LHON (Leber Hereditary Optic Neuropathy) a été décrite pour la
premiere fois par Theodor LEBER en 1871. Son mode de transmission, non mendélienne,
maternelle, a été exposé en 1972 par Erickson (Erickson 1972). Enfin, la premiére mutation
ponctuelle sur 'ADN mitochondrial en position nucléotidique 11778 a été¢ découverte en 1988 par

Wallace ef al., (m.11778G>A) (Wallace, Singh et al. 1988).

a)  Aspect clinique

Cette pathologie se caractérise par une perte rapide de la vision centrale chez le jeune adulte
(entre 18 et 35 ans). Sa prévalence va de 1/30 000 a 1/50 000 individus, en fonction de la population
étudiée ; ainsi, la prévalence serait de 1 pour 31 000 en Angleterre et 1 pour 50 000 en Finlande
(Spruijt, Kolbach et al. 2006, Puomila, Hamalainen et al. 2007). Sa pénétrance est incompléte et
cette pathologie affecte principalement les hommes (5 cas sur 6). Au niveau clinique, deux phases
sont distinguées. La phase aigué€, qui se caractérise par une perte de 'acuité visuelle généralement
sévere, brutale et le plus souvent unilatérale (dans 25% des cas bilatérale d’emblée). Apres un délai
qui peut aller de quelques jours a quelques mois I’atteinte devient bilatérale (Yu-Wai-Man and
Chinnery 1993). La vision globale est profondément altérée avec la présence d’un scotome centro-
caecal, la vision périphérique étant plus ou moins préservée. La phase chronique se caractérise par
I’apparition d’un disque optique atrophi¢ di a la dégénérescence sélective des cellules de la rétine
(RGC) et de leurs axones (Carelli, Ross-Cisneros et al. 2004). L’amélioration spontanée de 1’acuité
visuelle est rare et ces patients souffrent de cécité¢ 1égale (acuité visuelle inférieure a 20/200).
L’atteinte visuelle est généralement le seul symptome identifié, mais certains patients peuvent
présenter des atteintes neurologiques additionnelles tels qu’une encéphalopathie, une neuropathie
périphérique, une dystonie, ou des atteintes cardiaques (arythmies) ; on parle alors de forme Leber

« plus » (Nikoskelainen, Marttila et al. 1995, Palace 2009).

b)  Aspect génétique

La maladie de Leber est causée par des mutations de ’ADN mitochondrial. 95% des cas
sont dus a 3 mutations dans des geénes codant pour des sous-unités du complexe I: m.3460G>A
(sous-unité ND1), m.11778G>A (sous-unit¢ ND4), m.14484T>C (sous-unit¢ ND6). D’autres
mutations pathogenes plus rares ont été¢ décrites au sein des sous-unités ND1, ND4, ND4L, ND6 du
complexe I (Carelli, Ross-Cisneros et al. 2004). Ces mutations sont généralement homoplasmiques.
Cependant, une étude menée sur 167 patients a montré que dans 40% des cas la mutation
m.3460G>A était hétéroplasmique. Le taux d’hétéroplasmie pourrait influer I’expression de la

maladie, ainsi le risque de développer la pathologie est plus important chez les patients présentant
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un taux d’hétéroplasmie supérieur a 75% (Yen, Wang et al. 2006). D'autre part, 1'haplogroupe
mitochondrial semble également exercer une influence sur l'expression de la pathologie : en effet,
un risque accru de cécité a été associé avec l'haplogroupe J pour les mutations m.11778G>A et
m.14484T>C, tandis que 1'haplogroupe H en association avec la mutation m.11778G>A semble

plutdt protecteur (Hudson, Carelli et al. 2007).

¢) Aspect biochimique

Au niveau biochimique, les études se sont essentiellement portées sur des modéles
cellulaires : fibroblastes de patients ou modéles cybrides porteurs des différentes mutations.
L'altération principale étudiée porte sur l'activité du complexe I, puisque les mutations sont
localisées au sein de sous-unités de ce complexe. La mutation m.3460G>A dans la sous-unité ND1
semble entrainer une diminution majeure de I’activit¢ NADH:Ubiquinone oxydoréductase du
complexe I. A I’inverse, des mutations dans les sous-unités ND4 et ND6 n’induisent pas forcément
de diminution significative de I’activité de ce complexe (Carelli, Ghelli et al. 1999). Ainsi, l'activité
du complexe I est diminué¢e de 79% dans les cybrides porteurs de la mutation m.3460G>A, de
seulement 20% dans ceux porteurs de la mutation m.11778G>A et n'est pas modifiée dans ceux
porteurs de la mutation m.14484T>C (Brown 1999). L’analyse de la respiration liée au complexe I
(malatet+pyruvate ; malatet+glutamate) sur des cybrides a montré que ces trois mutations
aboutissaient a un défaut de la respiration (Brown, Trounce et al. 2000). Une diminution de la
respiration liée au complexe I accompagnée par un défaut de la synthése d'ATP a également été
retrouvée sur un panel de fibroblastes de patients porteurs de ces mutations (Chevrollier, Guillet et
al. 2008). Une augmentation de la production de ROS peut parfois étre observée chez certains
patients atteints par cette pathologie (Yen, Wang et al. 2006, Kirches 2011). Dans le modele
cybride, une diminution de l'expression des défenses anti-oxydantes a pu étre observée dans les
cellules porteuses des mutations induisant le phénotype le plus sévere (mutations m.3460G>A puis
m.11778G>A; (Floreani, Napoli et al. 2005)). A T'heure actuelle, la physiopathologie de syndrome
LEBER reste encore mal connue. Ainsi, les différences de sévérité clinique et biochimique
observées en fonction des différentes mutations restent mal comprises, et pourraient étre liées aux

différents roles du complexe L.

I11.2.2. Le syndrome de Leigh

Le syndrome de Leigh, ou encéphalomyopathie juvénile subaigué nécrosante, est ainsi nommé
d'aprés Archibald Denis Leigh (1915-1998), un neuropsychiatre britannique qui a décrit le premier
cette pathologie en 1951.
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a)  Aspect clinique

Le syndrome de Leigh se caractérise par des lésions nécrotiques bilatérales, focales,
principalement dans le tronc cérébral, les noyaux gris centraux et dans les ganglions de la base du
cerveau. Les patients peuvent également présenter des anomalies du cervelet et de la moelle
épinicre. Les symptomes débutent généralement dans la premiére année de vie et aboutissent a la
mort du patient dans 1’enfance. Dans de rares cas, ce syndrome s’exprime plus tard dans I’enfance
voire chez 1’adulte (Tiranti, Corona et al. 2000, Van Maldergem, Trijbels et al. 2002). Les
symptomes apparaissent souvent apres un événement déclenchant, caractérisé par une hausse de la
demande énergétique, comme un épisode infectieux. La maladie de Leigh débute par une régression
psychomotrice rapide, accompagnée de symptomes incluant diarrhée, vomissements et dysphagie.
La pathologie progresse généralement par une atteinte majeure du systéeme musculaire, avec une
hypotonie (faible tonus musculaire), une dystonie (contraction musculaire involontaire, prolongée)
et ataxie (manque de contrdéle du mouvement). Ces signes peuvent s'accompagner au niveau
oculaire d'une ophtalmoparésie et/ou un nystagmus; au niveau cardiaque, d'une hypertrophie, ou
encore au niveau neurologique d'une neuropathie périphérique. Enfin, I'insuffisance respiratoire est

plus fréquente cause de déces ces patients (Shrikhande, Kalakoti et al. 2010).

b)  Aspect génétique

Cette pathologie peut étre due a la fois a des mutations affectant le génome mitochondrial ou
nucléaire. Le phénotype clinique de Leigh a été retrouvé chez des patients porteurs de mutations
dans plus de 32 genes.

Entre 20 et 25% des syndromes de Leigh sont liés a des mutations de 'ADN mitochondrial.
La plus commune de ces mutations (10 a 20 % des patients) est une mutation ponctuelle située dans
la sous-unité MT-ATP6 de I'ATP synthase, en position nucléotidique m.8993T>G/C. Les autres
mutations dans I'ADN mitochondrial associées au syndrome de Leigh se situent dans des sous-
unités du complexe I, des mutations ont notamment été décrites dans 6 des 7 sous-unités
mitochondriales du complexe I (excepté ND4L).

La grande majorité des patients Leigh sont donc porteurs de mutations au sein de genes
nucléaires (75 a 80% des cas). Ces mutations se répartissent dans des génes codant pour des sous-
unités des complexes II et IV, la PDH et des facteurs d’assemblage comme SURF1 (Lee, El-Hattab
et al. 2012). Les autres mutations majeures associées au syndrome de Leigh ont été retrouvées au
sein d'au moins 11 des sous-unités du complexe I, parmi lesquelles NDUFA10 sur le chromosome
2; NDUFS4, NDUFAF2 et NDUFA2 sur le chromosome 5 ; NDUFAF6 sur le chromosome 8,
NDUFS3, NDUFS8, NDUFV1 et FOXREDI sur le chromosome 11; NDUFA9 et NDUFA12 sur le
chromosome 12; et NDUFS7 sur le chromosome 19. Les sous-unités NDUFS4 et NDUFV1
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constituent des « hot spot » mutationnels avec plus de 10 mutations différentes décrites pour

chacune de ces deux sous-unités (Pagniez-Mammeri, Loublier et al. 2012).

¢) Aspect biochimique

Au niveau biochimique, a I’image des autres pathologies mitochondriales, une élévation du
taux de lactate dans le sérum, les urines ou le liquide céphalo rachidien, est souvent observée. De
méme une ¢lévation du ratio Lactate/Pyruvate est fréquemment retrouvée dans les cultures
fibroblastiques issues de ces patients.

Des ¢études menées sur les muscles des patients ont montré que la fonction mitochondriale
¢tait altérée dans plus de 50% des cas (Finsterer 2008). Les altérations présentées par les patients
sont généralement des déficits enzymatiques des complexes de la chaine respiratoire. Ainsi, chez les
patients porteurs de mutations dans des sous-unités du complexe I, I’activit¢ NADH:Ubiquinone
oxydoréductase serait réduite de plus de 60% par rapport a des cellules contrdles (Loeffen, Smeitink
et al. 2000). De plus, une altération globale du métabolisme mitochondrial est observée chez
certains patients : augmentation de la production de ROS, diminution du potentiel de membrane,
diminution du taux d’ATP, diminution de la concentration calcique... (Distelmaier, Koopman et al.

2009).

IV. Le complere I, cible et motewr de
régulation

Le complexe I est le plus gros (1MkDa) des complexes de la chaine respiratoire. Ce
complexe se compose d’au moins 44 sous-unités dont 14 sont essentielles pour la fonction
catalytique (Brandt 2006, Carroll, Fearnley et al. 2006). Il catalyse 1’oxydation du NADH couplée a
la réduction de 1’ubiquinone et a un transfert de protons au travers de la membrane interne

mitochondriale.

IV.1. Assemblage du complexe I

Depuis les années 2000, de nombreux travaux ont porté sur I’assemblage de ce complexe
aboutissant a plusieurs modeles (Lazarou et al, 2009 et Mimaki et al, 2012). Jusqu’en 2014, en

I’absence de structure cristallographique du complexe I, les travaux menés sur 1’assemblage du
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Figure 12 : Schéma représentant I'assemblage du complexe I
Modéle d'assemblage du complexe I proposé par Mimaki et al., (2012). L'assemblage débute par
I'association des sous-unités NDUFS2, NDUSF3, NDUFS7, NDUFS8 et NDUFA9 a la sous-unité ND1

formant un complexe d’environ 400KDa. Trois des sept sous-unités mitochondriales (ND3, ND6, ND2,

ND4L) ainsi que la sous-unité NDUFB6 s’associent a ce complexe. L'ajout des sous-unités NDUFBS8 et

NDUFA13 aboutit a la formation d’un intermédiaire d'assemblage de 650kDa. Les derniéres sous-unités

mitochondriales (ND4 et ND5) s’intégrent dans le complexe. Puis I'assemblage se finalise avec I'ajout du
module N contenant NDUFV1, NDUFV2, NDUFS1, NDUFS4, NDUFS6, NDUFA12, NDUFV3.

(Mimaki, Wang et al. 2012).
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complexe I se basaient principalement sur un défaut d’assemblage induit (par des mutations) ou sur
la structure du domaine hydrophile de la bactérie (Thermus thermophilus) (Potluri, Yadava et al.
2004, Sazanov and Hinchliffe 2006). La structure cristallographique obtenue récemment par
Vinothkumar et al., (Vinothkumar, Zhu et al. 2014) permettra certainement de mieux comprendre

I’assemblage de ce complexe.

D’apres Mimaki et al., (2012), NDUFS2 et NDUFS3 s’associent puis s’assemblent avec les
sous-unités NDUFS7, NDUFS8 (Figure 12). L’assemblage du complexe I s’initie alors par
I’attachement de ce sous complexe (NDUFS2+NDUFS3+NDUFS7+NDUFS8+NDUFA9) a la
sous-unit¢ ND1 enchassée dans la membrane. Un sous complexe contenant les sous-unités ND2,
ND3, ND4L, NDUFB6 et ND6 est stabilisé grace aux facteurs d’assemblage NDUFAF1. Ces deux
sous complexes s’assemblent et sont stabilisés en présence de NDUFAF2 (facteur d’assemblage)
formant un intermédiaire d’assemblage d’environ 650KDa. Les dernicres sous-unités
mitochondriales ND4 et ND5 sont alors assemblées ainsi que la sous-unité nucléaire NDUFC2. Les
sous-unités nucléaires NDUFA1, NDFUA2, NDUFA6, NDUFA10 ainsi que les sous-unités
NDUFAS et NDUFSS5 s’associent successivement a cet intermédiaire d’assemblage pour former un
complexe de 830kDa environ. L’assemblage du complexe I se termine par 1’ajout d’un bloc
contenant le module catalytique (module N : NDUFS1, NDUFV1, NDUFS2, NDUFS4, NDUFS6,
NDUFV3, NDUFA12) (Mimaki, Wang et al. 2012).

Contrairement au modéle proposé par Lazarou et al, dans lequel les sous-unités
mitochondriales ND4 et NDS5 sont les derniéres sous-unités assemblées. Ces sous-unités

mitochondriales s’intégrent de maniére plus précoce dans le modéle ci-dessus.

Défaut d’assemblage du complexe |

De nombreux déficits du complexe I se caractérisent par un défaut d’assemblage ou une
réduction de la quantité d’holoenzyme correctement formée (Mimaki, Wang et al. 2012). Ainsi,
selon Assouline et al., (Assouline, Jambou et al. 2012) des mutations dans la sous-unit¢ NDUFS4
aboutissent a un défaut d’assemblage constant quelle que soit la mutation, avec un intermédiaire
d’assemblage a environ 830kDa, et peu (ou pas) d’holoenzyme (1MDa). Cet intermédiaire
d’assemblage correspond au complexe I sans le N-module.

De méme, des patients porteurs de mutations pour des sous-unités mitochondriales ont montré une
réduction de la quantité d’enzyme correctement assemblé (Ugalde, Triepels et al. 2003). Les défauts
d’assemblage observés dans les cellules de patients s’accompagnent généralement d’une réduction

majeure de 1’activité catalytique du complexe 1.
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Figure 13 : Schéma des différents modules du complexe I et de ses fonctions catalytiques
Le complexe I peut étre divisé en trois modules catalytiques, le module N responsable de la fixation et de
I'oxydation du NADH, le module Q responsable du transfert des électrons jusqu’a la quinone et aussi de
sa réduction. Enfin, le module P responsable du pompage de protons.

(Lazarou, Thorburn et al. 2009)
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IV.2. Les activités enzymatiques du complexe I

Le complexe I peut étre divisé en 3 modules possédant chacun leur activité enzymatique : le
module N responsable de ’oxydation du NADH, le module Q responsable de I’oxydation de la

quinone et le module P responsable du transfert de protons (Figure 13).

IV.2.1. L activit¢ NADH déshydrogénase du complexe I

Le complexe I oxyde le NADH au niveau du module N. La composition de ce module
comprendrait la sous-unit¢ NDUFV1 fixant la FMN et deux sous-unités contenant des clusters Fe-S
(NDUFS1, NDUFV2), plus les sous-unités accessoires NDUFV3, NDUFS4, NDUFS5, NDUFS6 et
NDUFA12. En 2006, la découverte de la structure cristalline du domaine hydrophobique du
complexe I de la bactérie (Thermus thermophilus) a permis de progresser dans la compréhension du
fonctionnement de ce complexe (Sazanov and Hinchliffe 2006), cependant, le mécanisme
catalytique n’est pas clairement démontré.

La communauté scientifique s’accorde sur le fait que le NADH se lie dans une cavité de la
sous-unit¢ NqO1 (homologue de NDUFV1 chez I’homme) (Berrisford and Sazanov 2009). Cette
fixation serait notamment due a la présence de 3 résidus phénylalanines trés conservés (F70, F78,
F205) de la sous-unité NqO1. Le noyau nicotinamide du NADH se positionne face au groupement
alexine de la FMN, et son oxydation s'effectue par transfert hybride du carbone C4 du NADH vers
'atome N5 de la FMN (Birrell, King et al. 2011).

L'oxydation du NADH par le site FMN du complexe I pourrait faire intervenir au moins
trois mécanismes différents (Birrell, King et al. 2011). Tous ces mécanismes se caractérisent par la
fixation du NADH, un transfert d’électrons avec la FMN, la dissociation du NAD" et I’oxydation de
la FMN (Figure 14). Dans le premier cas, le NADH se fixe, la flavine est réduite par le NADH, le
NAD" formé se dissocie et la flavine libre est réoxydée par les clusters Fe-S (en bleu et noir).
D’autres accepteurs d’électrons peuvent réduire la flavine en I’absence de nicotinamide chargé,
comme ’oxygene (Kussmaul and Hirst 2006), des quinones hydrophiles (King, Sharpley et al.
2009) (en bleu sur le schéma).

D’autres accepteurs peuvent réduire la flavine en présence de nucléotides comme
I’héxaammineruthernium III et ceux en aval ou en amont de la dissociation du NAD" (voie en rouge
et verte sur le schéma).

La concentration en NADH et en NAD", le rapport NADH/NAD" et I’état d’oxydation de la

chaine Fer- Soufre détermine le mécanisme de réduction de la FMN.
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Figure 14 : Mécanisme de |'oxydation du NADH et de la reduction de la FMN au sein du complexe I
1/Le NADH se lie a la FMN (FMN.NADH) et induit son oxydation (FMNH-) et la dissociation du NAD". La
FMN est réduite par les centres Fer-Soufre que ce soit en présence de nucléotide (noté I sur le schéma)

ou en |'absence de nucléotide (voie de gauche sur le schéma).

2/ D'autres accepteurs d'électrons peuvent réduire la flavine. Deux cas sont possibles, les accepteurs
d’électrons qui se lient en I'absence de nucléotide (comme I'oxygéne voie bleue sur le schéma) et ceux
qui se lient comme le HAR en présence de nucléotide tel que I'ADP, ATP, NADH. Il semblerait que le HAR
(chargé positivement) posseéde moins d'affinité avec la FMNH oxydé lié NAD* du fait de la charge de ce
dernier (voie en rouge sur le schéma).

D'aprés (Birrell, King et al. 2011, Birrell and Hirst 2013).
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IV.2.2. La réduction de la quinone par le complexe I

La réduction de la quinone s’effectue grace aux électrons générés lors de 1’oxydation du
NADH. L’oxydation de la quinone nécessite donc le transfert des ¢€lectrons jusqu’au site de

réduction des quinones.

a) Le transfert des électrons de la FMN a la quinone

L’oxydation du NADH par le module N génére deux ¢électrons, nécessaires a la réduction de
la quinone au niveau du module Q. En 2010, I’étude sur la levure Yarrowia lipolytica (Hunte,
Zickermann et al. 2010) a montré ’existence de 8 clusters, un cluster avec deux noyaux [2Fe-2S]
organis¢ de part et d’autres de la FMN (N1a, N1b) et six clusters avec 4 centres Fe-S [4Fe-4S], (N3,
N4, N5, N6a, N6b, N2). Cette organisation des clusters Fe-S a aussi été observée chez la bactérie
(Thermus thermophilus) dont le complexe I a une structure proche de celle de I’homme (Sazanov

and Hinchliffe 2006).

Parmi les deux premiers clusters avec deux noyaux [2Fe-2S], le cluster N1b semble étre la
voie préférentielle d’entrée des électrons au sein de cette chaine. Le role physiologique du cluster
Nla reste méconnu. Il pourrait étre impliqué dans le stockage transitoire d'un électron de la flavine
semi réduite, soit pour minimiser la production d'espéces réactives de l'oxygeéne au cours du
turnover soit pour diminuer la production directe de H,O, (Esterhazy, King et al. 2008). Cependant
cette hypothese reste controversée (Birrell and Hirst 2013).

Le transfert des ¢électrons le long de la chaine du cluster N1b au cluster N2 est un processus
rapide et ne semble pas étre le facteur limitant de I’activité catalytique du complexe I (Hirst 2013).
La vitesse de transfert des ¢électrons entre les clusters dépend de la distance les séparant (inférieure a
14 angstroms chez T. Thermophilis, (Sazanov and Hinchliffe 2006)) ainsi que de leurs différents
potentiels redox. Les potentiels énergétiques nécessaires a la réduction de chaque cluster sont
connus et des simulations mathématiques permettent d’évaluer le temps nécessaire pour le transfert
des ¢lectrons. En tenant compte des interactions électrostatiques entre clusters, la vitesse de catalyse
de la réaction NADH Ubiquinone Reductase, calculée par simulation informatique, se situerait entre
0.4 ms et 3.9 ms, ce qui est en accord avec le turnover observé in vitro, d'environ 1,7 ms (Hirst

2013).

b) La réduction de la quinone
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Les ¢lectrons transmis au cluster N2 via I’ensemble des 5 clusters Fe-S vont permettre la
réduction de la quinone. La réduction de la quinone en quinol est un processus engageant les
électrons un par un, ce qui pourrait permettre la formation d'espéces semiquinones pendant le cycle.
De tels intermédiaires ont été¢ obtenus dans des études EPR (Ohnishi, Ohnishi et al. 2012) et sur
d’autres réalisées sur des vésicules mitochondriales (Burbaev, Moroz et al. 1991). Cependant, leur
présence n’a pas €té confirmée expérimentalement in situ.

Le site de fixation de la quinone reste également incomplétement caractérisé. Ce site se situe
a l'interface entre les bras hydrophile et hydrophobe du complexe I, dans un environnement formé
des sous-unités ND1, NDUFS2, NDUFS7, NDUFS8, supporté par la premicre boucle matricielle de
la sous-unit¢ ND3. Des études par mutagenese ont permis a Kerscher et al., (2001) (Kerscher,
Kashani-Poor et al. 2001) et Kashani-Poor et al., (2001) (Kashani-Poor, Zwicker et al. 2001) de
démontrer que les sous-unités NDUFS7 (aussi appelée PSST) et NDUFS2 seraient le lieu de la
fixation et de la réduction de la quinone. La tyrosine 144 de la sous-unit¢é NDUFS2, trés proche du
cluster final N2, serait notamment essentielle a la réduction de la quinone et reconnaitrait par son
groupement hydroxyl le cycle de la quinone ; toute mutation de cet acide aminé entraine la perte de
I’activité réductase du complexe I (Tocilescu, Fendel et al. 2010).

Les sous-unités NDUFS7 et NDUFS2 interagissent avec la sous-unité ND3 (Kao, Matsuno-
Yagi et al. 2004). Cependant, cette sous-unité aurait plus un réle structurel qu'un réle catalytique
(Hirst 2013). Enfin, plusieurs études ont montré que la sous-unit¢ ND1 était impliquée dans la
fixation des inhibiteurs du cycle des quinones comme I’arylazidoamorphigenin (analogue de la

roténone) (Earley and Ragan 1984, Schuler and Casida 2001, Murai, Sekiguchi et al. 2009).

IV.2.3. Le transfert de protons

Pour une molécule de NADH oxydé¢ par le complexe I, 4 protons sont transférés de part et
d’autre de la membrane interne mitochondriale. Ce transfert se déroule au niveau du P module, bras
hydrophobe membranaire.

Selon des algorithmes mathématiques, le P module serait constitué d’environ 17 sous-unités
dont 7 impliquées dans le pompage de protons. Ces sous-unités sont toutes codées par le génome
mitochondrial (ND1 a ND6 et ND4L). Ce module peut étre divisé en deux sous modules de taille
équivalente le Pp et le Pp (Drose, Krack et al. 2011). NDS5 est la plus grande sous-unité¢ hydrophobe
du complexe pouvant contenir jusqu'a 18 hélices. ND2 et ND4 sont homologues a ND5 mais sont
tronqués en C terminal. ND4L et ND6 ont respectivement les 3 et 5 hélices transmembranaires. Les
sous-unités ND4 et ND5, contenus dans le Pp module, possédent une structure homologue des

transporteurs Na'/H" bactériens, mais leur fonctionnement n’est pas clairement établi (Steuber
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2001, Mathiesen and Hagerhall 2002). En effet, 3 mode¢les différents pour le pompage de protons
sont proposes.

Le premier est un transfert direct couplé a un transfert d’électrons. Ce type de transfert
nécessite donc que les sites impliqués dans la translocation de protons soient situés a proximité du
site de fixation de la quinone et donc du cluster N2. La capacité du cluster N2 a capter des électrons
(« midpoint potential ») a été montrée comme dépendante du pH (Ingledew and Ohnishi 1980).
Cette démonstration, ainsi que la localisation de ce cluster a environ 20-25 A de la membrane
(Efremov, Baradaran et al. 2010) appuient cette hypothése. Cependant, en 2006, Zwicker ef al., ont
montré chez Yarrowia lipolytica que la mutation du résidu lysine de ce cluster réduisait le potentiel
redox du cluster N2, mais n’affecte pas la stoechiométrie du H'/e", ni I’activité du complexe I

(Zwicker, Galkin et al. 2006).

La deuxieme théorie est liée au cycle des quinones. Dans celle-ci, proposé par Dutton et al.,
1998, pour chaque NADH oxydé, deux quinones sont réduites et une quinol est oxydée (Dutton,
Moser et al. 1998). En 2006, Sherwood et Hirst (Sherwood and Hirst 2006) ont étudié¢ ce
mécanisme et n’ont pas pu clairement démontrer la formation de quinone par le complexe I

remettant ainsi en cause le modéle de Dutton.

Le troisiéme mécanisme de transfert de protons induit par le complexe I semble indirect et
serait li¢ a un changement de conformation de complexe I. Dans cette théorie, le premier proton
serait transporté lors de la réduction de la quinone. Bottcher et al., 2002, Sazanov et al., 2003 et
Morgan et al, 2008 (Bottcher, Scheide et al. 2002, Sazanov, Carroll et al. 2003, Morgan and
Sazanov 2008) ont observé des transitions conformationnelles du complexe I d’une forme active a
une forme inactive. La théorie d’un transfert indirect des protons s’appuie sur un changement
conformationnel dans I’environnement de la sous-unit¢ NDS5. Cette sous-unité contient une hélice
transverse, longeant tout le domaine membranaire et formant une sorte de piston. La sous-unité
NDS est connectée aux sous-unités ND2 et ND4 via sa partie C-terminale et va induire le transfert

de protons au sein de ces sous-unités.

D’autres études semblent donc nécessaires afin de déterminer les mécanismes biochimiques

impliqués dans le transfert de protons par le complexe I.

IV.3. La production de ROS
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Comme évoqué précédemment, la mitochondrie est la principale source de molécules
dérivées de I’oxygene hautement réactives (ROS), a la fois de ’anion superoxyde ou du peroxyde
d’hydrogene. Au niveau de la chaine respiratoire, les complexes I et III étaient initialement décrits
comme les deux principaux producteurs de ROS (Boveris and Chance 1973, Cino and Del Maestro
1989). Cependant, beaucoup d’auteurs s’accordent sur le fait que le complexe I semble étre le
principal producteur de ROS dans les mitochondries intactes de mammiferes (McLennan and Degli
Esposti 2000, Liu, Fiskum et al. 2002). La production de superoxyde par le complexe I a été
démontrée aussi bien en utilisant le complexe isolé (Esterhazy, King et al. 2008), des particules
submitochondriales (Vinogradov and Grivennikova 2005) ou des mitochondries intactes
(Kushnareva, Murphy et al. 2002). Certaines questions concernant la production de ROS par ce
complexe restent cependant tres discutées.

Tout d’abord, la plupart des études qui démontrent I’implication de ce complexe dans cette
production sont réalisées en présence d’un inhibiteur (la roténone) ou dans des conditions
pathologiques (ischémie/reperfusion, dysfonction de 1'un des complexes de la chaine respiratoire).
En conditions physiologiques, la production de ROS pourrait étre faible (Murphy 2009, Zorov,
Juhaszova et al. 2014).

D'autre part, le type d'espéces réactives générées reste débattu : anions superoxydes ou
peroxyde d'hydrogéne. Chez la bactérie E.coli (Escherichia coli) une étude a montré que le
complexe I produisait du peroxyde d’hydrogene H,O, (Esterhazy, King et al. 2008). Bien que la
structure catalytique du complexe I bactérien soit relativement proche de celle des mammiferes, une
¢tude menée sur complexes I isolés issus de coeur de beeuf a montré que 90% des espéces formées
seraient des anions superoxydes (O;”), (Esterhazy, King et al. 2008). Des ¢tudes complémentaires
ont confirmé que le complexe I produisait majoritairement de 1’anion superoxyde chez les
mammiferes (Hirst, King et al. 2008, Grivennikova and Vinogradov 2013). La différence observée
entre les deux especes n’est a I’heure actuelle pas clairement expliquée.

Enfin, le site de production de ROS fut trés longtemps discuté (Genova, Ventura et al. 2001,
Lambert and Brand 2004). La production de ROS par le complexe I serait induite que dans des
conditions particuliéres. La premiére serait lorsque le rapport NADH/NAD" est augmenté dans la
matrice (Kussmaul and Hirst 2006, Kudin, Malinska et al. 2008). La seconde serait lorsque le
«pool » des quinones est trés réduit, en conjonction avec un Ap maximal (absence de synthese
d'ATP (Korshunov, Skulachev et al. 1997, Lambert and Brand 2004)). Ce second mode entrainerait
une production de ROS par flux reverse, c'est-a-dire un retour des électrons du complexe II vers le
complexe I en passant par la quinone (Fato, Bergamini et al. 2009).

Ainsi, le composant particulier du complexe NADH Ubiquinone Oxidoreductase qui

interagit directement avec l'oxygéne fait toujours débat : un NAD™ radical, la FMN (Galkin and
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Brandt 2005, Vinogradov and Grivennikova 2005, Kussmaul and Hirst 2006), des espéces
semiquinones (Lambert and Brand 2004, Ohnishi, Ohnishi et al. 2005), ou encore 1’un des centres
fer-soufre, Nla (Kushnareva, Murphy et al. 2002) ou N2 (Genova, Ventura et al. 2001) ont été
suggérés comme les especes impliquées dans la production de ROS. Les études réalisées sur
complexe [ et mitochondries isolés ont permis de retenir deux sites essentiels de production de
ROS, le premier au niveau de la FMN (lors du transfert classique d’¢électrons mais aussi lors du flux
reverse) et le second au niveau du site de réduction des quinones (Hirst, King et al. 2008).

Le premier site, impliquant la FMN du module N, est le site de production de ROS le plus
reconnu (Massey, Strickland et al. 1969, Kudin, Bimpong-Buta et al. 2004, Kussmaul and Hirst
2006). Des ¢tudes menées notamment sur enzymes isolées ont permis de mieux comprendre les
mécanismes a 1’origine de cette production de ROS (Hirst, King et al. 2008). Ces études ont montré
que la production de ROS est liée a I’oxydation du NADH, puisqu’en son absence la production de
ROS est quasiment nulle. De plus, une production accrue de ROS est observée en 1’absence
d’accepteur d’électrons (notamment de type quinone). Cette production est inhibée lors d’une
stimulation du turnover catalytique de I’enzyme par [’ajout d’un accepteur d’électrons
(ubiquinone) ; tandis que 1’ajout d’un inhibiteur du cycle des quinones (comme la roténone) n’induit
pas de production accrue de ROS. L’utilisation de la Diphényleneiodonium (DPI) qui réagit
spécifiquement avec la FMN inhibe la production de ROS (Liu, Fiskum et al. 2002). Ces résultats
démontrent ainsi que lors de I’oxydation du NADH, les électrons sont transférés a la FMN. La
FMN se retrouve alors sous forme semi-quinone, de type FMNH™ ou totalement réduite de type
FMNH,. Comme nous 1’avons vu au chapitre V.2.2.a, seule la FMN réduite libre est accessible aux
molécules d’oxygénes, ainsi la présence de NAD" ferme complétement ’accés a la FMN. Le NAD”
est donc un inhibiteur fort de la production de ROS par la FMN réduite. L’ajout d’un accepteur
d’électron active 1’oxydation du NADH en NAD', induisant une augmentation du rapport
NAD'/NADH, ce qui explique I’inhibition de la production de ROS (Kussmaul and Hirst 2006).
L’état de réduction de la FMN est donc directement dépendant du ratio NADH/NAD" (Birrell and
Hirst 2013). La titration redox de la production de H,O, liée a I’oxydation du NADH (production de
ROS en fonction du ratio NADH/NAD" imposé) fournit une courbe correspondant a 1’équation de
Nernst avec un potentiel d’oxydoréduction moyen de -347mV a pH=8,0, une valeur correspondant
bien au potentiel d’oxydoréduction de la FMN (Pryde and Hirst 2011).

Chez des patients atteints de la maladie de Parkinson, ’analyse de la production de ROS, sur
complexe I isolé a démontré que la FMN serait responsable de cette production(Keeney, Xie et al.
2006). De méme, une étude menée par Knuuti et al., (2013), a montré que la substitution d’un acide

aminée dans le site de liaison du NuoF (équivalent a NDUFV1), sous-unité contenant la FMN,
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augmente ’affinit¢ de la FMN pour 1’oxygéne et induit une production de ROS accrue (Knuuti,
Belevich et al. 2013).

Le deuxieme site de production de ROS par le complexe I se situerait au niveau du cycle des
quinones. L’importance physiologique de ce site reste controversée. Une étude menée en 2009, par
Fato et al., (Fato, Bergamini et al. 2009) a notamment montré que la roténone et la piericidine A
induisaient la production de ROS alors que la stigmatelline (inhibiteur du complexe III) n’a aucune
conséquence sur cette production. Les auteurs concluent donc que le site de production de ROS se
situe entre le site de fixation de ces inhibiteurs et donc au niveau du site de réduction des quinones.
Cependant, cette étude a été menée sur mitochondrie isolée, aprés stimulation de la respiration liée
au complexe 1. Or, dans ces conditions, I’ajout de roténone inhibe le transfert d’électron du cluster
N2 a la quinone, mais entraine également, rétroactivement, une augmentation majeure de 1’état de
réduction de la FMN et du ratio NADH/NAD". 1l est donc difficile dans ce cas d’incriminer
spécifiquement les espéces semiquinones dans la production de ROS. Sur complexe I isolé, la
roténone n’induit pas d’augmentation de la production de ROS (Hirst, King et al. 2008), ce qui
signifie que le site de production se situe en amont du site de fixation de la roténone.

Initialement per¢u comme le principal site de production de ROS, a I’heure actuelle
beaucoup d’études s’accordent sur le fait que ce site n’est responsable d’une production accrue de
ROS qu’en présence d’un inhibiteur, notamment la roténone (Hirst, King et al. 2008), ou lors d’un
flux reverse d’électrons en présence d'un potentiel de membrane ¢levé (Treberg, Quinlan et al.

2011).

Les ROS apparaissent comme des messagers cellulaires important notamment dans la
communication entre le noyau et la mitochondrie. De part, le role prépondérant du complexe I dans
la production mitochondriale de ROS, ce complexe apparait comme un régulateur clef de ces voies
cellulaires. De nombreuses études ont montré que la production de ROS et le métabolisme
énergétique sont dépendants du rapport NADH/NAD". Par la modulation de ce rapport, le complexe

I apparait comme un régulateur du métabolisme énergétique.

IV.4. Complexe I régulateur du métabolisme mitochondrial

IV.4.1. Régulation via la production de ROS

Si les ROS ont tout d'abord été connus pour leur toxicité, celles-ci constituent également des
molécules de signalisation. Ainsi, les ROS pourraient réguler divers paramétres physiologiques
allant du métabolisme a la croissance cellulaire, la régulation des cycles circadiens, ou encore la

génération de la réponse inflammatoire. Les exemples sont variés et comprennent des régulations
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métaboliques rétroactives, telle que la régulation de I'AMPK, de la glycogene synthase kinase 3f et
glycogene synthase (Nemoto, Takeda et al. 2000), la régulation du facteur induit par 1'hypoxie
(HIF-1a) dans des situations d’hypoxie (Brunelle, Bell et al. 2005, Guzy, Hoyos et al. 2005). Les
ROS semblent également jouer un réle important dans la régulation de la biogenese mitochondriale,
notamment via des facteurs tels que AIF, ou encore de l'autophagie par régulation directe de
l'activité Atg4 (Scherz-Shouval, Shvets et al. 2007). La dérégulation de la signalisation par les ROS
peut au contraire contribuer a la physiopathologie de nombreuses pathologies humaines. Les ROS
peuvent induire des modifications covalentes des résidus cystéines de protéines cibles sensibles a
l'oxydoréduction (comme les phosphatases). Ces modifications diminuent ainsi [’activité
enzymatique de ces protéines.

Comme nous l'avons vu précédemment, le complexe I est un acteur majeur de la production
de ROS et est par ce biais impliqué dans de nombreux processus cellulaire clés aussi bien
physiologiques que pathologiques. En conditions physiologiques, par exemple, la production de
ROS par le complexe I est impliquée dans la différenciation des cellules immunitaires. Une étude
menée par Li et al., 2006 a montré que les cellules CDS" T ne pouvaient plus étre activées en
présence de roténone (Li, Eppolito et al. 2006). L’activation de ces cellules serait donc dépendante
de la production de ROS par le complexe I. Dans cette situation, la roténone empécherait la
communication ROS-dépendante entre le noyau et la mitochondrie.

A P’inverse, de nombreuses situations pathologiques, dans lesquelles un déficit enzymatique
du complexe I est observé, se caractérisent par une augmentation de la production de ROS (Di Lisa
and Bernardi 2005, Distelmaier, Koopman et al. 2009). Dans ces situations, 1’induction de ROS
n’apparait plus comme un mécanisme temporaire de réponse a une situation mais comme une
conséquence du déficit du complexe avec des effets déléteres (Kirkinezos and Moraes 2001). Une
¢tude récente sur culture de fibroblastes présentant des pathologies mitochondriales et certains avec
un déficit du complexe I (Voets, Huigsloot et al. 2012) a montré une modification de I'expression de
nombreux geénes impliqués dans la détoxification des ROS. Les mécanismes a ’origine de la
surproduction de ROS dans le cadre d'un déficit du complexe I restent trés mal définis. L'inhibition
partielle de l'activité du complexe I par la roténone sur des cultures de fibroblastes augmente la
production de superoxydes et le stress oxydant (Koopman, Verkaart et al. 2005). De méme, une
¢tude menée sur des patients porteurs de mutations dans des sous-unités du complexe I a montré
que la production de ROS serait inversement proportionnelle a 1’activité de ce complexe (Verkaart,
Koopman et al. 2007). Cependant, ces résultats sont remis en cause par différentes études (Iuso,
Scacco et al. 2006, Distelmaier, Koopman et al. 2009). Dans ces études, malgré une méme atteinte

enzymatique certains patients présentent un stress oxydant alors que les autres non. De méme, dans
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la souris NDUFS4 KO aucun marqueur de stress oxydant n'a pu étre mis en évidence, malgré un

déficit enzymatique d'environ 50% dans le foie et le muscle cardiaque (Kruse, Watt et al. 2008).

1V.4.2. Régulation via le NADH/NAD"

Le NAD" est le cofacteur enzymatique indispensable & de nombreuses enzymes du cycle de
Krebs et de la B-oxydation des acides gras. Comme évoqué, de nombreuses situations modulant le
métabolisme mitochondrial se caractérisent par une diminution du rapport NADH/NAD". Ainsi,
lors d’une hausse du taux de NAD", une augmentation du métabolisme énergétique, de la biogenése
mitochondriale et une diminution de la production de ROS peuvent étre observées (Lopez-Lluch,
Hunt et al. 2006). Le principal lieu de recyclage du NADH formé au sein de la mitochondrie est le
complexe I qui ré-oxyde le NADH en NAD", il semble donc raisonnable de supposer que le
complexe I pourrait constituer un régulateur majeur du ratio NADH/NAD" mitochondrial.

En accord avec cette hypothése, une augmentation du rapport NADH/NAD" a été décrite
dans des tumeurs mammaires métastatiques et induirait la croissance de celles-ci (Santidrian,
Matsuno-Yagi et al. 2013). Cette augmentation serait liée a une diminution de [’activité du
complexe I et plus particuliecrement du module N. En effet, un KO de la sous-unit¢ NDUFV1,
responsable de I’oxydation du NADH induit une augmentation du rapport NADH/NAD" couplé a
une augmentation de la croissance tumorale. Ainsi, des altérations de 1’expression des sous-unités
du complexe I peuvent moduler le rapport NADH/NAD". Une étude menée dans un modéle murin
NDUFS4 KO a également montré une augmentation du rapport NADH/NAD" (Karamanlidis, Lee
etal. 2013).

Aussi, par ce role prépondérant dans 1'oxydation du NADH, le complexe I pourrait réguler la
disponibilité en NAD" et donc le métabolisme énergétique et la production de ROS. Le NAD" est

aussi le cofacteur des sirtuines qui apparaissent comme des régulateurs métaboliques.

V. Les sirtuines

V.1. Généralités (Structure, Fonction)

Les sirtuines sont des histones déacétylases dont 1’activité est NAD" dépendante (Imai,
Armstrong et al. 2000). L’activité histone déacetylase fait intervenir un substrat acétylé, du NAD"
et de I’eau. Les produits formés par les sirtuines sont le substrat déacétylé, du nicotinamide et un 2-

O-acétyl-ADPR. Le mécanisme biochimique de la réaction n’est pas clairement démontré (Sauve,
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Figure 15 : Structure détaillée de I'isoforme humaine SIRTS.

En bleu le petit domaine, en violet le domaine de Rossman-Fold, en vert les boucles liant les deux
domaines, en noir le domaine de fixation des cofacteurs et en rouge le site de fixation du Zinc.

(Sanders, Jackson et al. 2010).
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Wolberger et al. 2006). Le nicotinamide produit est capable de se lier au site de fixation du NAD"
empéchant la fixation de celui-ci (Avalos, Bever et al. 2005). La synthése du composé 2°-AADPR
résulterait de transformation d’un amide en ester et nécessiterait donc de I’énergie issue de la
dégradation du NAD" (Sauve, Wolberger et al. 2006). Certaines isoformes possédent également une
activit¢ ADP ribosyltransferase (Hawse and Wolberger 2009) mais le mécanisme exact et
I’existence de ce processus in-vivo restent a déterminer. Des fonctions de succinylation et de

malonylation ont également été reportées pour certaines isoformes (Peng, Lu et al. 2011).

V.1.1. Structure

Les sirtuines ont fait I’objet de trés nombreuses études au cours de cette derniere décennie.
Elles sont ainsi décrites aujourd’hui comme des régulateurs majeurs du statut énergétique cellulaire
et sont souvent évoquées comme une cible thérapeutique potentielle dans de nombreuses
pathologies telles que les maladies cardiovasculaires ou neurodégénératives.

Les sirtuines sont composées d’un domaine catalytique conservé de 275 acides aminés avec
des extensions N et C terminales plus variables responsables de la localisation subcellulaire des
différentes isoformes ainsi que de leur état d’oligomérisation (Moniot, Weyand et al. 2012). Le
domaine catalytique adopte une forme divisée en 2 domaines structuraux différents (Figure 15) :

- le grand domaine ou pli de Rossmann qui est une région trés conservée typique des
protéines fixant le NAD". Il contient les séquences importantes pour la fixation du phosphate et des
résidus chargés capables de fixer le ribose.

- le petit domaine qui est une région trés variable au sein des différentes isoformes. Cette
grande variabilité de structure pourrait étre impliquée dans les spécificités propres a chaque
isoforme (spécificité de substrats, de localisation). Le site de fixation du Zinc est conservé chez
toutes les isoformes. La localisation de ce site de fixation est trop loin du site actif de I’enzyme mais
est nécessaire a son activité. En effet, des mutations dans ce site inhibent 1’activité catalytique de la
sirtuine. La fixation du Zinc aurait un role dans le maintien de la conformation de la protéine
particuliérement dans celle du petit domaine (Sanders, Jackson et al. 2010).

La région reliant ces deux domaines est constituée de boucles qui forment un sillon dans
lequel se fixe le NAD" et la lysine acétylée. Cette région contient les acides aminés les plus
conservés au sein des différentes isoformes parmi lesquels les glycines (34, 223) et la phénylalanine
44, tryptophane 58, valine 228, histidine 135, glutamine 115. La liaison du groupement acétyl-
lysine induit une réorganisation de 1’agencement des deux domaines, ce qui a pour conséquence de
combler le sillon et de positionner correctement les résidus cités ci-dessus pour leur interaction avec

la lysine acétylée (Moniot, Weyand et al. 2012).
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V.2. Les différentes isoformes

Chez I’homme, il existe sept isoformes de sirtuines (SIRT1 a 7). Parmi les histones
déacétylases, les sirtuines sont les seules a posséder le NAD™ comme cofacteur. Malgré de fortes
homologies de structure, la localisation, la taille, les substrats et méme [’activité enzymatique

différent entre ces isoformes.

V.2.1. Les isoformes nucléaires

SIRT1 est I’isoforme humaine la plus proche de sir2, premiére sirtuine découverte chez la
levure. Cette protéine est décrite comme majoritairement nucléaire. Cependant, elle pourrait étre
localisée dans le cytoplasme au cours de la différentiation cellulaire ou lors de certaines pathologies
(Byles, Chmilewski et al. 2010). La localisation cytosolique de SIRT1 serait due a des
modifications post traductionnelles de la protéine (phosphorylation). Cette isoforme est tres
exprimée dans le cerveau, le foie, le pancréas, les muscles, le coeur.

SIRT6 est une isoforme nucléaire peu étudiée. En 2012, une étude implique cette isoforme
dans la régulation de la déacetylation de la chromatine (Michishita, McCord et al. 2008). La
modulation de I’expression génique induite par cette isoforme est importante pour la régulation de
I’espérance de vie (Kanfi, Naiman et al. 2012). SIRT6 pourrait également étre localisée dans le
réticulum endoplasmique et hydrolyser les acides gras de type acyl lysine (Jiang, Khan et al. 2013).

SIRT7 est ¢galement nucléaire. Son activité ainsi que ses cibles moléculaires et donc sa
fonction restent assez peu étudiées. Une étude publiée en 2012, a toutefois montré que SIRT7
induisait une déacétylation de la lysine 18 de I’histone 3. Ce phénomeéne serait important pour la

transformation des cellules cancéreuses (Barber, Michishita-Kioi et al. 2012).

V.2.2. L’isoforme cytoplasmique

SIRT2 est décrite comme majoritairement cytoplasmique mais peut se transloquer dans le
noyau particuliérement lors de la phase G2/M du cycle cellulaire et ainsi déacétyler 1’histone H4 sur
la lysine 40 (Vaquero, Scher et al. 2006). Cette isoforme semble aussi avoir un role prépondérant
dans la régulation du cytosquelette avec la déacétylation de la tubuline. Le géne codant pour SIRT2
se situe sur le chromosome 7. Chez I’homme, il y aurait 5 isoformes de cette protéine possédant des

masses moléculaires de 33 a 51KDa.

V.2.3. Les isoformes mitochondriales
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Trois isoformes de sirtuines ont une localisation majoritairement mitochondriale : SIRT3,
SIRT4 et SIRTS. Comme évoqué précédemment, les événements d’acétylation/déacétylation sont
des régulateurs majeurs de I’activité mitochondriale puisque 20% des protéines mitochondriales
possedent un site d’acétylation (Lombard, Tishkoff et al. 2011).

SIRT3 est I’isoforme mitochondriale la plus étudi¢e. Cependant, la localisation de cette
isoforme fut controversée. Ainsi, elle est tantét décrite comme une protéine nucléaire, qui est
transloquée dans la mitochondrie lors d’un stress (Scher, Vaquero et al. 2007, Nakamura, Ogura et
al. 2008). En revanche, d’autres études la décrivent comme exclusivement mitochondriale
(Onyango, Celic et al. 2002, Michishita, Park et al. 2005). Cette controverse provient notamment du
modele employé puisque contrairement a I’Homme, chez la souris, SIRT3 possede plusieurs
transcrits dont un qui est nucléaire (Cooper, Huang et al. 2009, Jin, Galonek et al. 2009). Chez
I’homme, SIRT3 est traduite dans le cytoplasme sous forme d’une protéine inactive de 44KDa qui
est importée dans la mitochondrie grace a un signal d’adressage en N-terminal (Schwer, North et al.
2002). Les cent premiers acides aminés sont ensuite clivés, ce qui aboutit a la forme active de
28kDa (Newman, He et al. 2012). SIRT3 est surtout exprimée dans les tissus a forte demande
énergétique tels que le foie, les reins et le cceur (Onyango, Celic et al. 2002). Son expression varie
en fonctions des conditions énergétiques cellulaires (état de jeine ou nourri, (Alhazzazi, Kamarajan
et al. 2011, Jing, Emanuelli et al. 2011)), ce qui confére a cette protéine un role important dans
I’adaptation du métabolisme cellulaire a la demande énergétique.

SIRT4 est décrite comme une ADP-Ribosyltransférase mitochondriale (Haigis,
Mostoslavsky et al. 2006). Une des cibles majeures de cette protéine est la glutamate
déshydrogénase dont 1’activité est inhibée par SIRT4 en fonction des apports caloriques (Haigis,
Mostoslavsky et al. 2006). Cette isoforme a également ét¢ décrite comme un suppresseur de
tumeurs impliqué dans la réparation de I’ADN en inhibant les voies anaplérotiques. Ceci a pour
effet de bloquer le métabolisme mitochondrial de la glutamine dans le cycle de Krebs et d’induire
un arrét du cycle cellulaire (Jeong, Xiao et al. 2013).

SIRTS est peu étudiée. Sa principale cible mitochondriale décrite jusqu’a lors était la
carbamoyl phosphate synthétase 1, une des enzymes clés du cycle de 1’'urée (Nakagawa, Lomb et al.
2009). Cependant, elle a été récemment décrite comme possédant une activité lysine succinylase qui
régulerait de nombreuses enzymes du métabolisme et notamment le complexe pyruvate
déshydrogénase et la succinate déshydrogénase (Park, Chen et al. 2013, Rardin, He et al. 2013).
Une activité de démalonylation a également été évoquée pour cette protéine mais les cibles restent

encore peu connues (Du, Zhou et al. 2011).
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Figure 16 : Cibles moléculaires de SIRT1 et les principales voies métaboliques impactées

Schéma représentant les principales cibles moléculaires de SIRT1, parmi lesquelles de nombreuses
protéines impliquées dans le métabolisme énergétique. Ainsi, SIRT1 régule par déacétylation I'activité de
PGC-1a. L'activation de PGC-1a conduit a une augmentation de la biogénése mitochondriale et du
métabolisme oxydatif. Parmi les autres cibles SIRT1 impliquées dans la régulation du métabolisme
PPARY, LXR.

SIRT1 est aussi impliqué dans la régulation du cycle cellulaire et de la survie notamment en régulant
p53. SIRT1 inhibe p53 par déacétylation modulant le cycle cellulaire et la voie p21/p53.

Parmi les activateurs de SIRT1 citons le Resveratrol. A I'inverse HIC1 apparait comme un inhibiteur de
cette protéine.

(Brooks and Gu 2009).
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V.3. Les Cibles des sirtuines

V.3.1. Les cibles de SIRT1

Parmi toutes les isoformes humaines, SIRT1 est I’isoforme la mieux caractérisée. De par la
double localisation de cette isoforme, les cibles de celle-ci peuvent étre a la fois nucléaires et
cytoplasmiques. SIRT1 est impliquée dans de nombreuses fonctions biologiques (métabolisme
énergétique, biogeneése mitochondriale, réparation a I’ADN, apoptose) expliquant la multitude de

ses cibles protéiques (figure 16).

La principale cible décrite de SIRT1 est p53. La déacétylation de la lysine 382 inhibe
I’activité de p53 et est nécessaire a I’activation de p21 pour arréter le cycle cellulaire et induire
I’apoptose.

SIRT1 régule également I’expression de nombreux genes impliqués dans le métabolisme
énergétique mitochondrial. Une des cibles privilégiée de SIRT1 est le coactivateur transcriptionnel
PGC-1la qui peut étre activé par déacétylation (Nemoto, Fergusson et al. 2005) et ainsi initier
notamment la cascade de biogenése mitochondriale (Austin and St-Pierre 2012). SIRT1 interagit
¢galement avec I’AMPK mais ’ordre d’activation reste encore débattu. Ainsi, certaines études
décrivent un role régulateur de SIRT1 sur I’AMPK par I’intermédiaire de la kinase LKB1 (Hou, Xu
et al. 2008, Price, Gomes et al. 2012). D’autres en revanche placent ’AMPK en amont de la
protéine SIRTI, la premiére régulant la quantité de NAD" nécessaire a I’activation de la seconde
(Canto and Auwerx 2009, Canto, Jiang et al. 2010). Quelle que soit la cascade d’activation, cette
voie aboutit a I’activation du métabolisme énergétique mitochondrial par stimulation de la voie de
biogenése mitochondriale et stimulation directe de 1’activité des complexes de la chaine respiratoire

(Canto, Houtkooper et al. 2012).

V.3.2. Les cibles de SIRT3

SIRT3 semble avoir un role prépondérant dans la régulation de la fonction mitochondriale.
Des études récentes ont montré que 44% des déshydrogénases mitochondriales sont acétylées
(Wang, Zhang et al. 2010, Zhao, Xu et al. 2010). Parmi ces déshydrogénases 14 ont le NAD"
comme cofacteur. Ces résultats soulignent le lien étroit entre le NAD", SIRT3 et le métabolisme

énergétique mitochondrial.

a)  SIRT3 apparait comme un régulateur du métabolisme énergétique
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Figure 17 : Les principales cibles métaboliques de la déacétylase SIRT3
SIRT3 est I'isoforme mitochondriale qui possede le plus de cibles au sein de la mitochondrie. Cette
isoforme régule I'acétylation d’enzymes impliquées dans le métabolisme énergétique mitochondrial
comme la LCAD (enzyme de la B-oxydation des acides gras), des enzymes du cycle de Krebs (SDHA,
isocitrate déshydrogénase) ou en lien avec celui-ci (Acétyl-CoA synthétase 2, PDE-1a), des sous-unités
des complexes de la chaine respiratoire (NDUFA9 (complexe I), SDHA (complexe II), la sous-unité a du

complexe V).
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La protéine SIRT3 régule I’activit¢ de nombreuses enzymes impliquées dans le métabolisme
énergétique mitochondrial (Figure 17). Elle régule tout d’abord I’entrée du pyruvate dans la
mitochondrie en activant PDH Ela (Jing, O'Neill et al. 2013). Elle active également les voies
d’apports en substrats : la f-oxydation des acides gras en déacétylant la LCAD (Hirschey, Shimazu
et al. 2010) et le cycle de Krebs en interagissant avec 1’acetyl-CoA synthétase 2 (Schwer,
Bunkenborg et al. 2006, Verdin, Hirschey et al. 2010) et I’isocitrate dehydrogenase (Schlicker,
Gertz et al. 2008). Cette enzyme est responsable de la formation d’acétyl-CoA composé
indispensable au bon fonctionnement du cycle de Krebs. SIRT3 active également directement les
complexes de la chaine respiratoire. Ainsi, le complexe I posséde un site d’acétylation au sein de la
sous-unit¢ NDUFA9 (Ahn, Kim et al. 2008). De méme, la sous-unit¢ SDHA du complexe II, et la
sous-unité alpha de la part F, de I’ATP synthase (Finley, Haas et al. 2011, Anderson and Hirschey
2012) sont déacetylés par SIRT3.

b)  SIRT3 est un régulateur de la production de ROS

SIRT3 semble impliquée dans la régulation du stress oxydant en interagissant avec deux
enzymes majeurs de la détoxification des ROS (la MnSOD et I’isocitrate déshydrogénase NADP
dépendante). La MnSOD est déacétylée par SIRT3 au niveau de la lysine 122 en réponse a un stress
(Tao, Coleman et al. 2010). Plusieurs autres résidus lysines de cette enzyme pourraient également
étre déacétylés par SIRT3 induisant ainsi une augmentation de son activité (Qiu, Brown et al. 2010).
L’ICDH est impliquée dans le recyclage du NADP/NADPH utilisé¢ lors de la détoxification du
peroxyde d’hydrogeéne par la glutathion peroxydase. L’activité de cette enzyme est induite par la
déacétylation par SIRT3 (Yu, Dittenhafer-Reed et al. 2012).

Ainsi en condition de stress oxydant SIRT3 pourrait induire a la fois la détoxification des
anions superoxydes par la MnSOD ainsi que l’activit¢ de I’isocitrate déshydrogénase afin de

générer un « pool » de NADPH suffisant a la détoxification du peroxyde d’hydrogene.

V.4. Régulations des sirtuines

L’expression de SIRT1 est régulée en fonction des conditions métaboliques de la cellule ou
de I’organisme. Elle est, par exemple, augmentée lors d’un jeline ou d’une situation de forte
demande énergétique (Lagouge, Argmann et al. 2006, Rutanen, Yaluri et al. 2010). L expression de
SIRT1 serait régulée par le facteur Foxo3 (Nemoto, Fergusson et al. 2004) qui posséderait un site de
fixation dans le promoteur du géne SIRT1 (Xiong, Salazar et al. 2011). En retour, une boucle
d’amplification est mise en place puisque foxo3 peut également étre déacétylé et activé par SIRTI

(Canto and Auwerx 2012).
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A T’inverse, I’expression de SIRT1 peut étre réprimée par le répresseur transcriptionnel
HIC1 (hypermethylated in cancer 1). Cette protéine interagit avec CtBP un senseur du métabolisme
énergétique et du stress oxydant (Zhang, Wang et al. 2007). L’interaction CtBP/HIC1 est
notamment favorisée par le NADH.

L’expression de SIRT1 est aussi régulée par les microARNs. Ces séquences sont capables
de se lier a ’ARN de leur cible et d’inhiber la traduction protéique. SIRT1 interagit notamment
avec le miR-34a (Yamakuchi and Lowenstein 2009) et le miR-138 (Liu, Wang et al. 2013).

La régulation de I’expression de SIRT3 est trés peu étudiée. Cependant, il a été montré que
le promoteur de SIRT3 possédait une séquence « estrogen relative receptor » (ERR). PGC-1a, en
interagissant avec ERRalpha induit I’expression de SIRT3 (Kong, Wang et al. 2010). Comme
évoqué précédemment, SIRT1 étant un régulateur de PGC-1a, il semble donc exister un lien étroit

entre 1’activité de SIRT1 et ’expression de SIRT3.

La régulation de I’activité transcriptionnelle de SIRT3 n’apparait pas comme un élément
majeur de régulation de SIRT3. En effet, dans les diverses situations physiologiques ou
pathologiques telles que la restriction calorique et le jeline (dans ce cas, SIRT3 est activée (Qiu,
Brown et al. 2010, Hebert, Dittenhafer-Reed et al. 2013)) ou les régimes enrichis en lipides (dans ce
cas, I’activité de SIRT3 est diminuée (Kendrick, Choudhury et al. 2011) I’expression de SIRT3ne

soit pas modifiée.

L’activité des sirtuines peut aussi €tre régulée par des modifications post traductionnelles
parmi lesquelles la phosphorylation et la sumoylation. SIRT1 posséde de nombreux sites de
phosphorylation (Sasaki, Maier et al. 2008). La phosphorylation induit une activation de cette
enzyme. Les principales kinases impliquées dans ces phosphorylations sont cycline B/cdk1 (Sasaki,
Maier et al. 2008), Jun Kinase 1 (JNK1) (Nasrin, Kaushik et al. 2009) et caséine kinase II
(Zschoernig and Mahlknecht 2009).

SIRT1 peut également étre sumoylée et activée notamment lors d’un stress induit par les UV
ou I’H,0; (Yang, Fu et al. 2007).

Peu d’études décrivent des modifications post traductionnelles sur SIRT3. Cependant 6 sites
de phosphorylation ont été identifiés sur la protéine SIRT3 sur des sérines entre les positions 101 et
118 (Chen, Chiang et al. 2013). A [I’heure actuelle, les acteurs responsables de la
phosphorylation/déphosphorylation, tout comme les conséquences de ces phosphorylations sur

I’activité de SIRT3 n’ont pas été étudiés.
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V.5. Les sirtuines senseurs du métabolisme

SIRT1 et SIRT3 possédent une activité déacétylase dépendante du NAD'. La constante
d’affinité entre le NAD" et les sirtuines est suffisamment faible pour que celles-ci soient régulées
par la concentration de ce dernier (de 100 a 550uM) (Sauve 2010). Dans de nombreuses situations
(vieillissement, restriction calorique, exercice) caractérisées par une modification de la
concentration en NAD", une modulation de ’activité des sirtuines a été observée (Massudi, Grant et
al. 2012, Gomes, Price et al. 2013).

La diminution du ratio NADH/NAD" observée lors d’une restriction calorique (Lin, Ford et
al. 2004) est a l’origine de 1’augmentation du métabolisme énergétique, de la biogenese
mitochondriale (Lopez-Lluch, Hunt et al. 2006) ainsi que d’une diminution de la production de
ROS. Ces modulations pourraient impliquer la protéine SIRT3 (Qiu, Brown et al. 2010). A cause de
son rdle central dans le métabolisme énergétique, SIRT3 a été¢ évoquée comme une potentielle cible

thérapeutique dans le vieillissement ainsi que dans les maladies neurodégénératives.

VI. Moduwlation phawrmacologique de
Vactivite des sirtuines : une cible
thérapeutique ?

L’activation pharmacologique des sirtuines a été trés étudiée ces dernieres années et le
Resveratrol a émergé comme un régulateur majeur de I’activité de cette famille de protéines (Borra,
Smith et al. 2005, Morita, Wada-Hiraike et al. 2012, Price, Gomes et al. 2012, Lakshminarasimhan,
Curth et al. 2013). Le mode d’action de ce composé (direct ou non) est tres débattu (Kaeberlein,
McDonagh et al. 2005, Pacholec, Bleasdale et al. 2010) et quels que soient les effecteurs décrits, le
rapport NAD/NADH semble jouer un rdle prépondérant (Morita, Wada-Hiraike et al. 2012,
Desquiret-Dumas, Gueguen et al. 2013).

VI.1. Le Resveratrol

VI1.1.1. Structure
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Figure 18 : Structure du Resveratrol, trans et cis.

Structure du Resveratrol, 3,5,4’-trihydroxystilbéne qui posséde deux isoméres : l'isomére trans et cis.
L'isomére trans est le plus stable, le plus utilisé et celui ayant le plus de propriétés biologiques.
L'isomérisation en forme cis se fait notamment sous I'effet des UV.

Adapté de (Cottart, Nivet-Antoine et al. 2010).
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Le resvératrol (RSV) fait partie de la famille des polyphénols. Il existe plus de 8000
composés polyphénoliques identifiés chez les plantes. Les polyphénols peuvent étre divisés en
plusieurs classes parmi lesquelles : les acides polyphénoliques, les flavonoides, les stilbenes et les
lignans. Les stilbénes, classe dont fait partie le RSV, se caractérisent par deux groupements phényls
connectés par deux ponts carbones méthylénes. Parmi les stilbénes deux classes peuvent étre
distinguées les hydroxystilbénes et les alkoxystilbénes. Les alkoxylstilbénes se caractérisent par la
présence de groupements méthyls ou éthyls sur les groupements phénoliques des polyphénols. A
I’inverse, les hydroxystilbénes se caractérisent par la présence de groupements hydroxyls comme
dans le cas du RSV ou 3,5,4’-trihydroxystilbéne. La molécule contient un groupement récinol et un
groupement phénol. Il existe deux isomeres structuraux : cis-(Z) et trans-(E) (Figure 18). Du fait de
la double liaison conjuguée liant ses deux groupes phénol et récinol, la forme trans est une structure
planaire. La forme trans peut subir une isomérisation en forme cis lorsque celui-ci est chauffé ou

exposé a des rayons ultraviolets.

Chacun des 3 groupes hydroxyls (~OH) de la molécule est ¢lectro-active. D'apres Sinclair et
al., (2006) (Baur and Sinclair 2006), le RSV ne serait pas une molécule facile a protéger contre
l'oxydation, et se dégraderait facilement par l'exposition a la lumiere, a la chaleur et a 'oxygene. S'il
a été montré que le tranms-resvératrol subit une oxydation négligeable en atmosphére normale a
température ambiante, celui-ci peut étre oxydé au niveau des groupements phénoxyl ou hydroxyl
par de nombreuses réactions enzymatiques : ainsi, le RSV est oxydé (déprotoné) par les
polyphénols oxydases, les laccases, les lipooxygénases, les NQO1/2 oxidoréductases et les
peroxydases (Espin, Soler-Rivas et al. 2000, Pinto Mdel, Garcia-Barrado et al. 2003). En particulier,
le RSV peut étre hydroxylé sur son groupement phényl par la glutathion peroxydase ou la horse
radish peroxydase (Hirano, Kondo et al. 2002, Corduneanu, Janeiro et al. 2006). L'oxydation du
RSV peut aboutir a sa glucuronidation, sulfatation ou hydrogénation, mais la forme dominante est
son hydroxylation (de Santi, Pietrabissa et al. 2000, De Santi, Pietrabissa et al. 2000). L'oxydation
du RSV sur ses différents groupements hydroxyls est également trés sensible au pH en solution
aqueuse, avec des constantes de dissociation (pKa) de 8.1, 9.8 and et 11.4 pour les groupes en
positions 4°, 3 et 5, respectivement (Lopez-Nicolas, Perez-Gilabert et al. 2009).

L'état de protonation de la molécule affecte fortement son activité biologique (Lopez-
Nicolas, Perez-Gilabert et al. 2009). Les formes déprotonées forment un radical resveratrol, en

particulier le radical phénoxyl (Figure 19).

Les formes radicalaires agissent généralement comme des pro-oxiydants (Galati, Sabzevari

et al. 2002), tandis que les formes réduites (protonées) sont plus connues pour leurs propriétés
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Le radical phénoxyl est généré au cours de I'oxydation du RSV ou lors de la détoxification.
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antioxydantes. Les effets bénéfiques du RSV, seraient en partie attribués a cette action
antioxydante. Ces propriétés antioxydantes sont liées au groupement phénol de la molécule (Kaindl,
Eyberg et al. 2008). La comparaison des effets antiradicalaires du RSV et ses analogues frans-4-
hydroxystilbenes et trans-3,5-dihydroxystilbenes a révélé une plus grande activité antiradicalaire du

groupe para-hydroxyl (Stojanovic, Sprinz et al. 2001).

VI.1.2. Absorption et métabolisme

Une voie métabolique commune pour les phénols comporte 1'oxydation en catéchols ou
hydroquinones. Le résultat qui s'ensuit est souvent un recyclage redox impliquant 1'oxygeéne et
entrainant la production de ROS. Il est difficile de trouver dans la littérature des données
comparables concernant le RSV. Une explication pourrait étre que celui-ci est rapidement
métabolisé. Ce métabolisme rapide conduit a une excrétion dans les urines d'environ 75 % de la
prise orale (Wenzel and Somoza 2005). La métabolisation rapide s’effectue par sulfatation ou
glucuronidation du RSV. Ainsi, selon Delmas et al., 2011, le RSV monosulfaté, deux isomeéres de
RSV monoglucuroconjugué, le dihydroresveratrol monosulfaté et le dihydroresveratrol
monoglucuroconjugué sont les principales formes métabolisées du RSV retrouvées dans les urines
(Delmas, Aires et al. 2011). L'absence d'effets toxiques apparents du RSV résulterait de cette
conjugaison préférentielle, plutot que l'oxydation en quinones. La quantité de chaque isoforme varie
en fonction des caractéristiques individuelles de chaque individu (age, sexe...). Une métabolisation
plus lente est aussi observée notamment dans les cellules hépatiques, aboutissant a la formation de
formes monosulfatées (3-sulfate-resveratrol et 4’-sulfate-resveratrol) ou disulfatées (3,4’-disulfate-
resveratrol et 3,5-disulfate-resveratrol). Du fait de son excrétion et de sa métabolisation rapide, sa
biodisponibilité semble trés faible, des études sont actuellement en cours pour tenter d'augmenter

cette biodisponibilité (Munin and Edwards-Levy 2011).

VI.1.3. Le Resveratrol : un modulateur majeur du métabolisme mitochondrial

En 2006, Lagouge et al., ont montré que le RSV pouvait améliorer la production énergétique
mitochondriale dans un modele de souris nourries par un régime hyperlipidique. La voie de
signalisation décrite par ces auteurs impliquait I’activation de SIRT1 par le RSV puis la cascade de
biogeneése mitochondriale PGC-1a, NRF1, TFAM (Lagouge, Argmann et al. 2006). Cette méme
voie d’activation induite par le RSV a été retrouvée dans de nombreux modéles par la suite (dans
les cellules endothéliales, dans le muscle, le cceur (Csiszar, Labinskyy et al. 2009, Biala, Tauriainen

et al. 2010, Menzies, Singh et al. 2013)). Cependant, depuis les trois derniéres années, les voies de
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signalisation intracellulaire ainsi que les cibles moléculaires du RSV sont soumises a controverse.
En effet, un nombre croissant d’études remettent en cause le lien direct RSV/SIRT1 ainsi que son
role activateur sur PGC-1a (Hu, Liu et al. 2011, Higashida, Kim et al. 2013). Pour expliquer ces
discordances, il semble donc que selon la dose, le modéle utilisé ainsi que le temps de traitement,
les résultats obtenus soient tres variables. Il en est de méme pour les propriétés antioxydantes du
RSV. En effet, les groupements hydroxyls phénoliques de cette molécule lui conférent la capacité
de réagir avec les radicaux peroxydes pour les détoxifier (Pervaiz 2003). En plus de ces propriétés
physicochimiques, le RSV peut stimuler les défenses antioxydantes en activant les enzymes de
détoxification : les superoxydes dismutases, la catalase ou les glutathions peroxydases (Mokni,
Elkahoui et al. 2007, Kumar, Tripathi et al. 2013). Plusieurs é¢tudes montrent un réle de la protéine
SIRTI dans ces effets (Ungvari, Labinskyy et al. 2009, Gu, Wang et al. 2014, Li, Feng et al. 2014).
Cependant, une littérature récente a identifi¢ d’autres cibles moléculaires impliquées dans les effets
antioxydants de cette molécule. Ainsi, la voie PTEN/Akt (Ingles, Gambini et al. 2014) et la voie de
signalisation oestrogénique (ER/MAPK/NFKB, (Robb and Stuart 2010)) ont été évoquées comme
des cibles directes du RSV.

D’autres études évoquent également un role pro-oxydant du RSV qui en retour induirait une
augmentation des défenses antioxydantes jouant ainsi un rdle dans les phénomenes de
« Mitohormesis » (de la Lastra and Villegas 2007, Martins, Coelho et al. 2014). En effet, outre le
RSV, de nombreux polyphenols et flavonoides ont un role pro-oxydant modéré stimulant ainsi les
systemes antioxydants. Cette réponse mise en place permettrait une induction plus rapide des
défenses antioxydantes lors d’un stress oxydant permettant ainsi de diminuer ces effets déléteres.

Ces effets ont été regroupés sous le terme de « Mitohormesis » (Ristow and Schmeisser 2014).

Le RSV, de par sa structure est également capable d’interagir directement avec de
nombreuses protéines dont certaines sont directement impliquées dans le métabolisme énergétique
mitochondrial. Par exemple, des études ont montré que le RSV inhibe I’activité des complexes I
(Moreira, Silva et al. 2013) et III (Zini, Morin et al. 1999) de la chaine respiratoire ainsi que I’ATP
synthase (Zheng and Ramirez 2000). Cependant, ces effets inhibiteurs du RSV sur la fonction
mitochondriale semblent doses et tissus-dépendants et des études complémentaires sont nécessaires

afin d’identifier les sites d’interactions entre le RSV et ces protéines.

VI.2. Modulation du rapport NADH/NAD"

Comme nous l'avons évoqué précédemment, le ratio NADH/NAD" intramitochondrial est
augmenté dans différentes situations en lien avec une réduction du métabolisme mitochondrial, soit

physiologique (vieillissement) soit pathologiques (régime enrichi en graisse, diabete de type 2).

Leman Géraldine | Régulation de la fonction mitochondriale par le rapport
NADH/NAD™" : réle clé du complexe I 46



o

de novo biosynthesis

b l
NA Quinolinic acid
MARTN AoeRry
| ""1':’"]
L hd
« ow
NAMN
| MuanaT
Lol
[~ __.u\‘ r"r._\l___ ooon
"\‘" 4r P |\ : _‘_!‘_“_L_»_'_v '._;_A_\‘
L4 i ! e Sy 4
NAAD

Figure 20 : Les voies de synthése et de recyclage du NAD*.

NAM

Deux voies de synthése du NAD* sont a I'heure actuelle connues. La voie de synthése de novo qui s'initie

a partir de l'acide quinolinique, celui-ci est converti en acide nicotinigue mononucléotide (NAMN). La

mononucléotide adénylyltransferase spécifique de I'acide nicotiniqgue (NMNAT) transforme ce dernier en

acide nicotinique dinucléotide (NAAD). L'acide nicotinique dinucléotide est transformé par la NAD

synthase en NAD".

La voie de recyclage du NAD* s'initie a partir du nicotinamide (NAM) ou nicotinamide riboside (NR). Ces

composés vont tous deux étre transformés en nicotinamide mononucléotide (NMN) par la

phosphoryltransférase spécifique du nicotinamide (NAMPT) ou une kinase spécifique du NR (NRK). L’

I'adénylyltransférase spécifique du nicotinamide mononucléotide génére a partir du NMN le NAD*.

D'aprés (Houtkooper, Canto et al. 2010).
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D'autre part, le NAD" est un cofacteur essentiel a I'activité des sirtuines, lesquelles régulent le
métabolisme énergétique. Afin de diminuer ce rapport NADH/NAD', plusieurs stratégies sont a
envisager ; il s’agirait soit d'augmenter la synthése de NAD", soit de diminuer sa consommation en

inhibant par exemple les enzymes fortement consommatrices (PARP).

VI1.2.1. Métabolisme du NAD"

La découverte des sirtuines a souligné I’importance du NAD" dans de nombreux processus.
De ce fait, les voies de synthése de cette molécule ont suscité un intérét grandissant. Ainsi, deux
voies permettent la formation de NAD" ont été identifiées : la voie de synthése de novo et la voie de

recyclage ou sauvetage (Figure 20).

La voie de synthése de novo s’initie par la transformation du tryptophane en acide
quinolinique. Ce compos¢ est ensuite converti en acide nicotinique mononucléotide (NAMN) grace
a la phosphoryltransférase = spécifique de 1’acide quinolique (« quinolinic acid
phosphoryltransferase », QRPT). L’acide nicotinique mononucléotide est transformé en acide
nicotinique dinucléotide (NAAD) par la mononucléotide adénylyltranstérase spécifique de 1’acide
nicotinique (NMNAT). La NAD synthase (NADS) transforme ce dernier en NAD" (Houtkooper,
Canto et al. 2010).

Bien que le NAD" puisse étre synthétisé de novo, sa source principale reste la voie de
recyclage. Celle-ci est-elle méme divisée en deux voies en fonction du composé initial a recycler.
Ce composé peut étre soit le nicotinamide (NAM), soit le nicotinamide riboside (NR), soit I’acide
nicotinique (NA). La phosphorybosyltransférase spécifique de 1’acide nicotinique (NAPRT) va
transformer ce dernier en acide nicotinique mononucléotide. Ce composé est commun a la voie de
synthése de novo du NAD", la méme voie moléculaire va donc étre ensuite utilisée pour le générer.
Le NR est phosphorylé par une NR kinase pour former du nicotinamide mononucléotide NMN. Le
nicotinamide (NAM) va quant a lui étre transformé par la phosphoryltransférase spécifique du
nicotinamide (NAMPT) NMN. Chez les mammiferes, le NAM serait le principal précurseur de la
voie de recyclage (Jacobson, Cervantes-Laurean et al. 1995). Le NMN est transformé en NAD" par
I’adénylyltransférase spécifique du nicotinamide mononucléotide (NMNAT) (Mattevi 2006). Trois
isoformes de cette dernic¢re sont a I’heure actuelle connues chez I’homme, NMNAT-1 spécifique du
noyaux, NMNAT-2 spécifique de I’appareil de golgi et NMNAT-3 spécifique de la mitochondrie
(Berger, Lau et al. 2005).
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Figure 21: La maintenance du pool de NAD* mitochondrial.

Au sein de la mitochondrie, le NAD* est en partie généré a partir du NMN grace a l'isoforme 3 de la
phosphoryltransférase spécifique du nicotinamide. Bien que la majorité du NAD* cellulaire se trouve au
sein de la mitochondrie, le rapport NADH/NAD™* de ce compartiment est connecté au reste de la cellule
notamment via les navettes (malate/aspartate, G3P) et la glycolyse. Le rapport NADH/NAD*

mitochondrial et celui nucléaire ainsi que la voie de synthése du NAD* semblent aussi étroitement liés et

régulés par différents stimuli tels que la restriction calorique ou |'exercice.

D'apres (Stein and Imai 2012).
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La régulation des taux de NAD" en réponse a 1'apport ou la demande énergétique est encore
mal comprise, mais semble liée a des modifications d'expression et/ou d'activité¢ de la NAMPT
(Stein and Imai 2012), I'enzyme limitante dans la voie de biosynthése et de sauvetage du NAD"
(Revollo, Korner et al. 2007). Ainsi, I'expression de cette enzyme est réduite lors d'une sénescence
prématurée, associée a une augmentation du ratio NADH/NAD" et sa surexpression diminue le ratio
NADH/NAD" et retarde la sénescence cellulaire (van der Veer, Ho et al. 2007). Il a également pu
étre mis en évidence une expression et une régulation circadienne (Nakahata, Sahar et al. 2009,
Ramsey, Yoshino et al. 2009). Cependant, de plus amples recherches restent nécessaires pour

comprendre les mécanismes de régulation les « pools » de NAD" et NADH.

Le « pool » de NAD" mitochondrial est relativement distinct de celui cellulaire. Celui-ci est
également relativement robuste. Ainsi, malgré une déplétion massive du NAD" cytosolique, le taux
de NAD" mitochondrial peut étre préservé pendant 24h (Pittelli, Formentini et al. 2010). Bien que
séparés, les «pools» de NAD" cytosolique et mitochondrial sont étroitement liés par deux
processus : la glycolyse et la voie de synthése mitochondriale du NAD+ (Figure 21).

Comme nous l'avons vu précédemment (1.3.1), la glycolyse et le métabolisme mitochondrial
du NAD" sont connectés a la fois par l'entrée du pyruvate au sein de la mitochondrie et le transfert
du NADH du cytoplasme vers la mitochondrie via les navettes NADH/NAD" malate/aspartate et
glycérol phosphate.

En revanche, malgré la présence de NMNAT-3 au sein des mitochondries, la voie de
synthése du NAD" dans ce compartiment n’est pas clairement établie. L’absence de NAMPT et
NAPT suggére que le NAD" est synthétisé a partir du NMN, la NMNAT-3 le transformant en
NAD" (Figure 21). Cependant, aucun transporteur spécifique du NMN n’a a I’heure actuelle été

identifié.

VI1.2.2. La diminution du rapport NADH/NAD"

La modulation de la concentration en NAD' apparait dans un nombre croissant de
publications comme une cible thérapeutique prometteuse dans différentes situations pathologiques
telles que le syndrome métabolique (Yoshino, Mills et al. 2011, Canto, Houtkooper et al. 2012), le
vieillissement (Braidy, Guillemin et al. 2011) ou les pathologies neurodégénératives (Gong, Pan et
al. 2013). Dans le but d’augmenter la concentration cellulaire et mitochondriale en NAD", trois

, . . , . ..y, . \ + .
stratégies sont envisagées : stimuler les activités des enzymes des voies de synthése NAD ', fournir
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I3 + . . . . . .
des précurseurs du NAD ™ ou au contraire inhiber les voies qui sont fortement consommatrices en

NAD".

a)  Stimuler activité des enzymes de la voie de synthése du NAD"

A T’heure actuelle, peu d’activateurs pharmacologiques des enzymes impliquées dans la
synthése du NAD" sont connus. Deux études ont cependant décrit que 1’activation de ’enzyme
NQOI par le p-lapachone permet d’augmenter le rapport NAD /NADH cellulaire (Lee, Park et al.
2012, Kim, Oh et al. 2014). De méme, une étude démontre que le RSV permettrait d’induire une
augmentation de I’activité de la NAMPT dans les hépatocytes (100uM, 24h) (Schuster, Penke et al.
2014).

b)  Augmenter la concentration des précurseurs du NAD".

Comme décrit précédemment, il existe deux voies principales de synthése du NAD". L’une
d’elles fait intervenir 1’acide nicotinique (NA) comme précurseur et l’autre se base sur le
nicotinamide riboside (NR) et le nicotinamide mononuclotide (NMN). Apporter ces précurseurs
peut apparaitre comme une stratégie thérapeutique intéressante pour augmenter le taux cellulaire en
NAD". L’acide nicotinique est utilisé depuis de nombreuses années en traitement des dyslipidémies
(Altschul, Hoffer et al. 1955) et plus récemment pour le diabete de type 2 (Karpe and Frayn 2004).
Cependant, ce traitement entraine des effets secondaires cutanés chez certains patients et sa capacité
a induire une augmentation cellulaire de NAD" semble différente selon les organes considérés
(Hara, Yamada et al. 2007, Gille, Bodor et al. 2008). Jusqu’a lors, sa biodisponibilité au niveau
mitochondrial reste discutée méme si sa capacit¢ a améliorer le fonctionnement de la chaine
respiratoire est évoquée (Zhang, Tsukikawa et al. 2013). Depuis quelques années, I'utilisation du
nicotinamide riboside suscite un intérét thérapeutique grandissant notamment pour les pathologies
impliquant une dysfonction mitochondriale. Il a en effet ét¢ démontré par Canto et al., que la
supplémentation en NR améliore le métabolisme oxydatif chez des souris soumises a un régime
riche en lipide (Canto, Houtkooper et al. 2012). De méme, une étude a récemment reporté
I’efficacité du NR dans le traitement d’'une myopathie mitochondriale chez la souris. En effet dans
ce modele le NR permet d’induire une augmentation de la biogenése mitochondriale et de stimuler
le systeme d’¢limination des protéines mitochondriales défectueuses (Khan, Auranen et al. 2014).

Le NMN est quant a lui capable d’améliorer le métabolisme énergétique dans des souris
diabétiques (Yoshino, Mills et al. 2011). La mitochondrie contenant une isoforme spécifique de
’enzyme permettant de convertir le NMN en NAD™ (NMNATS3), la supplémentation en NMN
pourrait étre un bon moyen thérapeutique pour restaurer le rapport NADH/NAD™ mitochondrial

(Pittelli, Formentini et al. 2010).
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¢) Inhiber les enzymes fortement consommatrices en NAD",

Une des causes majeures de mort cellulaire au cours d’un stress génotoxique est la déplétion
en NAD' induite par [I’hyperactivation de la NAD'-dépendant enzyme poly(ARP-
ribose)polymérase-1 (PARP-1). PARP-1 ajoute un groupement ADP ribose a une protéine en
consommant du NAD'. Au niveau mitochondrial I’inhibition de PARP1 induit une augmentation de
la biodisponibilité du NAD" et active ainsi le métabolisme mitochondrial (Bai, Canto et al. 2011,
Modis, Gero et al. 2012). De méme, deux miRNA ont été décrits comme des régulateurs de
I’activit¢ de PARP2 (miR-149 and miR-712-3p). La surexpression de ces miRNA entraine une
augmentation de la concentration en NAD" et une activation de SIRT1 qui régule PARP2 ainsi que
la voie de biogenése mitochondriale (Svensson and Handschin 2014). Cette stratégie a été utilisée
pour traiter le diabéte dans un modele de souris (Yonemura, Takashima et al. 1984) et les

dyslipidémies (Ba and Garg 2011).
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PROBLEMATIQUE DE LA THESE

Le NAD' cellulaire semble étre concentré dans la mitochondrie (jusqu’a 70% du NAD"
cellulaire se trouve dans cet organite (Stein and Imai 2012) et de nombreuses enzymes du
métabolisme énergétique mitochondrial consomment du NADH. Ces constats suggérent que le
rapport NADH/NAD" mitochondrial joue un réle prépondérant dans les fonctions énergétiques de
cet organite. En effet,le NAD' est le cofacteur de nombreuses enzymes du métabolisme
énergétique (cycle de Krebs, B-oxydation des acides gras). De méme, parmi les principaux
producteurs de ROS mitochondriaux, les activités du complexe I de la chaine respiratoire et de 1’a-
cétoglutarate déshydrogénase sont régulées par le rapport NADH/NAD" (Tretter and Adam-Vizi
2004, Kussmaul and Hirst 2006). Ce rapport varie lors de différentes situations de stress
métabolique et cellulaire comme la restriction calorique (Lin, Ford et al. 2004) au cours de laquelle
la réduction du taux de NADH s’accompagne d’une augmentation de la biogeneése mitochondriale
(Lopez-Lluch, Hunt et al. 2006) et d’une réduction du stress oxydant (Qiu, Brown et al. 2010). A
I’inverse, le processus de vieillissement se caractérise par une augmentation du rapport
NADH/NAD" (Braidy, Guillemin et al. 2011), une diminution de I’activité des complexes I et IV,
de la synthése d’ATP (Tatarkova, Kuka et al. 2011), de la biogenése mitochondriale (Reznick, Zong
et al. 2007) et des défenses antioxydantes.

Ainsi, le rapport NADH/NAD" est un régulateur clef de la fonction énergétique
mitochondriale. Les sirtuines, des enzymes déacétylases NAD' dépendantes, sont des cibles
moléculaires pouvant étre induites par une variation du rapport NADH/NAD". L’acétylation
apparait comme un régulateur majeur de fonction mitochondriale. SIRT3, la principale isoforme
mitochondriale des sirtuines peut notamment déacétyler des enzymes clefs du métabolisme
énergétique et du systéme antioxydant mitochondrial. Or peu de travaux ont jusqu’a présent étudié
I’impact de la modulation du rapport NADH/NAD" sur I’activité de cette isoforme. Le principal site
de recyclage du NADH au sein de la mitochondrie est le complexe I de la chaine respiratoire qui
oxyde le NADH en NAD". Ainsi, on peut donc supposer que le complexe I pourrait étre un des
principaux modulateurs du rapport NADH/NAD" mitochondrial et des voies de signalisation

régulées par ce ratio.
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Mon projet de these a eu pour but dans une premicre partie, d’étudier les conséquences de la
variation du rapport NADH/NAD" sur le métabolisme énergétique mitochondrial, les voies de
signalisation impliquées dans ces effets ainsi que d’évaluer le role du complexe I dans ces
mécanismes de régulation. Comme décrit précédemment, I’'une des principales cibles du rapport
NADH/NAD" est la voie des sirtuines. Un premier travail a consisté a analyser 1’impact de
I’activation des sirtuines par une molécule pharmacologique (Resvératrol, RSV) sur le métabolisme
énergétique mitochondrial. L’investigation des mécanismes a 1’origine de I’activation des sirtuines
(en particulier le lien entre le complexe I et la régulation du rapport NADH/NAD") a aussi été
réalisée. Dans un deuxieéme travail, nous avons étudié¢ les conséquences du déficit du complexe I
(induit par des mutations dans des sous-unités de ce complexe) sur le rapport NADH/NAD" et la
fonction mitochondriale. Nous avons déterminé plus précisément le role de la voie sirtuine dans ces
effets. Enfin, nous avons analysé, dans ce modele déficitaire, I’effet de la restauration du rapport
mitochondrial NADH/NAD" (par traitement avec le Nicotinamide MonoNucléotide, NMN) sur les

voies sirtuines dépendantes.

Au cours de notre premier travail, nous avons montré que, dans les mitochondries

hépatiques d’un modele murin traité durant 12 semaines, le RSV active le métabolisme énergétique
mitochondrial sous la dépendance de I’isoforme mitochondriale SIRT3. Notre étude prouve en effet
que le RSV a faible dose (1-5 uM) stimule indirectement 1’activit¢ de SIRT3 en diminuant le
rapport NADH/NAD" au sein de la mitochondrie. La modulation de ce rapport par le RSV résulte
de I’interaction directe entre cette molécule et le complexe I de la chaine respiratoire. Cette étude
souligne donc que le complexe I est un régulateur majeur du rapport NADH/NAD" mitochondrial et
de ce faite de I’activité de la protéine SIRT3.
Cependant, dans un deuxiéme travail mené sur des mitochondries de cerveau de souris jeunes et
agées, nous avons montré que cette interaction entre le RSV et le complexe I est également
responsable d’une augmentation de la production de ROS pouvant conduire & un stress oxydant
dans les tissus présentant peu de défenses anti-oxydantes notamment en lien avec le vieillissement.
La balance entre les effets positifs et négatifs du RSV sur le métabolisme mitochondrial semble
donc étroitement liée au type de tissu considéré ainsi qu’a la dose utilisée.

La deuxiéme partic de la thése a été consacrée a 1’étude menée a I’aide d’une série de
lignées fibroblastiques de patients porteurs de mutations dans différentes sous-unités du complexe 1.
Cette ¢étude a montré qu’un déficit du complexe I pouvait induire des dysfonctions majeures du
métabolisme énergétique en lien direct avec [’assemblage de ce complexe I. Ainsi, lorsque la

mutation provoque un défaut structurel (défaut d’assemblage), une forte diminution du taux d’ATP
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cellulaire liée a la présence d’un stress oxydant est observée. Au final, le niveau d’assemblage du
complexe I est étroitement associé a la production excessive de radicaux libres. A I’inverse, chez les
patients ou le complexe I est correctement assemblé, le déficit fonctionnel conduit principalement a
une augmentation du ratio NADH/NAD " mitochondrial. Chez ces derniers, nous avons montré une
augmentation de 1’acétylation des cibles de SIRT3 résultant de 1’augmentation du rapport
NADH/NAD". La normalisation de ce rapport grice a I’utilisation d’un précurseur du NAD" (le
NMN) permet de stimuler la voie SIRT3 et d’activer ainsi le métabolisme mitochondrial. Notre
étude place le rapport NADH/NAD' comme cible thérapeutique potentielle dans les déficits du
complexe I. De ce fait le NMN apparait comme une molécule pharmacologique prometteuse dans

les pathologies mitochondriales.
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Introduction

Le Resveratrol (RSV) est un polyphenol appartenant a la classe des stilbénes. Tres étudié ces
dernicres années pour ses propriétés anti-inflammatoires, anti-cancéreuses, cardioprotectrices mais
surtout anti-oxydantes, le RSV permettrait d’accroitre ’espérance de vie de différentes especes
(Valenzano, Terzibasi et al. 2006) ainsi que d’améliorer les dysfonctions cellulaires dues au
processus de vieillissement. Etant donné le role clef de la mitochondrie dans ces processus, un lien
entre RSV et métabolisme énergétique a été envisagé (Howitz, Bitterman et al. 2003, Valenzano,
Terzibasi et al. 2006, Rascon, Hubbard et al. 2012). Plusieurs études ont montré que la
mitochondrie était en effet une cible privilégiée du RSV : induction de la consommation d’oxygéne
(Lagouge, Argmann et al. 2006), stimulation des défenses anti-oxydantes, activation de la biogénese
mitochondriale (Csiszar, Labinskyy et al. 2009). L’¢tude des voies de signalisation, a I’origine de
ces effets, souligne I’implication majeure de la protéine SIRT1, une histone déacetylase cytosolique
et nucléaire qui possede de nombreuses cibles.

Le RSV a initialement été décrit comme un activateur direct de SIRT1 capable d’activer en

aval le cofacteur transcriptionnel PGC-1a induisant ainsi la biogenése mitochondriale. Cependant,
depuis 2005, cette interaction a ét¢ remise en question par plusieurs études (Borra, Smith et al.
2005, Kaeberlein, McDonagh et al. 2005, Beher, Wu et al. 2009) qui démontrent que le dosage
fluorimétrique utilisé pour mettre en évidence 1’activité deacetylase de SIRT1 en présence de RSV
est biaisé par le fluorochrome.
La protéine kinase activée par 'AMP (AMPK) a également été identifiée comme une cible
potentielle du RSV pouvant conduire a une activation indirecte de SIRT1 puis de PGC-la
(Dasgupta and Milbrandt 2007, Park, Kim et al. 2007, Um, Park et al. 2010). Dans ce cas, ’AMPK
serait responsable pour certains auteurs d’une phosphorylation de SIRT1 (Lee, Wong et al. 2012) et
pour d’autres d’une augmentation du taux de NAD" intracellulaire, le cofacteur des sirtuines (Fulco,
Cen et al. 2008, Canto and Auwerx 2009, Canto, Jiang et al. 2010, Um, Park et al. 2010). D’autres
¢tudes décrivent SIRT1 en amont de I’AMPK (Ruderman, Xu et al. 2010, Price, Gomes et al. 2012)
ou une régulation réciproque de SIRT1 et AMPK (Jiang, Wang et al. 2012). Enfin une étude de
Tillu et al., (2012) suggere que 1’activation de ’AMPK par le RSV est totalement indépendante de
SIRT1 (Tillu, Melemedjian et al. 2012). Les voies d’activation induites par le RSV restent débattues
et semblent dépendre en grande partie de la dose utilisée (Price, Gomes et al. 2012).

Lors de la mise en place de nos travaux (2011), la majorité des études portant sur les effets
mitochondriaux du RSV décrivaient une stimulation de la biogenése mitochondriale par des
concentrations ¢levées de ce polyphénol (de 100 a 250 uM). Un effet anti-oxydant était également
décrit pour cette molécule notamment par la stimulation de I’activité des enzymes de détoxification

des ROS (Robb, Page et al. 2008, Robb, Winkelmolen et al. 2008, Shin, Cho et al. 2009). En
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revanche, une autre partie de la littérature, plutot centrée sur le role anti-cancéreux du RSV,
soulignait des effets pro-oxydants de cette molécule (Azmi, Bhat et al. 2005, Gadacha, Ben-Attia et
al. 2009, Martins, Coelho et al. 2014). Cette balance entre effets anti/pro-oxydant semble
dépendante de I’environnement cellulaire (pH, composition ionique, (Fukuhara and Miyata 1998),
présence ou non d’un stress oxydant (Ahmad, Clement et al. 2003)), du rythme circadien (Gadacha,
Ben-Attia et al. 2009) mais surtout de la dose utilisée et du temps de traitement (Martins, Coelho et
al. 2014). Au vu de toutes ces données bibliographiques, il semble admis que lors d’un régime
enrichi en graisses ou lors du vieillissement, le RSV ait des effets positifs. Cependant, les voies de
signalisations impliquées ainsi que les effets dose et tissu-dépendant restent encore peu caractérisés.
Dans cette étude, débutée en 2011, nous avons donc choisi de nous intéresser aux effets directs du
RSV sur le métabolisme mitochondrial de deux organes métaboliquement tres actifs, le foie et le
cerveau. Nous avons également étudié les voies de signalisation a 1’origine de ces effets. Pour cette
¢tude, nous disposions d’un modele murin nourri pendant 12 semaines avec une alimentation
enrichie en RSV (souris de 6 mois et 22 mois nourries avec 50mg/kg/jour de RSV) ainsi que d’un
modele cellulaire d’hépatocarcinome humain (cellules HepG2 traitées pendant 48 heures par 1, 5 et
50um de RSV). Nos résultats ont montré que le traitement par RSV induit, a la fois pour les cellules
HepG2 et le foie des souris, une stimulation des voies d’apport en substrats (cycle de Krebs et 3-
oxydation) par un mécanisme dépendant de la protéine SIRT3. Nous avons également identifi¢ un
effet direct (indépendant des sirtuines) du RSV sur le complexe I de la chaine respiratoire. De
manicre intéressante, la stimulation de ce complexe par le RSV entraine une augmentation du
rapport NAD/NADH mitochondriale qui est un élément indispensable pour I’activation en aval de
SIRT3 et des voies d’apport en substrats (Article 1). D’autre part, nous avons mis en évidence que
le RSV se lie au complexe I de maniére compétitive au niveau du site de fixation du NAD.
Cependant, outre ces effets sur le rapport NADH/NAD", cette fixation est responsable d’une fuite
d’¢lectrons au niveau de la FMN. Ceci induit un stress oxydant majeur, notamment pour les
mitochondries de cerveau des souris agées avec des défenses antioxydantes physiologiquement
réduites, (Article 2). Nos résultats mettent donc en lumiére le role prépondérant du complexe I de la
chaine respiratoire dans la balance entre les effets bénéfiques du RSV sur le métabolisme
énergétique mitochondrial hépatique et les effets pro-oxydants de cette molécule. La dose ainsi que
le statut redox intracellulaire semblent étre des paramétres déterminants dans cette balance et
doivent absolument &tre pris en compte dans les études qui s’intéressent aux effets thérapeutiques

potentiels du RSV.
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Background: The mechanism of action of resveratrol on sirtuin and mitochondrial metabolism remains elusive.
Results: Resveratrol increases the mitochondrial NAD ™ level by direct stimulation of complex I, leading to a SIRT3-dependent

increase in substrate supplies.

Conclusion: Our results link the direct stimulation by resveratrol of NADH oxidation to the SIRT3 activation.
Significance: Mitochondrial NAD */NADH ratio is a critical parameter mediating resveratrol effect on mitochondrial function.

Resveratrol (RSV) has been shown to be involved in the regu-
lation of energetic metabolism, generating increasing interest in
therapeutic use. SIRT1 has been described as the main target of
RSV. However, recent reports have challenged the hypothesis of
its direct activation by RSV, and the signaling pathways remain
elusive. Here, the effects of RSV on mitochondrial metabolism
are detailed both in vivo and in vitro using murine and cellular
models and isolated enzymes. We demonstrate that low RSV
doses (1-5 um) directly stimulate NADH dehydrogenases and,
more specifically, mitochondrial complex I activity (EC5, ~1
pMm). In HepG2 cells, this complex I activation increases the
mitochondrial NAD*/NADH ratio. This higher NAD™ level ini-
tiates a SIRT3-dependent increase in the mitochondrial sub-
strate supply pathways (i.e. the tricarboxylic acid cycle and fatty
acid oxidation). This effect is also seen in liver mitochondria of
RSV-fed animals (50 mg/kg/day). We conclude that the increase
in NADH oxidation by complex I is a crucial event for SIRT3
activation by RSV. Our results open up new perspectives in the
understanding of the RSV signaling pathway and highlight the
critical importance of RSV doses used for future clinical trials.

Resveratrol (RSV),? a natural polyphenolic antioxidant, pos-
sesses a wide range of biological properties, including protec-

* This work was supported by grants from “Région Pays de la Loire,” “Agence
Nationale de la Recherche,” “Fondation pour la Recherche Médicale,”
“Union Nationale des Aveugles et Déficients Visuels,” “Retina France,”
“Ouvrir les Yeux,” and “Association contre les Maladies Mitochondriales.”

" Both authors contributed equally to this work.

2To whom correspondence should be addressed: Dépt. de Biochimie et
Génétique, CHU d’Angers, 4 Rue Larrey, 49933 Angers, France. Tel.: 33-2-
41-35-78-54; Fax: 33-2-41-35-58-83; E-mail: ViProcaccio@chu-angers.fr.

3 The abbreviations used are: RSV, resveratrol; FAO, fatty acid oxidation; SDH,
succinate dehydrogenase; CS, citrate synthase; LDH, L-lactate dehydro-
genase; FDH, formate:NAD™ oxidoreductase; ADH, aldehyde:NAD™ oxi-
doreductase; GDH, L-glutamate:NAD(P)* oxidoreductase; AMPK, AMP-
activated protein kinase; Ctl, control; NFR, NADH:FeKCN reductase;
NUR, NADH:ubiquinone reductase; FMN, FMN dehydrogenase; TFAM,

36662 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

tive effects on the nervous (1) and cardiovascular systems (2).
RSV appears to be a major regulator of energetic metabolism,
ameliorating the glucose homeostasis in obese mice (3, 4),
increasing fatty acid oxidation (FAO) (5), and inducing the
expression of genes involved in mitochondrial biogenesis (4).
Mitochondria, encompassing catabolic pathways (FAO and the
tricarboxylic acid cycle (TCA)), providers of reduced substrates
(NADH and FADH,) from fatty acids and carbohydrates to the
oxidative phosphorylation, appear to be a preferential target of
RSV. The effects of high RSV doses (10-100 um) on mitochon-
drial metabolism have been investigated in various models, and
most of the studies have reported an increase in mitochondrial
biogenesis through a sirtuin-dependent pathway. Sirtuins are a
family of NAD-dependent deacetylases, among which three
isoforms (SIRT3, -4, and -5) are located in the mitochondrial
compartment (6). Computational studies have shown that up to
20% of mitochondrial proteins can be acetylated on their lysine
residues and are therefore putatively regulated by sirtuins (7).
SIRT3, the most extensively studied mitochondrial sirtuin, has
been shown to regulate the activity of key enzymes of mito-
chondrial metabolic pathways, such as succinate dehydrogen-
ase (SDH) and isocitrate dehydrogenase (TCA enzymes) and
long-chain fatty acid dehydrogenase (FAO) in a nutrient-sensi-
tive fashion (8 —12). SIRT?3 is also involved in the regulation of
oxidative phosphorylation through the deacetylation of com-
plex I and succinate dehydrogenase subunits (8, 9). The other
mitochondrial sirtuins, SIRT4 and SIRT5, may target FAO and
urea cycle enzymes. Although not found in the mitochondria,
SIRT1 is considered as an important regulator of metabolism,
able to activate both mitochondrial biogenesis by transcrip-
tional activation of the PGC1-related signaling pathway (11, 13)
and the energetic metabolic fluxes by allosteric post-transla-
tional modifications of key enzymes. In addition, SIRT1 is
reported to be the main target of RSV (10, 12). However, the

mitochondrial transcription factor A; m-CI-CCP, carbonyl cyanide
3-chlorophenylhydrazone.
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direct interaction between RSV and SIRT1 has been increas-
ingly challenged during the last few years (14 -16), and the sig-
naling pathways linking RSV and sirtuin activation remain to
be clarified. The hypothesis of indirect activation of sirtuins
through the modulation of NAD™ concentration is now
favored (17, 18), and mitochondria concentrate a significant
part of the cellular NAD™ pool (19). Thus, in this study, the
effect of low RSV dose (1-5 um) on mitochondrial metabolism
and the signaling pathways involved were analyzed by using
three different models (in vitro study on isolated enzymes,
HepG2 cells treated with RSV, and an aging model of mice fed
with RSV).

MATERIALS AND METHODS

Reagents—trans-Resveratrol (3,5,4'-trihydroxy-trans-st-
ilbene), triacetyl-resveratrol (3,5,4'-triacetyl-trans-stilbene),
and gallotannin were purchased from Sigma-Aldrich. Com-
pound C (6-[4-(2-piperidin-1-yl-ethoxy)-phenyl)]-3-pyridin-4-
yl-pyrrazolo[1,5-a]-pyrimidine), SIRT1 inhibitor IIT (6-chloro-
2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazole-1-carboxamide, alternatively
named EX-527; IC, = 98 nM, 19.6, and 48.7 um for SIRT1, SIRT?2,
and SIRT3, respectively) was obtained from Merck. Quality and
purity of trans-resveratrol was checked by spectrum analysis
before use.

Cell Culture—Human hepatocarcinoma HepG2 cells (ATCC
number HB-8065) were cultured in Dulbecco’s minimum
essential medium (DMEM/F-12, JBOY Institute of Biotechnol-
ogy, Reims, France) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS), 1% 1p-glutamine (PAA, Pasching, Austria) at 37 °C, 5%
CO,. The medium was supplemented with either vehicle (eth-
anol, 1:5000) or RSV (1, 5, or 50 um) for 48 h. Cellular toxicity
assays showed no toxicity or antiproliferative effect at up to 5
M RSV. For knockdown experiments, cells were reverse-trans-
fected with SIRT3 siRNAs or two different scrambled siRNAs
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.) by incubation with Lipo-
fectamine™ RNAIMAX transfection reagent (Invitrogen).
24 h after siRNA transfection, the medium was supplemented
with either vehicle or RSV (1 um) for 48 h. The expression of
SIRT3 was decreased by 60% (quantitative PCR measurement;
Fig. 1A4), and the corresponding protein level was decreased by
80 = 9% for SIRT3 siRNA (Fig. 1A), whereas scrambled siRNA
had no effect on any SIRT isoform expression.

Animals—Male C57BL/6] strain mice (Janvier, Le Genest-
St-Isle, France) were housed in a room at 24 * 2°C with a
12-h/12-hlight/dark cycle, with diet and water ad libitum. Two
groups were used: young (Y) (aged 6 months) and old mice (O)
(aged 22 months). Twelve weeks before euthanasia, half of each
group received a standard diet (M20 croquettes (SDS®, Y Ctl
and O Ctl groups), and the other half received a diet of M20
croquettes supplemented with 0.04% trans-resveratrol (Yvery®,
Y RSV and O RSV groups). After 12 weeks of RSV diet, mice
were anesthetized with isoflurane before decapitation and dis-
section of the liver, in accordance with European Community
guidelines (directive 86/609/CEE), and the Ethical Committee
of the University of Paris-Descartes (CEEA34.SB.008.12). RSV
accumulation in liver was checked according to Menet et al.
(20); the concentration of RSV and its derivates was 1.29 * 0.19
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FIGURE 1. Control of SIRT3 silencing and of the effect of gallotannin treat-
ment in HepG2 cells. A, control of SIRT3 knockdown by siRNA. SIRT3 knock-
down was determined at the mRNA level by qPCR (SIRT3/actin ratio calcu-
lated with the —2AACt method for these two genes with similar amplification
efficiency) and at the protein level by Western blot (SIRT3 (upper panel)/
HSP60 (lower panel) ratio). Results are expressed as a percentage of scrambled
transfected cells and represent the mean = S.E. (error bars) of six experiments.
*, significant differences (p < 0.05) compared with scrambled-transfected
cells. B, effect of gallotanin versus RSV on the NAD*/NADH cytosolic ratio. The
cytosolic NAD™/NADH ratio was calculated as the ratio of pyruvate/lactate
concentrations measured in the HepG2 cell culture medium after 48 h of
incubation with vehicle (Veh; ethanol, 1:5000), RSV (RSV; 1 um), gallotannin
(gallo; 1 mwm) or gallotannin + RSV (gallo + RSV). Results are expressed as the
mean = S.E. of eight experiments.

and 2.17 = 0.46 umol/kg in young and old RSV mice, respec-
tively (undetectable in control groups).

Determination of Cellular Concentrations of NADH and
NAD"—NADH and NAD™ concentrations were measured
using the NAD/NADH assay kit (Abcam, Paris, France) on
lysates from 2 X 10° cells filtered under a 10-kDa column
according to the manufacturer’s instructions. The cytosolic
NAD(H)-redox state was determined using the metabolite indi-
cator method (i.e. the lactate dehydrogenase reaction) (21, 22).
Lactate concentration was measured using the lactate oxidase
reaction (Lactate Assay Kit, Abbott), and pyruvate concentra-
tion was measured using a pyruvate assay kit (DiaSys, Condom,
France) according to the manufacturers’ instructions.

NAD(P)H Autofluorescence Imaging—HepG2 cells were
grown in two-well glass chambers (Lab-Tek™ Chamber
Slide™ System, Nunc, Langenselbold, Germany) for 2 days and
treated with vehicle (ethanol, 1:5000), RSV (1 uMm), or rotenone
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(10 nm). Before acquisition, the cells were thoroughly washed
with medium without phenol red, with or without drugs.
NAD(P)H autofluorescence signals were acquired with a Leica
microscope (DMI6000B, Microsystems, Nanterre, France;
excitation wavelength, 330 nm; emission wavelength, 450 nm)
equipped with a Roper CoolSnap HQ2 camera (Roper Scien-
tific, Tucson, AZ) and with a high sensitivity CCD camera for
quantitative fluorescence microscopy. Metamorph® version
7.6 software (Molecular Devices, Saint-Grégoire, France) was
used for acquisition driving (2 s) and image analysis. Measure-
ments were performed at 37 °C. For quantitative analysis, 1 X
107 fresh HepG2 cells were resuspended in DMEM/F-12 with-
out red phenol and placed in an UV quartz cuvette. Cell auto-
fluorescence was measured on a fluorimeter by exciting the cell
suspension at 340 nm and reading the fluorescence at 450 nm
according to Ref. 23. To measure non-mitochondrial NAD(P)H
autofluorescence, 10 uM m-CI-CCP was added to the cuvette
(0% autofluorescence). The 100% autofluorescence was obtained
by adding 5 um rotenone + 1 mm KCN to the cell suspension.

Isolation of Mitochondria from HepG2 Cells—Mitochondria
were isolated from a pellet of 8 X 107 HepG2 cells treated for
48 h either with vehicle (ethanol, 1:5000) or with RSV (1 um).
Briefly, cells were harvested, washed once with cold PBS, and
resuspended in isolation buffer (100 mm saccharose, 50 mm
KCl, 50 mm Tris/HCl, 5 mm EGTA, pH 7.4). Cell membranes
were disrupted using digitonin (10 wg/10° cells, 10 min at 4 °C),
and mitochondria were pelleted by centrifugation (10,000 X g, 10
min at 4 °C). Mitochondrial pellet was washed twice in isolation
buffer and resuspended in respiration buffer (10 mm KH,PO,, 300
mMm mannitol, 10 mm KCl, 5 mm MgCl,, 1 mg/ml BSA, pH 7.4).
Quality of the mitochondrial preparation was controlled by oxy-
graphic analysis; more precisely, cytochrome ¢ was added to check
membrane integrity, and the absence of NAD ™ leakage during the
isolation procedure was checked by NAD* supplementation dur-
ing maximal, ADP-stimulated, respiration.

Isolation of Mitochondria from Mouse Tissues—Liver and
brain mitochondria were isolated as described elsewhere (24,
25). The entire operation was performed at 4 °C and completed
in less than 1 h.

Mitochondrial Respiration Rates—Oxygen consumption was
measured on isolated mitochondria as described previously (24,
25) at 37 °C on a high resolution oxygraph (Oroboros, Inns-
bruck, Austria), using substrates of complexes I, I + IIL, I, IV,
FAO, and the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) shuttle as described elsewhere (24, 25): complex I
substrate, 5 mM malate and 2.5 mMm pyruvate; complex I and 11
substrate, 5 mm malate, 2.5 mm pyruvate, and 5 mM succinate;
complex II substrate, 10 mMm succinate supplemented with 10
uM rotenone; complex IV substrate, 5 mm N,N,N',N’-tetra-
methyl-p-phenylenediamine reduced with 50 mm ascorbate. 40
uM palmitoyl-L-carnitine + 2.5 mm malate was used to induce
liver B-oxidation, and 20 mwm glycerol 3-phosphate was used to
initiate the GAPDH shuttle. The active state of respiration
(coupled respiration) was initiated by the addition of a saturat-
ing ADP concentration (0.5 mm). Cytochrome ¢ was added (8
M) to check the integrity of outer mitochondrial membranes.

Mitochondrial Enzymatic Activities—The activities of the
mitochondrial OXPHOS complexes (I-IV) and TCA and FAO
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enzymes were measured at 37 °C on a UVmc? spectrophotom-
eter (SAFAS, Monaco) as described elsewhere (26 —28). Activ-
ity of the NADH ubiquinone reductase (complex I), succinate
ubiquinone reductase (complex II), ubiquinol cytochrome ¢
reductase (complex III), cytochrome ¢ oxidase (complex IV),
and citrate synthase (CS) were measured according to the
method described by Medja et al. (27). NADH ubiquinone
reductase activity was assayed in KH,PO, buffer (50 mm, pH
7.5), containing fatty acid-free BSA (3.75 mg/ml), 0.1 mm decy-
lubiquinone, and 0.10 mm NADH was added to initiate the
reaction. Parallel measurement in the presence of rotenone (5
M) was used to determine the background rate. NADH dehy-
drogenase activity of complex I was measured in the same
medium using 0.05 mm NADH as substrate, but decylubiqui-
none was replaced by ferricyanide (1 mm FeKCN) as electron
acceptor. For the measurement of SDH, the electron acceptor
decylubiquinone was replaced by phenazine methosulfate (1
mwm), and the reduction of 2,6-dichloroindophenol (50 um) in
the presence of 30 mm succinate, 5 ug/ml antimycin, and 10 um
rotenone was followed at 600 nm. GAPDH activity was meas-
ured in 50 mm KH,PO, buffer, pH 7.5, supplemented with 2.5
mg/ml BSA, 1 mMm phenazine methosulfate, and 50 um 2,6-
dichloroindophenol. The addition of 30 mm glycerol 3-phos-
phate activated the reaction. The same reaction medium was
used for measurement of long-chain fatty acid dehydrogenase
activity with palmitoyl-CoA as substrate. Isocitrate dehydro-
genase activity was measured by following the appearance of
NADH using 0.8 mm NAD " and NADP™ and 10 mM isocitrate
as substrates in a mixture containing 2 mm CaCl,, 0.2 mm
EDTA, and 10 mm MgCl,, in 50 mm KH,PO, buffer, pH 7.5
(26). For complex I and L-lactate dehydrogenase (LDH) activity
on HepG2 cells, cell pellets were homogenized in cell buffer
(250 mM saccharose, 20 mM Tris, 2 mm EGTA, 1 mg/ml bovine
serum albumin, pH 7.2). The activity of LDH was measured in a
reaction mix comprising 100 mm KH,PO,, pH 7.1, 0.25% Tri-
ton X-100, 2.5 mM pyruvate. The reaction was initiated in the
presence of 0.1 mm NADH, and the NADH disappearance was
recorded at 340 nm at 37 °C. For complex I measurement, cells
were further disrupted by one freezing in liquid nitrogen fol-
lowed by rapid thawing at 37 °C. Lysates were then enriched in
mitochondria by centrifugation (16,000 X g, 1 min at 4 °C),
washed once in cell buffer (250 wl/10° cells), and sonicated (6 X
5 s with a Branson Sonic Power sonicator (GlaxoSmithKline) on
ice. Complex I (NADH ubiquinone reductase) activity was imme-
diately assayed in KH,PO, buffer (80 mm, pH 7.4), containing 1
mm KCN, 2 mMm NaNj, 0.1 mMm ubiquinone-1, and 75 um 2,6-di-
chlorophenolindophenol. 0.10 mm NADH was added to initiate
the reaction. Rotenone (5 uM) was used to determine the back-
ground rate. NADH:FMN dehydrogenase (FMNdH; EC 1.5.1.39),
formate:NAD™ oxidoreductase (FDH; EC 1.2.1.2), LDH (EC
1.1.1.27), aldehyde:NAD™ oxidoreductase (ADH; EC 1.1.1.1), and
L-glutamate:NAD(P)* oxidoreductase (GDH; EC 1.4.1.3) (Roche
Applied Science) activities were measured according to the man-
ufacturer’s instructions. FMNdH and FDH activities were meas-
ured at 30 °C, GDH and LDH at 37 °C, and ADH at 25 °C. Initial
rates (v;) were determined using true initial tangent of the meas-
ured optic densities according to time.
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UV-visible Spectroscopy—The UV-visible absorption spectra
of RSV and BSA in the presence and absence of enzymes were
recorded on a SAFAS UVmc? spectrophotometer equipped
with 1.0-cm quartz cells with a slit of 2 nm and scan speed of 200
nm-min~ . The absorbance assessments were performed at pH
7.0in KH,PO, 50 mm buffer, 25 °C. Each spectrum is an average
of at least two scans.

Western Blotting—Mitochondrial proteins (20-50 ug) solu-
bilized in Laemmli buffer were resolved by 8 or 12.5% SDS-
PAGE, transferred to PVDF membrane as described elsewhere
(24), and incubated with primary monoclonal antibodies over-
night at 4 °C (subunits of respiratory chain: mouse monoclonal
antibodies (Mitosciences, Eugene, OR); mitochondrial biogen-
esis, rabbit monoclonal anti-PGCla and goat anti-TFAM anti-
bodies (Santa Cruz Biotechnology, Inc.); phospho-AMPK/total
AMPK, rabbit antibodies against AMPKal/a2 and phospho-
AMPKa (Cell Signaling Technology)).

Deacetylation Analysis—For immunoprecipitations, 50 X
10° HepG2 cells were solubilized in Lysis Buffer (150 mm NaCl,
50 mm Tris, pH 8, 1 mum dithiothreitol, 1% deoxycholate, 0.1%
Triton X-100, antiproteases (Complete, Roche Applied Sci-
ence), 1 mmM PMSF, 10 mM nicotinamide, and 1 mMm sodium
butyrate). Complex II immunocapture kit and p53 immuno-
capture kit (MitoSciences) were used to purify complex II and
p53 from HepG2 cells according to the manufacturer’s instruc-
tions. The following antibodies were then used for immuno-
blotting: mouse monoclonal anti-complex II 70 kDa (Mitosci-
ences), mouse monoclonal anti-p53 (Abcam), and rabbit
polyclonal anti-acetyl-lysine (Abcam) antibodies.

Computational Modeling—The structures of trans-RSV and
triacetyl-RSV were automatically docked into the NADH:FMNdH
enzyme using FlexX software (part of the LeadIT software (Bio-
solve IT)) in the presence of cofactors NADH and FMN).

Statistical Analysis—Statistical comparisons between Ctl
and RSV mice were made with the Mann-Whitney U/ test. The
Wilcoxon test for paired data was used for the analysis of the
effects of inhibitors or drugs. Differences were considered sta-
tistically significant at p < 0.05.

RESULTS

In Vitro, RSV Inhibits NAD" Hydrogenases and Activates
NADH Dehydrogenases—The inhibitory action of 20 um RSV
onan NAD " -dependent enzyme, aldehyde dehydrogenase, has
been previously reported (29). This inhibition of NAD :alde-
hyde reduction reaction at 5 um RSV is confirmed by the pres-
ent results (Fig. 24). The exact mechanism is currently not pre-
cisely known, but it is thought to imply the binding of RSV to
the enzyme-NADH complex. Thus, we postulated that RSV
could directly alter the kinetic parameters of other NAD ™"/
NADH-metabolizing enzymes. One of the simplest examples of
NAD ™ -dependent dehydrogenation is catalyzed by NAD*-de-
pendent FDH. RSV inhibited the NAD " -dependent FDH reac-
tion in the 1-5 um range (Fig. 24, V.. = 1.187 and 0.740
pmol'min~"*mg protein~ " with vehicle and 5 um RSV, respec-
tively). The addition of RSV slightly increased the activity of
LDH and directly stimulated GDH and FMNdH (Fig. 2A4). The
strongest increase was observed for FMNdH activity. Lin-
eweaver-Burk plots of FMNdH activity according to NADH
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concentrations (0.05—0.2 mm) indicated that the addition of
RSV altered both the V, .. and the K, of the enzyme for NADH
(Fig. 2B, left). The increase in FMNdH activity was not observed
using the triacetyl-RSV derivate (Ac; Fig. 2B, right), which pos-
sesses acetylated groups instead of the hydroxyl ones and a
higher steric hindrance.

It has been shown previously that the biological activity of
RSV and its metabolites depends on concurrent direct binding
with its various molecular targets, as quinone reductase 2,
COX-1/2, aldehyde dehydrogenase, and the mitochondrial
F1-ATP synthase among others (30). The loss of potency using
triacetyl-RSV, presenting a higher steric hindrance, also sug-
gested a physical interaction of resveratrol with the enzyme.
Computational modeling showed that trans-RSV could be
located in the core of the FMNdH (Fig. 2, CI), whereas the
triacetyl-RSV form would preferentially interact with an exter-
nal site of the enzyme (Fig. 2, C2). Moreover, it was proposed
that RSV and NAD™ substrate mutually cooperate to increase
their binding to enzymes (29). UV-visible measurements of
RSV derivates in the absence or presence of NAD™ and
FMNdH were realized to estimate the quenching of RSV
absorption by the enzyme. The absorption spectrum of trans-
RSV in 100% ethanol showed absorption peaks at 317 and 306
nm (Fig. 2, DI and D2), in agreement with published results
(31). In the presence of NAD™, a significant increase in UV
absorption was observed for trans-RSV, and the maximum
absorbance shifted to 303-306 nm. The addition of the
FMNGdH resulted in a dose-dependent decrease in this UV
absorbance (Fig. 2, D2), from 10 to 25% with 1 ug to 20 pgrml ™"
of the enzyme. By contrast, the enzyme addition did not change
the absorbance of NAD™ alone. A decrease in RSV absorption
was also observed with bovine serum albumin (Fig. 2, D2
(inset)), known to bind to RSV (32). Only a slight reduction (5%)
was observed upon the addition of FMNdH to RSV in the
absence of NAD™ (Fig. 2, DI). The addition of pyruvate kinase,
which was not identified to bind to RSV by computational anal-
ysis, did not modify RSV absorption, either in the absence or in
the presence of NAD™. Overall, this suggested a direct binding
of RSV to the enzyme in the presence of NAD™.

Complex I of the mitochondrial respiratory chain is an essential
NADH dehydrogenase for cell metabolism. This enzyme is a mul-
timeric structure comprising an FMN moiety covalently linked to
the complex at the active site for NADH oxidation. The mecha-
nism of the complex I redox reaction comprises NADH oxidation
by the flavin (NADH:FeKCN reductase (NFR) activity), followed
by the transfer of two electrons to bound quinone (NADH:ubiqui-
none reductase (NUR) activity). On isolated, disrupted mitochon-
dria, the addition of 0.05—5 uM RSV both increased NUR and NFR
activity in a dose-dependent manner (Fig. 2, E1), with an EC,, of
0.94 = 0.087 um (Fig. 2, E2). A greater increase was observed for
NER than for NUR (Fig 2, EI), suggesting that RSV directly mod-
ified the kinetic parameters of the dehydrogenase part of complex
I. Here again, the triacetyl-RSV analog had no effect on enzyme
activity (Fig 2, E3).

In Situ, RSV Activates NADH Dehydrogenase Enzymes and
Mitochondrial NADH Owidation, Which Increases NAD™/
NADH Ratio—We next investigated whether RSV modulated
NUR activity in situ at the active dose determined by in vitro
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FIGURE 2. RSV in vitro inhibits NAD* hydrogenases and activates NADH dehydrogenases. A, effect of RSV on activity of isolated ADH, FDH, LDH, GDH, and
FMNdH. Activities of NAD*/NADH-dependent enzymes were measured at 30 °C for FMN and FDH, at 37 °C for GDH and LDH, and at 25 °C for ADH on purified
enzymes incubated with vehicle (ethanol, 1:5000) or RSV at 1 or 5 um. Results are expressed as a percentage of vehicle activity. Absolute values were 199 * 5.69,
1.18 £ 0.06,260 = 15,2.97 + 0.53,and 0.31 = 0.02 wmol-min~ "-mg of protein ' for ADH, FDH, LDH, GDH, and FMNdH, respectively. Data represent the mean +
S.E. (error bars) (n = 5). *, significant differences (p < 0.05) compared with vehicle. B, detailed effects of RSV on isolated FMNdH activity. FMNdH activity was
monitored on purified enzyme after the addition of vehicle (Veh; ethanol, 1:1000) or RSV. Left, Lineweaver-Burk plot showing the effect of RSV on enzymatic
activity in presence of different NADH, H* (50, 100, or 200 um), and RSV (0 and 5 um) concentrations. V,,,,, values are expressed in nmol-min~"-mg of protein~’,
and K, is expressed in mm NADH. Right, effect of RSV on enzymatic activity in the presence of different RSV analogs (trans-RSV or triacetyl-RSV; 0, 1, or 5 um).
Results shown are representative of n = 4 independent preparations. C, in silico prediction of the binding of trans-RSV (C1) or triacetyl-RSV (C2) to the FMNdH
in the presence of NAD™ using FlexX software. D, UV-visible adsorption spectra of RSV. D1, adsorption spectra of trans-RSV and triacetyl-RSV in the absence or
presence of NAD ", FMNdH, or pyruvate kinase (5 ug-ml~"). D2, adsorption spectra of trans-RSV in the absence or presence of NAD " and various concentrations
of FMNdH (1, 2, 5,10, and 20 wg-ml~") or in the absence or presence of various concentrations of BSA (top inset; 50, 250, 375, 500, and 750 ug-ml~"). E, effect
of RSV on complex | activity. E7, NUR (rotenone-sensitive) and NFR activities of complex | were measured on preparation of isolated, disrupted liver mitochon-
dria after incubation with increasing RSV concentrations (0.05-5 um; left). Absolute values for NUR and NFR activities were 193 * 30 and 573 * 81
nmol-min~"-mg of protein ', respectively, for vehicle conditions and 384 = 19 and 3540 = 791 nmol-min~"-mg of protein ', respectively, for RSV 5 um. E2,
dose-response plot normalized to the maximal stimulation of NFR activity for ECs, determination. E3, effect of either trans-RSV or triacetyl-RSV (0, 1, or 5 um) on
NUR activity. Data represented the mean = S.E. (n = 5). *, significant differences (p < 0.05) compared with vehicle.

study (i.e. roughly 1 um). In HepG2 cells, the activity of NUR  nases was also investigated. The LDH plays a central role in
was increased by RSV (+82.4 = 25.0% for RSV 1 um and cellular metabolism and NADH/NAD™ equilibrium. Our
+171.91 = 43.1% for RSV 5 um compared with vehicle-treated  results showed that RSV also stimulated LDH activity (+20.7 =
cells; Fig. 34, left). These data indicated that RSV also activated ~ 5.1% for 1 um RSV and +56.9 * 10.3% for 5 um RSV compared
NUR in situ. The effect of RSV on cytosolic NADH dehydroge-  with vehicle-treated cells; Fig. 34, right). However, this activity
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FIGURE 3. RSV stimulates NADH dehydrogenase activities in HepG2 cells and increases mitochondrial NAD* content. A, effect of different RSV doses on
two NADH dehydrogenases (NUR and LDH) activities on HepG2 cells. HepG2 cells were incubated for 48 h with vehicle (Veh; ethanol, 1:5000) or RSV (1 or 5 um).
Maximal activities of NUR and LDH were measured on cell extracts. Results are expressed as the mean = S.E. (error bars) (n = 4). *, significant differences (p <
0.05) compared with vehicle-treated cells. B, effect of RSV on NADH oxidation in isolated mitochondria. Respiration rates were measured on isolated mito-
chondria of RSV (48 h, 1 um)-treated or vehicle (Veh; ethanol, 1:5000)-treated HepG2 cells. MP, respiration rate with complex | substrates (i.e. 5 mm malate + 2.5
mm pyruvate; NAD™ addition of 0.5 mm NAD™; cyt ¢, the addition of 8 um cytochrome ¢; MPS, complex | and Il substrates (i.e. malate, pyruvate, and 10 mm
succinate); SR, the addition of 5 um rotenone. Results are expressed as the mean = S.E. (n = 6). *, significant differences (p < 0.05) compared with vehicle-
treated cells. C, effect of RSV treatment on cellular NADH and NAD ™ levels in HepG2 cells. The cellular free NADH and NAD * levels were determined on HepG2
cells incubated during 48 h with vehicle (Veh; ethanol, 1:5000) or RSV (1 um). Results are expressed as the mean * S.E. of eight experiments. D, effect of RSV
treatment on NADH autofluorescence on HepG2 cells. Left, NADH autofluorescence was measured by fluorescent microscopy on HepG2 cells incubated with
vehicle (Veh; ethanol, 1:5000) or RSV (1 um, 4 h). In positive control, rotenone (10 nm) was added 15 min before RSV treatment. Data are shown as a represent-
ative picture of n = 3. Right, NADH redox index measured in vehicle- and RSV-treated cells by recording the NADH autofluorescence in basal conditions,
following the addition of an uncoupler (m-CI-CCP, 10 um) and respiration inhibitors (KCN (1 mm) and rotenone (5 um)) in both vehicle- and RSV-treated cells. The
NADH redox index is then calculated by expressing the basal autofluorescence as a ratio of this range and as the mean = S.E. of five experiments. ¥, significant
differences (p < 0.05) compared with vehicle-treated cells. £, effect of RSV on cytosolic NAD*/NADH ratio. The cytosolic NAD"/NADH ratio was calculated as
the ratio of pyruvate/lactate concentrations measured in culture medium of vehicle (Veh; ethanol, 1:5000)-treated or RSV (RSV, 1 um; 48 h)-treated cells.

*, significant differences (p < 0.05) compared with vehicle-treated cells.

increased with RSV to a lesser extent than the NUR activity
(+80 and +20% for NUR and LDH, respectively, at 1 um RSV).
In isolated mitochondria, the stimulation of NUR activity was
followed by a higher NADH oxidation by complex I (Fig. 3B), as
shown by the increase in complex I-dependent respiration rates
in mitochondria from RSV-treated cells.

An increase in NADH dehydrogenase activities accompa-
nied by a stimulation of NADH oxidation could increase the
NAD™/NADH ratio in situ. To test this hypothesis, the NADH
and NAD™ levels were first determined on whole cell extracts.
Results presented in Fig. 3C show that RSV significantly
increased cellular NAD™ concentration by 56%. The total cel-
lular NAD (NAD™ and NADH) was not significantly modified
by RSV treatment. We then analyzed the NADH redox state by
the measurement of NAD(P)H autofluorescence in HepG2
cells (Fig. 3D). We observed lesser NAD(P)H autofluorescence
(i.e. higher NAD(P) ™) in RSV-treated cells compared with vehi-
cle (Fig. 3D, left). Pretreatment of cells with complex I inhibitor
rotenone (10 nm) prevented the decrease in NAD(P)H, as
evidenced by the similar autofluorescence level in RSV plus
rotenone cells compared with vehicle plus rotenone cells.
NAD(P)H autofluorescence rose in response to the blockade of
the electron transport chain at the complexes I and IV using rote-
none and KCN, respectively (+50 * 12% in vehicle-treated cells)
and was reduced by fully stimulating oxygen consumption with
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the uncoupler m-Cl-CCP (—40 £ 7%; not shown). The NADH
redox index was calculated by expressing the basal cellular auto-
fluorescence as a percentage of the fully reduced (respiration inhi-
bition; i.e. KCN + rotenone) and fully oxidized (i.e. m-Cl-CCP)
conditions (23). In RSV-treated cells, NAD(P)H autofluores-
cence was decreased by roughly 30% (p = 0.0423) in RSV-
treated cells (Fig. 3D, right), whereas the fluorescence signal
with rotenone + KCN did not differ between vehicle- and RSV-
treated cells (not shown). Thus, the NADH redox index was
lower in RSV-treated cells compared with vehicle ones, indicat-
ing an increase in mitochondrial NAD*/NADH ratio. The
cytosolic NAD"/NADH ratio (calculated from the pyruvate/
lactate ratio) was also determined in HepG2 cell supernatants.
The results presented in Fig. 3E show that the cytosolic NAD ™/
NADH ratio was not modified by RSV treatment. Taken
together, these results indicate that complex I stimulation by
RSV results in an increase in NADH oxidation, mainly in the
mitochondrial compartment, responsible for an increase in
mitochondrial NAD*/NADH ratio.

SIRT3 Activity Is Increased by RSV Treatment and Is Involved
in the Stimulation of the Krebs Cycle Enzyme Activities but Does
Not Stimulate Mitochondrial Biogenesis—We next further
investigated the signaling pathways involved in RSV effects on
mitochondrial metabolism. NAD™ is a central co-substrate for
the sirtuin deacetylases. Thus, we hypothesized that the
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FIGURE 4. SIRT3 is involved in the effects of RSV on SDH and CS but not
NUR activities. A, effect of RSV on acetylation status of sirtuin target proteins.
Left, p53 was immunoprecipitated from HepG2 cells incubated with RSV (48
h, 1 um). Right, SDH was immunoprecipitated from HepG2 cells incubated
with RSV (48 h, 1 um) and/or with EX-527 (100 um). The graph represents the
mean of the acetyl-lysine/SDH protein ratio of n = 11 experiments. *, signifi-
cant differences (p < 0.05) compared with vehicle-treated cells. B, effect of
sirtuin inhibition on RSV-induced stimulation of SDH, CS, and NUR activities.
HepG2 cells were incubated with EX-527 (100 um) or without (vehicle, DMSO
(1:1000)) before the addition of RSV (1 wm) or vehicle (Veh; ethanol (1:5000)).
Enzymatic activities of SDH, CS, and NUR were measured. Results are
expressed as a percentage of vehicle-treated cells and represent the mean =
S.E. (error bars) (n = 4). *, significant differences (p < 0.05) compared with
vehicle-treated cells. C, effect of SIRT3 knockdown on RSV-induced stimula-
tion of SDH, CS, and NUR activities. HepG2 cells were transfected with scram-
bled or SIRT3 siRNAs and incubated with vehicle (ethanol, 1:5000) or RSV (1
um) for 48 h. Data represent the mean = S.E. of n = 9 SDH and CS measure-
ments and n = 6 NUR measurements. *, significant differences (p < 0.05)
compared with vehicle-treated cells.

increase in mitochondrial NAD™ concentration could lead to
sirtuin activation. This hypothesis was checked by determining
the acetylation status of p53 and SDH, known targets of SIRT1
and SIRT3, respectively. Fig. 44 shows that the acetylation sta-
tus of p53 was not significantly modified by RSV treatment
(left). In contrast, SDHA was hypoacetylated in RSV-treated
HepG2 cells (Fig. 4A, right), a situation that was abolished with
the SIRT inhibitor EX-527 preincubation. These results sup-
ported a SIRT3 activation by RSV treatment in HepG2 cells.
Moreover, RSV treatment stimulated SDH (203.73 *+ 18.49
nmol'min‘mg of protein for vehicle-treated and 269.9 = 14.6
nmol'min-mg of protein for RSV-treated cells) and CS (701.2 =
57.2 nmol'min'mg of protein for vehicle-treated and 872.1 *
29.0 nmol'min-mg of protein of protein for RSV-treated cells)
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activities, both targets of the mitochondrial SIRT3 isoform (Fig.
4B). In order to control the implication of SIRT3 in these
effects, sirtuins were inhibited either by pharmacological inhib-
itor using a high dose of EX-527 (100 um; Fig. 4B) or by reducing
SIRT3 expression using specific siRNAs (Fig. 4C). The inhibi-
tion of sirtuins using EX-527 prevented the increase in SDH
and CS activities in RSV-treated cells (Fig. 4B) but did not pre-
vent the increase in NUR activity. Moreover, the specific
decrease of SIRT3 expression by siRNA also abrogated the
increase in SDH and CS activities induced by RSV (without
changing the NUR activity), whereas the enzymatic activity was
not modified in scrambled-transfected cells (Fig. 4C). Neither
the inhibition of SIRT by EX-527 nor the transfection of cells
with scrambled siRNA changed the activity of SDH and CS
(data not shown). Thus, the mechanism of SDH and CS activa-
tion was closely linked to SIRT3 activity, whereas the stimula-
tion of NUR activity by RSV was sirtuin-independent.

RSV has been reported to activate the AMPK pathway in
combination with SIRT1 or SIRT3, leading to mitochondrial
biogenesis. In our model, SIRT3 activation did not lead to a
stimulation of AMPK pathway, as evidenced by the unchanged
phospho-AMPK/total AMPK ratio between vehicle and RSV-
treated HepG2 cells (Fig. 5A). Pretreatment of cells with com-
pound C (an AMPK inhibitor) did not modify the activity of
SDH or CS (data not shown). AMPK inhibition did not prevent
the stimulation of NUR, CS, or SDH activities by RSV (Fig. 5B),
also suggesting that AMPK was not involved in the RSV effects
on the mitochondrial respiratory chain. Moreover, RSV specif-
ically targeted mitochondrial complex I because 1 uM RSV only
increased the activity of complex I (96.6 = 8.7 nmol'min™ "*mg
of protein™' for vehicle versus 155.1 = 25.1 nmol'min ™~ "*mg of
protein~ ' for RSV 1 pum) but did not significantly modify the
activities of complexes IIIand IV (Fig. 5C). Finally, at the dose of
1 uM used here, RSV increased neither the quantity of respira-
tory chain complexes (Fig. 5D) nor the mitochondrial yield nor
the expression of proteins involved in mitochondrial biogenesis
(i.e. the PGCla co-activator and the mitochondrial transcrip-
tion factor TFAM) (Fig. 5E).

The Stimulation of NUR Activity Induced by RSV Increases
the Mitochondrial NAD" content, a Prerequisite for Stimula-
tion of SDH and CS Activities—RSV stimulated the activities of
SDH and CS by activating SIRT3. To test whether the RSV-
induced increase in mitochondrial NAD ™ was involved in these
effects, the NAD™ pool was experimentally depleted using 100
puM gallotannin (Fig. 6A). Cell incubation with gallotannin
effectively reduced the cellular NAD ™ concentration (Fig. 64),
whereas the cytosolic NAD/NADH ratio was increased (Fig.
1B), suggesting that gallotannin preferentially depleted the
mitochondrial NAD™ pool. Fig. 6B shows that this NAD™
depletion prevented the increase in SDH and CS activities
induced by RSV, emphasizing the central role of NAD™ in
SIRT3-dependent effects of RSV. We then aimed at determin-
ing if activation of TCA enzymes by a mitochondrial NAD*
increase could be linked to RSV effect on NUR activity. For this
purpose, SDH and CS activities were measured after cell incu-
bation with a low dose of rotenone (10 nm), a NUR inhibitor
(NUR activity after rotenone treatment was decreased by 49%
(p = 0.0464), whereas SDH and CS activities were not modified
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FIGURE 5. RSV treatment activates mitochondrial biogenesis pathways nei-
ther in HepG2 cells (1 um, 48 h) nor in mice liver (50 mg-kg-day). A, Western
blot quantification phospho-AMPK/total AMPK ratio in HepG2 cells treated for
48 h with RSV (1 um). The blot on the left is a representative blot of eight experi-
ments. B, effect of AMPK inhibition on RSV-induced activation of NUR, SDH, and
CS activities. HepG2 cells were first treated with vehicle (ethanol, 1:5000) or com-
pound C (10 um), an inhibitor of AMPK activity, and then incubated with T umRSV
or vehicle (Veh; ethanol, 1:5000). Enzymatic activities of NADH ubiquinone reduc-
tase (NUR), succinate dehydrogenase (SDH), and citrate synthase (CS) were then
measured on cell lysates. Results are expressed as a percentage of vehicle-
matched treated cells and as the mean = S.E. of four experiments. The dotted line
placed at 100% represents the vehicle value. C-E, mitochondrial biogenesis in
HepG2 cells treated for 48 h with RSV (1 um). C, maximal activity of the complexes
1,1, 11l and IV (n = 8 = S.E. (error bars)) on HepG2 cells after RSV treatment. Data
represent the mean = S.E. of four experiments. Results are expressed as a per-
centage of vehicle-treated cells and represent the mean = S.E. (n = 4). The actual
values of complex activities are shown on the top of the corresponding graph bar
and are expressed in nmolmin~"*mg protein . ¥, significant differences (p <
0.05) compared with vehicle-treated cells. D, Western blot analysis of one subunit
for each mitochondrial respiratory chain complex after 48 h of RSV treatment:
NDUFB8 (complex I), SDHB (complex Il), COX2 (complex IV), and Va (Complex V).
Shown are representative blots of four experiments. £, left, mitochondrial extrac-
tionyieldin HepG2 cells treated for 48 h with RSV (1 um). The results presented are
the ratio of mitochondrial versus cellular protein amount. Data represent the
mean = S.E. of four experiments. Right, Western blot analysis of one PGC1« and
TFAM expression after 48 h of RSV treatment Representative blots of four exper-
iments. F, mitochondrial biogenesis in liver mitochondria of controls and RSV-
treated mice. Left, mitochondrial protein amount was determined in young (Y)
and old (O) mice fed on control (Ct/) and RSV-enriched (RSV) diets and expressed
as a quantity of mitochondrial proteins (quantity) and normalized to the tissue
weight (yield). n = 6 for each group; data represent the mean = S.E. (right) The
protein expression of respiratory chain complex subunits was evaluated by West-
ern blotting using antibodies directed against one subunit of each complex.
Nuclear co-activator (PGCTa), nuclear transcription factor NRF1, and TFAM pro-
tein expression was assessed by Western blot analysis. Loading was controlled by
detection of VDAC (mitochondrial fraction; M) and tubulin (cytoplasmic fraction;
Q) proteins. Shown is a representative blot of four experiments.

quantity yield
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by the rotenone treatment; not shown). Rotenone significantly
decreased the cellular NAD"' content and prevented the
increase in NAD™ concentration induced by RSV (Fig. 6C, left).
In rotenone-treated cells, the deacetylation of SDH induced by
RSV was no longer observed (Fig. 6C, right). Rotenone also pre-
vented the RSV-induced stimulation of SDH and CS activities
(Fig. 6D). Taken together, these data show that the RSV-in-
duced increase in NAD ™ production by complex I mediates the
stimulation of TCA cycle enzyme activities by SIRT3.

High RSV Doses Display Heterogeneous Effects on NADH
Dehydrogenases and No Longer Increase Mitochondrial Enzy-
matic Activities—Most of the studies looking at the mitochon-
drial effects of RSV used higher concentrations than in our
work (above 10 and up to 100 um of RSV (18, 33-35)). To
investigate if the results described in our model were still pres-
ent at higher RSV concentration, we tested the effect of 50 um
on isolated NAD*/NADH-dependent enzyme activities, on
NUR activity, and on SDH and CS activities in HepG2 cells. At
the higher dose of 50 um RSV, we did not see the same results on
NAD™/NADH-dependent enzymes (Fig. 7A) compared with 1
and 5 uMm RSV (Fig. 24). Indeed, whereas 50 um RSV still inhib-
ited ADH and FDH activities, it no longer activated LDH, GDH,
and FMNdH and even inhibited the latter two (Fig. 7A). Simi-
larly, in HepG2 cells, a higher RSV dose (50 um) no longer
significantly increased NUR, SDH, or CS activities (Fig. 7B).
These results emphasize the importance of the RSV dose used
in the study to obtain specific effects on mitochondrial respira-
tory chain.

RSV Also Stimulates Mitochondrial Metabolism in Liver
Mitochondria of an RSV-fed Mouse Model—To confirm the
results obtained on HepGz2 cells, mice were fed during 12 weeks
on an RSV-enriched diet (50 mg/kg/day). During aging, the
complex I activity and the NAD™ content are reduced due to
mitochondrial dysfunction and oxidative stress (36). Thus, two
groups of mice were studied: young (6 months) and old mice (22
months). The maximal NUR activity (Fig. 84) and respiration
rate with complex I substrates (Fig. 8B) was about 60% lower in
the old mice compared with the young mice (p < 0.05). First,
the impact of RSV on NUR activity in mice was studied at dif-
ferent levels (Fig. 8C): on frozen, disrupted mitochondrial
membranes following the addition of 1 uM RSV (isolated NUR
activity, Cx + RSV); on mitochondria of control mice incubated
for 30 min with 1 um RSV (Mito + RSV); and in mice fed for 12
weeks with an RSV-enriched diet (Mice + RSV; RSV accumu-
lation in liver, 1.29 wmol/kg). We observed that RSV increased
NUR activity on liver mitochondria of RSV-fed mice and on
isolated mitochondria incubated with RSV but also directly on
disrupted mitochondrial membranes, indicative of a direct
effect of the molecule on complex I. This increase in NUR activ-
ity can be found both in young (Y) and old (O) RSV-fed mice.
However, a subsequent increase in complex I-linked respira-
tion (malate and pyruvate as substrates) was only evidenced in
old RSV mice (Fig. 8D). The activity of the complexes oxidizing
FADH,, namely complex II and complex III, was also increased
by RSV (Fig. 9A4), in both groups (complex II), or only in the old
one (complex III). The RSV diet also stimulated CS, SDH, and
isocitrate dehydrogenase (TCA cycle enzymes; Fig. 9B); malate
dehydrogenase and GAPDH (NADH and FADH,, shuttles; Fig.
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FIGURE 6. The mitochondrial NAD* increase induced by RSV is responsi-
ble for SDH and CS activation. A, effect of gallotannin pretreatment on RSV-
induced increase in the cellular level of NAD™". Cellular NADH and NAD+
levels were determined on HepG2 cells treated for 4 h with vehicle (Veh;
ethanol, 1:5000), RSV (1 um), or gallotannin (Gallo; 1 mm). Results are
expressed as a percentage of vehicle-treated cells and represent the mean =
S.E. (error bars) of eight experiments. The actual values are shown on the top
of the corresponding graph bar and are expressed in pmol-mg of protein™ .
*, significant differences (p < 0.05) compared with vehicle-treated cells. B,
effect of NAD™ increase on SDH and CS activities. HepG2 cells were incubated
with RSV (1 um) or gallotannin (1 mm) + RSV (1 um). Enzymatic activities of
SDH and CS were measured. Results are expressed as a percentage of vehicle-
treated cells and represent as the mean = S.E. of four experiments. C, effect of
rotenone pretreatment on RSV-induced increase in cellular NAD™ level and
SDH acetylation status. Left, NAD™" content was determined in HepG2 cells
preincubated with rotenone (10 nm) before RSV (1 um) or vehicle (Veh; etha-
nol, 1:5000) treatment. Data represent the mean * S.E. of four experiments
and are expressed as a percentage of RSV-treated cells. The actual values of
NAD™ content are shown on the top of the corresponding graph bar and are
expressed in pmol'mg proteins ™. *, significant differences (p < 0.05) com-
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FIGURE 7. High RSV dose (50 um) inhibits dehydrogenase activities and
does not increase the TCA cycle enzymatic activities. A, effect of high RSV
dose on activity of isolated dehydrogenases: ADH, FDH, LDH, GDH, and FMN.
Actual values of enzyme activities measured at 30 °C for FMNdH and FDH, at
37 °C for GDH and LDH, and at 25 °C for ADH are indicated at the top of the
corresponding bar graph (data are expressed in wmol-min~"-mg of pro-
teins ). B, effect of high RSV dose on TCA enzymatic activities. Enzymatic
activities of NUR, SDH, and CS were measured on HepG2 cells (RSV, 5 or 50 um,
48 h). Results are expressed as a percentage of vehicle-treated cells and rep-
resent the mean = S.E. (error bars) (n = 4). %, significant differences (p < 0.05)
compared with vehicle.

9C); and long-chain fatty acid dehydrogenase (FAO; Fig. 9D)
activities, all key enzymes providing NADH and FADH, to the
respiratory chain. In general, this increase was much higher in
the old animals compared with the young ones (from 17% (CS;
not significant) to 228% higher effect (GAPDH; p = 0.017) of
RSV in old mice than in young ones). Oxygraphic analyses indi-
cated a higher FADH, oxidation in RSV-treated groups with
respect to the complex II-, palmitoyl-, or glycerol 3-phosphate-
linked respirations (Fig. 9E). Similarly to the in vitro study on
HepG2 cells, the stimulation of mitochondrial enzyme activi-
ties by RSV was not associated with greater mitochondrial bio-
genesis. Indeed, Western blotting did not increase subunits of
the respiratory chain or factors responsible for mitochondrial
biogenesis (i.e. PGCla and TFAM) (Fig. 5F).

pared with vehicle; #, significant differences (p < 0.05) between vehicle and
rotenone-treated cells. Right, SDH was immunoprecipitated from HepG2 cells
incubated with RSV (48 h, 1 um) and/or with rotenone (10 nm). The graph
represents the mean of the acetyl-lysine (upper panel)/SDH protein (lower
panel) ratio of n = 6 experiments. *, significant differences (p < 0.05) com-
pared with vehicle-treated cells. D, effect of modulation of NAD ™" concentra-
tion on SDH and CS activities. Enzymatic activities of SDH and CS were meas-
ured on HepG2 cells preincubated with rotenone (Rot; 10 nm) or compared
with vehicle (V) before RSV treatment (1 wm). Results are expressed as a per-
centage of vehicle-treated cells and represent the mean = S.E. of four exper-
iments. ¥, significant differences (p < 0.05) compared with vehicle.
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FIGURE 8. RSV induces an increase in complex | activity in liver. A and B,
complex | activity and substrate oxidation by complex | measured on isolated
liver mitochondria of young versus old mice. A, enzymatic activities of com-
plex I (NUR). B, oxygraphic measurement of maximal, phosphorylating, com-
plex I-linked respiration using malate and pyruvate (+ADP) as substrates. +,
significant differences (p < 0.05) compared with old mice. C and D, effect of
RSV on complex | properties of mice liver mitochondria. C, effect of RSV on
NUR activity on control mitochondria. Ctr, isolated liver mitochondria of con-
trol young mice; Cx + RSV, activity of complex | measured on preparation of
isolated, disrupted liver mitochondria after 1 um RSV addition; Mito + RSV,
activity of complex | measured on isolated intact mitochondria incubated (30
min) with 1 um RSV; Mice + RSV, activity of complex | measured on isolated
mitochondria from young mice with RSV diet (1.3 umol/kg in liver). D, effect
of RSV diet on complex | properties in liver mitochondria of young and old
mice. Left, NUR activity; right, oxygraphic measurement of maximal, phospho-
rylating, complex I-linked respiration using malate and pyruvate (+ADP) as
substrates. Data represent the mean = S.E. (error bars) for each group. *, sig-
nificant differences (p < 0.05) compared with control diet.

DISCUSSION

The crucial role played by sirtuins in the regulation of metab-
olism has been extensively studied over the last decade (37—-41).
The ability of polyphenols to activate SIRT1, and consequently
to stimulate energetic metabolism, has opened up new thera-
peutic perspectives in various diseases involving energetic dis-
orders (33, 37-44). However, numerous reports have chal-
lenged the hypothesis of the direct activation of SIRT1 by RSV
(14, 16). Some of these recent publications describe the crucial
role of the cofactor NAD™ in sirtuin activation (18, 34, 35).
However, the precise mechanism linking RSV treatment and
the increase in the intracellular concentration of NAD ™ has yet
to be elucidated. Mitochondria may sequester up to 70% of the
NAD™ pool, depending on the tissue considered (19), and mito-
chondrial redox status could therefore appear as a potential
sirtuin regulator (44). However, to our knowledge, no study has
yet focused on the direct effect of RSV on mitochondrial metab-
olism. Here, we examine the impact of RSV on mitochondrial
metabolism and identify complex I as a novel direct target of
RSV. We demonstrate that the activation of NADH dehydro-
genases by RSV occurs in vitro using purified enzyme, exclud-
ing the involvement of sirtuins in this effect. We also show that
complex I is a key component modulating the mitochondrial
NAD*/NADH ratio and then triggering SIRT3 activation and
finally stimulating TCA enzyme activities. Several studies have
presented AMPK as a signaling intermediate between RSV and
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FIGURE 9. RSV induces an increase in the substrate supply in liver. A, max-
imal activities of respiratory chain complexes in controls and RSV-fed mice.
Activity of complexes Il (succinate ubiquinone reductase), Ill (ubuiquinol
cytochrome c reductase), and IV (cytochrome ¢ oxidase) were measured on
liver mitochondria of control (Ct/) and RSV-fed (RSV) young and old mice. B,
maximal activities of enzymes involved in respiratory chain substrate supply
pathways. Activity of Krebs cycle (SDH, CS, and isocitrate dehydrogenase
(ICDH)), enzymes were measured on liver mitochondria of control (Ct/) and
RSV-fed (RSV) mice. C, maximal activities of enzymes involved in GAPDH shut-
tle. Activities of malate dehydrogenase (MDH) and GAPDH were measured on
liver mitochondria of control (Ct/) and RSV-fed (RSV) mice. D, maximal activi-
ties of enzyme involved in fatty acid oxidation. Long-chain acyl-CoA dehydro-
genase (LCAD) activity was measured on liver mitochondria of control (Ct/)
and RSV-fed (RSV) mice. E, maximal coupled respiration in liver mitochondria.
Coupled respiration measured on isolated liver mitochondria using complex
I, 1I, or lll or FAO substrates. White bars, control diet mice (Y); gray bars, RSV-fed
groups. Shadings are used for old mice. Data represent the mean = S.E. (error
bars) of five animals for each group. +, significant differences (p < 0.05) com-
pared with old mice; *, significant differences (p < 0.05) compared with con-
trol diet.

the activation of SIRT1 (18, 33—-35) and SIRT3 (45). In our
study, effects of RSV on mitochondrial metabolism occur in the
absence of mitochondrial biogenesis and are AMPK-indepen-
dent at low dose (1 um).

RSV Directly Activates Mitochondrial Complex [—Investiga-
tion of the interaction between RSV and NAD™" metabolic

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 36671

$10T 7 IQUIDAON U0 NYASNI 18 /310°0q [ mmm//:d11y WOy papeo[umo



Resveratrol Directly Stimulates NADH Oxidation by Complex |

0008000”

0000001 100000007

)/
NADH 7 ‘ﬁrmm Sucoinate

5},‘@:@

SIRT3

Citrate .

©) @

)

~/

N
8000800080008 V)

"N9000
| FAD

FADH2

\

Fumarate
@ TCA cycle

Oxaloace!xe
Fop AcetleoA A@D—Acyl&:l\

Intermembrane
space

] 186000800600

108 v 790005000

. @’02 EHZ’O
\

\ Matrix

ADP H+ ATP
+Pi

FADHZ

FIGURE 10. Recapitulative scheme of the suggested resveratrol signaling pathway on mitochondrial metabolism. RSV directly stimulates complex |
activity (7), thus turning on the mitochondrial NAD */NADH balance toward increasing NAD* concentration (2). This favors sirtuin activation (3), which finally
enhances substrates supply to respiratory chain by both tricarboxylic acid cycle and fatty acid oxidation (4). This increase in substrate supplies to the respiratory

chain leads to an increase in respiration rates (5) after resveratrol treatment.

enzymes has demonstrated the competitive inhibitory effect of
RSV on NAD™ hydrogenases (29). Mitochondria are the site of
various enzymatic reactions that generate or consume NAD*
(including complex I of the respiratory chain). Our study shows
that RSV was responsible for the direct increase of isolated
NADH:FMN dehydrogenase activity and of complex I activity
in mitochondrial membranes, in HepG2 cells, and in the liver
mitochondria of RSV-fed mice. The RSV-induced increase in
NADH-ferricyanide reductase activity was greater than the
NADH ubiquinone reductase activity. This could indicate that
the NADH dehydrogenase part of complex I, which binds the
FMN moiety, can be the RSV target. In this study, we show that
RSV can directly interact with an in vitro model of NADH dehy-
drogenase containing an FMN moiety at the catalytic center
(Fig. 2, E and F). Further studies would determine if RSV can
also directly interact in vivo with complex I of the respiratory
chain (a multimeric enzyme), particularly near the FMN cofac-
tor or at the NAD™ binding pocket. In our model, the stimula-
tion of complex I activity was followed by NADH oxidation and
electron transfer along the respiratory chain, leading to an
increase in respiration rate in HepG2 cells and liver mitochon-
dria of RSV-fed old mice. However, no increase in complex
I-linked respiration can be evidenced in the young mice. The
FMN moiety is presumed to be almost completely reduced dur-
ing NADH-linked coupled respiration (46), and reoxidation of
the terminal cluster N2 seems to be the rate-limiting step of the
overall NADH oxidase (47). Here, electron transfer at the qui-
none site (NUR activity) effectively appears as a limiting factor;
thus, the combined stimulation of complex I NADH dehydro-
genase activity by RSV and limitation of reoxidation at the qui-
none-binding site would increase the reduced state of FMN
(decrease FMN/FMNH2 turnover). Fully reduced flavin (FMN)
was evidenced as a significant source of superoxide (48, 49).
Further studies should analyze if RSV treatment effectively
favors “electron leakage” from complex I.
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Stimulation of Complex I Activity by RSV Induces an Increase
in NAD™ Level—As evidenced by the cellular NAD™ content,
RSV treatment induces an increase in NADH oxidation on
HepG2 cells. We measured cellular and cytosolic pools and
NAD(P)H autofluorescence. In cells, fluorometric measure-
ment of autofluorescence between 420 and 540 nm has been
shown to detect mainly the mitochondrial NADH pool (50—
53). In HepG2 cells, after 1 um RSV treatment, the NAD(P)H
autofluorescence decreases, suggesting an increase in NAD™.
This is reinforced by the higher cellular NAD™" concentration
found in HepG2 cells treated with RSV. A previous study dem-
onstrated that complex I activity regulates cellular NAD™"/
NADH balance (54); a decrease in complex I activity by knock-
down of the NDUFV1 subunit reduces the NAD+/NADH
ratio, whereas a 25—-30% increase in complex activity enhances
by this ratio 30%. In our study, rotenone inhibition of complex
I in HepG2 cells indeed induces a decrease in NAD™ content,
whereas RSV stimulation of complex I activity by roughly 70% is
paralleled by an increase in mitochondrial NADH oxidation
that could trigger the increase in NAD */NADH mitochondrial
ratio. Pretreatment of HepG2 cells with rotenone abrogated the
increase in NADH oxidation induced by RSV. Altogether, these
results are consistent with a modulation of the NAD*/NADH
ratio by complex I activity and indicate that the complex I is
involved in the increase in mitochondrial NAD™ induced by
RSV.

RSV Stimulates Mitochondrial Substrate Supply through the
Activation of Sirtuins—In the HepG2 cellular model as well as
in the liver mitochondria of RSV-fed mice, RSV stimulated the
respiratory chain substrate supply pathways (TCA enzymes,
SDH and CS activities). These results are in agreement with a
recent report indicating increased citrate synthase activity and
a higher fatty acid-supported respiration rate in the muscle
mitochondria of obese men receiving an oral RSV supplemen-
tation (42). Interestingly, we identified that the activation of
TCA cycle enzymes by RSV depends on sirtuin activity, since, in
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HepG2 cells, preincubation with the EX527, a sirtuin inhibitor,
prevented the activation of TCA enzymes. Moreover, a
decrease in acetylation of SDH (a target of SIRT3) was observed
in RSV-treated cells, underlying a stimulation of SIRT3 activity
after RSV treatment. By contrast, SIRT1 activity did not appear
to be modified after 1 uM RSV treatment because there was no
difference in the p53 acetylation status between vehicle- and
RSV-treated cells. The increase in NAD ™ level is involved in the
SIRT3-dependent effects on mitochondrial metabolism that we
observed with RSV treatment. Indeed, a decrease in NAD " syn-
thesis induced by gallotannin, a potent inhibitor of the nicotin-
amide mononucleotide adenylyltransferase (NMNAT1), sup-
pressed the sirtuin-dependent effects of RSV on TCA enzyme
activities. In addition, it has recently been shown that increas-
ing the intracellular and mitochondrial NAD™ by supplemen-
tation with the NAD™ precursor, nicotinamide riboside, leads
to the activation of both SIRT1 and SIRT3 (44).

The Sirtuin Activation Relies on the Increased NADH Oxida-
tion by Complex I—Our study goes further by identifying the
direct activation of complex I by RSV as a key mediator of the
RSV-induced increase in NAD™ content. We therefore postu-
late that RSV may activate the sirtuins by increasing mitochon-
drial NAD™ content through the stimulation of complex I
activity. This hypothesis is supported by our finding that the
pretreatment of HepG2 cells by rotenone, a complex L inhibitor,
prevents the RSV-induced increase in both the NAD* level and
the TCA enzyme activities and abrogates the SDH deacetyla-
tion. It has been suggested that the control of the NAD™/
NADH ratio by complex I is at the center of the oxidative proc-
ess that occurs during aging (55). During this process,
mitochondrial dysfunction, responsible for a reduction of com-
plex I activity associated with oxidative stress, leads to a reduc-
tion in NAD™ content (36). The action of RSV on complex I
activity should therefore help to maintain a high NAD*/NADH
ratio, thereby increasing sirtuin activity. Indeed, in the liver
mitochondria of old mice, the effects of RSV on the enzymatic
activity of TCA and FAO are more pronounced than in young
mice.

The Effects of RSV Are Dose-dependent—The concentration
of RSV seems to be a crucial parameter responsible for its met-
abolic effects. Indeed, whereas most studies focusing on the
mitochondrial effects of RSV essentially report an increase in
mitochondrial biogenesis, our study with RSV at low doses
mainly indicates a functional increase in energetic metabolism
without AMPK involvement. In our work, the effects of RSV on
NUR and TCA enzymes were already seen after 4 h of exposure,
a finding that does not support the hypothesis of the activation
of mitochondrial biogenesis by RSV. Most of the other studies
used moderate to high doses of RSV (ranging from 10 to 100
M), and although the activation of the same key proteins (i.e.
AMPK and SIRT1) was described (4, 33, 43, 56, 57), the signal-
ing pathways leading to these events seem to differ according to
the concentration of RSV used. In our study, contrary to the low
concentrations of RSV (1-5 um), a higher dose (50 um) did not
induce the activity of NUR, SDH, or CS anymore. Moreover,
Price et al. (17) show that at high RSV dose (50 um), AMPK
activation was no longer coupled to the induction of SIRT1 and
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that this concentration led to a sharp reduction in mitochon-
drial oxidative metabolism.

In conclusion, our study further characterizes the effects of
RSV on mitochondrial bioenergetics and proposes an original
pathway linking RSV, sirtuin activation, and the mitochondrial
respiratory chain. This hypothesis is summed up in Fig. 10. Our
work demonstrates that the mitochondrial NAD " /NADH ratio
is a critical factor of sirtuin activation and depends on complex
I activity. Thus, the modulation of the NAD*/NADH ratio
appears to be a promising target in the prevention and treat-
ment of metabolic diseases. Furthermore, the concentration of
RSV could be a critical parameter and should therefore be taken
into account in future clinical trials.
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Abstract:

Resveratrol (RSV) is often described as a promising therapeutic molecule for
numerous diseases but its molecular targets and its intracellular mechanism of action
remain debated. A growing number of studies indicate that RSV interacts with the
mitochondrial respiratory chain, and report opposite effects that depend on its
concentration. In this study, we identified a direct interaction of RSV at the NAD+
binding site of complex I. This interaction results in a biphasic dose-response,
inducing up to 5 yM an increase, followed at 50 yM by a reduction of complex |
activity. This interaction is responsible for reactive oxygen species overproduction,
triggering oxidative stress mainly in mitochondria with low antioxidant defences, as
seen in brain mitochondria from aged mice. These results bring new insights into the
mechanism of action of RSV and highlight the importance of the balance between
pro- and antioxidant effects of RSV, depending on the dose and the age at the time

of the treatment.

Highlights:
- RSV directly interacts with the NAD+ binding site of complex |



- In mitochondria, RSV can accept electrons from complex | increasing ROS
production
- In brain mitochondria of aged animals, RSV generates oxidative stress

- Effects of RSV depend on its oxidation state and on the cell defences levels

Keywords: Complex |, resveratrol, oxidative stress, NADH dehydrogenase,
NAD+

Abbreviations

Cu/Zn  superoxide dismutase, Cu,ZnSOD; Cytochrome ¢, Cyt ¢;
Diphenyleneiodonium, DPI; Potassium hexacyanoferrate(lll), FeCN;
Hexaammineruthenium(lll)  chloride, HAR; Horseradish peroxidase, HRP;
Manganese Superoxide Dismutase, MnSOD; Nicotinamide Adenine Dinucleotide,
NAD+; Nicotinamide Adenine Dinucleotide Hydrate, NADH;
NADH:(Decyl)Ubiquinone Reductase, NUR; Reactive Oxygen Species, ROS; Trans-

resveratrol, RSV;.

INTRODUCTION

Resveratrol (RSV), a redox-active polyphenol found in various plants, has a wide
range of biological properties, including anticancer, anti-inflammatory, cardio- and
neuroprotective effects. Its potential beneficial effects on health have been mainly
attributed to the antioxidant properties [1-3] and interactions with the sirtuins [4].
Mitochondria are also the main targets of RSV. Indeed, RSV modulates ROS
production, energetic metabolism and mitochondrial biogenesis [5, 6] in particular via
its interaction with sirtuins, NAD+ dependent- deacetylases [7, 8]. Mitochondrial
SIRT3 is described as a main effector of these post-translational modifications,
targeting more than a quarter of putative mitochondrial acetylation sites [9]. These
acetylations are then responsible for functional changes in mitochondrial substrate
supply pathways (tricarboxilic acids cycle, TCA, and fatty acid oxidation, FAO and
urea cycle [10-13]) and in mitochondrial energetic metabolism such as complexes |
[14-16], Il [17, 18] or V [15]. Conversely, RSV can directly interact with respiratory
chain complexes. Indeed, Zini et al. [19] have shown that RSV inhibited the F1-
ATPase activity in brain tissue, even at very low concentrations (1 nM). Complex |
was also recently identified as a direct target of RSV [20], thereby regulating the

mitochondrial NAD+/NADH ratio, a crucial parameter for the downstream sirtuin



activation and the induction of metabolic effects of RSV [21]. The direct interaction of
RSV was described to either increase [21] or inhibit complex | activity [20], which may
depend on the RSV dose used (from 1 to 50uM).

Complex | plays a crucial role in maintaining mitochondrial homeostasis. Indeed, it
participates to the regulation of the NAD+/NADH ratio and to the energetic
metabolism and reactive oxygen species (ROS) production [22]. The recent
crystallization of the complex | structure [23] has enabled a better comprehension of
the molecular mechanisms involved in the different activities of complex I. In this
context, a precise characterization of the mechanism of RSV interaction with complex
| [20, 21] will allow a better understanding of mitochondrial effects of RSV.

In this study, we highlight a direct, competitive binding of RSV at the NAD+ fixation
site on the FMN moiety of complex | resulting in ROS overproduction. We also further
describe the functional consequences of such interaction on mitochondrial respiratory
chain and ROS production in brain mitochondria, a tissue highly sensitive to oxidative
stress especially in aged mice. Our study shows that the RSV/FMN interaction leads
to an oxidative stress especially in tissue from aged animals with physiologically low
antioxidant defences. Thus, despite its well recognized antioxidant properties, RSV
may act as a prooxidant, triggering oxidative damages. Moreover, the dose of RSV
and the age at the time of the treatment appear as crucial parameters that must be

taken into account when studying the cellular effects of RSV.

MATERIALS AND METHODS

Materials.

Trans-resveratrol (RSV), Diphenyleneiodonium (DPI), potassium
hexacyanoferrate(lll) (ferricyanide, FeCN), and hexaammineruthenium(lll) chloride
(HAR) were purchased from Sigma-Aldrich (Lyon, France). NAD+ and NADH (grade
Il) were from Roche Applied Sciences (Lyon, France). Stock solutions of Trans-
Resveratrol were reconstituted at 50 mM in DMSO and stored at -20°C protected

from light.

Animals

Male C57BL/6J strain mice (Janvier, Le Genest-St-Isle, France) were housed in a
room at 24+2°C with a 12h/12h light-dark cycle, with diet and water ad libitum. Two
groups were used: young (Y) (6 months), and old mice (O) (22 months). Twelve



weeks before euthanasia, half of each group received a standard diet (M20
croquettes, (SDS®, Y Ctl and O Ctl groups), and the other half a diet of M20
croquettes supplemented with 0.04% trans-resveratrol (Yvery®, Y RSV and O RSV
groups). After 12 weeks of RSV diet, mice were anesthetized with isoflurane, before
decapitation and dissection of the cerebral cortex, in accordance with European
Community guidelines (directive 86/609/CEE), and the Ethical committee of
University of Paris-Descartes (CEEA34.SB.008.12). RSV accumulation in brain was
checked according to Menet et al. [24]; the concentration of RSV and its derivates
was 1.42+0.10 and 8.72+3.47uymol/kg in Y and O RSV mice, respectively

(undetectable in control groups).

UV-Visible spectroscopy.

The UV-vis absorption spectra of RSV in the presence and absence of enzymes
were recorded on a SAFAS UV-mc2 spectrophotometer (SAFAS Ltd., Monaco)
equipped with 1.0 cm quartz cells with a slit of 2 nm and scan speed of 200 nm.min~".
The absorbance assessments were performed at specified pH in KH,PO4 100 mM
buffer, 25°C. Each spectrum is a mean of three scans.

The quality of trans-resveratrol was checked before used by analyzing the absorption
spectrum in KH,PO4 solution at pH 7.2 (Fig SI 1A). Trans-RSV spectrum shows a
single absorption band with maxima centered between 304 and 310 nm (Lopez-
Nicolas and Garcia-Carmona, 2008). The oxidation of RSV using the Horse Radish
Peroxidase (HRP)/H,O, system was also checked by UV/vis spectroscopy. RSV
incubated with 2U.ml™ of HRP and 0.01 mM H0; undergoes a small shift toward the
highest maximal wavelength and a decrease in absorbance (Fig SI 1A). Two
isobestic points at 270 nm and around 330-340 nm can be observed. This profile was
previously described as representative of the deprotonated 4’-hydroxyl group state

[25].

Mitochondria isolation and complex | solubilisation

Mitochondria from mouse brain were isolated as described [26]. The entire operation
was performed at 4°C and completed in less than an hour. Isolated mitochondria
from bovine heart were obtained from Mitosciences (Abcam, Paris, France).
Solubilized complexes were prepared using n-dodecyl-B-D-maltoside according to
[27].



Mitochondrial enzymatic activities.

The activities of the mitochondrial OXPHOS complexes were measured at 37°C on a
UVmc? spectrophotometer (SAFAS, Monaco). Activity of the NADH ubiquinone
reductase (complex [), succinate ubiquinone reductase (complex Il), ubiquinol
cytochrome C reductase (complex lll), cytochrome C oxidase (complex IV) and
citrate synthase (CS) were measured according to the method described by Medja et
al. [28, 29]. NADH ubiquinone reductase activity was assayed in KH,PO4 buffer
(50mM, pH 7.5), containing fatty acid-free BSA (3.75 mg/ml), 0.1mM decylubiquinone
and 0.10 mM NADH were added to initiate the reaction. Parallel measurements in
presence of Rotenone (5uM) were used to determine the background rate.
NADH:FeCN and NADH:HAR reductase activities were assayed in 20 mM KH;PO4
buffer (pH 7.5), with substrate and acceptor concentrations as previously described
[30]. Background rates (without complex I) were controlled for each experiment and
each RSV concentration. NADH:FeCN, NADH:HAR and NADH:Decylubiquinone
oxidoreductions were monitored at 340 nm (€=6.22mM~".cm™). O, reduction was
detected using a clark electrode (Oroboros, Innsbruck, Austria) [31] in the presence

of inhibitors of complexes Il and IV (myxothiazol 1 uM and KCN 1 mM, respectively).

Mitochondrial respiration rates

Oxygen consumption was measured in Respiratory Buffer RB (225 mM sucrose, 10
mM Tris-HCI, 5 mM KH;PO4, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 4 mM MgCl,, 1 mg/ml fatty
acid-free BSA, pH7.4) at 37°C using a high-resolution oxygraph (Oroboros,
Innsbruck, Austria) on isolated brain mitochondria, (0.05 mg/ml) as described
elsewhere [26, 32], using substrates of complexes |, I+lll, Il, IV and the
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) shuttle: complex | substrates:
5 mM malate and 2.5 mM pyruvate; complex | and |l substrates: 5 mM malate, 2.5
mM pyruvate and 5 mM succinate; complex |l substrate: 10 mM succinate
supplemented with 10 uM rotenone; complex IV substrate: 5 mM N,N,N’',N'-
tetramethyl-p-phenylenediamine reduced with 50 mM ascorbate. 20 mM glycerol-3-
phosphate (G3P) was used to activate GAPDH shuttle. The active state of respiration
(coupled-respiration) was initiated by the addition of a saturating ADP concentration
(0.5 mM). Cytochrome c (Cyt c) was added (8 pM) to check the integrity of outer

mitochondrial membranes.



The direct impact of RSV or of oxidative stress on mitochondrial functionality was
analyzed on isolated brain mitochondria incubated during 30 min. (1 mg in 0.2 ml
buffer RB) with either DMSO (vehicle, final concentration 1/2000), RSV (100 nM),
H>0, (10 nM, exogenous stress) or succinate without rotenone (10 mM, endogenous

stress linked to reverse electron flow from complex Il to complex | [33].

Docking simulation

Docking calculations were carried out using DockingServer [34]. The MMFF94 force
field was used for energy minimization of trans-resveratrol (ligand molecule) using
DockingServer. Gasteiger partial charges were added to the ligand atoms. Docking
calculations were carried out on Thermus thermophilus model of the N module of
complex | (subunits Ngo1, Ngo2, Ngo3) in both oxidized or reduced crystal structure
(PBD ID: 4HEA for oxidized structure and 3IAM for reduced one respectively).
Essential hydrogen atoms, Kollman united atom type charges, and solvation
parameters were added with the aid of AutoDock tools [34]. Affinity (grid) maps of
25x25%x50 A grid points and 0.375 A spacing were generated using the Autogrid
program (Bikadi, Z., and Hazai, E., 2009). AutoDock parameter set- and distance-
dependent dielectric functions were used in the calculation of the van der Waals and
the electrostatic terms, respectively. Docking simulations were performed using the
Lamarckian genetic algorithm (LGA) and the Solis & Wets local search method [35].
Initial position, orientation and torsions of the ligand molecules were set randomly.
Each docking experiment was derived from 100 different runs that were set to
terminate after a maximum of 2500000 energy evaluations. The population size was
set to 150. During the search, a translational step of 0.2 A and quaternion and torsion

steps of 5 were applied.

Western Blotting

SDS-PAGE electrophoresis and transfer to PVDF membrane were performed as
described in [36]. Mouse anti-SOD2 (Mitochondrial matrix MnSOD, Abcam, Paris,
France), Rabbit anti-SOD1 (Cu,ZnSOD, Abcam) and mouse anti-N(epsilon)-
(hexanoyl)lysine (HEL, Cosmobio, Tokyo, Japan) antibodies were used for

antioxidant enzymes and oxidation product detection, respectively.

Protein-SH content



Protein-SH content was measured on proteins from post-nuclear supernatant (50ug)
using 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic)acid (DTNB) as described in [37], and the amount
of protein-SH was calculated using reduced glutathione as standard (€412nm=13.6
mM"cm™).

Statistical analysis
Statistical comparisons between Ctl and RSV mice were made with the Mann-—
Whitney U test. The Wilcoxon test was used for the analysis of paired data.

Differences were considered statistically significant at p<0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

RSV increases complex | activity in brain mitochondria of RSV fed mice

The effect of RSV on respiratory chain function was first detailed in vivo, on brain
mitochondria from young (Y) and old (O) mice (Fig 1) receiving a RSV-enriched diet.
Old mice were used due to their higher susceptibility to oxidative stress (respiratory
chain dysfunction and decreased anti-oxidant capacities, [38]). In brain mitochondria
from aged mice, we did not observe any significant decrease in the ratio between
maximal complexes activities and citrate synthase activities. However, the raw citrate
synthase and complex IV, | and Il activities were similarly reduced by roughly 25% in
aged mice compared with the young animals (data not shown) which could explained
that the complex/CS ratio was not different between both groups. The decrease in
complex activities was in accordance with previous studies in brain mitochondria
during aging [39-41] . RSV diet induced a significant increase in complex | activity in
young mice and tended to increase complex | in old and complex Il in young mice
(p=0.05 and p=0.06 respectively). This result reinforced the previous observations
that complex | activity was regulated by RSV in brain and liver mitochondria [20, 21].
Although described in several studies [20, 21, 42], the precise binding site of RSV on

mitochondrial complex | is not yet identified.

Complex | is a direct target of RSV
To further characterize the effect of RSV on Complex | activity, RSV was added to
frozen-thawed disrupted brain mitochondria from Young Control animals just prior

enzymatic measurements. The results presented Fig 2 showed that 5 yM RSV
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Figure 1: In vivo, complex | activity is increased in brain mitochondria of RSV

fed mice. Maximal enzymatic activities of Complex I, Il, Il and IV were measured on

isolated brain mitochondria from young (Y) and old (O) control (Ctl) and RSV-fed
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sem of n=5 animals in duplicate. The (*) indicates significant differences (p<0.05)
between Ctl and RSV fed mice.



significantly increased complex | activity (+65%) as observed in RSV fed mice (Fig 1)
thereby suggesting a direct interaction between RSV and complex |. This observation
is in agreement with our previous results in liver mitochondria [21].

A higher RSV concentration (50 yM) no longer increased complex | activity but rather
inhibited the activity of complex Ill. It should be noticed that this decrease in specific
complex Il activity was related to an higher antimycin-insensitive activity in RSV
incubated brain mitochondria (data not shown). This suggested a non-specific
interaction between RSV and the oxidized form of cytochrome c (cyt ¢c) when RSV
was used at a high dose (50 uM). Inhibitory effect of RSV on mitochondrial complex
Il has already been described [19, 42]. The different effects of both RSV
concentrations used in our study (5 and 50 uM) shed light on the importance of the

RSV doses used on the different studies for future clinical trials.

RSV binds to complex | at the nucleotide binding site

To further analyze the direct effect of RSV on complex I, solubilized mitochondrial
complexes from bovine heart mitochondria were used (Fig 3). First, complexes were
incubated with 5 nM to 50 yM RSV, and the full complex | activity, i.e. NADH
Ubiquinone Reductase reaction (NUR, Fig 3A1) was measured. At low doses, RSV
dose-dependently stimulated the NUR reaction with the maximal effect at 5uM
(+35%, p<0.05, Fig 3A1). Then NUR activity progressively decreased and, at 50uM,
RSV weakly inhibited the NUR reaction compared to vehicle condition (RSV vs Veh: -
15%, p<0.05, Fig 3A1). The NUR reaction implies NADH oxidation at the flavin
mononucleotide (FMN) site, followed by FMN re-oxidation by the FeS clusters and
subsequent electron transfer to the quinone. Alternatively, the reduced FMN can be
directly reoxidized by artificial electron acceptors including HAR (Fig 3A2) or FeCN
(Fig 3C1). Both comprise NADH oxidation by the flavin, but not the rate-limiting
iron-sulfur transfer of electrons to the ubiquinone. As described above for the NUR
reaction, the HAR reaction (fig 3A2) was stimulated by low RSV concentration, up to
5 UM (+33%, p<0.01), but significantly inhibited at higher doses (-30% at 50 uM RSV,
p<0.05). The HAR reaction is catalyzed by the flavoprotein module of complex | and
does not imply FeS cluster chain or quinone reduction, thus RSV may act on this
subcomplex.

Therefore, the binding of RSV on the flavoprotein part of complex was further

analyzed by molecular docking using T. thermophylus complex | structure (PBD ID:
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Figure 2: In vitro, RSV directly targeted Complex | activity in disrupted brain
mitochondria. (A) Maximal activity of complexes in mitochondria incubated
with 5 yM RSV. Control young mice brain mitochondria disrupted by frozen/thawed
cycle were incubated in respiratory buffer with either vehicle (DMSO 1/2000) or RSV
(5 MM) just prior analysing NADH ubiquinone Reductase (complex I), succinate
ubiquinone reductase (complex II), ubiquinone cytochrome c reductase (complex lll)
and cytochrome c oxidase (complex 1V) activity. (B) Maximal activity of complexes
in mitochondria incubated with 50 pyM RSV. Control young mice brain
mitochondria disrupted by frozen/thawed cycle were incubated in respiratory buffer
with either vehicle (DMSO 1/2000) or RSV (50 uM) just prior analysing complex I,
complex Il, complex Ill and complex IV activity. Data are expressed as the
percentage of complex activity in vehicle treated mitochondria and are represented
as mean x sem of n=5 animals in duplicate. The (*) indicates significant differences

(p<0.05) between vehicle and RSV treated mitochondria.



3IAM, subunits Nqo1, Nqo2 and Nqo3). Docked poses of RSV revealed its
interactions at the FMN/nucleotide binding site (Fig 3B1). The obtained binding
pattern of RSV indicated that hydrophobic / aromatic interactions with Phe78 and
Phe205 were involved and that hydrogen bond(s) with Glu185 in the active site
pocket were formed (Fig 3B2). We compared the crystallographic position of NADH
from the X-ray structure [23] to RSV poses obtained by docking (Fig 3B2). The
adenine ring of NADH/NAD+ is stabilized by stacking interactions with the aromatic
rings of three conserved phenylalanines, i.e. Phe70, 78, and 205. The carboxyl group
of conserved Glu185 interacts with the ribose of the molecule [23]. Altogether, these
results argued for a direct binding of RSV at the nucleotide binding site of complex I.

To further test the results of docking, the FeCN reaction was measured (Fig 3C1).
While HAR reduces FMN bound to a nucleotide, FeCN only reacts with the free flavin
[43]. The distribution of flavin in empty and occupied states is defined by the
nucleotide concentrations and the distribution of oxidized and reduced states is set
by the NADH/NAD+ ratio [44, 45]. In absence of NAD+, and optimal substrate
concentration (i.e. 30 uM NADH, [46]), RSV did not significantly increase the FeCN
reaction (1 yM RSV: p=0.0947, Fig 3C1). It should be noticed that the effect of high
RSV doses (25 to 50 yM RSV) could not be investigated due to a strong interaction
between FeCN and RSV at doses higher than 10 uyM [46], leading to a direct
stimulation of the NADH oxidation in absence of any enzymes (not shown). Then, the
FeCN reaction was measured with or without prior incubation with 5uM RSV while
increasing the NADH/NAD+ ratio (Fig 3 C2). NAD+ effectively inhibited the
NADH:FeCN reaction, with an ICso of roughly 1.5 mM. This inhibition of the
NADH:FeCN oxidoreduction by NAD+ was delayed in the presence of 5 yM RSV,
with the ICsy value for NAD+ rising from 1.58 to 4.92 mM. This effect of RSV
appeared to be competitive, since it was abolished at the higher NAD+
concentrations (>10 mM). Because RSV only interacted with the Phe78, Phe205 and
Glu185, it may bind without occluding the flavin site for FeCN. Phe78, Phe205 stack
the adenine ring and Glu185, the ribose of NAD+. While NADH is also stabilized by
its nicotinamide head group, it was shown to have no effect or to be detrimental to
NAD+ binding affinity [47]. Based on these results, our study suggest that RSV
should not be able to prevent NADH fixation on its binding site but rather may

compete with NAD+ binding to the flavin reactive site of complex |. Altogether, these
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Figure 3: RSV binds to complex | at the nucleotide binding site. (A) Effect of trans-resveratrol
(RSV) on the NUR and HAR enzymatic reactions catalyzed by complex I. The rates of (A1)
NADH:Ubiquinone oxidoreduction (the NUR reaction) or (A2) NADH:HAR oxidoreduction (the HAR
reaction) were measured in the presence of increasing RSV concentration (5 nM to 50 pM).
Conditions were: pH 7.2, 37 °C, 0.1 mM NADH as substrates and 0.1 mM decylubiquinone (A1) or 3.5
mM HAR (A2) as acceptors. Reactions were started by the addition of NADH. Data are represented as
mean * sem of six independent experiments. The (*) indicates significant differences (p<0.05)
compared with vehicle. (B) Occlusion of the flavin site through the binding of NAD(H) or RSV.
(B1) RSV bound to active, FMN site in complex | from Thermus thermophilus (Protein Data Bank ID:
3IAM). The flavin and bound nucleotide are shown as sticks. Trans-resveratrol is colored in green.
Amino acids that interact with the bound nucleotide are colored yellow, with hydrogen bonding
interactions shown by dashed red lines, hydrophobic stacking interactions by dashed dark lines. (B2)
The flavin and bound NADH are shown from the same viewpoint. The bound NADH molecule is
colored in pink. The flavin and amino acids that interact with the bound nucleotide are colored in
yellow. The hydrophobic stacking interactions between the three phenylalanines and the adenosine
moiety are represented by dashed gray lines. (C) Effect of RSV on the FeCN reaction and
competition with NAD+. (C1) The rate of the NADH:FeCN reaction was measured in the presence of
increasing RSV concentrations (50 nM to 10 pM). (C2) The rate of the FeCN reaction was measured
in presence of either DMSO (vehicle) or 5 yM RSV and increasing NAD+ concentrations (0.1-50 mM).
ICso values for the inhibition of FeCN reaction by NAD+ were calculated from the curves normalized to
maximal oxidation rates. Conditions were: pH 7.2, 37 °C, 0.03 mM NADH as substrates and 1 mM
FeCN as acceptors. Reactions were started by NADH addition. Data are represented as mean + sem
of six independent experiments. The (*) indicates significant differences (p<0.05) compared with

vehicle.



results argue for a binding of RSV at the flavoprotein site of the complex |, at/near the
nucleotide binding site.

At mitochondrial matrix pH, RSV directly increases NADH oxidation leading to
ROS overproduction

A number of compounds have been reported to undergo redox cycling reactions at
complex | [48]. Thus, we further tested if RSV can be reduced by the flavin (NADH:O,
reaction, i.e. in the absence of any electron acceptor). At pH 7.2, 5 yM RSV did not
stimulate the NADH oxidation reaction (Fig S| 1B). However, the mitochondrial matrix
pH is more alkaline than the cytosolic one (8.0 vs 7.2) [49].Thus, the measurement of
NADH:O, reaction was carried out in the presence of RSV preincubated at pH 8.0. In
this case, NADH oxidation was 1.6 fold higher in the presence of RSV compared to
DMSO (Fig 4A). To control this result, the O, reduction, with NADH as substrate, was
also directly followed using a Clark-type electrode. The O, reduction was stimulated
by 5uM RSV (Fig 4B), indicating an increase in superoxide production after RSV
incubation.

Previous studies have indicated that the protonation state of the different hydroxyl
groups of RSV affects its biological activity [50], this protonation state depending on
the pH in aqueous solution [51] with acidic dissociation constants (pKa) of 8.8, 9.8
and 11.4 for the groups in the 4’, 3 and 5 position, respectively [25, 52]. Thus, the
molecule that activated the NADH:O, reaction in mitochondria could be the
deprotonated 4’-hydroxyl group state. Indeed, RSV enzymatically oxidized (RSVox)
to hydroxyl radicals by HRP, known to oxidize the hydroxyl group of the phenoxyl ring
of RSV [53], also increased NADH oxidation by complex | (Fig SI 1B). Moreover, the
absorption spectrum of RSV incubated for 30 minutes at pH 8.0 also showed a drop
in absorbance and a shift toward the higher maximum (310 nm), as did oxidized RSV
(Fig SI 1A).

Our results indicated that the reduced form of RSV stimulated NUR and NADH:HAR
activities at low doses (inhibiting it at high ones), but did not seem to increase the
NADH:O; reaction. By contrast, RSVox can be a direct electron acceptor from NADH
oxidation and appears to be able to increase the ROS production in an in vitro
complex | model. Due to differential pH conditions and / or peroxidase activity within
mitochondria, the active form of RSV could differ between the cytoplasmic and
mitochondrial compartments, and could exert different action according to protonation

states.
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Figure 4: RSV increases the NADH:O, reaction. The rates of NADH:O,
oxidoreduction was measured by following NADH disappearance (A) or O,
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mitochondrial matrix pH value. Data are represented as means + sem of three
independent experiments. The (*) indicates significant differences (p<0.05) compared
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In vivo, Complex | stimulation by RSV does not increase respiratory chain
functioning

We then sought to determine if RSV also altered complex | function in vivo. The
effect of RSV on respiratory chain function was detailed on brain mitochondria from
young and old mice fed on RSV (Fig 6). In our model, old mice showed a significant
reduction of complex I-linked respiration rate (Fig 6A, O Ctl vs Y Ctl: - 47 %, p<0.05).
While RSV diet increased or tended to increase complex | activity in young and old
mice, respectively (Fig 1A), this stimulation of complex | activity was not correlated

with an increase in respiration rate (Fig 6).

RSV diet increases electron leak and oxidative stress

Oxygraphic analysis revealed that the RSV diet modified the complex IV catalytic
properties in Old mice. Indeed, while the maximal activity of complex IV was not
higher in OId-RSV mice (Fig 1A), complex IV-linked respiration dramatically
increased (+300 %, P<0.01, Fig 5A).

Complex IV reaction transformed O, to H,O by accepting four electrons, furnished by
the cytochrome c. Cyt ¢ mainly acts as an electron chain carrier, however, under
stress conditions, cyt ¢ may also be involved in ROS detoxification, eliminating O3~
and H,O, generated by electron leakage ([54]). Thus, two pathways of oxygen
consumption can be found in mitochondria, a KCN sensitive complex IV-respiration
supported by the transferred electrons coupled with ATP synthesis and a KCN
insensitive respiration being achieved by the leaked electrons and related to the ROS
generation. Therefore, the effect of RSV on the complex IV catalytic properties was
further analyzed. To assess the complex IV-linked respiration response to oxidative
stress, control mitochondria were incubated either with H,O2 (10 nM) or with RSV
(100 nM) (Fig 5B). As expected, H,O, induced a drastic increase in complex V-
linked respiration. This increase in complex |V-linked respiration was also reproduced
by direct incubation of mitochondria with RSV (Fig 5B), and mimicked the one
observed in old RSV-treated mice (Fig 5A). These increases can be counteracted by
the addition of N-AcetylCysteine (NAC, an antioxidant molecule) (Fig 6C). These
results suggested that high complex IV-linked O, consumptions relied on leaked
electrons scavenged by cyt c rather than to physiological electron transfer, which

would mean a higher electron leak in brain mitochondria of aged RSV-treated mice.
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Figure 5: Functional consequences of RSV treatment on mitochondrial
energetic metabolism in brain mitochondria. (A) Respiration rates measured on
brain mitochondria of young (Y) and old (O) Ctl (open bars) and RSV (hatched
bars) treated-mice using different substrates of the respiratory chain and saturating
ADP concentration (0.5 mM): complex |, malate + pyruvate; complex ll, succinate
(+rotenone); complex lll: glycerol 3 Phosphate dehydrogenase and complex Il using
glycerol 3 phosphate; and complex IV: TMPD + ascorbate. Data are represented as
mean = sem of n=6 (young) or n=5 (old) animals for each group. The (+) indicated a
significant effect of ageing (p<0.05). (B) Measurement of TMPD-induced
respiration rates in stress conditions. TMPD-induced respiration rates were
measured in control brain mitochondria incubated during 30 minutes with RSV or 10
nM H202. N-AcetylCysteine (NAC, 2 mM) was added as an antioxidant molecule.
Data are represented as mean = sem of five animals. The (*) indicated a significant
effect of the treatment (H202 or RSV) and (#) a significant effect of NAC addition
(p<0.05).



RSV induced anti-oxidant defences in brain mitochondria

To test the hypothesis of an higher ROS production in mitochondria from mice fed
with RSV, anti-oxidant enzymes were then semi-quantitatively assessed by western
blot in mitochondrial fractions (Fig 6).

Previous studies noticed a compromised antioxidant enzyme status in aged rat brain
mitochondria as compared to that in young controls [38, 55]. Our results also
indicated that aging severely reduce the protein expression of mitochondrial
superoxide dismutase (Cu,ZnSOD) (Fig 6). RSV diet increased the Cu,ZnSOD
protein expression in the young mice, and both Cu,ZnSOD and MnSOD in aged
animals. These results indicated the activation of mitochondrial anti-oxidant defences
in RSV fed mice, particularly in the older ones.

RSV was previously proposed to increase the expression of MnSOD, the superoxide
dismutase of the mitochondrial matrix. Thus, long-term exposure to 50-100 yM RSV
strongly and specifically upregulated MnSOD in human lung fibroblasts in vitro [56] In
mouse under high fat diet, RSV also elevated both MnSOD protein level and activity
in brain without increasing the mitochondrial mass [57]. The authors suggested that
MnSOD was a downstream target of RSV, but the mechanism of MnSOD induction
by the molecule was not known. The stimulation of MnSOD by RSV is thought to play
a role in the neuroprotective and anti-ageing effects of this polyphenol [56-59].
However, while RSV reduced lipid peroxidation levels in muscles from old animals
after hindlimb suspension (HLS), it was unable to attenuate apoptosis following HLS
[60]. Likewise, in aged mouse, long-term, preventive RSV diet failed to counteract
sarcopenia [61]. RSV diet increased MnSOD expression and reduced lipid
peroxidation levels in muscle samples, but was unable to decrease protein carbonyl
levels. Thus, the induction of MNSOD by RSV could indicate a protective, preventive
effect of RSV by stimulating the defences against oxidative stress, but could also

reflect an adaptative response to an increase in ROS production.

This increase in anti-oxidant defences does not protect against oxidative
stress

To test these hypotheses, isolated mitochondria were subjected to two different
oxidative injuries, either using H,O, (generating an exogenous oxidative stress) or

with succinate without rotenone as substrate (generating endogenous electron leak
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Figure 7: RSV does not prevent stress-induced inhibition of the respiratory
chain. Brain mitochondria of young (A) and old (B) Ctl (open bars) and RSV treated
(hatched bars) mice were incubated 30 minutes with 10 nM H2O;, (light grey) or 10
mM succinate (dark grey) without rotenone. Respiration rates were then after
measured using different substrates of the respiratory chain and saturating ADP
concentration (0.5 mM): MP, malate+pyruvate (complex |); succinate (+rotenone:
complex Il); G3P, glycerol 3 phosphate (glycerol 3 Phosphate dehydrogenase and
complex Ill) and TMPD+ascorbate (complex 1V). Data are represented as mean +
sem of five animals for each group. The (#) indicated a significant effect of H,O, or

succinate treatment, the (*) indicated a significant effect of RSV diet (p<0.05).



by a reverse electron flux) (Fig 7). As expected, in mitochondria from young control
mice, this exposure to H;O, induced a drastic inhibition of complex I-linked
respiration, and a slight decrease in complex lI-linked respiration. Similar effects were
observed with succinate without rotenone (Fig 7A). In O mice, the inhibition of
respiration by oxidative injuries was less pronounced, due to a lower basal respiration
level (Fig 7B). In O RSV mice, the H,O, or succinate without rotenone induced a
decrease in Complex IV-linked respiration (Fig 7B). We could hypothesize that stress
induction in mitochondria with physiologically low antioxidant defences (Fig 6) could
lead to an inhibition of Complex IV-driven respiration rate.

RSV diet did protect mitochondria from the acute oxidative stress neither in Y nor in
O mice (Fig 7A, B, hatched gray bars): the inhibition of respirations when incubating
mitochondria with H>O, or succinate without rotenone was not prevented in
mitochondria from mice receiving a RSV-diet. The inhibition of complex ll-linked
respiration with H,O, or succinate incubation was even significantly higher in mice
receiving a RSV-diet.

We further investigated the consequences of this electron leak by analyzing the level
of oxidative cellular damages (Fig 8). Two markers of oxidation, protein thiol (SH)
content, as a sensitive target of HyO, oxidation, and N(epsilon)-(hexanoyl)lysine
(HEL) expression, a biomarker for initial stage of peroxidation, were quantified. While
protein-SH was slightly decreased in O RSV-treated mice (p=0.058, Fig 8A), HEL
was significantly increased in RSV-treated mice, particularly in the O animals (Fig 8B,
p<0.05).

Taken together, these results indicated that the RSV diet induced a higher electron
leak from the respiratory chain leading to oxidative damages in the O mice despite an
increase in MNSOD and Cu,Zn SOD expression.

Recent literature describes hormetic effects of RSV, displaying a biphasic dose-
response curve [62]. At low doses (below 10 uM), RSV appears as an antioxidant [5],
stimulating the cellular proliferation and the antioxidant system, while at higher
concentration (50 to 100uM), it becomes pro-oxidant [63-68], decreasing cell viability
and inducing cellular damages. In a study examining the effects of RSV on sodium
arsenite-induced cytotoxicity [69], resveratrol was found to exert beneficial effect up
to 5 uM, promoting cell viability and proliferation, while it inhibits cell survival at 20
MM. Lower concentrations reduced the level of oxidative stress, while higher

concentration was responsible for ROS overproduction. In mice, high RSV



FIGURE 8

A Protein-SH B HEL content
< 0.35 600 -
W ay Cil
£ o3 g 500 {mYaSY * YC YRSV oOcCt ORSV
a2 = 4001 @y cu s
o 0.2 - [}
g = 300 -
< 0.15 1 - HEL
® 0.1 - g 0 1
2 0.05 - S 100 -
= o 0 - _

Figure 8: RSV increases oxidative stress marker. (A) Protein thiols content was
measured on brain homogenate of young (Y) and old (O) control (Ctl) and RSV-
treated mice. (B) HEL content was determined by western blotting on brain
homogenates of young (Y) and old (O) control (Ctl) and RSV-treated mice. Right,
representative blot of two duplicate experiments on n= 4 animals. Data are
represented as means + sem of four animals. The (*) shows a significant effect of the
RSV-diet (p<0.05).



concentration increased superoxide production in aorta of aged mice with a metabolic
stress [70] and in liver after ischemia-reperfusion [71]. Because of high oxygen
consumption, its special membrane lipid composition and its relatively low antioxidant
defences, brain tissue is highly sensitive to oxidative damages [72]. Looking at the
effects of RSV on brain represents a critical issue because of the potential
therapeutic application of RSV in neurodegenerative diseases. Most of the studies
describe protective effects of RSV on neuronal damages related to ageing, Alzheimer
and Parkinson diseases or to ischemia [56, 73, 74]. However, in brain, pro-oxidant
effects of the molecule were also observed at high doses (250 uM of RSV decreased
glutamate uptake in cortical astrocytes culture [75] while 50-100 uM exacerbated
ethanol toxicity and 20 mg/kg of RSV increased lipid peroxidation on rat striatum
[76]). In this study, we showed that in brain of aged mice, RSV diet induced a higher
electron leak from the respiratory chain which, in the context of reduced antioxidant
defences commonly observed in ageing, seems to overwhelm antioxidant defences.
The mechanisms underlying these pro-oxidant effects of RSV are not fully
understood but most of the studies incriminate the high reactivity of the molecule.
Complex | appears as an important player in the mitochondrial hormetic response to
stress, by controlling the concentration of the main signaling intermediates (ie
NAD+/NADH ratio and ROS production, [77]. Our study indicated that the RSV
induced mitochondrial hormetic response to stress may be —at least partly- linked to
the direct effect of RSV on complex |. The respiratory chain complexes were
previously described as a target of RSV [19, 21, 42], among which complex | [20, 21].
Low RSV doses (1-5 uyM) stimulated complex | activity [21], while high doses (25-50
MM) specifically inhibited complex | linked respiration and activity as seen in our
results and in another study [20]. In parallel, an increase in ROS production was
detected using the substrates of complex | (glutamate and malate; [20]). Sassi et al
[42] also noticed an increase H,O, production upon accumulation of mitochondria-
targeted resveratrol derivatives into the organelle. Our study go further on the
mechanism of interaction and indicated that RSV can interact with the nucleotide
binding site of complex I, thus modifying the catalytic properties of the enzyme, and
directly increasing superoxide production by complex | when oxidized.

In summary, in the present study we show that resveratrol binds to complex | likely at
the nucleotide binding site (Fig 9), which either stimulates or inhibits complex |

activity according to the RSV dose. If oxidized, the binding of RSV to complex | can
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Figure 9: Schematic representation of RSV effect on complex | in brain
mitochondria and the subsequent electron transfer along the mitochondrial
respiratory chain. In brain mitochondria; RSV stimulates complex | activity by direct
interaction with the nucleotide binding site of the NADH dehydrogenase. At matrix
pH, RSV can also accept electrons from complex | thereby increasing ROS
production. To counteract this increase, in mitochondria form RSV fed mice
antioxidant defences are increased (MnSOD) but, in old mice with physiologically
reduced antioxidant defences, this electron leak from complex | induced by RSV

leads to oxidative stress.



also induce an increase in oxygen reduction to superoxide. We propose that the
targeting of complex | by RSV may stimulate signaling pathways, including those
related to antioxidant defenses. While the increase in ROS production would
participate to the hormetic effects of RSV, in a context of reduced antioxidant
capacity as observed in aged brain, this could also induce oxidative stress. Thus, this
study emphasized the importance of key parameters such as the dose, the tissue
considered and the age at the time of treatment which can modulate the intracellular
and mitochondrial redox status switching from beneficial to deleterious effects of
RSV. This also shed light on the importance of a thorough characterization of the

molecular targets of RSV for further clinical studies.
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Figure SI1: oxidized resveratrol is a complex | acceptor and increases ROS production
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RSV on NADH:O, reaction. The rates of NADH:O, oxidoreduction was measured by
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Résultats et Discussion des articles 1 et 2 :

Dans le foie, le RSV induit une augmentation des voies d’apport en substrats, cycle de Krebs et -

oxydation, de fagon SIRT3-dépendante.

Le RSV semble étre un régulateur majeur du métabolisme énergétique, entrainant une amélioration
de I'hnoméostasie du glucose chez les souris obéses (Baur, Pearson et al. 2006, Lagouge, Argmann et
al. 2006), augmentant l'oxydation des acides gras (Mercader, Palou et al. 2011), ou encore le
métabolisme oxydatif et 'expression des génes impliqués dans la phosphorylation oxydative et la
biogenese mitochondriale dans un modele murin soumis a un régime riche en graisses (Lagouge,
Argmann et al. 2006). Le métabolisme mitochondrial comprend deux voies majeures d’apport en
substrats : 1'oxydation des acides gras (ou B-oxydation) et la voie des acides tricarboxyliques (ou
cycle de Krebs), qui produisent des substrats réduits de type NADH FADH;, oxydés par la chaine
respiratoire. Dans notre étude sur les modeles murin et cellulaire (HepG2), un des effets majeurs du
RSV observés sur les mitochondries de foie est une stimulation des voies d’apport en substrats de la
chaine respiratoire, NADH et FADH,. Ainsi, sur ce modele murin, le régime enrichi en RSV
entraine une augmentation de 1’activité d’enzyme de la B-oxydation (LCAD), du cycle de Krebs
(ICDH, SDH, CS) ou encore des navettes malate/aspartate (MDH) ou glycérol phosphate (G3PDH).
Une telle augmentation de la B-oxydation par le RSV a récemment été mise en évidence chez
I’homme, sur un mode¢le de fibroblastes présentant un déficit en CPT2 ou en VLCAD (Aires,
Delmas et al. 2014). Cette augmentation des enzymes clés des voies d’apports en substrats est
suivie d’'une augmentation de la capacit¢ de la chalne respiratoire. Une augmentation de la
respiration phosphorylante liée aux complexes I et II, ou une augmentation de la respiration en
présence de glycérol-3-phosphate ou de palmitoylCoA, accompagnée d’une augmentation de
I’activité¢ des complexes I, II et III a été observée particulierement chez les souris agées. Cette
action du régime enrichi en RSV semble étre un effet direct de la molécule, puisque celui-ci peut
étre mimé sur un modele cellulaire d’hépatocarcinome (HepG2), incubé durant 48h avec 1uM de
RSV. Une augmentation a la fois des voies d’apports en substrats et de 1’activité de trois des
complexes de la chaine respiratoire pourrait indiquer une augmentation de la biogénese
mitochondriale et de la voie AMPK-SIRT1. De plus, SIRT1 semble étre un régulateur majeur du
métabolisme mitochondrial, ciblant notamment les génes impliqués dans le controle du
métabolisme lipidique (Rodgers, Lerin et al. 2005). Cependant, dans notre mod¢le, aucune
modification de 1’acétylation de p53, une des cibles de SIRTI n’a été observée. De plus la
biogenése mitochondriale ne semble pas modifiée dans ce modéle. En effet, nous n’avons pu mettre
en évidence d’augmentation de la quantit¢ de protéines mitochondriales (rapport protéines
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mitochondriales/protéines cellulaires, analyse par western blot de sous-unités de la chaine
respiratoire) ni d’augmentation de 1’expression de facteurs impliqués dans la biogenese
mitochondriale (Tfam, PGCI1). Nous n’avons pas non plus constat¢ d’augmentation de la
phosphorylation de I’AMPK que ce soit chez les souris nourries avec un régime enrichi en RSV ou
dans les cellules HepG?2 traitées a 1uM RSV. La voie AMPK/SIRTI ne semble donc pas intervenir
dans les effets du RSV sur le métabolisme mitochondrial, aux faibles doses de RSV utilisées (1uM
sur cellules). D’autre part, ces voies métaboliques peuvent également étre contrélées par le biais de
déacétylations dépendantes de SIRT3: cette isoforme posséde de nombreuses cibles
mitochondriales (Giralt and Villarroya 2012), parmi lesquelles la SDH, I'ICDH ou la LCAD
(Hallows, Lee et al. 2006, Schlicker, Gertz et al. 2008, Hirschey, Shimazu et al. 2010, Finley, Haas
et al. 2011). Notre ¢étude confirme que l'activation des enzymes du cycle de Krebs et de la B-
oxydation par le RSV dépend de déacétylation induite par SIRT3. En effet, sur le modéle cellulaire
HepG2, nous avons pu observer que la SDH est hypoacétylée en présence de RSV. Cette
déacétylation engendre ainsi une augmentation de 1’activité¢ de cette enzyme. L’activité de deux
autres cibles de SIRT3, la CS et 'ICDH est augmentée en présence de RSV. L’utilisation d’un
inhibiteur des sirtuines ainsi que d’un siRNA dirigé contre SIRT3 confirme que I’induction de
I’activit¢ CS et SDH est dépendante de SIRT3. De plus, I’hypoacétylation de la SDH n’est plus
observée suite a I’inhibition soit pharmacologique (par ’inhibiteur ex-527) soit par siRNA dirigé

contre SIRT3.

Le complexe I est une cible directe du RSV, qui se lie au niveau du site de fixation du NAD".

Ainsi, les résultats obtenus dans nos études sur nos modeles cellulaires et animaux montrent que le
RSV possede une action directe au sein du compartiment mitochondrial, notamment par I’activation
de SIRT3. D’apres notre travail, le complexe I est I’enzyme qui subit 'une des augmentations les
plus fortes et les plus robustes lors du traitement au RSV. En effet, ’analyse menée sur les cellules
HepG2 confirme que le RSV (1-5uM) est capable d’induire 1’activité du complexe I de la chaine
respiratoire. Ces effets cellulaires sont reproduits in vivo chez I’animal. En effet, le RSV augmente
I’activité du complexe I pour les deux populations murines étudiées (jeunes et agées). Cependant,
contrairement a la stimulation des enzymes du cycle de Krebs ou de la f-oxydation, I’inhibition de
SIRT3 ne reverse pas les effets du RSV sur ’activité du complexe I. Ceci indiquerait un effet direct
du RSV sur ce complexe. Cette hypothese est confirmée par le fait que le RSV augmente également
I’activité du complexe I : 1) sur mitochondries isolées incubées 30 minutes en présence de RSV, 2)
sur mitochondries dont les membranes sont préalablement rompues (congélation/décongélation) ou

3) sur complexes solubilisés a partir des membranes mitochondriales ; et ce, de fagon dose-

Leman Géraldine | Régulation de la fonction mitochondriale par le rapport
NADH/NAD™ : rdle clé du complexe I 93



RESULTATS

dépendante de 10nM a SuM. Au-dela de cette dose, le RSV n’augmente plus ’activité du complexe
I (mitochondrie de cerveau) voire inhibe I’activité de celui-ci (complexe I solubilisé a partir de
mitochondries de cceur). Zini ef al., avaient déja indiqué une action directe du RSV sur la chaine
respiratoire, notamment sur 1’activité¢ des complexes I, III et V (Zini, Morin et al. 1999). Plus
récemment Moreira et al., (2013), ont également pu mettre en évidence une inhibition directe de
I’activité de complexe I a forte dose de RSV (25uM) sur mitochondries de foie ou de cerveau
(Moreira, Silva et al. 2013). Cependant, le mécanisme d’action de cette molécule sur ce complexe
restait méconnu.

Une étude menée par Kitson ef al., avait précédemment montré que le RSV était capable d’interagir
physiquement avec 1’aldéhyde déshydrogénase (Kitson, Kitson et al. 2001). D’apres, cette étude le
RSV serait capable d’inhiber I’activité catalytique de cette enzyme (conversion des aldéhydes en
acides carboxyliques en présence de NAD") suggérant ainsi une compétition entre le RSV et le
NAD' au niveau du site actif de I’enzyme. Nous avons donc étudié ’action du RSV sur divers
enzymes dépendantes du NAD". Ces analyses menées sur enzymes isolées montrent que le RSV
(5uM) inhibe 1’activité d’enzymes NAD" dépendantes comme que la formate déhydrogénase, mais
peut également stimuler [Dactivit¢é d’enzymes oxydant le NADH (LDH, NADH:FMN
déhydrogénase), appuyant ainsi notre hypothese. Ces expériences menées sur enzymes isolées ont
mis en évidence que le RSV se liait directement au site actif de la NADH:FMN déshydrogénase et
induisait son activité. Le complexe I est formé d’une FMN liée au niveau de la sous-unit¢ NDFUV1
responsable de 1’oxydation du NADH (Santidrian, Matsuno-Yagi et al. 2013), ce qui le rapproche
de la structure de la NADH:FMN déshydrogénase.

L’analyse in silico de I’interaction entre le RSV et le module N du complexe I, a partir de la
structure du module N de Thermus thermophilus, a montré que le RSV était capable de se fixer au
niveau des phénylalanines 78 et 205 et de la glutamine 185 du site actif, trois résidus clef impliqués
dans la fixation des nucléotides, en particulier le NAD", sans obstruer complétement 1’accés a la
FMN. Afin de confirmer in vitro, la liaison du RSV au site de fixation des nucléotides, I’activité
catalytique NADH déshydrogénase du complexe I a été analysée en présence d’accepteurs
d’¢lectrons spécifiques de la FMN, tels que le HAR ou le FeCN. En présence de HAR, le RSV
stimule I’activité du complexe I jusqu’a SuM, puis inhibe son activité, tout comme pour la réaction
NADH:Ubiquinone Réductase, ce qui circonscrit bien 1’effet du RSV au module-N. D’autre part,
I’oxydation du NADH par le complexe I est activée en présence de NADH et inhibée en présence
de NAD" (Birrell, King et al. 2011). Cette inhibition de I’activitt NADH déshydrogénase du
complexe I (dosée en présence de FeCN) par le NAD" est diminuée en présence de RSV. Ces

résultats confirment que le RSV peut se lier au site de fixation du NAD". L’inhibition de la fixation
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du NAD" par le RSV semble étre compétitive puisque cette inhibition est levée en présence de forte
quantité de NAD".

Nos deux études ont ainsi permis de démontrer que le RSV interagit directement avec le site
actif du complexe I, et module ainsi son activité, induisant une stimulation de 1’oxydation du
NADH a faibles doses (i.e. inférieure a SuM) ou I’inhibant a plus fortes doses. Cette interaction
entre le RSV et le complexe I pourrait donc étre a I’origine d’une modulation du rapport

NADH/NAD".

La modulation du ratio NADH/NAD" par le complexe I est indispensable a ’activation de SIRT3.

L’utilisation de faibles doses de RSV (1-5 uM), in vitro sur enzymes isolées, in situ sur modele
cellulaire et in vivo sur modele murin, stimule I’activit¢ NADH déshydrogénase du complexe I.
Dans le modele HepG2, nous avons pu montrer que cette stimulation induit une diminution du ratio
NADH/NAD" mitochondrial, liée a une hausse du taux NAD" et une diminution de celui en NADH
(article 1, Figure 3).

Les sirtuines apparaissent comme des déacétylases dont 1’activité est dépendante du NAD" (Li and
Kazgan 2011). Des modulations de la concentration en NAD" ont déja été montrées comme
pouvant activer ou inhiber leur activité. Aussi, la stimulation de I’activité du complexe I induite par
le RSV, pourrait étre responsable de I’activation de SIRT3 mise en évidence sur cellules HepG2 et
dans les mitochondries hépatiques de souris nourries par un régime enrichi en RSV. Cette
hypothése est soutenue par le fait que, sur cellules HepG2, l'inhibition du complexe I par la
roténone bloque les effets du RSV : l'augmentation de l'activité de la CS et de la SDH par le
traitement au RSV (1 uM) et I'hypoacétylation de cette derniére ne sont plus observées (article 1,
Figure 6). Ce résultat place bien la modulation de 1'activité¢ du complexe I par le RSV en amont de
l'activation de SIRT3. Le traitement des cellules a la roténone inhibe ¢galement 1'augmentation du
NAD" induite par le RSV (article 1, Figure 6). D'autre part, les effets du traitement par le RSV sur
l'activité de la SDH et de la CS sont également perdus lorsque le pool de NAD (NAD" et NADH)
cellulaire est préalablement déplété (par traitement des cellules a la gallotannine, article 1, Figure
4). Ces résultats indiquent donc que la diminution du ratio NADH/NAD" est nécessaire a
I’activation de SIRT3. Une étude menée par Magnifico ef al., a montré dans un modele de
dégénérescence axonale induite (utilisation de KCl), que le RSV ¢était capable de prévenir la
dégénérescence (Magnifico, Saias et al. 2013). En accord avec nos résultats, cette action du
polyphénol est dépendante du taux de NAD" et semble liée & I’isoforme SIRT3. En effet, la
surexpression de cette isoforme inhibe la dégénérescence axonale, tandis que 1'augmentation du

ratio NADH/NAD" induite par inhibition du complexe I par la roténone entraine une
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dégénérescence axonale. Les auteurs concluent que le RSV inhibe la dégénérescence axonale via
SIRT3 et cela de maniére NAD ™ dépendante. Ces résultats indiquent donc que SIRT3 est une cible
indirecte du RSV. Certaines études décrivent SIRT3 comme une cible directe du RSV (Gertz,
Nguyen et al. 2012). Ceux-ci ont montré a partir de la structure cristallographique de SIRT3 que le
RSV pouvait interagir physiquement avec cette enzyme. Le RSV aurait alors une action inhibitrice
envers SIRT3. Cependant, cette inhibition n'est observée qu'a partir de 0.2mM de RSV. Une telle
dose n'est pas atteinte sur notre modele animal (la dose de RSV et de ses métabolites retrouvée chez

nos souris en fin de traitement est de 1 a SuM dans le foie).

Dans I'ensemble, les résultats présentés dans nos deux articles indiqueraient un role crucial du
complexe I dans la médiation des effets mitochondriaux du RSV (article 1, Figure 10). Ainsi, le
RSV se lierait au complexe I au niveau du site de fixation du NAD", entrainant ainsi, a faible dose,
une stimulation du renouvellement de ce complexe. Cette stimulation de 1'oxydation du NADH, en
diminuant le rapport NADH/NAD", entrainerait l'activation de SIRT3 et la déacétylation de ses
cibles (SDH, ICDH, LCAD), augmentant au final le métabolisme oxydatif.

Cependant, un certain nombre de composés sont connus pour subir des réactions de "redox cycling"
au niveau du complexe I (King, Sharpley et al. 2009). Aussi, l'interaction du RSV avec le site actif
du complexe I pourrait s'accompagner de réactions déléteéres, notamment d'espéces réactives de

I'oxygene.

Sous sa forme oxydée, le RSV stimule la production de ROS et induit un stress oxydant dans le

cerveau des souris Agées.

Cette question a été abordée dans notre deuxieme article, en analysant tout d'abord in vitro, sur
complexe I solubilisé, les effets du RSV sur l'oxydation du NADH par le complexe I et la
production de ROS (activit¢ NADH:02 réductase du complexe). Chacun des 3 groupes hydroxy (—
OH) de la molécule est électro-actif. Aussi, le RSV peut étre oxydé (déprotoné) en composé
phénoxyl ou hydroxyl par de nombreuses peroxydases parmi lesquelles la glutathion peroxydase
présente au sein de la mitochondrie ou la NQO1 réductase dans le cytosol (Espin, Soler-Rivas et al.
2000, Pinto Mdel, Garcia-Barrado et al. 2003). L'oxydation du RSV sur ses différents groupements
hydroxyls est également tres sensible au pH en solution aqueuse, avec un pKa de 8.1, 9.8 et 11.4
pour les groupes en positions 4°, 3 et 5, respectivement (Lopez-Nicolas and Garcia-Carmona 2008).
Or 1'état de protonation de la molécule affecte fortement son activité biologique (Lopez-Nicolas,

Perez-Gilabert et al. 2009).
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Nous avons étudi¢ dans nos analyses in vitro les effets du RSV sous sa forme réduite (étude a
pH=7.2) mais également sous sa forme oxydée (oxydation catalysée expérimentalement par la
« horse radish peoxidase » en présence d'H,O, (Hirano, Kondo et al. 2002, Corduneanu, Janeiro et
al. 2000).

Nos résultats montrent que sous sa forme réduite, le RSV ne constitue pas un accepteur direct
d'¢lectrons. En effet, en absence de tout autre accepteur d'électrons au niveau du site quinone ou au
niveau du site FMN, l'ajout du RSV ne stimule pas 1'oxydation du NADH. Cependant, sous sa
forme oxydée, le RSV stimule l'activit¢t NADH:02 réductase (Article 2, Figure 4), avec une
stimulation de l'oxydation du NADH de plus de 100% et une augmentation de la production de
superoxydes d'environ 30%. Sous cette forme oxydée, le RSV semble donc étre un accepteur
d'¢lectrons du complexe I, mais cette réaction entraine également des effets déléteres en augmentant
la réduction de I'oxygene en superoxyde.

En raison des conditions de pH différentes entre la matrice mitochondriale et le cytosol (~8.0 vs
7.2) (Llopis, McCaffery et al. 1998) et/ou de l'activité¢ peroxydase (glutathion peroxydase) dans les
mitochondries, la forme active du RSV pourrait différer entre les compartiments cytoplasmique et
mitochondrial et ainsi cette molécule pourrait exercer une action différente selon son état de
protonation. Cependant, une telle action du RSV sur la production de ROS reste a démontrer in

Vivo.

Dans un modéle de vieillissement, le RSV n’est pas protecteur voire pro-oxydant.

Le vieillissement se caractérise par une diminution de la fonction mitochondriale (Kong, Trabucco
et al. 2014, Lin, Coman et al. 2014) avec notamment une diminution de 1’activité et de la respiration
liée au complexe I (Lenaz, Bovina et al. 1997, Hur, Stork et al. 2014). Dans notre étude, les souris
agées présentent dans les mitochondries de foie une diminution de I’activit¢ NADH:Ubiquinone
réductase (NUR) ainsi que de la respiration liée a ce complexe. Dans cet organe, le traitement par
RSV induit chez les souris jeunes ou agées, une augmentation de 1’activit¢t NUR ainsi qu’une
restauration de la respiration liée au complexe I pour les souris dgées. L activité du complexe IV est
¢galement diminuée par le vieillissement dans notre modele murin mais le RSV ne permet pas
d’améliorer cette activité (Article 1). En raison de son métabolisme tres oxydatif, associ¢ a des
défenses antioxydantes relativement faibles (Yamamoto, Shibata et al. 2002), le tissu cérébral
apparait étre trés sensible au stress oxydant notamment lors du vieillissement. En outre, dans les
neurones, la production de superoxydes semble principalement liée au complexe I (Kudin,
Bimpong-Buta et al. 2004). Aussi, le tissu cérébral apparait comme un tissu de choix pour analyser

les effets du RSV sur la production de ROS. Dans cet organe, on observe une diminution de la
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respiration liée au complexe I chez les souris agées par rapport aux souris jeunes. Le RSV ne
permet pas de restauration de cette respiration. Le RSV induit également chez les souris agées une
augmentation non physiologique de la respiration liée au complexe IV non corrélée a une
augmentation de [’activit¢ maximale de ce complexe (Article 2). Ces résultats nous laissent
suggérer que le cytochrome c pourrait étre réduit non pas par des €lectrons issus du complexe III de
la chaine respiratoire mais par des ¢lectrons qui se seraient échappés lors de I’interaction
RSV/complexe I comme discuté dans le paragraphe précédent. Cet effet antioxydant du cytochrome
c a d¢ja été décrit (Zhao, Wang et al. 2003) et semble jouer un réle non négligeable dans la
détoxification des ROS. Pour étudier le potentiel role anti-oxydant du RSV, nous avons incubé¢ les
mitochondries isolées de cerveau de souris jeunes en présence d’H,O, ou de succinate sans roténone
(deux conditions qui sont reconnues pour augmenter la production de ROS) et nous avons ajouté le
RSV. Nos résultats confirment que I’induction d’un stress oxydant est bien responsable d’une
diminution de la respiration liée au complexe I ainsi qu’une forte augmentation de la respiration li¢e
au complexe IV. Le RSV ne proteége pas contre un stress oxydant induit par HO; ou succinate sans
roténone puisque I’ajout de RSV ne permet pas de corriger les variations de respiration induites par
un stress. De maniére intéressante, les résultats sont identiques pour les mitochondries incubées en
présence d’H,O, et celles incubées en présence de RSV, ce qui suggere que le RSV, dans notre
modele, non seulement ne protége pas d’un stress oxydant mais est lui-méme inducteur d’un stress.
Ces résultats sont appuyés par la mesure de ’expression des enzymes de détoxification des ROS
(MnSOD et Cu/ZnSOD) dans les mitochondries de cerveau de souris jeunes et agées traitées par
RSV. En effet, on observe une diminution de la quantité de Cu/ZnSOD dans les mitochondries des
souris agées et le RSV semble réverser partiellement cet effet. Ce résultat pourrait indiquer un role
bénéfique, antioxydant de la molécule cependant, lorsqu’on mesure les conséquences d’un stress
oxydant tels que la peroxydation lipidique (contenu en HEL) ou la quantit¢ de protéines-SH, on
constate que les mitochondries des souris traitées par le RSV présentent un stress oxydant supérieur

(Article 2).

Les effets médiés par le RSV dépendent du statut redox cellulaire et de l1a dose utilisée.

Ainsi, le réle anti/pro-oxidant du RSV pourrait dépendre du statut redox cellulaire et/ou du niveau
de production de radicaux libres, avec, chez les souris jeunes une stimulation des défenses anti-
oxydantes, mais chez les souris dgées, une production de ROS qui dépasse les capacités anti-
oxydantes cellulaires, entrainant un stress oxydant (mitohormesis). De méme, dans une situation de
surproduction de radicaux libres, le RSV, au lieu d'agir en tant que molécule anti-oxydante, pourrait

augmenter le stress oxydant. Ainsi, une étude menée par Baron et al., (Baron, Bedarida et al. 2014)
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a montré que les artéres de souris agées nourries avec un régime enrichi en acide gras, mais traitées
par RSV, présentaient un stress oxydant. De méme, le RSV serait capable d’induire un stress
oxydant dans le foie, lors d’une ischémie/reperfusion (Hassan-Khabbar, Cottart et al. 2008). Les
effets différents observés en fonction du tissu analysé dans nos deux études pourraient s'expliquer
par un niveau différent de protection contre le stress oxydant. En effet, d'apres la littérature, le foie
semble posséder des capacités de défenses anti-oxydantes plus importantes que le cerveau, tout en
présentant une activité du complexe I plus faible.

Ces effets bénéfiques/déléteres semblent également dépendre de la dose utilisée. En effet, la plupart
des études décrivent des effets protecteurs du RSV contre les dommages neuronaux associés au
vieillissement, ou contre les maladies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer ou de
Parkinson (Han, Zheng et al. 2004, Pasinetti, Wang et al. 2011). Toutefois, des effets pro-oxydants
et délétéres de la molécule ont été également observés a des doses élevées (50 a 100 uM de RSV
(Vieira de Almeida, Pineiro et al. 2008, Mukherjee, Dudley et al. 2010, Venturini, Merlo et al.
2010)). Notre étude suggere que la réponse hormétique au stress induite par le RSV pourrait étre —
au moins en partie - liée a l'effet direct, dépendant de la dose du RSV sur le complexe I. Ainsi, a
faibles doses (1-5uM), l'activité du complexe I est stimulée par le RSV, tandis que de fortes doses
(25 a 50uM) inhibent spécifiquement 1'activité de ce complexe, et la respiration liée a celui-ci. Une
telle inhibition a forte dose a également été observée par Moreira et al., (2013). En parall¢le, une
augmentation de la production de ROS par le complexe I est également détectée (Moreira, Silva et

al. 2013, Sassi, Mattarei et al. 2014).

Au travers de ces études, le complexe | apparait comme un acteur majeur dans la réponse
hormétique mitochondriale au stress, en contrélant la concentration des principaux intermédiaires
de signalisation (c'est & dire le rapport NAD/NADH et la production de ROS). Cette conclusion est
appuyée par deux études récentes sur l'effet de la metformine et du pioglitazone sur l'activité¢ du
complexe I, ces deux molécules interagissant directement avec ce complexe (Garcia-Ruiz, Solis-
Munoz et al. 2013, De Haes, Frooninckx et al. 2014). Ainsi, Garcia-Ruiz et al., (2013) ont montré
que le pioglitazone se fixait au niveau des sous-unités NDUFA9, NDUFB6, et NDUFA6 du
complexe I (Garcia-Ruiz, Solis-Munoz et al. 2013). A faible dose, cette interaction induit une petite
inhibition du complexe, entrainant une diminution du ratio ATP/AMP, et une stimulation de la voie
PGC-1a. Cependant, a plus forte dose, le pioglitazone entrainerait un désassemblage du complexe I
et une inhibition majeure de son activité. L'étude de De Haes et al., (2014) appuie ces résultats, et
montre que la metformine induit une 1égeére augmentation de la production de ROS par le complexe
I, laquelle, en augmentant l'activité de la peroxyredoxine 2, induit la voie de signalisation MAPK et

la mise en place d'une résistance au stress (De Haes, Frooninckx et al. 2014).
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A la vue de nos deux études, I’utilisation du RSV comme molécule thérapeutique est sujet a
débat. En effet, son action semble dépendante du tissu (inducteur d’un stress ou stimulant du
métabolisme énergétique), du statut redox cellulaire, et de la dose utilisée ; ces €léments sont donc a
prendre en compte avant d’envisager le RSV comme une molécule thérapeutique. Ces deux constats
pourraient expliquer 1’hétérogénéité des résultats obtenus lors d’essais cliniques menés chez

I’homme (Tome-Carneiro, Larrosa et al. 2013).
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Introduction

Au sein du laboratoire INSERM 1083 - CNRS 6214 de biologie neurovasculaire et
mitochondriale intégrée (BNMI), 1'équipe "Mitolab" étudie les mécanismes physiopathologiques
des maladies mitochondriales ainsi que 1’¢laboration de nouveaux traitements. Mon projet de thése
s’inscrit dans ce cadre et vise a identifier les acteurs intracellulaires clés impliqués dans ces
pathologies dans le but de proposer des molécules thérapeutiques. En effet, quasiment aucun
traitement curatif n’existe a ce jour pour les pathologies mitochondriales.

Les pathologies mitochondriales sont un groupe de maladies impliquant un déficit de la
chaine respiratoire, parmi ces déficits, le déficit du complexe I est le plus fréquent (environ 30% des
cas (Fassone and Rahman 2012)). De par sa double origine génétique, les mutations dans des sous-
unités de ce complexe peuvent toucher soit le génome mitochondrial ou nucléaire. Les présentations
cliniques, tout comme les symptomes associés a ce déficit sont trés hétérogénes. Ainsi, certaines
pathologies ne touchent qu’un seul organe, notamment le syndrome de Leber ou LHON (« Leber
Hereditary Optic Neuropathy ») qui atteint essentiellement les cellules ganglionnaires de la rétine
alors que d’autres maladies sont dites multisystémiques, comme le syndrome de Leigh considéré
comme un désordre neurologique grave aboutissant au décés du patient dans la petite enfance.

Le complexe I peut-étre divisé en 3 modules catalytique : le module N responsable de
I’oxydation du NADH, le module Q responsable du transfert d’électrons et de la réduction de la
quinone et le module P impliqué dans le transfert de protons de part et d’autre de la membrane
interne mitochondriale (Lazarou, Thorburn et al. 2009). Malgré des progrés dans la compréhension
de la structure et des fonctions du complexe I, les conséquences biochimiques et métaboliques
induites lors d’une mutation au sein de ce complexe restent encore mal caractérisées. Ainsi,
certaines mutations du complexe I n’affectent pas I’activit¢é NADH:Ubiquinone réductase
(Majander, Huoponen et al. 1991). Du fait de son activit¢ de pompage de protons, certaines
mutations peuvent induire une diminution de la quantité d’ATP synthétisée (Saada, Bar-Meir et al.
2004). Les mutations dans le complexe I peuvent aussi impacter I’assemblage de ce complexe.
Ainsi, dans une étude menée en 2004, Assouline et al., (Assouline, Jambou et al. 2012) ont observé
un défaut d’assemblage commun aux patients porteurs de mutations dans la sous-unit¢ NDUFS4
(présence d’un intermédiaire d’assemblage d’environ 830kDa). Cet intermédiaire d’assemblage a
¢galement été observé chez des patients porteurs de mutations touchant d’autres sous-unités, telle
que NDUFSI (Tuso, Scacco et al. 2006).

Enfin, le complexe I apparait comme le principal producteur de ROS mitochondrial (Turrens
2003, Brand, Affourtit et al. 2004, Kudin, Bimpong-Buta et al. 2004) et une étude menée par
Verkaart et al, (Verkaart, Koopman et al. 2007) a montré que les fibroblastes de patients porteurs
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d’un déficit isolé du complexe I d’origine nucléaire présentaient un stress oxydant (Verkaart,
Koopman et al. 2007). Une seconde étude a permis de corréler la production de superoxydes a la
sévérité du déficit enzymatique induit par la mutation (Verkaart, Koopman et al. 2007). Cependant
d’autres études ne retrouvent pas cette corrélation : certains fibroblastes de patients mutés ne
présentent pas de stress oxydant malgré une activit¢ NADH:Ubiquinone Réductase tres diminuée
(Distelmaier, Koopman et al. 2009, Moran, Rivera et al. 2010).

Il parait donc difficile d’établir une corrélation nette entre [’atteinte biochimique du
complexe I et la présence d’un stress oxydant chez les patients.

A T’heure actuelle, il n’y a pas de traitement curatif qui puisse étre proposé aux patients
porteurs d’une atteinte du complexe I. De nombreuses études se sont attachées a identifier des
molécules thérapeutiques éventuelles mais, 1a encore, les résultats semblent hétérogenes. La plupart
des traitements proposés lors d’un déficit du complexe I sont des molécules antioxydantes. Ainsi,
I’idébénone, un analogue du coenzyme Q10, a montré des effets contradictoires au niveau clinique
(Carelli, Barboni et al. 1998, Barnils, Mesa et al. 2007), mais aussi au niveau biochimique
(Angebault, Gueguen et al. 2011). En effet, I’idébénone ne permet pas toujours un retour de la
fonctionnalit¢ de la chaine, malgré une augmentation de I’activit¢ maximal du complexe I
(Angebault, Gueguen et al. 2011). De méme, le Trolox, un dérivé de la vitamine E peut augmenter
la quantité de complexe I (2 la fois correctement assemblé mais aussi désassembl¢), augmenter le
potentiel de membrane et réduire la production de ROS chez des patients (Koopman, Verkaart et al.
2008, Distelmaier, Visch et al. 2009). Cependant, tous les patients ne semblent pas répondre a ce
traitement (Koopman, Verkaart et al. 2008). A 1’image du Trolox, le traitement de cinq patients
LHON par un dérivé tocotriénol modifi¢ en quinone (EP1743) s'est avéré prometteur (récupération
visuelle significative) pour seulement quatre de ces patients (Sadun, Chicani et al. 2012). D’autres
voies thérapeutiques basées sur les modulations nutritionnelles et métaboliques sont a 1’étude. Par
exemple, Schiff et al., (Schiff, Benit et al. 2011) ont démontré que [’utilisation chez la souris
Harlequin (souffrant d’un déficit du complexe I) d’un régime enrichi en palmitate réduisait la
progression de la maladie. Finalement, la modulation des cofacteurs vitaminiques semble également
une piste prometteuse. Ainsi, la supplémentation en précurseur du NAD" (vitamine B3) est de plus
en plus étudiée. En effet, la concentration du cofacteur NAD" semble étre liée a Dactivité du
complexe I (Desquiret-Dumas, Gueguen et al. 2013). Le NAD" pourrait étre un modulateur
essentiel du métabolisme mitochondrial, notamment en tant que cofacteur d'une famille de
déacétylases, les sirtuines (Li and Kazgan 2011). L'isoforme mitochondriale SIRT3 régulerait par
déacétylation le métabolisme énergétique, la quantité de radicaux libres et I’autophagie (Giralt and
Villarroya 2012). L’administration de précurseurs du NAD' (nicotinamide riboside) semble

augmenter la fonctionnalit¢ de la chaine respiratoire (Canto, Houtkooper et al. 2012) et pourrait
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corriger les effets d’une myopathie mitochondriale induite chez la souris (Khan, Auranen et al.
2014). La modulation de ces cofacteurs pourrait donc représenter un moyen thérapeutique

intéressant pour corriger les déficits du complexe 1.

Ces différentes études démontrent ainsi une grande hétérogénéité parmi les patients, a la fois
biochimique mais aussi de réponse face aux différentes thérapies proposées. Il semble donc
important d’établir une caractérisation biochimique compléte de fibroblastes de patients porteurs de
différentes mutations du complexe I (aussi bien dans le génome nucléaire que mitochondrial) avant
d’envisager ’utilisation de molécules thérapeutiques visant a corriger ces déficits.

Dans une premicre étude, nous avons investigué les conséquences biochimiques (impact de la
mutation sur les différentes activités catalytiques du complexe, fonctionnalit¢é de la chaine
respiratoire, oxydation du NADH, production d’ATP et de ROS) des mutations en fonction de leur
localisation au sein des modules fonctionnels (modules N, Q et P). Nous nous sommes plus
particuliérement intéressés a la production de ROS et a la présence éventuelle d’un stress oxydant,
le site de production des radicaux libres dans ce contexte pathologique restant encore largement
débattu. Pour cela, nous avons utilis¢ 11 lignées fibroblastiques issues de biopsie de peau de
patients porteurs de mutations mitochondriales et nucléaires au sein des différents modules du
complexe 1. L’étude fonctionnelle de la chaine respiratoire a été réalisée par oxygraphie sur cellules
perméabilisées et par dosages spectrophotométriques de [D’activité maximale du complexe.
L’oxydation du NADH a été analysée par la mesure du rapport NAD/NADH sur cellules entiéres
ainsi que dans le cytosol (rapport lactate/pyruvate). La quantité cellulaire d’ATP a été mesurée par
HPLC. La production de ROS par le complexe I a été évaluée in vitro sur fractions enrichies en
complexe et la présence d’un stress oxydant, in vitro et in vivo, a été étudiée en analysant les
défenses anti-oxydantes et les dommages liés a ce stress par western blot et dosages du glutathion et
des thiols.

Dans notre deuxiéme étude, les conséquences de I’augmentation du rapport NADH/NAD',
observée lors d’un déficit du complexe I ont été évaluées. Tout d’abord, I’acétylation cellulaire et
mitochondriale a été€ estimée par western Blot, tandis que 1’acétylation spécifique de certaines cibles
de SIRT3 a été déterminée par immunoprécipitation. Un précurseur du NAD', le nicotinamide
mononucléotide (NMN), a ensuite été utilisé pour tenter de restaurer le rapport NADH/NAD" dans
les cellules des patients présentant une mutation dans une sous-unité mitochondriale du complexe I.
Les conséquences sur la phosphorylation oxydative et I’activité des complexes I et II, d’une telle

restauration, ont ensuite été analysées.
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Notre premiere ¢tude démontre que I’atteinte biochimique du complexe I (activit¢ NADH
déshydrogénase, NADH:Ubiquinone réductase ou la respiration liée a ce complexe) différe en
fonction du module muté (modules N, Q ou P). De plus, notre cohorte de fibroblastes peut étre
dissociée en deux groupes en fonction de la présence ou non d’un stress oxydant. Le premier groupe
se caractérise par la présence d’un stress oxydant (révélée par une augmentation des voies de
détoxification et une production accrue de ROS lors de la mesure sur complexe isolé). L’analyse par
BN-Page montre que le stress oxydant est corrélé a la présence d’un défaut d’assemblage. En effet,
dans ces fibroblastes I’oxydation du NADH n’est plus couplée a I’oxydation de la quinone du fait
du défaut d’assemblage, générant ainsi un échappement d’électrons et une augmentation du stress
oxydant.

Le deuxiéme groupe se caractérise par 1’absence de stress oxydant, un complexe I correctement
assemblé et une concentration en ATP cellulaire comparable aux cellules contrdles. Cependant, ces
cellules présentent une augmentation du rapport NADH/NAD', notamment dans le compartiment
mitochondrial, reflet d’une diminution de I’oxydation du NADH. Ce rapport étant un ¢lément clé
dans la régulation du métabolisme mitochondrial, il nous a paru intéressant dans notre seconde
¢tude, d’analyser les conséquences fonctionnelles d’une telle modification. Nous avons ainsi
démontré que I’augmentation du rapport NADH/NAD" induit par un déficit du complexe I (soit dii
a une mutation soit 1ié¢ a I’inactivation pharmacologique de ce complexe (roténone)) entraine une
hyperacétylation des protéines mitochondriales et plus particuliecrement des cibles de sirt3. La
correction du rapport NADH/NAD" chez ces patients par I’utilisation d’un intermédiaire du NAD",
le NMN, réduit le niveau d’acétylation des cibles de sirt3 et augmente ainsi la phosphorylation
oxydative. L'activit¢ du complexe I, et la respiration maximale liée a ce complexe sont
particulierement stimulées sous traitement. Le NMN apparait comme une molécule prometteuse

sur le plan thérapeutique dans les déficits du complexe 1.
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ABSTRACT

Complex I (CI) deficiency is the most common respiratory chain defect representing more than 30%
of mitochondrial diseases. CI is a L-shaped multi-subunit complex with a peripheral arm protruding
into the mitochondrial matrix and a membrane arm. CI is subdivided into three functional modules
relative to their catalytic function: the N, Q and P-modules. In this study, we analysed an array of 11
fibroblast cell lines derived from patients with inherited CI deficiency resulting from mutations in
either the nuclear or mitochondrial DNA and impacting these different modules. There was a
significant overproduction of reactive oxygen species (ROS) in a subset of mutant cell lines. No
relationship between oxidative stress and the level of residual CI enzymatic activity or CI-supported
respiration was established. In contrast, blue native-polyacrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE)
revealed a significant reduction of fully assembled CI enzyme on the mutant cell lines with an
oxidative stress. Most patients with an assembly defect carried a mutation in the N-module. In
addition, we found that ROS production was linked to the oxidation of NADH at the flavin
mononucleotide site and not to the quinone-binding site of CI. Indeed, in cell lines with oxidative
stress, NADH dehydrogenase activity was partly functional, even though CI was not fully assembled.
These findings not only highlight the relationship between CI assembly and oxidative stress, but also
show the suitability of BN-PAGE analysis in evaluating the consequences of CI dysfunction.
Moreover, these data suggest that the use of antioxidants may be particularly relevant for patients

displaying a CI assembly defect.

Keywords: Mitochondria; Mitochondrial diseases; Complex I; FMN site; Oxidative stress; Assembly

defects




INTRODUCTION

Complex I (CI) is an L-shaped multi-subunit complex with two major arms, the peripheral
segment that protrudes into the mitochondrial matrix and the membrane segment (Hirst, 2013). The
enzyme comprises three functional modules: N, Q and P (Hunte et al. , 2010). The N-module is
responsible for the oxidation of NADH into NAD". The two electrons generated by this reaction
reduce the flavin mononucleotide (FMN), which is non-covalently bound to the N-module (Zu et al. ,
2003). In the N-module, the NDUFV1 subunit (responsible for NADH reduction and FMN binding)
and the NDUFS4 subunit are considered as hot-spots for CI mutations (Pagniez-Mammeri et al. ,
2012). The Q-module comprises seven iron-sulphur clusters that ensure electron transfer and the
quinone binding/reduction site (Tocilescu et al. , 2010). The proposed quinone-binding site would be
at the interface between the hydrophilic (Q-module) and hydrophobic (P-module) domains, with the
NDUFS2, NDUFS7 and NDUFSS subunits at the bottom of the hydrophilic domain, sitting on top of
ND1. The NDUFS7 subunit, which contains the terminal cluster Fe/S, would be engaged in the
quinone reduction, while ND1 would be involved in quinone binding (Sazanov, 2014). The P-module
uses the energy released by the electron transfer to pump protons across the inner mitochondrial
membrane (Zickermann et al. , 2009). ND2, ND4 and NDS5 subunits have been considered as the
unique sites of proton transfer; until the recent addition of another site composed of ND4L and ND6
(Hirst, 2013).

CI is also described as the main ROS producer in mitochondria. Several sites have been
suggested to be involved in ROS production by CI (Hunte, Zickermann, 2010). Under physiological
conditions, the reduced FMN appears as the consensus site of ROS generation (Hirst et al. , 2008,
Kussmaul and Hirst, 2006, Pryde and Hirst, 2011). ROS production has also been proposed to take
place at the Nla or N2 clusters and at the Q-site (Hunte, Zickermann, 2010). Through its central role
in the regulation of the redox state (NADH oxidation), energetic production (ATP synthesis) and ROS
production, CI appears as a key regulator of cell metabolism.

Inherited CI deficiencies occur in up to 30% of cases of mitochondrial diseases. The most frequent

clinical phenotypes are Leigh syndrome (LS) and Leber’s optic hereditary neuropathy (LHON)



(Distelmaier et al. , 2009, Nouws et al. , 2012). The dependence of CI on both mtDNA (mitochondrial)
and nDNA (nuclear), the number of subunits as well as its structural complexity, make it difficult to
establish a clear relationship between the clinical outcome and the severity of inherited CI deficiency.
So far, the majority of studies on CI deficiency have been focused on either nDNA (Breuer et al. ,
2013, Distelmaier, Koopman, 2009, Scacco et al. , 2006) or mtDNA mutations in CI subunits
(Majander et al. , 1996). However, the cellular or mitochondrial consequences of CI deficiency are still
debated. The oxidative stress is also thought to be involved in the disease process (Pitkanen and
Robinson, 1996). However, currently, the conditions in which CI deficiency leads to ROS production
remains to be clearly determined. Moreover, the mechanisms and the site of ROS production in CI

deficiency have not yet been established (Gonzalo et al. , 2005, Valsecchi et al. , 2013).

In our study, we first investigated the impact of nDNA or mtDNA mutations in subunits of the three
main modules on enzyme activity, ROS production and structure of CI in a series of 11 patient cell
lines. We then analysed the biochemical consequences of CI deficiency by measuring key factors
associated with CI activity (NADH/NAD" ratio and ATP content) and by analysing oxidative stress.
Hence, a thorough analysis of cellular and mitochondrial metabolism in CI deficiency would provide a
better understanding of the consequences of primary CI deficiency on cell physiology, thus allowing

the identification of key pathways and candidate molecules for future clinical trials.

MATERIAL AND METHODS

Patients. Prior written informed consent was obtained from patients participating in the study. The
presence of the mtDNA mutation and nDNA mutations was analyzed according to (Sarzi et al. , 2007)
and (Assouline et al. , 2012). The molecular data of the patients are summarized in Table 1.

Cell culture. Primary skin fibroblasts from 11 patients with inherited CI deficiency and 5 healthy
controls were cultured in a medium consisting of 2/3 Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM-
F12, Jacques Boy Institute of Biotechnology, Reims, France), 1/3 Amniomax (Gibco, Invitrogen,

Paisley, UK) supplemented with 10% foetal bovine serum (PAA, Pasching, Austria), 100pg/ml



sodium pyruvate, and 50 pg/ml uridine (Sigma Aldrich, Lyon, France) at 37°C, 5% CO,. All
experiments were conducted on control and patient fibroblast cultures between passages 6 and 25 so as

to avoid artefacts due to senescence (Hutter et al. , 2004).

Mitochondrial isolation and solubilisation of OXPHOS complexes. Mitochondria were isolated from

patients and control fibroblasts using digitonin (70ug/10° cells) and differential centrifugations
according to (Wittig et al. , 2006). Isolated mitochondria were washed twice in a buffer (Mannitol
220mM, Sucrose, 75mM, Tris-base 10mM, KCI 150mM, EGTA 1mM; pH=7,2), incubated with -D-
Dodecyl maltoside (2g/g protein, 10 minutes, 4°C) and centrifugated at 20,000g (20 minutes, 4°C).

Solubilized OXPHOS complexes were collected in the supernatant.

Mitochondrial respiration rate measurements. Respiration rates were measured on permeabilized cells

using digitonin at 15 pg/million cells. Cellular oxygen consumption was measured at 37°C on a high-
resolution oxygraph (Oroboros, Innsbruck, Austria), as described elsewhere (Flamment et al. , 2009,

Guillet et al. , 2011).

Mitochondrial enzymatic activities. The activities of the mitochondrial OXPHOS complexes were

measured at 37°C on an UVmc2 spectrophotometer (SAFAS, Monaco). NADH Ubiquinone Reductase
activity (NUR reaction) was measured as described (Angebault et al. , 2011, Medja et al. , 2009).
NADH dehydrogenase activity was measured following NADH oxidation at 340nm using
hexammineruthenium (HAR) as an electron acceptor (NADH:HAR reaction) (Gavrikova et al. , 1995).
Assays were realized in a KH,PO,4 buffer (20mM, pH 7.5) with 50uM NADH, 3.5mM HAR, 4pg of
solubilized OXPHOS proteins. Rotenone (10 uM) and Diphenyleneiodonium (DPI, SuM) were used to
control the specificity of the NUR and NADH:HAR reactions, respectively. Citrate synthase activity

was measured as described (Kirby et al. , 2007).

Measurements of ROS production. The hydrogen peroxide level was measured on solubilized

OXPHOS complexes using the Amplex red-horseradish peroxidase (HRP) method (reading at 572nm).



SOD was used to convert O,- to H,O,. Assays were performed in 20 mM KH,PO, (pH 7.5), 30 uM
NADH, 2 units/ml HRP, 10 uM Amplex red, 6 units/ml of SOD, and 75ug of solubilized
mitochondrial complexes. Decylubiquinone (100uM) and rotenone (SuM) were added when indicated

(Keeney et al. , 2006)

Western Blotting and BN-PAGE analysis: Cellular proteins (30pg) solubilized in a denaturating buffer

were resolved by SDS-PAGE, transferred to PVDF membranes (GE Healthcare) as described
elsewhere (Guillet, Gueguen, 2011) and incubated with primary monoclonal antibodies : voltage-
dependent anion channel (VDAC) or manganese superoxide dismutase (MnSOD) (MitoSciences,
Abcam). CI assembly was analyzed using Blue Native-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (BN-
PAGE) according to (Nijtmans et al. , 2002) using monoclonal antibodies raised against NDUFV1
(Eurogentec), NDUFS1 (SantaCruz) and NDUFB6 with complex II 70kDa subunit (Mitosciences,

Abcam) as loading control.

Reduced and total glutathione (GSH) and thiol measurements: The total and reduced glutathione were

measured as described (Desquiret-Dumas et al. , 2012).

NADH/NAD" ratio measurements: Cellular NADH and NAD" concentrations and the cytosolic

NADH/NAD" was determined as described in (Desquiret-Dumas et al. , 2013).

Determination of ATP level: adenylate was quantified by high-performance liquid chromatography

(HPLC) on 4.10° cells according to (Benarbia Mel et al. , 2013).

Statistical analysis: At least two biological replicates of each fibroblast cell line were analysed.

Statistical comparisons between control (Ctl) and mutant fibroblasts or between fully assembled (FA)

and assembly defect (AD) were performed with the Mann—Whitney U test and considered statistically



Module Cell Mutation Clinical Reference
lines | Genome | Genes % Nuch_eqtide phenotype
Mutation Position
Q-Site P1 | mtDNA | MT-NDI Homop m.3460G>A LHON This study
P2 Homop m.3697G>A LS This study
P11 | nDNA | NDUFS7 Homoz c.17-1167C>G LS (Lebon et
al., 2007)
P-Module | P3 | mtDNA | MT-ND4 Homop m.11778G>A LHON | (Angebault,
Gueguen,
2011)
P4 Homop m.11778G>A LHON This study
P5 MT-ND6 Homop m.14484T>C LHON | (Angebault,
Gueguen,
2011)
P6 Homop m.14487T>C LS This study
N-Module | P7 nDNA | NDUFVI | Compound | ¢.156-2A>G, LS This study
Heteroz cT31ASG
P8 Compound | c.1162+4A>C, LS This study
Heteroz 1 1156c>T
P9 NDUFS4 Homoz ¢.291delG LS (Assouline,
Jambou,
2012)
P10 Homoz c.178-528del LS (Assouline,
Jambou,
2012)

TABLE I. Clinical and molecular description of patients with inherited CI deficiency.

Homop: Homoplasmic; Heteroz: Heterozygous; LHON: Leber Hereditary Optic Neuropathy; LS:

Leigh syndrome.




Results were represented as men £SEM. Différences were considered statistically significant at
p<0.05%*, p<0.001**, p<0.0001***,
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FIGURE 1. Complex I functionality.

A: NADH dehydrogenase activity (NADH:HAR) in Cl-deficient and control cell lines. NADH:HAR
activity was determined by spectrophotometric analysis using HAR as electron acceptor. Results are
expressed as nmol of NADH per mg of protein and per minute.

B: NADH Ubiquinone Reductase (NUR) in Cl-deficient cell lines. Maximal CI and citrate synthase
activities were determined by spectrophotometric analysis. Data are expressed as the ratio of Cl/citrate
synthase activity.

C: Functional analysis of Cl-linked respiration in CI-deficient cell lines. CI and complex II-supported
respiratory rates were determined by oxygraphic measurements. Results are expressed as ratios of
Cl/complex II-linked respiration.



RESULTS

Mutation in each module alters differently CI activity:

Cl is subdivided into three different modules with their own catalytic activities: the N-module (NADH
oxidation), the Q-module (quinone reduction) and the P-module (proton pumping (Hunte, Zickermann,
2010)). We hypothesized that mutations targeting different CI subunits will differently alter CI
function depending on the module considered. Based on this hypothesis, a total of 11 mutant cell lines
were selected: four cell lines carried a mutation within the N-module (NDUFV1 or in NDUFS4
subunit, P7 to P10), four others harboured a mutation in the P-module (ND4 or ND6 subunits, P3 to
P6) and the three last had a mutation in the Q-site (ND1 or NDUFS7 subunits, P1, P2 and P11, Table
1). First, CI catalytic enzyme activities (NADH dehydrogenase activity, NADH:HAR reaction, Figure
1A), NADH ubiquinone reductase activity, NUR, Figure 1B and complex I-supported respiration,
Figure 1C) were measured on mutant and control fibroblast cell lines.

The CI catalytic impairment observed was dependent on the module affected by the mutation. First, as
the N-module contains both the substrate NADH and the cofactor FMN binding sites, we expected that
a mutation in this module should impair NADH binding and oxidation. Our results indicated that a
mutation in N module only slightly altered the NADH dehydrogenase activity (of about 40%
compared to control cells, p=0.1416, Figure 1A). This reduction was associated with a decrease in
whole CI activity, i.e. NUR (-80%, Ctl vs N p=0.0143 Figure 1B) and complex I-supported respiration
(-40%, Ctl vs N p=0.0047 Figure 1C).

In the Q-site mutant cell lines, the NADH dehydrogenase activity was not affected. By contrast, NUR
activity was reduced of about 80% (Ctl vs Q p=0.0253). This could result from the role of ND1 and
NDUFS7 subunits in the binding of ubiquinone (Tocilescu, Zickermann, 2010). In these cell lines,
coupled to the decreased NUR reaction, a 50% drop in CI supported respiration was observed (Ctl vs
Q p=0.0112).

Finally, in P-module mutant cells, the NADH dehydrogenase activity was not affected and the NUR
was only slightly decreased. In line with this observation, Liolitsa et al. (2003) reported no alteration
in NUR activity in two patients with mutations in the ND5 subunit of the P-module (Liolitsa et al. ,

2003). However, in these cells lines, CI linked respiration was severely decreased (approximately 50
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FIGURE 2. ROS production by CI.

A: Representative curves of the kinetic of ROS production by CI in control fibroblast cell lines. ROS
production was measured by spectrophotometric analysis using the HRP/Amplex Red in presence of
SOD at 572 nm. When indicated, NADH, decylubiquinone (DQ) and rotenone (R) were added. B:
ROS production in control cell lines. ROS production was measured by spectrophotometry, using
NADH (N), decylubiquinone (D) and rotenone (R). Results are expressed as nmol of H,O, produced
per mg of proteins per minute. C: ROS production by CI in patient cell lines. ROS production was
determined spectrophotometrically using the Amplex Red in the presence of SOD. Results are
expressed as nmol of H,O, produced per mg of proteins per minute. D: ROS production by CI per
NADH oxidized in CI-deficient and control cell lines. Data are expressed as ratio of HO, production
per oxidized NADH compared to controls. E: CI H,O, production in Cl-deficient cell lines. ROS
production was measured using NADH (N), decylubiquinone (D) and rotenone (R). Results are
represented in percentage of inhibition of H,O, production according to the different substrates.



%, Ctl vs P p=0.0047). The 30 % reduced NUR activity observed in these cells lines could hardly
explain by itself the 50% decrease in the CI linked respiration. While the measurement of maximal CI
activity (either NAD:HAR or NUR reactions) on solubilised complexes did not take into account the
proton pumping activity, respiration rate measurement did. Thus, the decrease in respiration rate in the
P-module mutant cells could be partly due to an impaired proton translocation. Thus, these results
demonstrated that, regardless of the mutation analysed, the electron transfer from NADH to the
quinone and further to complexes Il and IV, was impaired. However, it relied on different causes
according to the location of the mutation, i.e. NADH oxidation (N-module), quinone reduction (Q-

Site), or proton pumping (P-Module).

In the N-module mutant cells, the FMN site is responsible for the production of ROS and DQ did not

reduce it:

To gain insight into the mechanism and site of ROS production, we used solubilised CI from our cell
lines presenting different impaired catalytic activities. Figure 2A shows a representative Amplex Red
measurement with the effects of substrates and products of the NADH Ubiquinone Reductase reaction
on superoxide production. First, ROS production was initiated by the addition of NADH (diamond-
shaped curve, Figure 2A). DPI, which specifically reacts with the flavin (Majander et al. , 1994, Ragan
and Bloxham, 1977), abolished both NADH oxidation and ROS production (Triangle-shaped curve,
Figure 2A), demonstrating the specificity of the measurements. In absence of any complexes
(background rate, square-shaped curve in Figure 2A), no ROS production could be detected (square
plots, Figure 2A). The CI turnover was stimulated by DQ addition (i.e. increasing NADH oxidation) to
test the ROS production mediated by short—lived catalytic intermediates. Finally, Rotenone (R, Figure
2A) was added to increase semiquinone species (Burbaev et al. , 1991).

Using this model, ROS production was first analyzed on CI solubilized from control cells (Figure 2B).
NADH stimulated the ROS production but neither R nor DQ addition increased it. These results did
not support a ROS production by short-lived catalytic intermediates (semiquinones) or the
involvement of ubiquinone reduction itself. Rather DQ addition slowed down the ROS production as

(reduction of approximatively 70% of H,O, production, Figure 2B, DQ). On one hand, the
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FIGURE 3. Link between the lack of decylubiquinone reduction and CI assembly

A, B: Structural analysis of CI by BNPage. Immunodetection of CI with the NDUFB6 (A) and
NDUFV1 plus NDUFS1 (B) antibodies and of complex II with the SDHA antibody as loading control.
C: Residual ROS production in Cl-deficient in mutated and control cell lines. ROS production was
measured by spectrophotometry using NADH. Results are represented in residual ROS production
after DQ addition. Fibroblast cells are pooled according to their CI assembly profile.

D: Cellular NADH/NAD" ratio. NADH and NAD" levels in Cl-deficient cell lines was determined by
spectrophotometry. Data are expressed NADH/NAD' ratio per million cells and represented as

percentage of control value.



NAD/NADH ratio determines the reduction state of the FMN (Birrell and Hirst, 2013). On the other
hand, O, binding and reduction at the FMN site implies a reduced flavin and a nucleotide-free binding
site (Hirst, King, 2008, Keeney, Xie, 2006, Kussmaul and Hirst, 2006). Thus, the sensitivity of ROS
production on the NADH/NAD" ratio and NAD" concentration strongly pointed out the FMN as the
main site of ROS production by CI. So the ROS production was investigated on CI mutant cells. As
shown in Figure 2C, the ROS production upon NADH addition was not significantly higher in mutant
cells compared to controls. To take into account the slight decrease of NADH dehydrogenase activity
observed in N-module mutated cells (Figure 1A), the ROS production was normalized per the amount
of NADH oxidized (Figure 2D). Even after this standardization, there was no significant difference in
ROS production in mutant cells compared to controls, regardless of the mutated module. However,
when further investigating the effects of increasing the turnover through DQ addition, two different
profiles were obtained (Figure 2E). First, in both P-module and Q-site mutated cells, DQ decreased the
ROS production by roughly 60% and 75%, respectively (p=0,0369 for both Q and P). In patient p11
(mutated in NDUFS7 subunit), the addition of DQ only decreased the ROS production by 24% (Figure
SI1). Thus, the addition of DQ in the P-module and ND1 mutant cell lines could increase the NADH
oxidation, thereby decreasing ROS production. On the contrary, in N-module mutated cells, the
addition of DQ only faintly inhibited the ROS production (NADH vs DQ p=0,0139). In this group,
one patient (p7) dispayed a 100% inhibition of ROS production by DQ, compared to the inhibition

average of 18 % in patient cells p8 to p10 (Figure SI1).

Thus, in patients p8 to pl1 (mutated in N or Q), DQ failed to shut down the ROS production. This
result suggested a quinone binding and/or reduction impairment in these patients. In these cells, the
mutations were not located at the quinone binding site or at Fe/S clusters. This could indicate that the
oxidation of NADH at the N-module was not connected to DQ binding or reduction at the Q-site.

In mutant cells, lack of quinone reduction is correlated to CI assembly defect: We further investigated

if the disconnection between the NADH oxidation and the quinone reduction. could be due to a CI
assembly defect. A BN-PAGE analysis was performed on patient cell lines (Figure 3A). NDUFB6

hybridation (targeting a subunit in the membrane arm of CI) showed a major band at roughly 1MDa,
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FIGURE 4. Study of oxidative stress in vivo.

A: Expression of mitochondrial superoxide dismutase (MnSOD) in Cl-deficient cell lines. The
expression of MnSOD was determined by Western blotting with VDAC as loading control.
B: Reduced glutathione (GSH) levels in Cl-deficient fibroblast cell lines. GSH was quantified by mass

spectrometry. The results are expressed as the amount of reduced glutathione per million cells,

compared to controls.

C: Thiol level in Cl-deficient and control fibroblast cell lines. Thiol level was quantified by

spectrophotometry. The results are expressed as the amount of reduced glutathione per mg of proteins,

compared to controls.



corresponding to the holoenzyme (fully assembled complex ) in P-module and Q-site mutant cell
lines and in p7 cells (mutated in N-module , NDUFV1). Among the Q-site mutated patients, both p1
and p2 (mutations in ND1 subunit) presented a slight reduction of the quantity of CI holoenzyme (15%
and 20%, respectively) without assembly intermediates. In p7, a faint band at 830kDa, corresponding
to a late-stage assembly intermediate, was observed but the 1MDa band was largely predominant.
Thus, CI was almost fully assembled in these cell lines named FA (Full Assembly) for the rest of the
study.

By contrast, p8 to p10 (N-module mutated cells) and pl1 (mutated in the NDUFS7 subunit of the Q-
site) had a sharp reduction of fully assembled CI holoenzyme and will be named AD (Assembly
Defect). The p11 cells, (mutated in NDUFS7 subunit implicated during the first stage of CI assembly),
only presented a severe reduction of the holoenzyme. The mutations in the N-module induced a nearly
undetectable level of holoenzyme and a clear accumulation at ~830kDa subcomplex. CI assembly in
these patients was further analyzed using NDUFS1 and NDUFV1 (two subunits of the N-module)
antibodies (Figure 3B). Additional assembly intermediates at roughly ~240kDa were observed for p8,
p9, pl0. Altogether, these results showed that the N-module was not connected to other P and Q
modules in these cells. The CI assembly profiles were then compared with the effect of DQ addition
on ROS production previously measured (Figure 3C). The FA group, including p7, displayed a
significant reduction of ROS production by CI upon DQ addition (-64.8%, figure 3C; details on SI1).
On the contrary, in the AD group, ROS production was only slightly inhibited by the addition of DQ (-
17.3%, AD vs Ctl p=0.0319; AD vs FA p=0.0452).

Although unconnected, this N module seemed to preserve NADH dehydrogenase activity. Indeed, on
solubilized CI, NADH dehydrogenase activity was still measurable (Figure 1A). To reinforce this
hypothesis, the cellular NADH/NAD" ratio was determined in the different mutant cells (Figure 3D).
In the FA group, the cellular NADH/NAD" ratio showed a two-fold increase compared to controls
while the NADH/NAD' ratio was similar in both AD group and controls (AD group vs Ctl 110.4 %).
This result strongly suggested that the N-module was still functional in AD and accounted for the

preservation of mitochondrial NADH/NAD' ratio in the this group.
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FIGURE 5. ATP and lactate production, and NADH/NAD" ratio.

A: Lactate concentration in Cl-deficient cell lines determined by fluorometry. Results expressed as
lactate levels in mmol per million cells.

B: NADH and NAD' ratio in the cytoplasmic compartment of CI-deficient cell lines.

C: ATP level in Cl-deficient cell lines determined by HPLC. The results are expressed in pmol of ATP
per million cells compared to controls.

D: Cell proliferation in Cl-deficient cell lines. Results are represented as cellular doubling time in

hours.



In the AD group, the strong decrease in NUR activity (-80%) could not be related to the small decrease
in NADH dehydrogenase activity. The assembly defect observed in AD mutated cells would explain

the physical inability of quinone to accelerate the electron transfer, leading to a drastic CI deficiency.

The assembly defect of Cl is linked to oxidative stress

In the AD group, the assembly defect together with the residual NADH oxidation present in these cells
would initiate the electron transfer by CI. However, as reduced FMN could not be re-oxidized by
electron transfer to the quinone due to the disconnected module, it would consequently lead to ROS
overproduction. Thus, to investigate the presence of an oxidative stress in these cell lines, the
expression of MnSOD was measured by Western Blot (Figure 4A). No change in the expression of
MnSOD was observed in FA cells while in AD cells, it was two-fold increase compared to control cell
lines (Figure 4A Ctl vs AD p=0.0143; FA vs AD p=0.0143). Superoxide detoxification by MnSOD is
followed by hydrogen peroxide reduction by glutathione peroxidase. This reaction is coupled to the
oxidation of glutathione (Koopman et al. , 2010). Total level of glutathione (not shown) and reduced
GSH were unchanged in FA cells compared to control cell lines (Figure 4B). In AD cells, the level of
GSH was decreased by 30% (Figure 4B; Ctl vs AD p=0.0209), while total glutathione was not
modified (not shown). This suggested an elevation of mitochondrial ROS production in situ, which is
supported by a higher MitoSox fluorescence in AD cells vs Ctr and FA (Figures SI2). We then
investigated the cellular consequences of ROS overproduction by measuring the level of protein thiols.
The level of cellular thiols was significantly reduced (-70%, Ctl vs AD p=0.0339; FA vs AD
p=0.0253) in AD cells compared to controls or FA cell lines (Figure 4C) suggesting the presence of an

oxidative stress in AD.

Oxidative stress modulates ATP production and cell growth.

CI contributes to the protonmotive force essential for ATP synthesis. In cells, most of ATP is
produced by two metabolic pathways: the aerobic oxidative phosphorylation in mitochondria and the
anaerobic glycolysis in the cytoplasm. Oxidative stress has been shown to regulate glycolytic

metabolism (Colussi et al. , 2000, Grant, 2008, Shi et al. , 2009). We therefore investigated whether a
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FIGURE 6. Schematic representation of the mechanism of ROS production by complex I in Ctl and
mutant cell lines.

A: In Ctl cell lines: NADH oxidation by complex I led to quinone reduction (QH,).

B: In FA cell lines: Decrease of complex I activity led to NADH and quinone accumulation (Q).

C: AD cell lines: The residual NADH oxidation through the N-module led to the formation of Flavin

MonoNucleotide Semiquinones (FMNH?) implicated in ROS production.



mutation in CI subunits might lead to a metabolic switch between aerobic and anaerobic
glycolytic pathways. The lactate production (Figure SA) and the cytosolic NADH/NAD " ratio
(Lactate/Pyruvate ratio, Fig. 5B) were determined in the different cell lines. Lactate
production was not significantly increased by at least 15 % in all mutant cells, revealing a
metabolic switch towards glycolysis. However, the cytosolic NADH/NAD' ratio was
increased more than three-fold in the AD fibroblasts (p=0.0339) whereas in the FA
fibroblasts, this ratio was similar to the controls. An increase in NADH/NAD" ratio would
indicate a limitation of NADH recycling through the LDH reaction, in turn inhibiting
glycolysis and affecting the ATP synthesis. The cellular ATP level was therefore measured on
the fibroblast cell lines (Figure 5C) and was equivalent to that of controls in the FA cells,
whereas in the AD cells, it was reduced by roughly 50% (p=0.0209). Thus, in the fibroblasts
presenting an oxidative stress, the anaerobic glycolytic pathway was fully enhanced, as
revealed by an elevation of both lactate level and cytosolic NADH/NAD " ratio. The reduction
of ATP production may be due to the inhibition of anaerobic glycolysis through cytosolic
acidification, i.e. the increase of NADH/NAD ratio. By contrast, in the FA cells, the increase
of anaerobic glycolysis was sufficient to maintain an ATP level comparable to control cells.

We also investigated the metabolic consequences of the variations of the ATP level and the
NADH/NAD' ratio on cell proliferation. The doubling time was significantly higher in both
FA and AD cell lines. (1.5 times greater in AD (p=0.045) and about two times higher in FA

(p=0.0058) (Figure 5D) indicative of a reduced cell growth in mutant cells.



DISCUSSION

Primary CI deficiency leads to an heterogeneous group of diseases. For a while, at the genetic
point of view, mitochondrial disorders due to nuclear mutations have been considered to be more
severe than the one caused by mtDNA mutations (Rubio-Gozalbo et al. , 2000). However, latter
studies have shown that mtDNA mutations are often associated with severe clinical phenotypes
(Bannwarth et al. , 2012). No clear correlation between the biochemical consequences of CI deficiency
and the genome impacted by the mutation (nuclear or mtDNA) has been made. The overproduction of
ROS has been suggested to be part of the disease process and the severity of the pathology (Verkaart
et al. , 2007). However, the site and the mechanism of ROS production by CI need to be clarified.

In this study, we have investigated the ROS production by CI and its biochemical
consequences in a series of 11 patient fibroblast cell lines subdivided into the 3 groups according to
the mutation location in CI modules (N, P and Q). We showed that, in patient fibroblasts, FMN
appears as the main site of ROS production by CI. This ROS production can be inhibited by quinone
binding, which accelerates the oxidation of NADH to NAD". However, in patient cells with a CI

assembly defect, quinone binding no longer increases NADH oxidation, leading to an oxidative stress.

In CI deficiency, ROS production is thought to be link to impaired NUR activity. Verkaart et
al., (2007) have shown that ROS production in CI deficient fibroblasts is inversely correlated to CI
activity (Verkaart, Koopman, 2007). Likewise, in cybrid cells carrying LHON mutations, ROS
overproduction was observed in cells with the most lower NUR activity (Beretta et al. , 20006).
However, the literature concerning ROS production by CI is still controversial. Indeed, Iuso et a/, did
not retrieve a clear correlation between ROS production and NUR activity (Iuso et al. , 2006). In our
study, in P-module mutated cells, the quinone reduction was only slightly impaired (slight reduction of
NUR activity) and, as it should be expected, no cellular oxidative stress was observed. In the Q-site
mutated cells, a strong impairment of NUR activity was observed without oxidative stress, except for
cells NDUFS7 mutated patient. Thus, the mitochondrial ROS overproduction was not correlated to the
degree of NUR deficiency. Other studies claimed that a CI disassembly could cause ROS

overproduction due to the blockade of electron transfer (lommarini et al. , 2013).



In the N-module mutated cells, the NUR activity was strongly reduced (as mutations of the Q-
site);and an assembly defect characterized by two assembly intermediates of roughly ~830kDa and
~240kDa was present. Mutations the N-module (NDUFS4, NDUFV1 and NDUFS6 subunits) have
been previously associated with the accumulation of these subcomplexes (Kirby, Thorburn, 2007,
Lazarou et al. , 2007, Ugalde et al. , 2004). The latter small subcomplex, containing at least the
NDUFV1 and NDUFV2 subunits, corresponds to the N-module (Lazarou, McKenzie, 2007) and
preserved an NADH dehydrogenase activity as described in (Calvaruso et al. , 2012, Valsecchi et al. ,
2012). Similarly, in our study, the NADH dehydrogenase activity was almost conserved in these cell
lines, while the NUR activity was significantly decreased. This indicated an impairment of the quinone
reduction in AD cells. which could be responsible for a defect in FMNH, re-oxidation. This could
trigger to an oxidative stress (Esterhazy et al. , 2008). In our study, AD patients, including the
NDUFS7 mutated cells, presented an oxidative stress (significant induction of the expression of
MnSOD and a decrease in both reduced glutathione and protein thiol levels). Interestingly, the study
of Verkaart ef al. (2007) also showed a strong correlation between CI assembly and ROS production
(Verkaart, Koopman, 2007). Recently, it was suggested that mitochondrial ROS overproduction was
linked to the accumulation of CI matrix arm intermediates in mouse models (Miwa et al. , 2014);

which favors the involvement of the N-module in ROS production.

However, the sites of ROS production by CI are still debated. Among them, the reduced FMN in the
N-module and semiquinones in the Q-site appear as the most relevant (Bazil et al. , 2014, Birrell et al.
, 2009, Hirst, King, 2008). Our in vitro study demonstrated that high CI turnover due to the addition of
decylubiquinone did not increase the ROS production, even when the quinone binding was impaired
(Q-site mutated cells). These results did not support the implication of short-lived catalytic
intermediates in ROS production. In addition, rotenone, selectively blocking the quinone reduction by
antagonizing the semiquinone intermediates (Degli Esposti, 1998), did not modify ROS production.
Altogether, these observations did not argue for the production of semiquinone species.

By contrast, our results demonstrated that increasing NAD" level by the stimulation of CI

turnover inhibited ROS production in Ctl and FA cells. ROS production by FMN site is highly



dependant on NADH/NAD" ratio and NAD" level (Birrell et al. , 2011). Thus our study strongly
suggested that the reduced flavin is the main ROS producer in CI ad it has already been observed in
physiological conditions by (Galkin and Brandt, 2005, Kussmaul and Hirst, 2006). Moreover, CI is
implicated notably in the etiology of mitochondrial diseases and neurodegenerative disorders
(Procaccio et al. , 2014). In this line, ROS overproduction due to the FMN reduction was observed in
Parkinson disease (Keeney, Xie, 2006) and in glutamate-induced cytotoxicity in neuronal cells (Liu
and Schubert, 2009). Our results show that the addition of decylubiquinone did not reduce ROS
production in the AD cells suggesting that the ROS overproduction can be linked to the reduced FMN.
Based on these results, we hypothesized that three conditions can be encountered. First, in control
cells, CI fully NADH oxidation and the quinone binding allows an efficient energy transfer and high
turnover, leading to low NADH/NAD" ratio and low ROS production (Figure 6A). Second, in FA
cells, the NADH oxidation is slowed down, due to impaired proton pumping (P-module mutated cells)
or slower quinone reduction rate (ND1 mutated cells), but the connection between both N and Q
modules allows the re-oxidation of the reduced FMN (Figure 6B). Third, in AD patients, the N-
module still partly oxidized NADH, but its disconnection may explain the physical inability of
quinone to accelerate electron transfer, and thus re-oxidation of the FMNH, (Figure 6C), leading to
oxidative stress.

Fibroblasts from patient with a mutation in the NDUFS7 subunit, though mutated in the Q-
site, presented an increase in ROS production. One hypothesis could be that the ROS production is
linked to the CI assembly defect, as observed in the N-module mutated cells. Another hypothesis
would be that in NDUFS7 patients, electrons can not be effectively transferred to the quinone
impairing the FMNH, re-oxidation leading to ROS overproduction. Indeed, NDUFS?7 is involved in
the formation of the N2 iron-sulfur cluster and a mutation in this subunit has been shown to decrease
the affinity for ubiquinone (Jaokar et al. , 2013) and to increase ROS production (Verkaart, Koopman,
2007). Whatever the hypothesis, in both cases, the mechanism explaining ROS production is linked to
CI capacity to re-oxidize the FMNH,. The ND1 subunit (which also belongs to the Q-site) participates
to the anchorage of this module to the membrane and rather displays an architectural than a catalytic

role. In our study, ND1 mutation is not linked to oxidative stress. However, it should be noticed that



cell lines were cultured in glucose-rich medium (2g/1). Previously, it has been shown that a mutation in
ND1 subunit lead to ROS production in metabolic stress conditions when culturing mutant cells in
galactose rich-medium (Floreani et al. , 2005) or when inducing cell differentiation (Wong et al. ,
2002). In these conditions, the increase of NADH oxidation by CI would further enhance the FMN
reduction, and trigger the ROS production (Floreani, Napoli, 2005, Wong, Cavelier, 2002).

ROS production has been considered as a determinant parameter in the disease process and the
severity of CI disorders (Pitkanen and Robinson, 1996). Widely, ROS overproduction by CI was
observed in neurological diseases (such as Parkinson) (Keeney, Xie, 2006) and in ageing process
(Miwa, Jow, 2014). The disruption of CI assembly was tightly connected to a decrease of oxidative
metabolism and a mitochondrial ROS overproduction in aged mouse models (Miwa, Jow, 2014). Our
study goes further into the mechanism of ROS production and pointed out the implication of the
reduced FMN. The understanding of the mechanism of ROS production in CI deficient cells should be
of particular interest for the development of new therapeutics related to antioxidant treatment. This
aspect opens access to new therapeutic strategy in various etiological disorders and underlines that the
BN-Page should be useful for devising new interventions to treat ROS related diseases. For instance,
chronic treatment of CI deficiency with anti-oxidant has been reported to modulate CI activity in
nDNA mutated patient cells (Distelmaier, Koopman, 2009, Koopman et al. , 2008). However,
contrasted results have been obtained with antioxidants (Angebault, Gueguen, 2011). As previously
stated by distelmaier et al. (2009), only patients with an assembly defect may benefit from an
antioxidant therapy (Distelmaier, Koopman, 2009). Targeting CI assembly could represent an
alternative issue. As an example, lowering the glucose content in the culture medium of MELAS cells
has been shown to partly restore CI assembly (Desquiret-Dumas, Gueguen, 2012).

Our findings suggest that the overproduction of ROS may contribute to the severity of Cl-related
disorders and supports the hypothesis that biochemical and metabolic consequences of CI dysfunction
rather depend on the ability of the defective complex to transfer efficiently electrons to the quinone
than on the subunit or on the module affected. To our knowledge, this is the first demonstration of a
clear relationship between the CI assembly level and ROS overproduction. Moreover, the level of CI

assembly appears to be a crucial element in designing a specific therapeutic strategy for inherited CI



deficiency. However, further investigations would be needed to evaluate the potential of antioxidant

therapies directed against diseases involving CI assembly defect.
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Supplementary Data 1: ROS production in patient and
control cells

ROS production was measured on solubilized complex I and
initiated using amplex Red method. Graph represented the
inhibition of ROS production induced by decylubiquinone in
mutant and control cells. The data were represented as
percentage.
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A : In control cells lines

B : In FA cells lines (p1 and p4)

C : In AD cells lines (p8 and p11)
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ABSTRACT

Nicotinamide nucleotides (NAD) are considered as crucial cofactors for
numerous enzymatic reactions of cellular metabolism both in cytoplasm and
mitochondria. A balance between the reduced and the oxidized form of NAD, required
for energetic metabolism, directly regulates tricarboxylic acid cycle, glycolysis and
oxidative phosphorylation. Conversely, NADH/NAD* can be unbalanced in case of
respiratory chain dysfunction especially complex I. The NADH/NAD* ratio has been
suggested by recent publications as a key player on mitochondrial metabolism.
However, the biochemical consequences of the variations of the NADH/NAD® on
mitochondrial function are still not well understood. In this study, we investigated the
consequences of a NADH/NAD™ variation due to complex I deficiency on mitochondrial
metabolism and the intracellular pathways impacted. Our results showed that the
mitochondrial NADH/NAD™ ratio was higher in cells carrying a mutation in mitochondrial
DNA encoded subunits of complex I compared with control fibroblasts. This increase of
NADH/NAD® ratio reduced SIRT3 activity leading to an hyperacetylation of SIRT3
targeted mitochondrial proteins. The treatment of complex I deficient cells with
nicotinamide mononucleotide (NMN) improved mitochondrial oxidative phosphorylation

highlighting NMN as a potential therapeutic molecule for complex I deficiency.



INTRODUCTION

Many situations affecting mitochondrial metabolism are characterized by a
modulation of the NADH/NAD™ ratio. For instance, high fat diet has been shown to
increases the NADH/NAD™ ratio in a mouse model [1]. Moreover, the NAD" level can be
increased in response to fasting, exercise or caloric restriction [2, 3]. NAD* is the
essential cofactor of a deacetylase protein family involved in numerous intracellular
signaling pathways, the sirtuins [4]. These deacetylases are considered as key
regulators of energetic metabolism [5]. Indeed, SIRT1, the main nucleo-cytoplasmic
isoform interacts notably with AMPK and PGCl-alpha to promote mitochondrial
biogenesis [6, 7]. SIRT3, one of the three mitochondrial isoform of sirtuins, is
responsible for the acetylation of key enzymes of substrate supply pathways
(tricarboxylic acid cycle, TCA: ICDH, SDH, fatty acid oxidation, FAO: LCAD) and of
oxidative phosphorylation complexes (complex I, complex V). The mitochondrial
NADH/NAD™ ratio has been described at the center of a signaling pathway linking
pharmacological complex I activation due to resveratrol and sirtuin-dependent increase
of respiratory chain functioning [8]. In addition, in NDUFS4 KO mice, complex I
deficiency has been shown to increase NADH/NAD® ratio [9]. Thus, complex I appears
as a main regulator of the mitochondrial NADH/NAD™ ratio [8, 10], but the biochemical
consequences of the NADH/NAD™ variations on respiratory chain function are still not
well understood.

In a previous study, we have demonstrated that the mitochondrial NADH/NAD*
ratio was increased in fibroblasts of complex I deficient patients depending on the
mutated subunit (Leman et al., ijbcb 2014). Thus, complex I deficiency appears as a
good model to investigate the consequences of NADH/NAD™ variation on mitochondrial
metabolism and on the sirtuin pathway. Our study was divided in two parts, the first
part was dedicated to the impact of complex I deficiency on the acetylation status of
key mitochondrial protein targets, the role of the NADH/NAD* ratio variation and the
functional consequences of such a modulation. In the second part, we sought to
determine if the modulation of this ratio could alleviate mitochondrial dysfunction
observed in complex I mutant fibroblasts. Our results show that the increase in
NADH/NAD* ratio observed in fibroblasts from complex I mutated fibroblasts was

correlated with an hyperacetylation of mitochondrial proteins. In particular, MnSOD and



SDHA, both well known SIRT3 targets, were hyperacetylated, suggesting that in these
cells, SIRT3 activity was decreased. The modulation of the NADH/NAD™* ratio by a NAD*
precursor (NMN) reverted the level of hyperacetylated mitochondrial proteins and
increasing mitochondrial oxidative phosphorylation. Taken together, our results show
that the mitochondrial NADH/NAD™ ratio appears as a key parameter in the regulation
of mitochondrial metabolism and could be a promising target for the treatment of
mitochondrial complex I deficiency. Hence, the NMN could then represent a good
candidate drug to normalize the NADH/NAD® ratio in patient complex I deficient
fibroblasts.

MATERIALS and METHODS

Patients: Prior written informed consent was obtained from 7 patients with inherited
CI deficiency participating in the study. Patients were divided in two groups: the first
group was composed of fibroblast cells carrying a mutation in ND (NADh
dehydrogenase) subunits of complex I (ND group), the second group is composed of
two cell lines harboring a mutation in the nuclear gene NDUFS4 (NDUFS4 group). The
description of the mutations carried by these patients is detailed in table SI1. The
presence of the mutation and the mutation load were analyzed according to Leman et
al, 2014,

Cell Culture: Primary skin fibroblasts from 7 patients with inherited CI deficiency and
4 controls were cultured as described in [11]. All experiments were conducted on
fibroblast cultures between passages 6 and 25 so as to avoid artefacts due to
senescence as observed at passage numbers greater than 30 [12], and on control

fibroblasts paired for passage numbers.

Complex I inhibition was achieved by treating control cells with 1uM rotenone, for 24h.
Paired control flask was incubated with Ethanol, 1/2500. When indicated, control and
patient cells were treated by 0,1 mM Nicotinamide mononucleotide (NMN) treatment for
72h.

Mitochondria isolation: Mitochondria were isolated from patients and control
fibroblasts using digitonin (70ug/10° cells) and differential centrifugation as described
in [13].



Name Cell Mutation Clinical Reference
lines Genome | Genes % Mutation Nucla‘sollide phenotype
Position
ND Pl | mtDNA | MT-NDI Homop m.3460G>A LHON Leman et al
P2 Homop m.3697G=A LS Leman et al
P3 MT-ND4 Homop m.11778G>A LHON (48)
P4 Homop m.11778G>A LHON Leman et al
P5 Homop m.14487T=C LS Leman et al
NDUFS4 | P6 | nDNA | NDUF54 Homoz ¢.291delG LS (45)
P7 Homoz c.178-528del LS (45)

Supplementary Data L. Clinical and molecular description of patients with inherited CI

deficiency.

Homop: Homoplasmic; Heteroz: heterozygous; LHON: Leber Hereditary Optic Neuropathy; LS:

Leigh syndrome




Mitochondrial enzymatic activities and oxygraphic measurement: The activities
of the mitochondrial OXPHOS complexes (I-IV) were measured at 37°C on a UVmc2
spectrophotometer (SAFAS, Monaco) as described elsewhere [8]. Oxygraphic analyses

were performed according to [11].

Analysis of the acetylation level: The acetylation level was analyzed by western
blot. Briefly, 100ug of cellular proteins or 150ug of proteins from isolated mitochondria
solubilized in RIPA buffer supplemented with 1 mM NAM, 1 mM sodium butyrate and
100 uM PMSF were resolved by SDS-PAGE, transferred to PVDF membranes (GE
Healthcare, USA) and incubated with primary monoclonal antibodies: voltage-
dependent anion channel 1 (VDAC-1) (MitoSciences, Abcam, UK), anti-acetyl Lysine
(Immunechem Pharmaceutical, Canada), anti-Lysine 68 acetylated of Manganese
Superoxide dismutase (MnSOD, Abcam) or manganese superoxide dismutase (MnSOD)
(MitoSciences, Abcam).

Immunoprecipitation of acetylated SDHA: Cellular proteins were extracted in RIPA
buffer supplemented with 1 mM NAM, 1 mM sodium butyrate and 100 uM PMSF and
about 1.5 mg of cellular proteins were incubated with 50 pg of anti-acetylated protein
antibody (Immunechem) cross-linked to agarose beads, overnight at 4°C. The
acetylated protein immunoprecipitated were washed twice in 1 mM Laurylmatoside /
phosphate buffer solution and harvested by centrifugation. Acetylation of Succinate
Dehydrogenase was then analyzed by western blot using antibody raised against
subunit A (SDHA, Abcam).

NADH/NAD* measurement: NADH and NAD* concentrations were measured using
the NAD/NADH assay kit (Abcam) on cell lysates (4.10° cells) filtered under a 10kDa
column according to the manufacturer’s instructions.

Cytosolic NADH/NAD* measurement: The cytosolic NAD(H)-redox state was
determined using the metabolite indicator method based on the lactate dehydrogenase
reaction, by measuring pyruvate to lactate ratio on cell culture media [8].

Statistical analysis: Statistical comparisons were made with the Mann-Whitney U
test. Results were represented as mean = SEM. Differences were considered

statistically significant at p<0.05.
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RESULTS
Complex I deficiency increased the NADH/NAD™ ratio

To study the effect of complex I deficiency on the mitochondrial ratio, two different
cellular models of complex I deficiency were used: cells mutated in mitochondrial DNA
encoded subunits (ND subunits P1 to P5 in table SI1), and cells mutated in the NDUFS4
nuclear encoded subunit (P6-P7). The impact of a mutation in the NDUFS4 subunit
leads to complex I disassembly, thus disconnecting the catalytic NADH dehydrogenase
domain (N module) of complex I from the electron transfer and quinone binding site
[14] (Leman et al., 2014). It was demonstrated that, while unconnected, this N module
displayed residual activity, still able to oxidize NADH [15] (Leman et al., 2014). By
contrast, in ND mutated cells, the complex assembly was preserved (Leman et al.,
2014). Mutations were localized in the quinone binding and proton pumping domains,
thus impacting the catalytic activity of the complex. The ratio of Complex I to citrate
synthase activities was significantly reduced in both CxI mutated fibroblasts, by roughly
50% in the ND mutated cells and 75% in NDUFS4 cells (Figure SI1).

The level of reduced and oxidized forms of nicotinamide nucleotides (NADH and NAD*
respectively) was measured in controls (Ctl) and patient fibroblasts carrying a mutation
in complex I subunits. The cellular NADH/NAD™ ratio was increased by2.2 fold in CxI
mutated in mitochondrial subunits (ND) compared to Ctl fibroblasts (Figure 1A1),
whereas the cytoplamic NADH/NAD™ ratio remained unchanged (Figure 1A2). In various
cell types, mitochondria have been shown to contain the majority of NAD* [16] thus a
cellular increase in NADH/NAD® ratio without any modification in the cytosolic
compartment may indicate a higher NADH/NAD* ratio in the mitochondrial
compartment. On the other hand, in patient fibroblasts carrying a mutation in NDUFS4
subunit, the cellular NADH/NAD™ ratio could was unchanged. Therefore, in this study,
NDUFS4 patients were used as negative controls with a constant NADH/NAD™* ratio. It
should be noticed that cytoplasmic NADH/NAD* ratio was increased in NDUFS4 mutant
cells, which could be explained by an increase in anaerobic glycolysis (Leman et al.,
2014).

As Complex I is the main mitochondrial NADH dehydrogenase, we can hypothesize that
a reduction in NADH oxidation, is at the origin -or at least directly participate- to the
higher mitochondrial NADH/NAD™ found in ND mutant fibroblasts. To test this
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hypothesis, CxI deficiency was mimicked in Ctl fibroblasts by a 24h exposure of 1 uM of
rotenone (which inhibits electron transfer from Complex I Fe/S centers to ubiquinone).
The rotenone exposure resulted in a 75% reduction of Complex I activity (Figure 1B1).
This inhibition was accompanied by a 1.8 fold increase in cellular NADH/NAD* ratio
(Figure 1C) as seen in ND fibroblasts (Figure 1A1). Altogether, these results indicated
that a decrease in NADH oxidation by CxI, either due to a pharmacological inhibition or
to a mutation, could be responsible for a higher mitochondrial NADH/NAD™ ratio. These
results are in accordance with Santidrian et al., which have shown that lowering
complex I activity in breast cancer cells resulted in a higher NADH/NAD" ratio and
oxidative phosphorylation impairment [17]. In addition, Desquiret-Dumas, Gueguen et
al have shown that resveratrol increased complex I activity (by) and as a consequence
increasing the mitochondrial NAD* level and improving mitochondrial metabolism in
liver cells [8]. These results highlighted the key role of complex I in the regulation of
mitochondrial NADH/NAD™ ratio.

The change of NADH/NAD* ratio induced the hyperacetylation of
mitochondrial proteins Sirtuin isoforms have been described as NAD*-dependant
deacetylase enzymes [18]. To investigate whether a higher NADH/NAD" ratio would
impact the activity of sirtuins, the level of acetylation was measured by western blot in
mutant fibroblast cells carrying a mutation in ND subunits (table S1) using antibodies
raised against acetyl lysine motif. No change in cellular acetylation level could be
observed in ND mutated fibroblasts in crude cellular extracts (Figure 2A). According to
Choudhary et al (2009), about 1/8 of the acetylated proteins has been localized in the
mitochondrial compartment [19]. Thus, mitochondria would contain an important pool
of the cellular acetylated proteins. The level of acetylation was measured on
mitochondria isolated from CxI-mutated fibroblasts (Figure 2B). As shown, the
mitochondrial acetylated protein content was higher in ND mutated cells.

As ND cells presented a higher NADH/NAD" ratio, we can hypothesize that this
imbalance resulted to the mitochondrial hyperacetylation. These results are in
accordance with the study of Peek et al. (2013), which shows that the circadian
variations of NAD* content are responsible for a parallel fluctuation of mitochondrial

protein acetylation status [20]. These results are also consistent with the study of
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Canto et al, (2009) demonstrating that the AMPK pathway increased the level of NAD*
which is responsible for a significant reduction of the protein acetylation of sirtuins
targets [6]. Our study reconciles these parameters showing that complex I dysfunction
could trigger an increase in mitochondrial NADH/NAD* ratio which in turn induces an

increase in mitochondrial protein acetylation status.

The increased hyperacetylation would reflect a reduction of SIRT3 activity

SIRT3 is described as the main mitochondrial NAD*-dependent deacetylase [21]. A
dysregulation of mitochondrial NADH/NAD* could consequently impact SIRT3 activity.
To test this hypothesis, the acetylation of two well-known SIRT3 targets (MnSOD and
SDHA, [22-24]) were evaluated by western blot (Figure 2C-D). Acetylation levels of
both SIRT3 targets (SDHA Figure 2C MnSOD, Figure 2D) were significantly increased in
ND mutant compared to Ctl cells (+ 400% for MNnSOD and +60% for SDHA), suggesting
that of SIRT3 expression was inhibited in ND mutant cells. Likewise, in rotenone-
treated cells, the SDHA acetylation level was significantly higher than in vehicle treated
Ctl cells. On the contrary, in NDUFS4 cells, the level of both SIRT3 targets was
unchanged in NDUFS4 mutant cells (Figure 2). This indicated that complex I deficiency
itself did not directly induced the MnSOD and SDHA hyperacetylation, but strongly
suggest the role of the NADH/NAD® ratio and SIRT3 (and consequently the
hyperacetylation of MNSOD and SDHA) in complex I deficient cells. In most of the
cases, hyperacetylated enzymes are inactivated [25] as described for several targets
including glutamate dehydrogenase [26], complex I of the respiratory chain [27], long
chain acyl-coA dehydrogenase [28], succinate dehydrogenase (SDH) [22] and
superoxide dismutase (MnSOD) [23, 29]. In our model, despite an increase of SDHA
acetylation, SDHA activity did not differ significantly from control cells (Figure 2C).
However, it has been suggested that enzymatic inhibition through acetylation is tissue
specific [30] but may also depend on metabolic conditions (fed/fasted state, [31]). In
the same way, the deacetylation of specific lysine residues of MnSOD by SIRT3 depends
on different kind of stress such [32], calorie restriction [29], ionizing stress [23] and
ROS overproduction [33]. In our model, the cell culture conditions in a relatively high
glucose medium may explain the faint impact of hyperacetylation on the functionality

on mitochondria. It might be interesting for further experiments to challenge the



mutant fibroblasts by culturing them in low glucose medium to reveal enzymatic
impairments. Furthermore, in NDUFS4 mutated cells, the activity of SDHA was
increased by about 229% of the control value (Figure 2E). It is thus conceivable that
the complex I deficiency induces a compensatory increase of complex II activity. By
contrast, in ND cells, the SDHA hyperacetylation could have prevented the induction of
SDHA activity observed in NDUFS4 mutated cells.

Altogether, these results underlined the crucial role of the NAD/sirtuin signalling
pathway in the biological consequences of a complex I deficiency. So, targeting this
ratio might represent a promising therapeutic strategy to alleviate the mitochondrial

dysfunction in mitochondrial diseases.

The NMN treatment decreases NADH/NAD* ratio and reverses the
hyperacetylation of SIRT3 target.

Next, in order to test whether a reduction of the NADH/NAD" ratio could modify the
level of acetylation of mitochondrial proteins (i.e. increase SIRT3 activity), we sought to
alter this ratio using nicotinamide mononucleotide (NMN), a NAD* precursor previously
shown to increase cellular NAD* levels [34]. As shown in figure 3A, the NMN treatment
after 72 h of exposure significantly decreased the NADH/NAD® ratio (-30%) in ND
patient treated cell lines .

In vitro, a direct stimulation of protein de-acetylation by NAD* supplementation was
previously shown on cardiac mitochondrial homogenates [35]. Thus, we then analyzed
the acetylation level of a SIRT3 target. The decrease of NADH/NAD™ ratio was followed
by a significant reduction of the SDHA acetylation level (Figure 3B), suggesting that an
SIRT3 was activated by NMN treatment.

The NMN treatment increases the oxidative phosphorylation in complex I
deficient cell lines.

The impact of the reduction of NADH/NAD* ratio on mitochondrial metabolism
was then investigated by measuring the activities of SDH and complex I in NMN treated
cells. NMN treatment significant increased both complex I and SDH activities (Figure
3C). This increased activity of both complexes I and II controlling the entrance of

electrons into the respiratory chain was followed by a slight stimulation of complex II-



linked respiration (+20%, p<0,05, figure 3B) and a main increase of complex I-linked
respiration (+75%, Figure 3B) in these cell lines.

The modulation of NADH/NAD™ ratio in metabolic diseases may represent a
potential therapeutic target [36]. Indeed, increasing NAD" level was shown to be
effective for treatment of hyperlipidemia [37, 38] or diabetes, prevention of
ischemia/reperfusion damages [39] or oxidative stress [40] and neuroprotection in
Alzheimer’s disease [41]. Currently, no curative treatment is available for patients with
complex I deficiency. No satisfactory therapy is presently available for mitochondrial
disorders [42, 43]. Treatment remains largely symptomatic and does not significantly
alter the course of the disease. Pharmacological therapeutic strategies may focus on 2
potential goals: producing more energy and/or reducing the accumulation of
mitochondrial ROS byproducts of a defective or stalled electron transport chain, a major
consequence of a mitochondrial dysfunction. We have recently shown that low doses of
resveratrol using in vivo and in vitro models directly stimulates mitochondrial complex I
activity which in turn modulates the mitochondrial NAD*/NADH ratio. Increasing NAD*
concentration leads to SIRT3 activation and finally induces mitochondrial metabolism
Moreover, the results of the current study indicated that the NAD*-SIRT3 axis would
represent a promising target in complex I deficiency, at least in the subset of patients
in which the NADH oxidation is decreased. Indeed, a small reduction of the NADH/NAD™*
ratio significantly stimulated the overall oxidative phosphorylation in complex I deficient
cells. Many studies have already described the modulation of NADH/NAD* using
pharmacological activators or nutraceutical interventions [36, 44, 45]. In vivo,
supplementation with NAD™ precursors (nicotinic acid or nicotinamide) was also
effective in increasing the NAD™ level both in cells [46] and in different tissues [47].
NMN was reported to restore NAD* level in a high fat diet and aged mouse models and
improve glucose tolerance and lipid profiles in these models [34], thus appearing as a

promising molecule in the treatment of mitochondrial diseases.

In conclusion, our study demonstrates that complex I deficiency increases the
NADH/NAD™ ratio and thus inhibits the deacetylase activity of SIRT3 leading to an

hyperacetylation of mitochondrial proteins. The use of a NAD* precursor, NMN,



ameliorates this ratio and improves oxidative phosphorylation suggesting that NAD*

precursor may represent a potential therapeutic agent for complex I deficiencies.



FIGURES

Figure 1: A deficit in NADH oxidation by complex I leads to an increase of
mitochondrial NADH/NAD* ratio

Clt: Control fibroblast cells lines (n=5); ND: Patient fibroblast cells lines carrying a
mutation in mitochondrial encoded subunits of complex I (n=5); NDUFS4: Patient
fibroblast cells lines carrying a mutation in NDUFS4 subunit (n=2). Ctl+Veh: Control
fibroblast cell lines with the vehicule (n=4); Ctl+Rot: Control fibroblast cell lines treated
with rotenone (1uM, 24h) (n=4). Results are expressed as mean £SEM. The asterisk
(*) indicates a significant difference compared to Ctl cells (P<0,05).

A: NADH/NAD" ratio of patient and control cell lines in the different cellular
compartments.

Al: Cellular NADH/NAD*. Cellular NADH/NAD+ level was measured on Ctl, ND and
NDUFS4 cell lysates by absorbance reaction, and expressed as percentage of control
cells.

A2: Cytoplasmic NADH/NAD™ level. The cytosolic NAD+/NADH ratio was calculated as
the ratio of pyruvate/lactate concentrations measured in culture medium of Ctl, ND and
NDUFS4 cells.

B: Complex I activity in control cell lines treated or not with rotenone analyzed by
spectrophotometric measurement.

C: Cellular NADH/NAD" ratio in control cell lines treated or not with rotenone, results

are expressed as percentage of control cells.

Figure 2: A higher NADH/NAD+ ratio increased the acetylation of SIRT3
targets.

Clt: Control fibroblast cells lines (n=5); ND: Patient fibroblast cells lines carrying a
mutation in mitochondrial encoded subunits of complex I (n=5). Results are expressed
as mean+SEM. Ctl+Veh: Control fibroblast cell lines with the vehicule (n=4); Ctl+Rot:
Control fibroblast cell lines treated with rotenone (1uM, 24h) (n=4). Results are
expressed as meanxSEM. The (*) indicates a significant difference compared to Ctl
cells (P<0,05).

A: Cellular acetylation level in ND patient and Ctl fibroblast cell lines analysed by

Western blot (Tubulin was used as loading control).



B: Mitochondrial acetylation level in ND patient and Ctl fibroblast cell lines analysed by
Western blot (VDAC was used as loading control).

C: SDHA Acetylation level in CxI mutated and control fibroblast cells. Acetylated SDHA
was immunoprecipitated from Ctl, ND and NDUFS4 cells. Data are expressed as
percentage of control cells.

D: MnSOD Acetylation level in CxI mutated and control fibroblast cells. Acetylated
MnSOD and total MnSOD expression were analysed by western blot on Ctl, ND and
NDUFS4 cells. Data are expressed as percentage of control cells.

E: SDHA activity in control and CxI mutated fibroblast cell lines.

F: SDHA Acetylation level of control cells treated or not with rotenone (24H, 1uM). Data

are expressed as percentage of control cells.

Figure 3: NAD* precursor decreased NADH/NAD™* ratio, and increased SIRT3
activity and oxidative phosphorylation.

Veh: patient cell lines without treatment (n=7?); NMN: NMN treated patient cells (n=?).
Results are expressed as mean £SEM. The (*) indicates a significant difference
compared to Ctl cells (P<0.05).

A: Cellular NADH/NAD® level in patients cell lines treated or not with NMN (0,1mM,
72h). Results are expressed as percentage of control cells.

B: SDHA Acetylation level. Acetylated SDHA was immunoprecipitated from patients cell
lines treated or not with NMN (0,1mM, 72h) and analyzed by western blot. Data are
expressed as percentage of control cells.

C: Activity of complex I and SDH in patient cell lines treated or not with NMN (0,1mM,
72h) analyzed by spectrophotometric analysis. Data are expressed as percentage of
control cells.

D: Maximal complex I and II-linked respiration rates in patient cell lines treated or not

with NMN (0,1mM, 72h). Data are expressed as percentage of control cells.
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Résultats et Discussion Articles 3 et 4 :

Un gradient de sévérité de I’atteinte catalytique est observé en fonction du module muté :

L’analyse des activités NADH déshydrogénase du module N, NADH:Ubiquinone Réductase
du module N+Q, ainsi que la respiration liée au complexe I (reflet du pompage de protons au sein
du module P), montre qu’il existe une différence de sévérité biochimique en fonction du module
mute.

Le module N est responsable de Ioxydation du NADH, générant ainsi les électrons
nécessaires a la réduction de la quinone. Ce transfert d’¢lectrons est couplé a un pompage des
protons de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale, lequel est nécessaire a la synthese
d’ATP. Ainsi, notre étude montre que les mutations dans le module N impactent a la fois
I’oxydation du NADH (réduction de 40% de D’activit¢t NADH déshydrogénase, bien que non
significative), 1’activitt NADH:Ubiquinone Réductase (réduction de 75%) ainsi que de la
respiration liée a ce complexe (réduction de 60% par rapport aux cellules contrdles). L'impact des
mutations semble donc sévere puisque celles-ci touchent 1'ensemble des fonctions catalytiques du
complexe I. L’analyse biochimique menée semble corréler avec la sévérité clinique puisque ces
patients p7 a pl10 (mutations dans les sous-unités NDUFV1 et NDUFS4) sont atteints du syndrome
de Leigh.

A TDinverse, chez les patients porteurs de mutation dans le module P (responsable du
pompage de protons), 1’activité catalytique semble plus Iégérement impactée. Chez ces patients,
l'activité d'oxydation du substrat (NADH:HAR) n'est pas modifiée, alors que de la respiration liée
au complexe I est diminuée, ce qui suggere bien un effet de la mutation essentiellement sur l'activité
de pompage de protons. Majander et al., (Majander, Huoponen et al. 1991) avaient €galement
montré que la mutation m.11778G>A dans la sous-unit¢ ND4 entrainait une diminution de la
respiration liée au complexe I sans altérer significativement I’activit¢ NADH déshydrogénase ou
I’activit¢ NADH:Ubiquinone réductase (NUR). Dans notre étude, 1'activit¢ NUR semble diminuée
(-35%), mais a un degré moindre que les mutations affectant le module N ou Q (-75% et -65%,
respectivement). Ces résultats suggerent qu’un défaut de pompage de protons pourrait partiellement
affecter la réduction de la quinone (Efremov, Baradaran et al. 2010). La encore, I’atteinte
biochimique semble en parti corréler a la clinique, puisque la majorité de ces patients présentent une

atteinte moins sévére (syndrome de LHON p3, p4, p5).

Si les mutations au sein des modules N et Q entrainent bien une diminution de ’activité
NUR, notre étude montre qu’une mutation dans une sous-unit¢ du module P du complexe I, affecte

peu cette activité. En effet, comme le souligne 1’étude de Tucker et al., la mesure de I’activité
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NNUR ne tient pas compte de l‘activité de pompage de protons par le complexe I (Tucker,
Compton et al. 2011). En revanche, ’analyse de la respiration liée au complexe I, (qui teste la
fonctionnalité globale du complexe I, de I’oxydation du NADH au pompage de protons) a montré
que tous les patients présentaient une respiration liée au complexe [ considérée comme
pathologique. L’analyse fonctionnelle par oxygraphie apparait donc comme un bon complément a

I’analyse enzymatique pour le diagnostic des déficits du complexe L.

Le défaut d’assemblage du complexe I induit une production de ROS

Le complexe I est décrit comme le principal producteur de ROS mitochondrial (Hirst, King
et al. 2008). Trois principaux sites de production au sein du complexe I ont été proposés : le site
FMN, au sein du module N, ce qui est communément admis (Johnson, Choksi et al. 2003,
Kussmaul and Hirst 2006), un site au niveau des centres Fe-S (centre N2, (Genova, Ventura et al.
2001), ou Nla, (Kushnareva, Murphy et al. 2002)) et le site quinone (radical semi-quinone) tous
deux sur le module Q. Ces deux derniers sites de production restent débattus (Galkin and Brandt
2005). De plus, 'impact d’un déficit du complexe I sur la production de ROS, et le site de
production potentiellement impliqué, ne sont pas clairement établis (Kirkinezos and Moraes 2001).
Affiner notre compréhension des mécanismes a 1’origine de la production des ROS au sein des
déficits du complexe I semble donc un préalable essentiel pour la proposition d'un rationnel
thérapeutique. Nous avons ainsi évalué la production de ROS en fonction des différentes mutations
et investigué 1’éventuel site impliqué dans cette production.

La mesure de la production de ROS sur complexe I isolé¢ a montré que I’activit¢ NADH:02
réductase est comparable chez les patients et les contrdles et ce quel que soit la sous-unité¢ mutée.
En présence de décylubiquinone, la production de ROS n'est pas augmentée : celle-ci n'est donc pas
stimulée par une augmentation du turnover. Sur nos préparations, les intermédiaires catalytiques
(Fe-S, semi-quinone) ne semblent donc pas €tre les sites majeurs de la production de ROS. La
production de ROS par le complexe I des cellules contrdles et sur celles d’une partie de nos patients
est méme progressivement diminuée suite a l'ajout de décylubiquinone. La production de
superoxydes par la FMN nécessite que ce cofacteur soit sous forme réduite et que le site de liaison
(site de fixation des nucléotides) soit libre, lui permettant ainsi d’interagir avec 1’oxygene
(Kussmaul and Hirst 2006, Hirst, King et al. 2008, Murphy 2009). Ces deux facteurs sont
étroitement dépendants du rapport NADH/NAD', le NAD" stoppant rapidement la production de
ROS (Hirst, King et al. 2008). L'ajout de décylubiquinone, en accélérant le turnover, consomme le

NADH et génére du NAD', inhibant au final la production de ROS. Nos résultats confortent 1’étude
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de Hirst qui démontre que sur un complexe I isol¢, la FMN apparait comme le principal site de
production de ROS (Hirst, King et al. 2008).

Cependant, sur les autres cellules de patients, 1’ajout de décylubiquinone ne permet pas de
réduire la production de ROS. Ceci suggere que la FMN reste donc sous forme réduite et libre. De
manicre intéressante, ces patients se caractérisent par la présence de deux intermédiaires
d’assemblage correspondant a un intermédiaire d'environ 830kDa, constitué¢ des modules P et Q et a
environ 200kDa, le module N isolé. En accord avec nos résultats, Assouline et al., (Assouline,
Jambou et al. 2012) avaient précédemment démontré que les patients porteurs de mutations dans la
sous-unit¢ NDUFS4 arboraient un intermédiaire d’assemblage du complexe I a 830kDa. Pour ces
patients, le site de fixation du NADH n’est plus physiquement connecté au site de fixation de
I’ubiquinone et donc les réactions d’oxydation et réduction ne sont plus couplées. Cette dissociation
entre les domaines catalytiques pourrait expliquer que ’ajout de décylubiquinone n'accélére pas
l'oxydation du NADH pour ces patients avec 1’absence de connexion du module N.

Dans ces cellules, I’augmentation de I’expression de la MnSOD couplée a la diminution des
glutathions réduits et des thiols confirment la présence d’un stress oxydant a 1’échelle cellulaire.
Ainsi, le module N non connecté conserverait son activit¢t NADH déshydrogénase, nécessaire a la
formation de la FMN réduite. Valsecchi et al., ont précédemment montré que les souris NDUFS4
KO présentaient, en plus de l'intermédiaire de 830kDa, un intermédiaire d’assemblage a 200kDa
correspondant au module N, et possédant une activit¢ NADH déshydrogénase (Valsecchi, Monge et
al. 2012). En accord avec ces résultats, I’hypothése de la présence d’un module N fonctionnel
(malgré sa déconnexion) est renforcée par le fait que le rapport NADH/NAD" est comparable pour
ce groupe de patients a celui du groupe controle. Au contraire, les mutations situées dans le site de

pompage de protons et le domaine de fixation de la quinone inhibent cette oxydation du NADH.

Une corrélation inverse entre la production de ROS et ’activité résiduelle du complexe I avait
précédemment été établie (Verkaart, Koopman et al. 2007). Dans notre étude, une telle relation n'est
pas retrouvée, certains patients présentent une diminution franche de l'activit¢ NUR, sans
augmentation détectable du stress oxydant. Cependant, a 1’image de nos résultats, Verkaart et al,
observent également une relation linéaire entre 1’activité résiduelle et la quantit¢ de complexe I
correctement assemblé. De plus, une récente étude menée chez la souris par Miwa et al., propose
que l'accumulation d'intermédiaires d'assemblages du complexe I possédant une activité catalytique
résiduelle entraine une production de ROS accrue. En effet, dans cette étude, les souris agées ou les
souches de souris présentant un vieillissement précoce montrent une augmentation de la production
de ROS ainsi que la présence d’un intermédiaire d’assemblage du complexe I caractérisé¢ par un

module N non connecté (Miwa, Jow et al. 2014). En lien direct avec cette étude animale, notre
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analyse met en évidence pour la premicre fois dans un modele de pathologie humaine que la

production de ROS est augmentée en cas de déconnexion entre les modules N et Q.

Le rapport NADH/NAD" est augmenté par certains déficit du complexe I :

Les patients ne présentant pas de stress oxydant se caractérisent par un complexe I
correctement assemblé, mais qui semble moins fonctionnel. La diminution de la fonctionnalité¢ du
complexe I est révélée dans notre étude par I’augmentation du rapport NADH/NAD " au sein de la
mitochondrie (rapport NADH/NAD" cellulaire augmenté sans variation dans le cytosol).
L’augmentation de ce rapport semble liée a l'activité du complexe 1. En effet, une inhibition de
I’activité de ce complexe par la roténone dans des cellules contrdles augmente significativement ce
rapport. Cette étude démontre une fois encore que l’activité du complexe I contrdle le rapport
NADH/NAD" au sein de la mitochondrie (Gyan, Shiohira et al. 2006, Desquiret-Dumas, Gueguen
et al. 2013). Le NAD" apparait comme un régulateur du métabolisme énergétique. Ce composé est
le cofacteur de nombreuses enzymes du métabolisme énergétique mitochondrial, des enzymes du
cycle de Krebs (ICDH, aCGDH, MDH), de la B-oxydation des acides gras et des enzymes
impliquées dans la régulation des voies d’apport en acétyl-coA (PDH). Ce composé est aussi le co-
facteur des déacétylases dépendantes du NAD', les sirtuines, qui apparaissent comme des
régulateurs majeurs de la fonction mitochondriale. Ainsi, une augmentation du rapport
NADH/NAD" mitochondrial, lors d’une mutation pourrait réduire ’activité des sirtuines et moduler

le métabolisme mitochondrial.

Une hausse du rapport NADH/NAD" augmente ’acétylation des cibles de SIRT3.

Des variations de la concentration en NAD' peuvent induire des modulations de
I’acétylation. Dans notre modéle, en corrélation avec I’augmentation du rapport NADH/NAD" en
lien avec le déficit du complexe I, une hyperacétylation des protéines mitochondriales est observée.
SIRT3 est la principale déacétylase mitochondriale. L’activité de cette derniere semble inhibée dans
notre modele. En effet, I’acétylation de la MnSOD et de la SDH, considérées comme deux cibles
principales de SIRT3, est fortement augmentée.

De plus, nos résultats démontrent que I’utilisation d’un précurseur du NAD", le NMN, qui
diminue le rapport NADH/NAD", réduit 1’hyperacétylation de la SDH. Ces résultats suggérent
qu’une diminution de I’oxydation du NADH par le complexe I, dans le cas de certains déficits ou
d’une inhibition de son activité, augmente le ratio NADH/NAD", induisant une inhibition de SIRT3
et une hyperacétylation de ces cibles. Finley et al., ont montré qu’une hyperacétylation de la sous-
unité A de la SDH inhibait son activité (Finley, Haas et al. 2011). Dans notre étude, 1’activité de la

SDH chez nos patients n’est pas diminuée par rapport aux cellules contrdles. Ces résultats suggerent
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que I’hyperacétylation observée dans ce modele n’a pas de conséquences fonctionnelles au moins
dans des conditions basales. En accord avec ces résultats, les souris SIRT3 KO ne présentent pas de
déficit 1ié a "’hyperacétylation en condition basale, celui-ci s’exprimant seulement en condition de

stress (Lombard, Alt et al. 2007).

Un traitement des cellules présentant une augmentation du rapport NADH/NAD" avec du
NMN, précurseur du NAD", permet ainsi la diminution de ce rapport. Cet effet est suivi d’une
diminution de I’acétylation des cibles de SIRT3 et d’une augmentation de [’activité de la
phosphorylation oxydative. Des études complémentaires semblent nécessaires afin d’évaluer les
voies moléculaires (SIRT3) a I’origine de cette augmentation ainsi que les conséquences de cette
augmentation sur le métabolisme cellulaire. Cependant, ces premiers résultats laissent suggérer que
le NMN pourrait étre une molécule thérapeutique prometteuse dans les déficits du complexe I

associés a un défaut d’oxydation du NADH.
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Notre projet consistait a étudier le role du complexe I dans la régulation de la fonction

mitochondriale par la modulation du rapport NADH/NAD".

I. Lerapport NADH/NAD' régule le

I.1. La Régulation du métabolisme grace a ’activation de SIRT3

La mitochondrie tient une place importante dans le maintien de ’homéostasie cellulaire des
nucléotides adényliques. En effet, cet organite séquestre une part importante du « pool » de NAD"
(de 70% dans le cceur a 30% dans les astrocytes) (Di Lisa and Ziegler 2001, Alano, Tran et al.
2007) et permet de préserver le NAD" lors d’une déplétion cytosolique massive (Houtkooper, Canto
et al. 2010, Stein and Imai 2012). De plus, les taux mitochondriaux de NAD" étant limitants, ce
cofacteur joue un rdle essentiel dans le métabolisme énergétique mitochondrial (Alano, Tran et al.
2007, Pittelli, Felici et al. 2011). Dans ce travail de thése nous montrons qu’une variation du rapport
NADH/NAD" mitochondrial a des conséquences importantes sur le fonctionnement de la chaine
respiratoire. Ainsi, une augmentation du rapport NADH/NAD' induit notamment une
hyperacétylation mitochondriale alors qu’a I’inverse une augmentation de la concentration
mitochondriale en NAD" résulte en une déacétylation des protéines mitochondriales. Une des
protéines clés impliquées dans ces phénomenes d’acétylation/déacétylation semble étre SIRT3
I’isoforme mitochondriale des sirtuines la plus étudiée. Nous montrons qu’une des cibles connues
de SIRT3 (la sous-unité SDHA) est déacétylée lorsque le rapport NADH/NAD" est réduit alors
qu’elle est hyperacétylée lors de I’augmentation de la concentration de NADH. Ces résultats sont en
accord avec Karamanlidis et al., qui démontrent qu’une accumulation du NADH conduit a une
inactivation de SIRT3 et donc a une hyperacétylation mitochondriale (Karamanlidis, Lee et al.
2013). Une augmentation de 1’acétylation des protéines mitochondriales peut conduire a une
diminution de I’activité des complexes de la chaine respiratoire et de la respiration comme montré
par He et al., (2012) et trés récemment par Paulin ef al, (He, Newman et al. 2012, Paulin,
Dromparis et al. 2014). Cependant, d’autres études rapportent que méme si ’inactivation de SIRT3

conduit & une hyperacétylation mitochondriale, les conséquences phénotypiques sont moindres.
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Ainsi, ’activité des complexes I et IV et la respiration ne sont pas modifiées chez les souris SIRT3
KO. De méme, I’enzyme de détoxification MnSOD est hyperacétylée en I’absence de SIRT3 mais
les auteurs n’observent aucune conséquence sur le stress oxydant (Fernandez-Marcos, Jeninga et al.
2012). Les conséquences d’une hyperacétylation mitochondriale deviennent mesurables lorsque
I’organisme ou les cellules sont placées en conditions de stress métaboliques (Lombard, Alt et al.
2007). Par exemple, lors d’un jeline, les souris invalidées pour le géne SIRT3 accumulent des
intermédiaires de la P-oxydation des acides gras et ont une diminution de la quantit¢ d’ATP
(Hirschey, Shimazu et al. 2010). Dans notre ¢tude, bien qu’hyperacétylée, la SDH n’est pas inhibée
suggérant a 1’image des résultats obtenus pour la souris SIRT3 KO, que les conséquences
fonctionnelles d’une hyperacétylation ne seraient visibles que lors d’un stress métabolique. Il
pourrait ainsi étre envisagé dans la suite de ce travail de placer les fibroblastes de patients
présentant une augmentation de la concentration mitochondriale en NADH dans un milieu pauvre
en glucose de maniére a mimer une condition de privation en nutriments afin d’étudier les

conséquences d’une hyperacétylation mitochondriale.

I.2.  Autres voies impactées par une variation du rapport
NADH/NAD"

Dans notre étude nous nous sommes focalisés sur les conséquences de 1’augmentation ou de
la diminution du rapport NADH/NAD" sur I’activité de SIRT3. Bien que décrite comme ayant le
plus de cibles mitochondriales, cette sirtuine n’est pas la seule isoforme mitochondriale. Ainsi, les
protéines SIRT4 et SIRTS possédent également des cibles mitochondriales et pourrait donc étre
régulées par une variation du rapport NADH/NAD" au sein du compartiment mitochondrial. SIRT4
possede plutdt une activité ADP ribosyl transférase et régule négativement I’activité de la glutamate
déshydrogénase (Haigis, Mostoslavsky et al. 2006). De plus, une diminution de 1’expression de
SIRT4 induit un dialogue rétrograde entre la mitochondrie et le noyau par I’intermédiaire de la
protéine ANT?2 et activerait ainsi la biogenése mitochondriale par une voie AMPK dépendante (Ho,
Titus et al. 2013). Récemment, SIRT4 a également été décrite comme un suppresseur de tumeurs
dans différents modeles (Jeong, Xiao et al. 2013, Zhu, Yan et al. 2014). SIRTS est quant a elle
impliquée dans le cycle de I'urée en régulant I’activit¢ de la carbamoyl phosphate synthase
(Nakagawa, Lomb et al. 2009). Elle pourrait également déacétyler le cytochrome c (Schlicker,
Gertz et al. 2008). Une ¢étude récente dans laquelle les auteurs ont analysé le métabolisme
mitochondrial dans des cellules HEK-293 aprés surexpression des différentes isoformes de sirtuines

mitochondriales a montré que la surexpression de SIRT4 et SIRTS conduit a une augmentation de la
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respiration cellulaire ainsi qu’a une augmentation de I’oxydation des substrats (de Moura, Uppala et
al. 2014). De maniere intéressante, seule la surexpression de SIRT4 conduit a une diminution de la
quantité de superoxydes et a une augmentation du potentiel de membrane mitochondrial (de Moura,
Uppala et al. 2014). Bien que la variation d’expression de SIRT4 et SIRTS semblent avoir des
conséquences fonctionnelles sur la mitochondrie, les souris inactivées pour les génes SIRT4 ou
SIRTS ne présentent pas d’hyperacétylation mitochondriale (Lombard, Alt et al. 2007). De méme,
peu d’études se sont intéressées a la régulation des isoformes SIRT4 et SIRTS par le rapport
NADH/NAD" mitochondrial (Haigis, Mostoslavsky et al. 2006, Nakagawa, Lomb et al. 2009).
Dans ce cadre, il pourrait étre intéressant d’étudier I’expression et ou ’activité de SIRT4 et SIRTS
dans nos modéles caractérisés par des variations du rapport NADH/NAD" mitochondrial.

Enfin, ’activité des sirtuines nucléaires et cytosoliques pourraient aussi étre influencée par une
variation du rapport NADH/NAD" mitochondrial. En effet, une augmentation de la concentration
mitochondriale en NADH pourrait inhiber 1’activité de la navette malate/aspartate et de la pyruvate
déshydrogénase et ainsi modifier le rapport NADH/NAD" cytosolique. SIRT1 est 1’isoforme
nucléaire et cytosolique la plus étudiée. Elle est bien connue pour réguler le métabolisme
énergétique mitochondrial en activant la voie de biogenese mitochondriale. De plus, une étude
récente de Ryu et al.,, montre que ’isoforme nucléaire SIRT7 pourrait stimuler la chaine respiratoire
en interagissant avec GABPB1, un facteur de transcription important pour 1’expression des sous-
unités des complexes de la chaine respiratoire codées par le génome nucléaire (Ryu, Jo et al. 2014).

Le rapport NADH/NAD" peut également influencer ’activité des enzymes du cycle de Krebs. En
effet, Fendt et al., ont montré qu’une augmentation du rapport NADH/NAD" mitochondrial limite
I’entrée de 1’acétylcoA dans le cycle de Krebs en inhibant la pyruvate déhydrogenase (Fendt, Bell et
al. 2013). Dans leur étude, une restauration de ce rapport par 1’ajout de NMN permet de lever cette
inhibition.

Ainsi, de nombreuses protéines impliquées dans le métabolisme mitochondrial sont régulées
par le rapport NADH/NAD'. Une meilleure compréhension des mécanismes régulant ce rapport
(synthése et recyclage du NAD", oxydation du NADH par le complexe I de la chaine respiratoire)
pourrait permettre d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques dans les pathologies ou ce

rapport est altéré (régime riche en lipides, vieillissement, pathologies mitochondriales).
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II. Le complexe I est v régulatewr dw

rapport NADH/NAD"

Le complexe I est 1'une des voies d'entrées majeures de la chaine respiratoire et catalyse
I'oxydation de NADH, couplée a une translocation de protons a travers la membrane interne
mitochondriale, conduisant finalement a la production d'énergie. Par cette fonction, le complexe I
"recycle" le NADH fournit par les voies d'apport en substrat (cycle de Krebs, B-oxydation...). Ainsi
le rapport NADH/NAD" devrait résulter de 1’équilibre entre 1’oxydation du NADH par le complexe
I et la synthése intramitochondriale de NAD" d’un c6té et sa réduction par le cycle de Krebs, la -
oxydation ou la navette malate/aspartate de I’autre. Cependant, 1'impact d'une altération de l'activité
du complexe I sur cet équilibre, et, par voie de conséquence, sur le métabolisme €nergétique, reste
trés peu connu.

Ces derniéres années, il a ét¢ montré que le complexe I pouvait effectivement réguler le
métabolisme cellulaire. Ainsi, le réle du complexe I dans le vieillissement a été abordé
essentiellement chez c.Elegans et la drosophile. Récemment, ces études ont montré que la
surexpression de la NADH déshydrogénase mitochondriale de levure (Ndil) dans le systéme
nerveux ou le tissu intestinal de drosophile augmenterait 1’espérance de vie de celle-ci (Bahadorani,
Cho et al. 2010, Hur, Stork et al. 2014). D’autre part, la diminution de l'activité¢ de ce complexe (par
KO de sous-unités) a été associée avec une tumorogenése accrue dans les cellules tumorales MDA -
MB-435 (He, Zhou et al. 2013, Santidrian, Matsuno-Yagi et al. 2013). L’une des hypothéeses
expliquant ces résultats pourrait impliquer une modulation de la production de ROS. Cependant une
modification de la balance NADH/NAD" pourrait également médier de tels effets. En effet, si
I’inhibition de I’activité du complexe I peut augmenter ’activité métastatique des cellules issues de
tumeur du sein MDA-MB-435, cet effet peut étre mimé par 1'inhibition de la NAMPT, enzyme
impliquée dans la voie de sauvetage du NAD" (Santidrian, Matsuno-Yagi et al. 2013). Ces résultats
semblent placer la modulation de la concentration en NAD' comme un élément clé de la
signalisation induite par une diminution d’activité du complexe I.

Dans les cellules de fibroblastes de patients présentant un déficit en complexe I (article 3), nous
avons mis en évidence que des mutations dans une des sous-unités du module P, ou dans la sous-
unité NDI (intervenant dans la fixation de la quinone) entrainaient un défaut d’oxydation du NADH
(diminution de la respiration maximale liée au complexe I) associé¢ a une augmentation du rapport

NADH/NAD" au sein de la mitochondrie. Le KO de la sous-unit¢ NDUFV1, sous-unité impliquée
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dans la fixation du NADH au complexe, augmente également le rapport NADH/NAD" dans les
cellules MDA-MB-435 (Santidrian, Matsuno-Yagi et al. 2013) ou dans les cellules musculaires
C2C12 (Hong, Kim et al. 2014). Enfin, DP’inhibition pharmacologique de l'activitt NADH
Ubiquinone Réductase par la roténone augmente également le rapport NADH/NAD" dans les
fibroblastes controles (Article 4). L’ensemble de ces résultats confirment bien qu’une diminution de

I’activité du complexe.

A l'inverse, nous avons pu montrer qu'une augmentation de l'activité du complexe I, induite
par le resveratrol (article 1), entraine une diminution du ratio NADH/NAD" dans les cellules
hépatiques, a l'origine d'une stimulation du métabolisme mitochondrial par l'activation de SIRT3.
Le rapport NADH/NAD" mitochondrial semble bien directement 1i¢ a la capacité d’oxydation du
NADH, puisque la surexpression de la NADH déshydrogénase mitochondriale de levure NDi 1
dans des cellules MDA-MB-435 permet également de diminuer le rapport NADH/NAD"
(Santidrian, Matsuno-Yagi et al. 2013).

Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives dans la compréhension du rdle central joué
par le complexe I au sein de la mitochondrie. Ainsi, celui-ci est a la fois impliqué dans la synthése
d’ATP, via son réle dans I’établissement du potentiel de membrane, mais également dans la
régulation du rapport NADH/NAD" et donc des enzymes dont I’activité est NAD" dépendante.
Augmenter [l'activit¢ du complexe [ pourrait donc contrecarrer le déclin des fonctions
mitochondriales qui survient au cours du vieillissement ou au cours de pathologies mitochondriales
en augmentant le taux cellulaire en NAD', permettant la mise en place d’une réponse
homéostatique grace a l'activation des sirtuines. Cependant, moduler ’activité du complexe I
pourrait également induire des effets reverses, du fait de son rdle central dans la production de

radicaux libres.
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III. L’état doxydo-réduction de law FMN
duw complexe I joue uw réle clé dans lav
production de ROS

Le complexe I est reconnu comme 1’'un des contributeurs majeurs de la production
mitochondriale de radicaux libres, et cette production de ROS semble particulierement importante
dans la physiopathologie des déficits en complexe I. Une étude récente sur l'expression génique de
lignées cellulaires issues de patients avec des pathologies mitochondriales, incluant des déficits du
complexe I (Voets, Huigsloot et al. 2012) a montré des modifications de I’expression génique, en
grande partie liée aux voies de détoxification des ROS. Cependant, les mécanismes a I’origine de la
surproduction de ROS dans le cadre d'un déficit du complexe. En effet, le(s) site(s) de production
de ROS au sein du complexe reste encore largement débattu(s). La FMN réduite (Galkin and Brandt
2005, Vinogradov and Grivennikova 2005, Kussmaul and Hirst 2006), des especes semiquinones
(Lambert and Brand 2004, Ohnishi, Ohnishi et al. 2005) ou encore 1’un des FE-S, N1a (Kushnareva,
Murphy et al. 2002) ou N2 (Genova, Ventura et al. 2001) ont été suggérés comme les especes
impliquées dans la production de ROS.

Nos analyses menées in vitro sur complexe I solubilis¢ montrent que quel que soit la sous-
unité mutée (mutation sur I’ADN mitochondrial ou nucléaire, touchant le module N, P ou le site de
fixation des quinones), la production de ROS en absence d’accepteur d’électrons est relativement
identique, et implique les espéces FMN réduites. Sur fibroblastes de patients atteints de la maladie
de Parkinson, I’analyse de la production de ROS sur complexe I isolé a également démontré que le
site FMN serait responsable de cette production. De méme, une étude menée par Knuuti et al,
(2013), a montré que la substitution d’un acide aminée dans NuoF (équivalent a NDUFV1),
augmente ’affinité de la FMN pour I"oxygene et induit une production accrue de ROS (Knuuti,
Belevich et al. 2013), ce qui pointe 1a encore ce site comme un site majeur de production de ROS au
sein du complexe 1. En situation physiologique, en présence de 1’accepteur d’¢électron du complexe
(quinone), la proportion de FMN réduite et libre est faible, la production de ROS est donc limitée
(Maintien d’un rapport NADH/NAD" faible, (Murphy 2009, Birrell and Hirst 2013).

Leman Géraldine | Régulation de la fonction mitochondriale par le rapport
NADH/NAD™ : rdle clé du complexe I 157



CONCLUSION

Notre travail (article 3) indique que dans des conditions pathologiques, un défaut
d’assemblage entraine la déconnection du module N des autres modules du complexe I, empéchant
ainsi la ré-oxydation de la flavine. L’étude de Miwa et al, (2014), qui lie 1’abondance
d’intermédiaires catalytiques déconnectés du complexe I, a la production de superoxydes
mitochondriaux et a la sénescence cellulaire, appuie cette hypothése (Miwa, Jow et al. 2014). Dans
le cas de la mutation dans la sous-unit¢ NDUFS7 de notre étude, un défaut d’assemblage est
¢galement observé et pourrait expliquer 1’absence d’inhibition de la production de ROS par le
décylubiquinone. Cependant, aucun module matriciel n’a pu étre mis en évidence par BN-Page
(article 3). D’un autre coté, la sous-unit¢ NDUFS7 contenant le centre N2, le transfert d’électrons
du cluster a la quinone pourrait étre altéré. Ce blocage fonctionnel du transfert d’électrons induirait
une réduction de la FMN, favorisant la production de ROS. Ces résultats placeraient I’état de
réduction de la FMN, et la capacité du complexe I a ré-oxyder celle-ci comme un facteur essentiel
de la production de ROS. Cependant, cette hypothése mériterait d’étre plus amplement investiguée
dans le cadre des déficits en complexe I, par exemple en analysant les effets d’autres mutations
altérant le transfert des électrons a la quinone (autres défauts d’assemblage, mutation dans
NDUFS2,...).

Les mutations entrainant un défaut d’assemblage et/ou d’oxydation de la quinone, sont
¢galement associées a un stress oxydant. Dans les cellules présentant une mutation du géne codant
pour la sous-unit¢ NDI, nous avons pu mettre en évidence une diminution de I’activit¢é NUR,
associée a une augmentation du ratio NADH/NAD". Cette augmentation du rapport NADH/NAD"
devrait favoriser une plus grande proportion de FMN réduite in vivo, et donc une plus forte
production de ROS. Cependant, aucun stress oxydant n’a pu €tre mis en évidence sur ces cellules.
Ces analyses mériteraient d’étre poursuivies, par exemple en condition de stress nutritionnel (milieu
appauvri en glucose) ou énergétique favorisant le métabolisme oxydatif, afin de vérifier si

I’augmentation du ratio NADH/NAD" induit ou non une production de ROS dans ces cellules.

L'ensemble de ces résultats indique qu'une augmentation du rapport NADH/NAD" et du
taux de NAD" pourrait a la fois activer la voie SIRT3, et donc I'activité des enzymes cibles de cette
déacétylase en particulier agissant sur les enzymes anti-oxydantes, mais également inhiber la
production de ROS, en jouant sur I'oxydation de la flavine du complexe I. Cibler ce rapport apparait
donc un stratégie intéressante dans les pathologies liées aux vieillissement, ou dans les cas de déficit

fonctionnel du complexe I.
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IV. Stratégies thérapeutiques dans les
déficity dw complexe I

IV.1. RSV, une molécule candidate utilisée comme thérapeutique ?

IV.1.1. Modulation du rapport NADH/NAD".

Les résultats de notre étude montrent que le traitement par RSV stimule le métabolisme
énergétique mitochondrial hépatique en augmentant les voies d’apport en substrats. Ces effets sont
dépendant de SIRT3, elle-méme activée par la diminution du rapport NADH/NAD " mitochondrial
résultant de 1’activation directe du complexe I par le RSV. Le fait que le RSV puisse moduler le
rapport NADH/NAD" mitochondrial parait trés intéressant sur le plan thérapeutique. En effet,
comme le montre notre étude sur les patients porteurs de mutations dans des sous-unités du
complexe I, le NADH peut s’accumuler dans la mitochondrie suite a un dysfonctionnement de la
chaine respiratoire et entrainer un déséquilibre du rapport NADH/NAD" en faveur du NADH. Le
RSV en augmentant 1’oxydation du NADH pourrait étre capable de normaliser ce rapport.
Cependant, pour les patients présentant un complexe I déficitaire, rien n’indique que ce complexe
peut étre a nouveau stimulé par une molécule pharmacologique. Une étude de Lopes Costa et al.,
(Lopes Costa, Le Bachelier et al. 2014) a montré sur des fibroblastes de patients porteurs de
mutations dans des sous-unités nucléaires du complexe I qu’un traitement par RSV (75 uM pendant
48 a 72 heures) pouvait, dans certaines lignées, restaurer I’activit¢ du complexe I et induire une
biogene¢se mitochondriale. La réponse ou non au RSV ne semble pas dépendre de la sous-unité
mutée puisque le RSV avait par exemple un effet chez certains patients mutés dans NDUFV1 et
pour d’autres non. De manicre intéressante, les patients ne répondant pas au RSV étaient ceux dont
la respiration était la plus diminuée, on peut émettre 1’hypothése que le RSV a un effet chez les
patients présentant une oxydation du NADH encore fonctionnelle et pouvant étre stimulée. Des
résultats préliminaires de notre laboratoire suggerent que le RSV a plus faible dose (10 pM) permet
également d’améliorer 1’activité du complexe I ainsi que la respiration chez certains patients (ND1
et NDUFS4) mais de maniére limitée. De plus, dans cette étude le RSV augmenterait également la
production de lactate dans les fibroblastes controles et NDUFS4, un élément qui n’est pas en faveur
d’un effet bénéfique majeur de cette molécule chez les patients présentant une altération du rapport

NADH/NAD" mitochondrial.
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IV.1.2. Le RSV peut étre une molécule pro-oxydante / Principe de mitohormesis

En outre, les résultats de ce travail de thése montrent que le RSV, en interagissant avec le
complexe I, induit un stress oxydant dans les mitochondries de cerveau de souris agées.
En effet, nos ¢études (articles 1 et 2) montrent une interaction directe du resveratrol avec le
complexe I, qui entraine a faibles doses (jusqu'a S5uM) une stimulation de l'oxydation du NADH,
mais, a des doses supérieures, une inhibition de l'activité du complexe I (article 2), (Zini, Morin et
al. 1999, Moreira, Silva et al. 2013, Sassi, Mattarei et al. 2014). Cette inhibition de l'activité du
complexe I est associée a une augmentation de la production mitochondriale de ROS (Moreira,
Silva et al. 2013). Dans notre étude, sous sa forme réduite, la liaison du RSV au complexe I ne
semble pas induire une production accrue de ROS. Cependant, sous sa forme hydroxylée, le
resveratrol devient un accepteur d'électrons. Nos résultats montrent in vitro que sa réduction au
niveau du site flavine du complexe I induit une augmentation de la production de superoxydes par
le complexe. Cette augmentation de la production de ROS lors de la réduction du RSV pourrait étre
due a la génération d'une espece semi-radicalaire du RSV. En effet, un tel mécanisme a auparavant
été décrit pour le paraquat (Birrell, King et al. 2011) ou encore 1'idébénone, une quinone hydrophile
capable d'augmenter 1'oxydation du NADH par le complexe I, mais dont la réduction au niveau du
sitt. FMN entraine la production de semiquinones (King, Sharpley et al. 2009). Le RSV est
notamment hydroxylé par des peroxidases ((Espin, Soler-Rivas et al. 2000, Pinto Mdel, Garcia-
Barrado et al. 2003), telle que la glutathion peroxydase, (Lopez-Nicolas and Garcia-Carmona 2008).

De ce fait, dans la matrice mitochondriale, le RSV pourrait étre principalement sous forme
hydroxylée. L'analyse des formes oxydées/réduites du RSV présentes au sein de mitochondries
isolées incubées en présence de ce composé permettrait de confirmer cette hypothese. L'hypothese
d'un effet pro-oxydant du RSV dans la mitochondrie s’appuie sur nos résultats in vivo. Le groupe de
souris trait¢é RSV montre une induction des défenses oxydantes dans les mitochondries de cerveau.

L’activation des défenses antioxydantes par un effet pro-oxydant initial a été décrit pour de
nombreuses molécules antioxydantes (notamment pour les polyphénols) et constitue le principe du
concept de « mitohormesis ». En effet, méme si a haute dose le stress oxydant induit des dommages
cellulaires, a petite dose cette molécule pourrait avoir des effets bénéfiques. En 2006, Tapia a émis
I’hypothése que de nombreux effets bénéfiques observés notamment lors de la restriction calorique
ou I’exercice (Tapia 2006), seraient dus a une exposition réguliére a une faible dose de stress

oxydant, ceci a été¢ confirmé par une étude de Schulz et al., en 2007 (Schulz, Zarse et al. 2007). Au
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niveau moléculaire une réponse a de faibles quantités de ROS serait activée (augmentation de
I’expression des défenses antioxydantes, réduction du métabolisme énergétique) induisant un
dialogue rétrograde entre le noyau et la mitochondrie (activation de la biogénese mitochondriale)
(Ristow 2014, Ristow and Schmeisser 2014). Dans notre étude, le RSV induit également une
augmentation de ’activit¢ du complexe I chez les souris jeunes ce qui laisse supposer une
production de ROS augmentée. Cependant, chez ces souris, la présence d’un systeme efficace de
défenses antioxydantes permettrait d’y répondre. A 1’inverse, chez les souris agées, la diminution de
I’expression des enzymes antioxydantes due au vieillissement ne permettrait plus de faire face a ce
stress expliquant ainsi les effets délétéres du stress oxydant observé. Ces propriétés pro-oxydantes
du RSV sont d’ailleurs de plus en plus utilisées pour les traitements anti-cancéreux ou cette
molécule, en association avec la mitomycine C, bloque le cycle et stoppe la prolifération tumorale
des cellules de cancer colorectal humain (Ali and Braun 2014).

Ces données renforcent 1’idée que la dose de RSV utilisée tout comme les caractéristiques
individuelles sont des ¢léments indispensables a prendre en compte afin d’optimiser les propriétés
thérapeutiques de ce composé qui semblent néanmoins manifestes. Une des voies de
potentialisation pourrait étre 1’amélioration de la biodisponibilit¢é du RSV grace a I’utilisation de
nanoparticules (Amiot, Romier et al. 2013, Singh and Pai 2014). En effet, une fois dans
I’organisme, le RSV est trés rapidement métabolisé en dérivés glucuronides et sulfates (Wenzel and
Somoza 2005) qui ont des effets biologiques moindres que le trans-RSV. Une étude a également
propos¢ des dérivés de RSV adressés a la mitochondrie par couplage avec le cation lipophile
triphénylphosphonium (TPP) (Sassi, Mattarei et al. 2014). Les résultats montrent une cytotoxicité
de ces dérivés (notamment les dérivés acétyle et méthyle) liée a une augmentation de la production

de ROS par les complexes I et III et un effet découplant dii a une interaction avec I’ATP synthase.

Le RSV, posséde des propriétés pharmacologiques indéniables notamment pour les
pathologies impliquant une dysfonction mitochondriale. Cependant, son instabilité, sa
métabolisation rapide dans I’organisme ainsi que sa susceptibilité a former des especes radicalaires
en milieu oxydant pourrait rendre son utilisation thérapeutique difficile.

Néanmoins, la capacité du RSV a modifier le rapport NADH/NAD" mitochondrial reste trés
intéressante. Moduler ce rapport par un autre composé apparait comme une stratégie thérapeutique

prometteuse dans le traitement des pathologies mitochondriales.
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IV.2. Utilisation du nicotinamide mononucléotide (NMN)

Les deux études présentées dans ce mémoire démontrent que la modulation du rapport
NADH/NAD" est un régulateur important de la fonction mitochondriale. Depuis quelques années,
un nombre croissant d’études placent le NAD" et le rapport NADH/NAD" au centre de nombreux
processus physiologiques tels que le métabolisme énergétique, ’homéostasie calcique, le stress
oxydant, le vieillissement ou encore la mort cellulaire (Ying 2008). Ainsi, la modulation de ce
rapport est évoquée comme cible thérapeutique dans le syndrome métabolique, le diabete, les
pathologies neurodégénératives mais ¢galement les maladies mitochondriales héréditaires
(Houtkooper and Auwerx 2012). Dans notre modele de patients porteurs d’un déficit du complexe I,
une telle stratégie parait intéressante. Dans ce but, nous avons traité les fibroblastes de patients par
un précurseur du NAD", le nicotinamide mononucléotide (NMN). Cette molécule est un précurseur
cytosolique de la synthése mitochondriale du NAD", organite dans lequel il est métabolisé par
I’enzyme nicotinamide mononucléotide adénylyltransférase (NMNAT3) (Nikiforov, Dolle et al.
2011). Nos résultats montrent que le traitement au NMN (0.1mM ; 72h) permet, chez les patients
présentant une accumulation de NADH, d’augmenter 1’activité des complexes I et I, les voies
d’entrées des substrats réduits ainsi que 1’activité de la chaine respiratoire en restaurant le rapport
NADH/NAD". Les cibles moléculaires a I’origine de cette augmentation restent & étudier. Au
regard de nos résultats obtenus sur le tissu hépatique, nous pourrions émettre I’hypothése que la
cible moléculaire induite par I’augmentation du rapport NADH/NAD" chez nos patients est SIRT3.
Cette sirtuine pourrait en plus d’induire 1’activité des complexes (notamment I et 11, qui possedent
tous deux des sous-unités pouvant étre déacétylées), augmenter 1’activité de ces cibles impliquées a
la fois dans la B-oxydation (LCAD) et le cycle de Krebs (CS). D’autres précurseurs du NAD' tels
que le nicotinamide riboside (NR), un analogue de la vitamine B3 pourraient tre utilisés. Le NR
présente 1’avantage d’étre présent dans I’alimentation (tel que le lait), ce qui n’est pas le cas du
NMN. Le NR peut entrer dans la mitochondrie et étre dégradé par la nicotinamide riboside kinase 2
(Nikiforov, Dolle et al. 2011). Une étude récente a montré que ce composé permet de réduire les
symptomes de la souris Deletor présentant une myopathie mitochondriale (Khan, Auranen et al.
2014). Chez ces animaux, le NR augmente la biogenése mitochondriale et active la protéine SIRT].
Ceci suggére plutdt un effet sur le rapport NADH/NAD" cytosolique étant donné la localisation
subcellulaire de cette protéine. Cependant, Canto el al., ont démontré que le NR pouvait augmenter
également la quantité mitochondriale de NAD" et moduler I’activité de SIRT3 (Canto, Houtkooper
et al. 2012). Aux vues des données bibliographiques et des résultats présentés dans cette étude,

I’utilisation de précurseurs du NAD" pour restaurer le rapport NADH/NAD" mitochondrial apparait
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comme une stratégie thérapeutique prometteuse dans les déficits du complexe I de la chaine
respiratoire mais plus largement dans toutes les pathologies impliquant une accumulation de NADH
dans la mitochondrie. Les mécanismes moléculaires induits par ces dérivés restent cependant a

caractériser.

IV.3. Voies de synthése et dégradation du NAD"

Une autre stratégie pour diminuer le rapport NADH/NAD" mitochondrial pourrait étre d’activer les
voies de synthése ou de diminuer les voies de dégradation du NAD'. Dans la mitochondrie, le
NAD" est principalement synthétisé a partir du NMN par 1’enzyme NMNAT-3. L’hypothése selon
laquelle activer NMNAT-3 permettrait d’accroitre le taux mitochondrial de NAD" parait séduisante
mais une étude de Felici ef al, en 2013 a montré que la surexpression de certaines isoformes de
NMNAT-3 diminuait le taux de NAD" de maniére drastique conduisant a une diminution de
potentiel de membrane mitochondrial et de la respiration (Felici, Lapucci et al. 2013). Les données
concernant I’implication de NMNAT-3 dans la synthése du NAD" mitochondrial restent encore
débattues. L’autre facon d’augmenter le « pool » mitochondrial en NAD" serait d’inhiber sa
dégradation par la protéine poly(ADP ribose) polymérase 1 (PARP1). Il a ét¢ montré que la délétion
de PARP-1 augmente le contenu cellulaire en NAD" et active SIRT1. Ceci résulte en une activation
du métabolisme oxydatif (Bai, Canto et al. 2011). Deux inhibiteurs pharmacologiques de cette
protéine, le ,3 4-Dihydro-5[4-(1-piperindinyl)butoxy]-1(2H)-isoquinoline (DPQ) et le 3
aminobenzamide (3-AB) ont également été utilisés et ont permis d’augmenter [’activité des
complexes de la chalne respiratoire (Pirinen, Canto et al. 2014). Wei et al., suggere que SIRT3
serait une cible de PARP du fait du réle de cette protéine qui contréle la concentration
mitochondriale de NAD". Ainsi, I’inhibition de la protéine PARP, en induisant une diminution de
rapport NADH/NAD" permettrait 1’activation de SIRT3 (Wei, Xing et al. 2013). De méme,
I’utilisation d’un autre inhibiteur de PARP, le MRLB-45696, s’est avérée une stratégie
thérapeutique prometteuse dans le traitement dans un mode¢le murin de cytopathie mitochondriale
liée a ’invalidation du facteur d’assemblage SCO2 pour le complexe IV (Cerutti, Pirinen et al.
2014). Le mécanisme a 1’origine de cette amélioration semble passer par une augmentation du taux
cellulaire de NAD" et I’activation de la protéine SIRTI. Ceci parait particuliérement intéressant
dans notre modé¢le, certains patients présentant une altération du rapport mitochondrial
NADH/NAD" et d’autres du rapport cytosolique. L’utilisation d’une molécule pharmacologique
permettant de restaurer ce rapport a la fois dans les 2 compartiments cytoplasmique et

mitochondrial est donc particuliérement séduisante. Cependant, ces inhibiteurs déja utilisés en
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chimiothérapie anticancéreuse présentent des effets secondaires non négligeables (Rouleau, Patel et

al. 2010).

IV.4. Role des traitements antioxydants

Notre étude montre que les fibroblastes de patients porteurs de mutations du complexe I et
présentant un désassemblage ont un stress oxydant. L’utilisation de molécules antioxydantes parait
donc utile dans un contexte de déassemblage des modules du complexe 1. Le coenzyme Q10 ou un
de ses analogues I’idébénone est donné en clinique comme traitement symptomatique dans les
pathologies mitochondriales. Ces molécules ont été étudiées pour traiter les déficits du complexe I
(Parikh, Saneto et al. 2009). Cependant, méme si 1’idébénone augmente 1’activité du complexe I
dans les fibroblastes de patients LHON, 1I’augmentation associée de la respiration est plus variable
et semble patient-dépendant (Angebault, Gueguen et al. 2011).

En outre, I’idébenone pourrait également participer au maintien du rapport NADH/NAD"
mitochondrial puisque Giorgio ef al.,, ont montré en 2012 dans des modé¢les cybrides porteurs de
mutations dans le gene NDI1 et dans la lignée oncocytaire XTC (qui présente une mutation stop dans
le géne NDI) que le traitement par idébénone induit une dépolarisation mitochondriale et une
déplétion en NADH. Les auteurs émettent 1’hypothése que si la quinone est maintenue a 1’état réduit
par I’enzyme dicoumarol-sensitive NAD(P)H:quinone oxydoréductase 1, le transfert d’électrons du
vers le complexe III permettrait la réoxydation du NADH qui s’accumule dans les déficits du
complexe I (Giorgio, Petronilli et al. 2012). Cette stratégie semble intéressante mais des études
complémentaires sont nécessaires pour mieux appréhender les acteurs moléculaires mis en jeu dans

ce mécanisme.

IV.5. Restaurer ’assemblage du complexe I

Dans I’étude présentée ici, la majorité des patients porteurs de mutations nucléaires dans des
sous-unités du complexe I présentent un défaut d’assemblage du complexe 1. Cibler ce défaut
d’assemblage pourrait étre une stratégie thérapeutique, cependant peu d’études ont montré que
I’assemblage pouvait étre modifié. Une étude menée sur des cellules SHSY-5Y porteuses d’une
mutation hétéroplasmique en position m.3243A>G de I’ADN mitochondrial a montré que
I’incubation en milieu appauvri en glucose pouvait induire une diminution du taux d’hétéroplasmie,
réduire le désassemblage du complexe I et ainsi améliorer son activité¢ (Desquiret-Dumas, Gueguen

et al. 2012). Dans notre étude, les mutations induisant un désassemblage sont des mutations
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nucléaires situées dans le module N. Diminuer la synthése des sous-unités du module N présentant
une mutation pourrait apparaitre comme une alternative. Une étude menée chez la souris par Miwa
et al., montre que le vieillissement induit un défaut d’assemblage du complexe I avec des
intermédiaires d’assemblage. aboutissant a un stress oxydant par la FMN (Miwa, Jow et al. 2014). 11
a ¢té aussi montré le réle de la prohibitine comme chaperone qui assurerait la protection de ces
intermédiaires d’assemblages et donc 1’oxydation du NADH par ce module N déassemblé et une
production accrue de ROS. Dans cette ¢tude, les auteurs démontrent également que la réduction de
la syntheése des sous-unités composant le bras matriciel du complexe I par inhibition de la voie
mTOR avec la rapamycine est corrélée a une plus grande longévité et a une diminution de la
production de ROS. Notre étude a aussi démontré que le stress oxydant chez les patients porteurs de
mutations dans une sous-unit¢ du complexe I est 1i¢ au défaut d’assemblage et notamment a la
présence d’un module N libre non connecté aux autres modules, 1’¢élimination de ce dernier pourrait

permettre de diminuer le stress oxydant dans ces cellules.
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Fiches techniques
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Fiche 1 : Culture de cellules fibroblastiques et d’hépato carcinome humain.

Réactifs :

DMEM F12 (Institut de Biotechnologies, Jacques Boy, Reims, France)
SVF (Institut de Biotechnologies, Jacques Boy, Reims, France)
Amniomax (Gibco, New York, USA)

PBS sans calcium ni magnésium (Eurobio, Paris, France)
Trypsine-EDTA (Gibco, Paris, France)

Uridine (Sigma Aldrich, Paris, France)

Sodium Pyruvate (Sigma Aldrich, Paris, France)

L-Glutamine (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)

Technique :

Les cellules sont cultivées a 37°C, en atmosphére humide avec 5% de CO2.

Les fibroblastes sont issus de biopsies cutanées de patients porteurs de mutations dans des
sous-unités du complexe I ou d’individus sains et sont cultivées dans un milieu contenant 2/3 de
DMEM F12, 1/3 d’ Amniomax supplémenté avec 10% de SVF, 50ug/ml d’uridine et 100pg/ml de
pyruvate.

Les cellules HepG2 sont une lignée d’hépato-carcinome humain et sont cultivées dans un

milieu contenant du DMEM F12, supplémenté avec 10% de SVF et ImM de glutamine.

Passage des cellules :

Lorsque les cellules sont a confluences, elles sont lavées avec du PBS 1X, puis décollées avec de la
trypsine 0,25%-EDTA 0,02% et ensemencées dans de nouvelles boites selon la confluence
nécessaire pour les expériences.

L’ensemble des travaux est réalisé¢ sur des cellules a 80% de confluence. Dans le cas des
fibroblastes, les travaux ont été réalisés sur des cellules avec un passage inférieur a 20 pour éviter

les biais liés a la sénescence.

Réalisation de culots secs :

Les cellules sont décollées selon la méthode ci-dessus puis reprises par du PBS-5%SVF et

centrifugées a 800g pendant 5 minutes. Les cellules sont ensuite lavées avec du PBS 1X et
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centrifugées de nouveau (5 minutes, 800g). Le surnageant est retiré et les culots sont congelés

immédiatement dans 1’azote liquide et conservés a -80°C.
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Fiche 2 : Modéle animal.

Reéactifs :

Trans-Resveratrol (Sigma Aldrich, France)

Animaux :

Des souris males C57BL/6J de 3 et 6 mois ont été obtenues aupres de Janvier (Le Genest-St-Isle,
France) et traitées en accord avec la directive 2010/63/EU du parlement européen.

Les cages se situent dans une salle dont la température et la lumiere (une alternance de 12h de jour
et 12h de nuit) sont controlées et recoivent de 1’eau et de la nourriture a volontg.

Apres une période d’adaptation de 10 jours, les souris sont réparties en deux groupes : le groupe
"jeune" constituées de souris sacrifiées a I'age de 9 mois et le groupe "agés" constitué¢ de souris
sacrifi¢ a 24 mois. Au sein de chaque groupe (jeune et 4gé), la moiti¢ des souris recoit un régime

standard, 1’autre regoit un régime enrichi en RSV pendant 12 semaines (mg/kg/j).

Technique :

Suivi longitudinal : Les souris sont suivies pendant une période de 12 semaines. Une observation
quotidienne, de leur comportement et de la santé des animaux, a été réalisée. La quantité de
nourriture est elle aussi mesurée tous les jours (mesure de la différence entre la quantité donnée la
veille et la quantité laissée). Toutes les deux semaines une pesée est réalisée.

Euthanasie : les animaux sont euthanasiés conformément aux directives de 1’expérimentation
animale. Les animaux sont anesthésiés par inhalation d’isofluorane, puis ensuite euthanasiés par

section de la veine cave. Les organes sont ensuite congelés a -80°C ou utilisé pour des analyses.
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Fiche 3 : Isolement des mitochondries.

Reéactifs :

Tampon Isolement mitochondries de foie, pH=7,4 :
Saccharose (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 100mM
KCI (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50mM
Tris base (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50mM
EGTA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : SmM

Tampon Isolement mitochondries de cerveau, pH=7,4 :
Sucrose (sigma Aldrich, Lyon, France) : 250mM
Tris-Hcl (Eurobio, Paris, Frnace) : 10mM
EDTA (Boerhinger Ingelheim, Reims, France) : ImM
BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,25mg/ml

Principe :
La technique se base sur du fractionnement cellulaire et des centrifugations différentielles et est

adaptée de Krihanbiihl ef al., (Krahenbuhl, Talos et al. 1994).

Technique :

A partir du tissu hépatique. Une partie du prélévement est finement disséqué puis homogénéisé au
potter (7 aller-retours 1000 t/min) dans un tampon d’isolement a hauteur de 10ml par grammes de
tissu. L’homogénat est centrifugé pendant 10 minutes a 600g (pour éliminer le noyau et les débris
cellulaires). Le surnageant est filtré sur une couche de gaze et centrifugé 3500g, 10 minutes. Le
culot est ensuite repris dans 10ml de tampon d’isolement et la suspension est centrifugée a 3500g
pendant 10 minutes. Le culot mitochondrial est enfin repris dans un minimum de tampon

d’isolement et conservé dans la glace avant utilisation.

A partir du cerveau. Une partie du prélévement est finement disséqué puis homogénéisé au potter
(11 aller-retours 1000 t/min au potter large (50ml) puis 3 aller-retours avec le potter serré (4ml))
dans un tampon d’isolement cerveau a hauteur de Sml. L’homogénat est centrifugé 3200g pendant
10 minutes. Cette centrifugation permet d’¢liminer les débris cellulaires, les noyaux et les

synaptosomes. Le surnageant est ensuite filtré sur une couche de gaze et centrifuge¢ a 10000g
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pendant 10 minutes a 4°C. Le culot est resuspendu avec Sml de tampon d’isolement puis centrifugé
a 6500g pendant 10 minutes a 4°C. Le culot de mitochondries est délicatement homogénéisé a la

tige boule dans 300pul de tampon d'isolement.

A partir des cellules. Les mitochondries sont isolées a partir d’un culot cellulaire repris a 100ul pour
7 millions de cellules avec du PBS 1X. La digitonine (4mg/ml) volume : volume est ajoutée afin
d’isoler les mitochondries. La suspension cellulaire est incubée sous agitation douce 10 minutes a
4°C. La suspension de cellules perméabilisées en ensuite centrifugée a 10 000g pendant 10 minutes

a 4°C. Les mitochondries sont contenues dans le culot cellulaire issu de la centrifugation.

Leman Géraldine | Régulation de la fonction mitochondriale par le rapport
NADH/NAD™ : rdle clé du complexe I 171



FICHES TECHNIQUES

Fiche 4 : Dosage de protéines par mesure Spectrophotometrique.

Réactifs :

Kit BC Assay (Interchim, Montlucon, France) :
Solution d’acide bicinchoninique : réactif A
Solution de sulfate de cuivre : réactif B

Solution de standard de BSA (Bovine Serum Albumine) : 1mg/ml

Principe :
Les protéines en milieu alcalin réduisent les ions cuvriques Cu2” en ions cuivre Cu'. Les ions
cuivre et I’acide bicinchoninique (contenu dans le kit) forment alors un complexe soluble violet
absorbant a 562nm. L’absorbance a 562nm est donc directement proportionnelle a la concentration
protéique, une droite étalon est réalisée avec des concentrations croissantes de BSA afin de

déterminer la concentration protéique de notre échantillon.

Technique :

Une gamme de BSA est préparée a partir de la solution meére de BSA a 2mg/ml (0,125mg/ml,
0,250mg/ml, 0,5mg/ml. Les dilutions en cascade sont effectuées dans le solvant qui est utilisé dans
la technique concernée (exemple : NaCl pour les dosages de complexes ou Ac/BT pour les BN
Page).

Plusieurs dilutions des échantillons sont effectuées de manicre a ce que les valeurs se situent la
gamme de mesures. Les échantillons sont dilués dans le NaCl sauf pour le BNpage (tampon
Ac/BT).

Un blanc contenant seulement la solution utilisée pour les dilutions est réalis¢.

10ul du blanc, des points de gamme ou des échantillons sont déposés dans les puits d’une
microplaque 96 puits. La solution de travail est réalisée de la maniere suivante : Le réactif B est
dilué au 50°™ dans le réactif A. puis 200ul de la solution sont ajoutés dans les puits.

La plaque est incubée pendant 30 minutes a 37°C puis

I’absorbance est mesurée en point final a 562nm.
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Fiche 5 : Mesure oxygraphique des respirations des complexes de la chaine respiratoire.

Réactifs :

Tampon de respiration, pH=7,4 pour fibroblastes :
KH,PO, : 10mM
Mannitol : 300mM
KCI: 10mM
MgCl, : SmM
BSA : Img/ml

Tampon de respiration, pH=7,4 pour HePG2 (booster) :
KH,PO4 : 5SmM
Succrose : 225mM
Tris HCI : 10mM
MgCl, : 5SmM
BSA : 2mg/ml

Tampon de respiration pour mitochondries isolées, ajusté a pH=7.4 :
Sucrose : 225mM
Tris-HC1 : 10mM
KH,PO4: 5SmM
KCl: 10 mM
EDTA : ImM
MgCl, : 4mM
BSA : 0.1%

Digitonine (Sigma Aldirch, Lyon, France) : 5Smg/ml chauffée a 95°C pendant 2 minutes 30 pour
permettre une dissolution compléte.

Malate (Sigma Aldirch, Lyon, France) : 0,5M, pH=7,0

Pyruvate (Sigma Aldirch, Lyon, France) : 0,5M, pH=7,0

Succinate (Sigma Aldirch, Lyon, France) : 0,5M, pH=7,0

PalmytoylCoA (Sigma Aldirch, Lyon, France) : 4mM (sur mitochondries isolées)
Glycérol-3-phosphate (Sigma Aldirch, Lyon, France) : 0.2M (sur mitochondries isolées)

NAD" (Roche Diagnostics, Maylan, France) : S0mM
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ADP (Sigma Aldirch, Lyon, France) : 150mM (cellules) ou 0.05mM (mitochondries isolées)
Roténone (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2,5mM

Oligomycine (Sigma Aldirch, Lyon, France) : 8mg/ml

KCN (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 200mM

Azide (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 100mM

Ascorbate (Sigma Aldirch, Lyon, France) : 400mM

TMPD (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 30mM (cellules), 50 mM (mitochondries isolées)

Principe :
Le principe de cette technique est de mesurer la vitesse de consommation de I’oxygene de cellules
perméabilisées ou de mitochondries isolées lors de I’apport des différents substrats des complexes
de la chaine respiratoire et a différents états métaboliques. Un oxygraphe de type Oroboros O2k
(Oroboros, Innsbruck, Autriche) avec une ¢lectrode de Clark a ¢été utilisé pour la mesure.
L’¢électrode se compose d’une anode argent et d’une cathode en platine, connectées par une solution
de KCI1 1M (pour former un pont salin) et est recouverte d’'une membrane perméable a 1’oxygene.
Une tension constante est appliquée aux deux électrodes de sorte que la cathode soit chargée
négativement. Les ions CI° libérés attaquent l’argent, ce qui génére des ¢lectrons réduisant
I’oxygene en eau en présence de protons. Le mouvement des électrons crée un courant électrique
proportionnel a la concentration en oxygene qui est enregistré sous forme de potentiel. La variation
de courant due a la réduction de I’oxygene au niveau de la cathode est donc proportionnelle a la

concentration en oxygene dissout dans le milieu.

IR Intensite Respirateire (nmel O, /min/mg,.,)
p X 203 p Pente mesurée sur le tracé {mm,/min)
ki 203 Solubilité de I'oxygéne dans le miliew a 37°C (nmol 0, /ml)
200 pleine echelle (200mm)}
[L' ] x 200 ¢ concentration protéigue (mg/ml)

IR =

Le courant Le flux ainsi que la concentration en oxygene sont enregistrés sur le logiciel

OROBOROS Datlab

Instrument :

L’oxygraphe est compos¢ de deux chambres thermostatées de 2ml avec la possibilité d’une

agitation douce.
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Avant toute mesure 1’appareil doit étre calibré dans le milieu utilisé pour les mesures. Un 100% en
oxygene est effectué en laissant la cuve ouverte. Un 0% (milieu privé d’oxygene) s’effectue a I’aide
de dithionite.

Dans le cadre de 1’é¢tude de la respiration des cellules fibroblastiques, la mesure s’effectue a 37°C.
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Technique :

Protocole pour les fibroblastes: Les cellules (minimum 4 millions) issues de la culture sont
récoltées, reprise a hauteur de 50ul par million de cellules avec du tampon rustin sans BSA. Les
cellules sont perméabilisées avec de la digitonine (15ug par million de cellules) pendant 2 minutes
30 sous agitation. L’action de la digitonine est stoppée grace a I’ajout de 5 volumes de tampon
Rustin contenant de la BSA. Les cellules sont culotés par centrifugation 2 minutes 30 a 800g. Les
cellules contenues dans le culot sont reprises avec 200ul de tampon de respiration avec de la BSA et
ajoutées a au 1,9ml de tampon de respiration avec de la BSA contenu dans la cuve de 1I’oxygraphe

fermée hermétiquement a 1’aide du bouchon.

Protocole pour les cellules HepG2 : Les cellules (minimum 3 millions) issues de la culture sont
récoltées, reprise a hauteur de 50ul par million de cellules avec du tampon booster. Les cellules sont
déposées dans la cuve (1.5mL final) et la cuve de I’oxygraphe fermée hermétiquement a 1’aide du
bouchon. Les cellules sont perméabilisées a I’interieur de la cuve par 1’ajout de la digitonine
(7.5png/M de cellules).

Protocole pour les mesures sur mitochondries isolées : (confére fiches techniques 3) sont réalisées
sur 0.lmg de mitochondries (cerveau) ou 0.2mg (foie) QSP 2ml de tampon de respiration

mitochondries contenu dans la cuve de I’oxygraphe fermée hermétiquement a 1’aide du bouchon.

La mesure :

Des ajouts successifs des substrats suivant sont réalisés a 1’aide de seringues :

-=> Activation du complexe [: Malate + Pyruvate: 20ul chacun sauf HepG2 15ul (5mM
final) (apport contrdlé par la PDH)

-> Activation de I’ATP synthase : ADP: 20ul ou 15ul HepG2 (1,5mM final) ou 0,5mM
mitochondries tissulaires isolées

-> Test de I’intégrit¢é membranaire : Cytochrome C : (320uM final)

-> Activation du complexe I : Glutamate : (SmM final) (apport non contr6lé par la PDH)

-> Activation du complexe II : Succinate : 40ul (10mM final)

-> Activation de la béta-oxydation : PalmytoylCoA, 20 ul ou 15ul HepG2 (40 uM final)

-> Inhibition du complexe I : Roténone : 8ul ou 6ul HepG2 (10uM final)

-> Oligomycine : 2l (8pug/ml final)

-> Antimycine : 3ul 1mg/ml

-> Activation du complexe IV : TMPD réduit par de 1’ Ascorbate (0,3mM et 4mM respectivement)

Le contenu des cuves est ensuite prélevé afin d’effectuer un dosage de protéines.
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-> KCN et Azide : 20 pl chacun (2 mM et 1 mM final, respectivement)
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Fiche 6 : Mesure de I’activité NADH Ubiquinone Réductase (Complexe I) sur cellules.

Réactifs :

Tampon A (tampon de re-suspension des cellules), ajusté a pH=7,2 :
Saccharose : 250mM
Tris : 20mM
EDTA : 2mM
BSA : Img/ml

Tampon KH,PO, (Sigma Aldrich, Lyon, France): 100mM, pH=7,4 :
Ubiquinone 1 (CoQH1) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2,5mM
Sodium Azide (NaN3) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1M
Rotenone (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2,5mM

Cyanure de potassium (KCN) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,5M
DCPIP (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 5SmM, dissous a 37°C
NADH (Roche, Rosny-sous-bois, France) : 15mM

BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50mg/ml

Principe :
Cette technique se base sur la capacité du complexe I a générer des électrons grace a I’oxydation du
NADH et de a transférer a un accepteur quinone (ici, le CoENzyme Q1 ou ubiquinone 1). Le
dosage mesure donc 1’activit¢ NADH Ubiquinone Reductase. Celle-ci est adaptée de Kuznetsov et

al., (Kuznetsov, Schneeberger et al. 2004)

La réaction catalysée est donc :

NADH + H+ Ubiquinone (CoQ;) = NAD" + dihydroquinone

Cette mesure est effectuée en présence d’un accepteur d’électrons artificiel, le 2,6 DiChloro-
IndoPhénol (DCPIP). Celui-ci accepte les électrons de la dihydroquinone, et évite ainsi I’inhibition
de la réaction par son produit, la quinone réduite (Benit, Slama et al. 2008). La diminution du
DCPIP oxydée est suivie a 600nm. L’ajout de roténone (inhibiteur du complexe I) permet de

déterminer I’activité spécifique du complexe I, par soustraction de 1’activité roténone-insensible.
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Instrument :

La mesure est réalisée sur un spectrophotometre SAFAS UVmc2, SAFAS, Monaco.

Technique :

Les cellules (minimum 3 millions) en culture sont récoltées, trypsinées et lavées au PBS 1X, puis
culotées et immédiatement congelées dans 1’azote liquide. Ces culots secs sont conservés a -80°C
jusqu’au dosage. Les culots sont alors repris a hauteur de 50ul de tampon A par million de cellules.
Les cellules sont congelées dans I’azote liquide pendant 3 minutes puis rapidement décongelées a
37°C. Les cellules lysées sont centrifugées 1 minute a 16000g. Le culot enrichi en mitochondries est
resuspendu avec 50ul de tampon A par million de cellules. 1 Million de cellules (soit 50ul de
suspension cellulaire) est soniqué dans un tube en verre, maintenu a 4°C, gsp 250uL de tampon A
(amplitude de sonication 39%, 6 fois 5 secondes avec 30 secondes de repos entre chaque

sonication).

La mesure :

Le mélange réactionnel suivant est réalisé dans un tube en verre :

Réactifs Volume (pul) Concentration finale
KH,PO4 815 80mM

KCN 2 ImM

NaNj; 2 2mM

BSA 20 Img/ml

Eau QSP 1 ml

CoQH; 40 0,ImM

DCPIP 15 75uM

Le mélange est incubé 2 minutes a 37°C. 250 000 cellules fibroblastiques ou 500 000 cellules
HepG; sont ajoutés et 15ul de NADH (0,2mM final) sont nécessaires pour démarrer la réaction. La

diminution d’absorbance est suivie a 600nm pendant 40s puis 4l de roténone est ajouté.

Formule :

L’activité enzymatique du complexe I est déterminée selon la formule suivante :

AS : activité spécifique en nmol.min-1.mg de prot-1.
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total

(ADO g — ADO g 1) vV
R= X

| x & X Sn

minlecule mnlecule Uess a®P

ADO-ROT : Variation de la densité optique en I’absence de roténone a 600nm

ADO-+ROT : Variation de la densité optique en présence de roténone a 600nm

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

¢ molécule (DCPIP) : coefficient d’extinction molaire du DCPIP a4 600nm=19.1mM™".cm™
Snmolécule (DCPIP) : nombre steechiométrique du DCPIP dans I’équation de la réaction, soit : 1
Vtotal : volume total dans la cuve en ml soit 1

Vessai : volume des échantillons ajouté dans le dosage en ml soit 0.003ml

. -1
P : masse des proteines en mg.ml

Le résultat obtenu est en pmol.min".mg’’
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Fiche 7 : Dosage de P’activité NADH déshydrogénase sur complexes solubilisés.

Réactifs :

Tampon Reprise mitochondries fibroblastes pH=7,2
Mannitol : 220mM
Succrose : 75SmM
Tris-Base : 10mM
KCIl: 150mM
EGTA : ImM

Tampon KH,PO4 (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 100mM, pH=7,5
NADH (Sigma Aldrich, Lyon, France) : SmM
Hexaammineruthenium III chloride (HAR) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 350mM

Principe :
Cette technique se base sur la capacité du complexe I a générer des électrons grace a I’oxydation du
NADH et a les transférer a un accepteur interagissant directement avec le cofacteur FMN (ici, le
HAR). La diminution de 1’absorbance a 340nM est proportionnelle a la disparition du NADH. La
technique est adaptée de Hirst et al., (Hirst, King et al. 2008).

Instrument :

La mesure est réalisée sur un spectrophotomeétre SAFAS UVmc2, SAFAS, Monaco.

Technique :

Les mitochondries sont isolées a partir des cellules fibroblastiques comme décrit dans la fiche 3.
Reprendre les mitochondries dans du tampon de Reprise mitochondries de fibroblastes a 10mg/ml
dans du tampon d’isolement mitochondrie.

La mesure :

Le mélange suivant est réalisé dans un tube en verre de la manicre suivante :

Réactifs Volume (ul) Concentration finale
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Cx solubilisé 3
HAR 3 3.5mM
H,O 210

La réaction est initiée par 1’ajout de NADH 3pl soit 50uM final. La disparition du NADH du a

I’oxydation de celui-ci par le complexe I est suivi a 340nm.

Formule :

L’activité enzymatique du complexe I est déterminée selon la formule suivante :

fi"LS { ﬂDO } II||IIIrmtal
X

X Sn

lxe molecule molecule Vesgaq Xp

AS : activité spécifique en nmol.min-1.mg de prot-1.

ADO : Variation de la densité optique a 340nm

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

¢ molécule (NADH) : coefficient d’extinction molaire du NADH a 340nm=6,22mM ™" .cm™
Snmolécule (NADH) : nombre steechiométrique du NADH dans 1’équation de la réaction, soit : 1
Vtotal : volume total dans la cuve en ml soit 1

Vessai : volume des échantillons ajouté dans le dosage en ml soit 0.003ml

: -1
P : masse des proteines en mg.ml

Le résultat obtenu est en pmol.min”.mg™
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Fiche 8 : Mesure de I’activité Succinate Ubiquinone Reductase (complexe II) sur fibroblastes.

Réactifs :

Tampon A (Confere Fiche N°6)

Tampon KH,PO, (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 100mM, pH=7,5 :
Succinate (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,5M, ajusté a pH=7

EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10mM

Cyanure de potassium (KCN) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10mM
DCPIP (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 5mM, dissous a 37°C
Antimycine A (Sigma Aldrich, Lyon, France) : ImM

BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50mg/ml

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

Ubiquinone-1 (Coenzyme Q1) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2,5 mM
Thénoyltrifluoeoacétone (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 40 mM

Principe :
Cette technique se base sur la capacité du complexe II a générer des électrons grace a 1’oxydation
du succinate et de les transférer a 1’accepteur ubiquinone (ici Ubiquinone 1). L’ubiquinone est
transformé en ubiquinol, lequel va lui-méme réduire le DCPIP. La réduction du DCPIP est suivie a

600nm. Cette technique est adaptée de James et al., (James, Wei et al. 1996).

Instrument :

La mesure est réalisée sur un spectrophotometre SAFAS UVmc2, SAFAS, Monaco.

Technique :

Les cellules (minimum 3 millions) en culture sont récoltées, trypsinées et lavées au PBS 1X, puis
culotées et immédiatement congelées dans 1’azote liquide. Ces culots secs sont conservés a -80°C
jusqu’au dosage. Les culots sont alors repris a hauteur de 50ul de tampon A par million de cellules.
Les cellules sont congelées dans I’azote liquide pendant 3 minutes puis rapidement décongelées a

37°C.
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La mesure :

Le mélange suivant est réalisé dans un tube en verre de la maniére suivante :

Réactifs Volume (pl) Concentration finale
KH,PO4 500 50mM

Succinate 40 20mM

KCN 200 2mM

EDTA 10 0,ImM

BSA 20 Img/ml

Roténone 4 10uM

Antimycine A 2 2uM

Eau ppi 160

DCPIP 15 80uM

Le mélange est incubé 2 minutes a 37°C. 500 000 cellules sont ajoutées et la réaction est initiée par
I’addition de 20ul d’ubiquinone 1 a 2,5mM soit 50uM final. La diminution d’absorbance est suivie
a 600nm pendant 40s. Puis 5ul de thénoyltrifluoracétone (TTFA) sont ajoutés pour une

concentration finale de 0,2 mM, la lecture est de nouveau suivie pendant 40s.

Formule :

L’activité enzymatique est déterminée selon la formule suivante :

AS { 'ﬁDG } II""Ill'n:n'ral
x

lx ¢ X Sn

molecule molecule vesgaq Xp

AS : activité spécifique en nmol.min-1.mg de prot-1.

ADO : Variation de la densité optique a 600nm

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

¢ molécule (DCPIP) : coefficient d’extinction molaire du DCPIP a 600nm=19.1mM™".cm™
Snmolécule (DCPIP) : nombre stecechiométrique du DCPIP dans 1’équation de la réaction, soit : 1
Vtotal : volume total dans la cuve en ml soit 1

Vessai : volume des échantillons ajouté dans le dosage en ml soit 0.003ml

. -1
P : masse des proteines en mg.ml

Le résultat obtenu est en pmol.min”.mg™
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Fiche 9 : Dosage de I’activité de la Succinate Deshydrogénase.

Réactifs :

Tampon A (Confere Fiche N°6)

Tampon KH,POy (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 100mM, pH=7,5 :
Succinate (Acros, Noisy-Le-Grand, France) : 0,5M, ajusté a pH=7
KCN (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10mM

Phénazine méthosulfate (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 20mM
DCPIP (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 500uM

Principe :
Cette technique se base sur la capacité du complexe II a générer des électrons grace a I’oxydation
du succinate et de les transférer a un accepteur interagissant directement avec le cofacteur FADH de
la SDHA (ici, la phénazine méthosulfate). La phénazine réduite va ensuite céder ses électrons au
DCPIP. La réduction du DCPIP est suivie a 600nm. Cette technique dérive de James et al., (James,
Wei et al. 1996).

Instrument :

La mesure est réalisée sur un spectrophotométre SAFAS UVmc2, SAFAS, Monaco.

Technique :

Les cellules (minimum 3 millions) en culture sont récoltées, trypsinées et lavées au PBS 1X, puis
culotées et immédiatement congelées dans 1’azote liquide. Ces culots secs sont conservés a -80°C
jusqu’au dosage. Les culots sont alors repris a hauteur de 50ul de tampon A par million de cellules.
Les cellules sont congelées dans ’azote liquide pendant 3 minutes puis rapidement décongelées a
37°C. Les cellules lysées sont centrifugées 1 minute a 16000g. Le culot enrichi en mitochondries est
resuspendu avec 50ul de tampon A par million de cellules. 1 Million de cellules (soit 50ul de
suspension cellulaire) est soniqué dans un tube en verre, maintenu a 4°C, gsp 250ul de tampon A
(amplitude de sonication 39%, 6 fois 5 secondes avec 30 secondes de repos entre chaque

sonication).
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Les dosages sur mitochondries sont réalisées sur mitochondries isolées (confere fiches techniques 3)

a partir de foie ou de cerveau, et conservées aliquotées a -80°C.

La mesure :

Le mélange suivant est réalisé¢ dans un tube en verre de la maniere suivante :

Réactifs Volume (ul) Concentration finale
KH,PO, 500 50mM

Succinate 40 20mM

KCN 150 1,5mM

Phénazine méthosulfate 50 ImM

Echantillon

250 000 cellules ou 30pg/ml

de protéines mitochondriales

Le mélange est incubé 4 minutes a 37°C. La réaction démarre avec 1’ajout de 200ul de DCPIP. La

diminution d’absorbance est suivie a 600nm pendant 90s.

Formule :

L’activité enzymatique du complexe II est déterminée selon la formule suivante :

(ADO)

AS
| x

£ molecule™ Snm.ul].: cule

AS : activité spécifique en pmol.min™.mg de prot™.

ADO : Variation de la densité optique a 600nm

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

vESEHi X p

eDCPIP : coefficient d’extinction molaire du DCPIP a 600nm=19,1mM'1.cm'1

SnDCPIP : nombre stecechiométrique du DCPIP dans 1’équation de la réaction, soit : 1

Vtotal : volume total dans la cuve en ml soit 1

Vessai : volume des échantillons ajouté dans le dosage en ml soit 0.003ml

- -1
P : masse des proteines en mg.ml

Le résultat obtenu est en pmol.min".mg™'
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Fiche 10: Dosage de IP’activité Ubiquinone cytochrome C Réductase (Complexe III) sur

mitochondries isolées et fibroblastes.

Réactifs :

Tampon A (Confere Fiche N°6)

Tampon KH,PO, (Sigma Aldirch, Lyon, France) : 20mM, pH=7,8 :
Cytochrome ¢ oxydé (Acros, Noisy-Le-Grand, France) : ImM
Décylubiquinol : 25mM

EDTA (Sigma Aldirch, Lyon, France) : 20mM

Cyanure de potassium (KCN) (Sigma Aldirch, Lyon, France) : 10mM
Roténone (Sigma Aldirch, Lyon, France) : 2,5mM

Antimycine A (Sigma Aldirch, Lyon, France) : Img/ml

BSA (Sigma Aldrich, Lyon, Frnace) : 50mg/ml

Principe :
Cette technique se base sur la capacité du complexe IIl a oxyder I’ubiquinol en réduisant le
cytochrome c. Le cytochrome c¢ réduit absorbe a 550nm. L’augmentation de 1’absorbance a 550 nm
sera donc proportionnelle a D’activit¢ de ce complexe. Afin de déterminer 1’absorbance non
spécifique, le dosage est réalisé en parallele en présence d’antimycine, un inhibiteur spécifique de

ce complexe. Cette technique est adaptée de Rustin et a/,. (Rustin, Chretien et al. 1993).

Instrument :

La mesure est réalisée sur un spectrophotometre SAFAS UVmc2, SAFAS, Monaco

Technique :

Les cellules (minimum 3 millions) issues de la culture sont récoltées, reprise a hauteur de 50ul de
tampon A par million de cellules. Les cellules sont congelées dans 1’azote liquide pendant 3 minutes
puis rapidement décongelées a 37°C. Les cellules sont centrifugées 1 minute a 16000g. Le culot est
resuspendu avec 50l de tampon A par million de cellules.

La mesure a aussi été effectuée sur mitochondries isolées de cerveau et de foie préparé comme

décrit dans la fiche technique 3.
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La mesure :

Le mélange suivant est réalis¢ dans un tube en verre de la maniére suivante (1ml volume final):

Réactifs Volume (ul) Concentration finale
KH,PO4 500 10mM

KCN 24 0,24mM

EDTA 100 2mM

BSA 20 Img/ml
Cytochrome C oxydé 40 40uM

Eau ppi 307

Roténone 2 SuM

Cellules- Mitochondries 5-3 100 000 cellules

Réaliser une autre tube avec de I’antimycine 4pul & Img/ml soit 4ug/ml final.
Le mélange est incubé 2 minutes a 37°C. Démarrer la réaction avec 2ul de Décylubiquinol 25mM

soit 75uM. L’augmentation de I’absorbance est suivie a 550nm pendant 66s.

Formule :

L’activité enzymatique du complexe III est déterminée selon la formule suivante :

total

_(ﬁDORMPADOmm) V
IR = X

lx ¢ X Sn

molecule molecule Vessai Xp

AS : activité spécifique en pmol.min™".mg de prot™.

ADO-ROT : Variation de la densité optique en 1’absence de roténone a 600nm
ADO-+ROT : Variation de la densité optique en présence de roténone a 600nm

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

eCytoc : coefficient d’extinction molaire du cytochrome ¢ 4 550nm=18,5mM".cm™
SnCytoc : nombre steechiométrique du cytochrome ¢ dans 1’équation de la réaction, soit : 1
Vtotal : volume total dans la cuve en ml soit 1

Vessai : volume des échantillons ajouté dans le dosage en ml soit 0.005ml ou

. -1
P : masse des proteines en mg.ml
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Le résultat obtenu est en pmol.min".mg’’
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Fiche 11: Dosage de Dactivit¢ Ubiquinone cytochrome C Oxydase (Complexe IV) sur

fibroblastes et mitochondries.

Réactifs :

Tampon A (Confére Fiche N°6)

Tampon KH,PO, (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 100mM, pH=6,5 :
Cytochrome C oxyd¢ (Acros, Noisy-Le-Grand, France) : ImM
Cytochrome C réduit (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 100uM
Laurylmaltoside (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 125mM
BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50mg/ml

Principe :
Cette technique se base sur la capacité du complexe IV a oxyder le cytochrome c¢. Le cytochrome ¢

réduit absorbe a 550nm. La diminution de I’absorbance a 550nm sera donc proportionnelle a

I’activité de ce complexe.

Instrument :

La mesure est réalisée sur un spectrophotométre SAFAS UVmc2, SAFAS, Monaco.

Technique :

Les cellules (minimum 3 millions) issues de la culture sont récoltées, reprise a hauteur de 50ul de
tampon A par million de cellules. Les cellules sont congelées dans 1’azote liquide pendant 3 minutes
puis rapidement décongelées a 37°C. Les cellules sont centrifugées 1 minute a 16000g. Le culot est
resuspendu avec 50pl de tampon A par million de cellules.

La mesure a aussi été effectuée sur mitochondries isolées de cerveau et de foie préparé comme

décrit dans la fiche technique 3.

La mesure :

Le mélange suivant est réalisé dans un tube en verre de la maniére suivante (1ml volume final):

Réactifs Volume (ul) Concentration finale
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Cytochrome C réduit 500 50uM
BSA 20 Img/ml
Eau ppi 455

Le mélange est incubé 3 minutes a 37°C. Démarrer la rection avec 4ul de mitochondries ou 5ul de
cellules soit 100 000 cellules et avec 20ul de Laurylmaltoside 125mM soit 2,5mM. La diminution

d’absorbance est suivie a 550nm pendant 90s.

Formule :

L’activité enzymatique du complexe IV est déterminée selon la formule suivante :

fi"LS { ﬂDO } II||IIIrmtal
X

| x & X Sn

molecule molecule Vesgaq Xp

AS : activité spécifique en pmol.min".mg de prot™.

ADO : Variation de la densité optique a 550 nm

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

eCyto C : coefficient d’extinction molaire du cytochrome C a 550nm=18,5mM".cm™

Sn Cyto C : nombre steechiométrique du cytochrome C dans I’équation de la réaction, soit : 1
Vtotal : volume total dans la cuve en ml soit 1

Vessai : volume des échantillons ajouté dans le dosage en ml soit 0.005ml ou 0,004ml.

. -1
P : masse des proteines en mg.ml

Le résultat obtenu est en pmol.min".mg”
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Fiche 13: Dosage de I’activité de la citrate synthase.

Réactifs :

Tampon A (Confere Fiche N°6)

Tampon Tris (Eurobio, Paris, France) : 1M, pH=8,1 :
DTNB (Sigma Aldirch, Lyon, France) : ImM
Acétyl CoA (Sigma Aldirch, Lyon, France) : 10mM
Triton X100 (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10 %
Oxaloacétate (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10mM

Principe :
La citrate synthase, enzyme mitochondriale du cycle de Krebs, est utilisée comme référence de
quantité de mitochondrie lors des dosages (Kirby, Thorburn et al. 2007). Cette enzyme catalyse la
formation d’acide citrique a partir d’oxaloacétate et d’Acétyl-CoA. Le CoASH formé au cours de la
réaction va réagir avec le 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoique) DTNB pour former le trinitrobenzéne

(TNB). Lors du dosage I’apparition du TNB est suivie a 412nm.

Instrument :

La mesure est réalisée sur un spectrophotométre SAFAS UVmc2, SAFAS, Monaco

Technique :

Comme pour les différents complexes dosés les cellules (minimum 0,5 millions) sont soit congelées
décongelées puis utilisées pour le dosage ou congelées décongelées puis soniques.
Les dosages sur mitochondries sont réalisées sur mitochondries isolées (confere fiches techniques 3)

a partir de foie ou de cerveau, et conservées aliquotées a -80°C

La mesure :

Le mélange suivant est réalis¢ dans un tube en plastique de la maniére suivante (1ml volume final):

Réactifs Volume (ul) Concentration finale

DTNB 150 150pM
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Oxaloacétate 50 500pM
Triton 10 0,1%
Eau PPI 755 ou 735

Acétyl CoA 30 300uM

Le mélange est incubé 2 minutes a 37°C. La réaction est initiée par 1’ajout de 100 000 cellules ou

4ul de mitochondries. L.’augmentation de 1’absorbance est suivie a 412nm pendant 90s.

Formule :

L’activité enzymatique du complexe V est déterminée selon la formule suivante :

ADO \%
AS = ( ) X total
I x € molcculcX Snmolcculc Vessai Xp

AS : activité spécifique en pmol.min™".mg de prot™.

ADO : Variation de la densité optique a 412nm

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

eDTNB : coefficient d’extinction molaire du DTNB a 412nm=13,6rnM'1.<:m'1
SnDTNB : nombre stoechiométrique du TNB dans 1’équation de la réaction, soit : 1
Vtotal : volume total dans la cuve en ml soit 1

Vessai : volume des échantillons ajouté dans le dosage en ml

P : masse des proteines en mg.ml”

Le résultat obtenu est en pmol.min".mg™!
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Fiche 14: Dosage de ’ADP, ATP, AMP par HPLC.

Réactifs :

Solution d’extraction :
Méthanol : 50%
Chloroforme : 50%

Principe :
La technique consiste a séparer les différents nucléotides adényliques sur une colonne échangeuse
d’anions spécifique des ions polyphosphates et polycarbonates. Briévement, le culot repris dans la
solution d’extraction puis est introduit dans la phase mobile de la colonne AS11. Cette phase est
ensuite poussée dans la phase stationnaire dont le gel est greffé a des groupements alkanol
ammonium quaternaire. Les différents composés vont étre successivement retenus par la colonne,
puis ¢élués séparément. Un détecteur crée un chromatogramme (tracé des différents constituants du
mélange ou chacun est représenté par un pic en fonction de son temps de rétention dans la colonne),

I’amplitude du pic permet de déterminer la concentration des différents composés.

Instrument :

Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) avec une colonne IonPac AS11

(Dionex Corporation, Sunnyvale, Californie, USA).

Technique :

Environ 6 millions de cellules fibroblastiques récoltées et 1 million de cellules sont préservés pour
réaliser un dosage de protéines. Le reste est conservé en culot sec pour le dosage. L’ensemble des
expériences s’effectue a froid. Le culot est repris par 300ul de tampon d’extraction et le lysat est
vortex¢ pendant 30s dans la glace puis incubé 10 minutes dans la glace. 100pul d’H,O sont ensuite
ajoutés et ’ensemble est vortexé 30s et centrifugé a 14 000g pendant 10 minutes a 4°C. La fraction
supérieure contenant les nucléotides est prélevée et déposée sur la colonne échangeuse d’anions.
Les différents nucléotides présents dans le mélange retenus dans la colonne sont décrochés par un
gradient isocratique continu d’élution composé de 30mM NaOH. La concentration en ATP, ADP et
AMP est déterminée a partir de courbes standards et exprimée soit par million de cellules ou soit

par mg de protéines.
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Fiche 15 : Dosage NADH/NAD" cellulaire

Reéactifs :

NAD/NADH abcam Assay Kit contenant :
Colonne 10KDa
Extraction buffer
NAD cycling Buffer
NAD cycling enzyme Mix
NADH developer
NADH standard

Principe :

Cette technique est une réaction colorimétrique. Dans ce kit, le NAD" interagit avec 1’alcool
déshydrogénase pour former de 1’acetoaldehyde et du NADH. Le NADH formé réduit le sel de
tétrazolium en un composé coloré, le formazan qui absorbe a 450nm. La quantit¢ de formazan
formée est proportionnelle au NAD" présent dans le lysat cellulaire. Pour doser le NADH, il faut
d’abord I’oxyder en NAD" par la lactate déshydrogénase. Un méme lysat cellulaire va étre divisé en
deux parties : I'une permettant de doser le NADH (destruction du NAD" de I’échantillon par
chauffage & 60°C) et I’autre dans laquelle le NADH+NAD" va étre dosé.

Instrument :

SAFAS® mode¢le Xenius Apparatus (SAFAS, Monaco, France)

Technique :

Environ 5 millions de cellules récoltées sous forme de culot sec et 1 million de cellules sont
conservées pour réaliser un dosage de protéines. 800ul d’extraction buffer froid sont ajoutés pour
lyser les membranes cellulaires. 2 cycles de congélation (20 minutes dans de la carboglace) et
décongélation sont effectués, entre chaque cycle les tubes sont vortexés 10s. Une centrifugation a
4°C pendant 5 minutes a 14000g est ensuite réalisée. Le surnageant est filtré sur des colonnes de
10KDa (pour éliminer les enzymes susceptibles de dégrader le NAD™ et le NADH) par

centrifugation pendant 15 minutes a 10000g a 4°C. La moiti¢ de 1’échantillon est ensuite chauffé¢ a
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60°C pendant 30 minutes afin de dégrader tout le NAD" présent, cette fraction servira & doser le
NADH.
Sur une microplaque, une gamme en NADH (de 20pmol a 140pmol) puis les échantillons dilués
dans du tampon d’extraction, un correspondant au NADH+NAD (non chauffé dilué au tiers) et un
NADH (chauffé pur), sont déposés. 100 ul de mélange réactionnel compos¢ de 100ul de NAD
cycling buffer Mix plus 2ul de NAD cycling enzyme est ajouté a chaque puit. 10ul de NADH
developer est ajouté dans chacun des puits afin de déclencher la réaction. La plaque est incubée a
température ambiante a ’abri de la lumicre et une lecture a 450nm toutes les heures pendant 4h.
Une courbe standard permet, a partir de la DO obtenue, de déterminer la concentration en

NADH. Les résultats sont exprimés en mg de protéines ou en millions de cellules.
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Fiche 16 : Dosage NADH/NAD" cytoplasmique.

La rapport NADH/NAD" est déterminé a partir du rapport entre la concentration en lactate et celle

en pyruvate.

Détermination de la quantité de lactate

Réactifs :

Lactate Assay Abcam contenant :
Lactate assay buffer
Lactate Enzyme Mix repris dans du lactate assay buffer
Lactate Substrat Mix repris dans du lactate assay buffer

L-Lactate Standard a 100mM

Principe :
Le lactate est oxydé par la lactate déshydrogénase en pyruvate. Cette réaction est couplée a la
réduction du NAD" en NADH. Le NADH formé réduit le sel de tétrazolium en un composé coloré,
le formazan qui absorbe a 450nm. La densité optique est donc proportionnelle a 1’activité de la

lactate deshydrogénase et donc a la quantité de lactate.

Instrument :

SAFAS® modele Xenius Apparatus (SAFAS, Monaco, France)

Technique :

L’analyse de la quantité de lactate s’effectue sur le surnageant congelé des cellules en culture. 1pl
de surnageant sont déposés dans la plaque 96 puits de maniere a ce que la quantité de lactate
contenue dans ce volume soit dans une gamme de concentration pour laquelle I’activité de I’enzyme
est linéaire. Une gamme est déposée en parallele de 1’échantillon, cette gamme est réalisée grace au
lactate standard (2 a 10nmoles). Le mélange réactionnel contenant 46ul de lactate assay buffer, 2l
de lactate substrat mix, 2l de lactate enzyme mix est ajouté dans chaque puit. La lecture s’effectue

apres 30 minutes d’incubation a température ambiante.
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La quantité de lactate est déterminée a partir de la DO obtenue a 450nm, en la comparant a celles
obtenues pour les échantillons contenus dans la gamme dont les concentrations sont connues. Le

résultat est exprimé en nmol de lactate/mg de protéines ou en million de cellules.

Détermination de la quantité de pyruvate :

Réactifs :

Pyruvate Assay Abcam contenant :
Pyruvate assay buffer
Pyruvate Enzyme Mix repris dans du pyruvate assay buffer
Pyruvate Probe (resorufin) repris dans du DMSO
Pyruvate Standard a 100mM

Principe :
Le pyruvate est oxydé par la pyruvate oxydase. L’oxydation du pyruvate est couplé a la formation
H,0, qui, une fois métabolisée par 1’horse raddish peroxidase (HRP) forme le composé resorufin
qui absorbe a 570nm. La densité optique est donc proportionnelle a I’activité de la pyruvate oxydase

et donc a la quantité de pyruvate.

Instrument :

SAFAS® modele Xenius Apparatus (SAFAS, Monaco, France)

Technique :

L’analyse de la quantité¢ de pyruvate s’effectue sur le surnageant congelé des cellules en
culture. Du surnageant (12.5ul) est déposé dans la plaque 96 puits de maniere a ce que la quantité
de pyruvate contenue dans ce volume soit dans une gamme de concentrations pour laquelle
I’activité de I’enzyme est linéaire. Une gamme est déposée en parallele de 1’échantillon, cette
gamme est réalisée grace au pyruvate standard (2 a 10nmoles). Un mélange réactionnel contenant
du 46ul pyruvate assay buffer, 2ul pyruvate probe, 2ul pyruvate enzyme mix est réalisé et ajouté

dans chaque puit. La lecture s’effectue apres 30 minutes d’incubation a température ambiante.
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La quantité de pyruvate est déterminée a partir de la DO obtenue a 570nm, en la comparant a celles
obtenues pour les échantillons contenus dans la gamme dont les concentrations sont connues. Le

résultat est exprimé en nmol/mg de protéines ou en million de cellules.
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Fiche 17 : Dosage de la quantité de glucose.

Réactifs :

Glucose Assay Abcam contenant :
Glucose assay buffer
Glucose Enzyme Mix repris dans du glucose assay buffer
Glucose Probe (resorufin) repris dans DMSO
Glucose Standard a 100nM/pl

Principe :
Le glucose est oxydé par glucose oxydase et forme de ’H,O,. Cette molécule va €tre transformée
par ’HRP pour former un composé (resorufin) absorbant a 570nm. La densité optique est donc

proportionnelle a I’activité de la glucose oxydase et donc a la quantité de glucose.

Instrument :

SAFAS® mod¢le Xenius Apparatus (SAFAS, Monaco, France)

Technique :

L’analyse de la quantit¢ de glucose s’effectue sur le surnageant des cellules en culture. Du
surnageant (2uL dilu¢ au 1/10) est déposé dans la plaque 96 puits de maniére a ce que la quantité de
glucose contenue dans ce volume soit dans une gamme de concentrations pour laquelle I’activité de
I’enzyme est linéaire. Une gamme est déposée en parallele de I’échantillon (2 a 10nmoles), cette
gamme est réalisée grace au glucose standard. Un mélange réactionnel contenant 46ul de glucose
assay buffer, 2ul de glucose probe, et 2ul glucose enzyme mix est ajouté dans chaque puit. La
lecture s’effectue aprés 30 minutes d’incubation a 37°C.

La quantité de glucose est déterminée a partir de la DO obtenue a 570nm, par comparaison
avec celles obtenues pour les échantillons contenus dans la gamme dont les concentrations sont

connues. Le résultat est exprimé en nmol/mg de protéines ou en million de cellules.
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Fiche 18 : Dosage de I’O2" et de I’H,0, produit par le complexe I.

Réactifs :

Tampon isolement mitochondrie
Mannitol : 220mM
Succrose : 75SmM
Tris-base : 10mM
KCIl: 150mM
EGTA : ImM

Tampon KH,PO4 (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 100mM, pH=7,5

Super Oxide Dismutase (SOD) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2U/ul

Horse Radish Peroxidase (HRP) (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1U/ul

Amplex Red (life technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) : 10uM
NADH (Roche) : 6mM

Principe :
Le complexe I peut produire a la fois du peroxyde d’hydrogene et de I’anion superoxyde, la SOD
est donc utilisée pour convertir les anions superoxydes en peroxyde d’hydrogéne. L’HRP va ensuite
utiliser son substrat I’H,O, pour oxyder I’amplex Red en resorufin dont I’absorbance va étre suivie
a 572nm. L’absorbance est donc directement proportionnelle a la quantité de superoxydes et H,O,

produits par le complexe L.

Instrument :

La mesure est réalisée sur un spectrophotoméetre SAFAS UVmc2, SAFAS, Monaco

Technique :
L’analyse de la quantit¢é d’H,O, produit par le complexe I s’effectue sur fraction enrichie en
complexes mitochondriaux issues de mitochondries isolées a partir de cellules (fibroblastes) ou de

tissus (coeur de beeuf).
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La mesure :

Le mélange réactionnel suivant est nécessaire pour le dosage (tube en verre) :

Réactifs Volume (pl) Concentration finale
Tampon KH,PO4 60 20mM

NADH 1,5 30uM

SOD 0,9 1,8U

HRP 0,6 0,6U

Amplex RED 1 10uM

H,0, 210

Complexes 60

Le mélange est incubé 2 minutes a 37°C. La réaction est initiée par 1'ajout de 1.5ul (30 uM) de
NADH. L’absorbance est suivie a 572nm pendant 180s. Afin de déterminer le site de production de
I’H,0,, un accepteur d’¢électron (le decylubiquinone, 100uM) et un inhibiteur du complexe I ciblant

le site de fixation des quinones (la roténone SuM) sont ajoutés.

Formule :

La production d'H,0, (réduction de 1'amplex red) est déterminée selon la formule suivante :

A% (ADO) e
X

l XE t'|'|ﬂ|EEl1JE‘x Snnm]cruic ves;as Xp

AS : activité spécifique en pmol.min™".mg de prot™.

ADO : Variation de la densité optique a 572nm

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

eresorufin : coefficient d’extinction molaire de la resorufin 4 572nm=73mM".cm™
Snresorufin : nombre stoechiométrique du resorufin dans I’équation de la réaction, soit : 1
Vtotal : volume total dans la cuve en ml soit 1

Vessai : volume des échantillons ajouté dans le dosage en ml

P : masse des proteines en mg.ml™
Le résultat obtenu est en pmol.min".mg™!
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Fiche 18: Extraction de I’ARN.

Réactifs :
Kit RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, Pays-Bas) :
Tampon RPE
Tampon RLT
Tampon RW1
Colonne
Ethanol 70%

Culot cellulaire environ 2 millions

Principe :
La technique consiste a extraire les ARN totaux des cellules par rétention sur colonne de silice puis

¢lution dans une solution peu concentrée en sels.

Instrument :

NanoDrop ® 2000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

Technique :

Le culot cellulaire est dissout dans 600ul de tampon de lyse (tampon RLT +1/100e B-
mercaptoéthanol). Le mélange est transféré dans une colonne QIAshredder contenu dans le kit. La
colonne est centrifugée 2 minutes a la vitesse maximale de maniére a lyser les cellules. 600ul
d’¢éthanol 70% sont ajoutés a 1’¢luat (afin de précipiter I’ARN) et transférés sur la colonne de silice.
Une centrifugation de 15 secondes a puissance maximale est réalisée. Des lavages successifs avec
du tampon RW1 et RPE sont effectués pour éliminer les protéines liés a ’ARN et les traces
d’alcools contenus dans les tampons. L’ARN est ensuite élu¢ par de « I’eau RNase free ». La

concentration de 1’échantillon est dosée au nanodrop.
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Fiche 19: PCR (RT-PCR).

Réactifs :

Kit Advantage ® RT-for-PCR (Clonetech, Saint-Germain-en-Lay, France)

Principe :
La technique consiste en la synthése d’ADN complémentaire a partir de des ARN totaux extraits.

Une reverse transcriptase est nécessaire, ici elle est d’origine virale, la MMLV (« Moloney-Murine

Leukémia Virus »).

Instrument :

Un thermocycleur ou un bain sec.

Technique :

Un volume correspondant a 1pug d’ARN est mélangé avec 1ul d’hexamere (soit 1uM final) et
complété a 12,5ul avec de I’eau RNase free. La solution est placée 2 minutes a 70°C. Le mélange
réactionnel suivant est réalisé :

- 4ul de tampon 5X (250mM Tris-HCI (pH=8,3), 375mM KCI, 15mM MgCl,)

- 1ul de la solution ANTP (500uM de chaque DNTP)

- 0,5ul de RNAsin (inhibiteur de ribonucléases) soit 20 unités

- 1ul de MMLYV soit 200 unités
6,5ul du mélange réactionnel sont ajoutés a la solution d’ARN et chauffés a 42°C pendant 1h puis 5
minutes a 95°C pour inhiber 1’action de I’enzyme.
L’ADN complémentaire ainsi synthétisé est dilué¢ avec environ 80ul d’eau RNase free puis stocké a

- 80°C.
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Fiche 20: qPCR sirtuines.

Réactifs :

RT2 SYBR® Green qPCR Mastermix

Principe :
La technique consiste a déterminer la quantité de transcrits d’une protéine donnée (ici sirtl, sirt3,

sirt4) par analyse de I’amplification en temps réel de I’ADNCc correspondant.

Technique :

Pour chaque échantillon, 400ng d’ADNCc est nécessaire pour doser I’expression de sirt3 et sirt4 et
800ng pour sirtl.

Le mélange suivant est réalisé¢ pour chaque tube :

12.5ul RT2 SYBR® Green qPCR Mastermix

1ul d’amorces

13,5ul de ce mélange sont déposés dans les tubes auquel sont ajoutés la quantité d’échantillon et de
I’eau RNase free pour un volume final de 25ul

En parall¢le une gamme est réalisée afin de déterminer la concentration de nos échantillons a partir
des CT obtenus.

Le programme du thermocycleur est le suivant: 95°C pendant 10 minutes puis 45 cycles

comprenant 15s a 95°C, puis 30s a 55°C et 30s a 72°C. Fiche 21: Le Western Blot.

Réactifs :

Pour les gels :

Tris SDS, pH=8.,8 :
Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France) : IM
SDS (Eurobio, Paris, France) : 0,2%

Tris SDS, pH=6,8 :
Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 325mM
SDS (Eurobio, Paris, France) : 0,2%
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TEMED (Eurobio, Courtaboeuf, France) :
Persulfate d’amonium (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 10%

Isopropanol

Pour les échantillons:

Antiprotéase (Roche, Bale, Suisse) : 25X
Marqueur de poids moléculaire : PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas, Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA)

Tampon échantillon 2X, pH=6,8 :
Tris-HCI (Sigma Aldrich, Paris, France) : 0,4M
SDS (Eurobio, Paris, France) : 4,5%
Glycérol (Eurobio, Paris, France) : 4,5%
Bleu de bromophénol (Eurobio, Paris, France) : 2mM

B-Mercaptoéthanol (Sigma Aldirch, Lyon, France): 0,6M

Pour la migration:

Tampon ¢électrophorése, pH=8,3 :
Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 25mM
Glycine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 192mM
SDS (Eurobio, Paris, France) : 0,1%

Pour le transfert:

Tampon de transfert, pH=8,3 :
Tris (Eurobio, Paris, France) : 20mM
Glycine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 150mM
Ethanol : 20%

Tampon TBS, pH=7,4 :
NaCl (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,2M
KCI (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2,5m
Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 25mM

Principe :
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Cette technique permet d’analyser ’expression protéique d’un échantillon. Pour ce faire, les
protéines sont séparées selon leur poids moléculaire sur un gel d’agarose, puis transférées sur une
membrane. La révélation de la protéine d’intérét s’effectue grace a la reconnaissance d’un de ses
motifs antigéniques par un anticorps primaire. Cet anticorps est a son tour reconnu par un anticorps
secondaire couplé a la peroxydase ou a un groupement fluorescent. Dans le premier cas, la

révélation s’effectue par chimioluminescence, dans le second elle s’effectue par fluorescence.

Instrument :

Les supports pour couler les gels : systéme Miniprotean, Biorad, CA, USA
La cuve a électrophorese BioRad

Le transfert sur membrane BioRad

Technique :

1/ Préparation des gels

Deux gels sont préparés et coulés entre les deux plaques du systtme BioRad. Le premier gel
correspond au gel de séparation. En fonction de la résolution du gel souhaité, donc en fonction de la
taille de la protéine recherchée, la quantité d’acrylamide varie (Solution stock 30%).

Cas de deux gels 15% :

Réactifs Volume

(ml)
Tris SDS, pH=8,8 12,5
Acrylamide 12,5
H20 gsp 25 0

250ul de persulfate d’ Ammonium a 10% et 12,5u1 de TEMED sont ajoutés. Le gel est ensuite coulé
et laissé a polymériser 30 minutes a température ambiante. De 1’isopropanol est ajouté a la surface

pour lisser la surface et éviter desséchement du gel.

Le gel de concentration se situe au-dessus du gel de séparation et permet de concentrer les protéines
contenues dans I’échantillon avant la migration.

Cas de deux gels de concentration :
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Réactifs Volume
(ml)

H,O 4

Tris SDS, pH=6,8 5

Acrylamide 1

100ul de persulfate d’Ammonium a 10% et 10ul de TEMED sont ajoutés. Le gel est ensuite coulé

et le peigne est ajouté. Le gel est laissé a polymériser 30 minutes a température ambiante.

2/ Préparation des échantillons

Les western-blots sont réalisé€s a partir d’homogénat protéique issus de cellules ou de tissus broyés.
De 20 a 150pg de protéines (dilués dans de 1’eau additionnée d’antiprotéases 1X). La quantité
dépend de I’expression de la protéine d’intérét. Un volume de tampon d’échantillon 2X est ajouté et
I’échantillon est dénaturé par chauffage (5 minutes a 50°C ou a 100°C selon les protéines). Les

¢échantillons sont ensuite centrifugés puis déposés dans les puits.

3/ Electrophoreése et transfert

Les échantillons sont concentrés dans les puits pendant 10 minutes a 100 volts puis les protéines
sont séparées par €lectrophorese sur gels dénaturants (SDS) pendant environ 1h30 a 145 volts pour
2 gels et 150 volts pour 4 gels.

Le transfert semi-sec est réalis¢ sur membrane de PVDF (fluorure de polyvinylidéne). Les
membranes sont préparées par immersion dans un bain d’éthanol (30s), d’eau (5 minutes) et du
tampon de transfert. La membrane est placée dans I’appareil de transfert BioRad entre deux

éponges. Un courant constant de 260mA est appliqué pendant 30 minutes.

4/ Incubation avec les anticorps

La membrane est saturée pendant minimum 2h avec du lait 5% dilu¢ dans du TBS 1X-Tween 0,1%.
La membrane est lavée 3 fois 5 minutes avec du TBS1X-Tween 0,1%. La membrane est ensuite
incubée avec ’anticorps primaire (dirigé contre la protéine d’intérét) pendant minimum 2h. La
membrane est ensuite incubée avec l’anticorps secondaire (couplés au substrat de la HRP ou

fluorescent).

5/ Révélation
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La révélation s’effectue soit par fluorescence soit par chimiluminescence. Dans le cas d’une
révélation par chimiluminescence de I’ECL (Amersham Biosciences, UK) est utilisé. L’image est

acquise grace a un imageur de type Li-Cor.

Leman Géraldine | Régulation de la fonction mitochondriale par le rapport
NADH/NAD™ : rdle clé du complexe I 209



FICHES TECHNIQUES

Fiche 22: Le Blue Native Page.

Réactifs :

Solubilisation des complexes :

Tampon AB/BT, pH=7 :

Acide Aminocaproiaue : 1,5M final (Sigma Aldrich, Lyon, France)
Bis Tris : 75mM final (Sigma Aldrich, Lyon, France)

Antiprotéase (Roche, Bale, Suisse) : 25X
n-Dodecyl B-D-maltoside : 125mM (Sigma Aldrich, Lyon, France)
Digitonine : 50mg/ml (Sigma Aldrich, Lyon, France)

Marqueur de poids moléculaire : Ferritine

Tampon de charge pH=7 :
Acide Aminocaproiaue (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 750mM final
Bis Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50mM final
EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,5mM final
Serva Blue G-250 (Biorad, Californie, USA) : 5%

Pour la migration :

Tampon d’électrophorese A (tampon cathode A), pH=7 :
Bis-Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 500mM final
Tricine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50mM
Serva Blue G-250 (Biorad, Californie, USA) : 0,02%

Tampon d’¢lectrophorese B (tampon cathode A), pH=7 :
Bis-Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 500mM final

Tricine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50mM

Tampon anode, pH=7 :
Bis-Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 500mM final

Gels Bis-Tris, polyacrylamide en gradient 3-12 % ou 4-16% Novex Native Page (invitrogen)
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Pour le transfert :

Tampon de transfert :
Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 25mM
Glycine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 192mM
Methanol : 20%

Principe :
Cette technique permet I’analyse de I’expression de protéines ou de complexes multi-protéiques en
leur forme native. Le blue native poly-acrylamide gel electrophoresis est en effet une électrophorese
native de protéines ou complexes mutli-protéiques solubilisés grace a des détergents
zwitterioniques, non-inoniques, séparés en condition non-dénaturante selon leur poids moléculaire
sur gel de gradient d’acrylamide. Dans cette technique, la charge nécessaire a la séparation et la
résolution des protéines est apportées par le bleu de coomassie au lieu du SDS employé en western-
blot. Cette ¢lectrophorese est suivie, si besoin, d’un transfert sur membrane comme pour le western
blot. La révélation de la protéine s’effectue grace a la reconnaissance d’un motif antigénique d’une
protéine par un anticorps primaire. Cette technique est adaptée de Schagger ef al., (Schagger,

Bentlage et al. 1996).

Instrument :

— systeme d'¢lectrophorése Surelock Xcell Invitrogen (Invitrogen, Life technologies, Carlsbad,
USA)

-systeme de transfert liquide sur membrane MiniProtean II (BioRad)

Technique :

1/ Préparation des échantillons

Les mitochondries isolées (cf Figure 3) issues des cellules fibroblastiques sont reprises a 10mg/ml
dans du tampon AC/BT suppléménté en inhibiteurs de protéase 1X. 50ug de mitochondries reprises
sont prélevés et complétés avec de du tampon AC/BT plus inhibiteurs de protéases QSP 25pul.
Pour I’étude des complexes de la chaine respiratoire, la solubilisation des complexes a partir des
mitochondries s’effectue grace a un traitement a base de n-Dodecyl -D-maltoside a hauteur de 3g
par grammes de protéines, 10 minutes sous agitation douce dans la glace. Pour 1’étude des

supercomplexes de la chaine respiratoire, la solubilisation des supercomplexes a partir des
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membranes mitochondriales s’effectue grace a un traitement a la digitonine a hauteur de 3g par
grammes de protéines, 5 minutes a température ambiante. L'échantillon est ensuite centrifugé a 20
000g, 20 minutes, a 4°C afin de culoter les débris membranaires. Les complexes en solutions dans
le surnageant sont ensuite supplémenté en tampon de charge, a raison de 2.5ul pour 25ul de

surnageant.

2/ Electrophorese et transfert

La ferritine est utilis¢ comme marqueur de poids moléculaire. Les échantillons sont déposés dans
les puits puis séparés par électrophorese. La cuve externe est remplie par de I’anode buffer, I'espace
interne est empli de tampon cathode A. La migration se déroule 30 minutes a 100 volts pour que les
¢chantillons pénétrent dans le gel de concentration puis 150 volts pendant environ 45 minutes
jusqu'a atteindre le premier tiers du gel. Le tampon cathode A, contenant du bleu de Coomassie,
contenu au sein de I’espace étanche interne délimité par les deux gels, est enlevé et remplacé par du
tampon d’¢lectrophoreése dépourvu de Bleu de Coomassie (cathode B). L’ensemble est ensuite mis a
migrer a 200 volts jusqu’a ce que le front de migration atteigne le bas du gel.

Le transfert est réalisé sur membrane de PVDF. Les membranes sont hydratées par immersion dans
un bain de méthanol (30s), puis dans du tampon de transfert. La membrane est placée sur une feuille
de papier whatman lui-méme déposé sur une €ponge, le tout hyraté dans le tampon de transfert. Le
gel recouvert par un papier whatman et une €éponge, est placé sur la membrane. La cassette (support
en plastique) contenant le "sandwich" avec le gel est placé dans I’appareil de transfert contenant du
tampon de transfert. Le transfert s’effectue pendant 1h45 pour deux gels a 100 volts. Afin d’éviter
que I’ensemble ne chauffe de la glace est ajoutée dans le support de transfert et le transfert

s’effectue en chambre froide, a 4°C.

3/ Incubation avec les anticorps

La membrane est saturée pendant minimum 2h avec du lait 10% dilu¢ dans du TBS 1X-Tween
0,1%. La membrane est ensuite lavée 3 fois 5 minutes avec du TBS1X-Tween 0,1%, puis incubée
avec I’anticorps primaire (dirigé contre la protéine d’intérét) pendant minimum 2h. La membrane

est ensuite incubée avec 1’anticorps secondaire (couplés au substrat de la HRP).

4/ Révélation
La révélation par chimiluminescence s’effectue grace a de ’ECL (Amersham Biosciences, UK).

L’image est acquise grace a un imageur de type Li-Cor.
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Fiche 23: L’immunoprécipitation des protéines acétylées.

Réactifs :
- préparation de I’anticorps
Anticorps anti-acetyl Lysine couplé a des billes d’agarose (Immunechem, Burnaby British
columbia, Canada).
Tampon de Lavage de 1’anticorps :
NaH,PO, (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,1M final
NaCl : 1M final

- immunoprécipitation

Lysis Buffer, pH=8:
NaCl (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 150mM
Tris-base (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 50mM
Triton (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1%
DTT (Sigma Aldrich, Lyon, France) : ImM
Sodium Déoxycholate (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 100mM
Antiprotéase 1X (Roche, Bale, Suisse)
Fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF) : ImM,
Nicotinamide (Sigma Aldrich, Lyon, France) :10 mM,
Sodium butyrate(Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1mM

Tampon de lavage :
PBS 1X
Laurylmaltoside (Sigma Aldrich, Lyon, France) : ImM

Tampon d’élution SDS :
Tris-HCI (Sigma Aldrich, Paris, France) : 0,2M
SDS (Eurobio, Paris, France) : 2.25%
Glycérol (Eurobio, Paris, France) : 2.25%
Bleu de bromophénol (Eurobio, Paris, France) : 1mM

B-Mercaptoéthanol (Sigma Aldirch, Lyon, France) : 0,3M
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Principe :
Cette technique permet d’isoler d’un lysat cellulaire les protéines acétylées. Pour ce faire, les
protéines cellulaires sont tout d’abord extraites en présence d’un tampon de lyse cellulaire (tampon
RIPA), et incubées en présence de 1’anticorps dirigé contre les motifs acétylés en lysine. Cet
anticorps est fixé a une bille d’agarose permettant d’immuno-précipiter les protéines acétylées
fixées a I’anticorps par centrifugations. Le complexe anticorps-antigene est ensuite lavé, puis les
protéines cibles éluées en tampon SDS. Les protéines acétylées sont ensuite séparées et identifiées

par western blot.

Technique :

1/ Préparation des anticorps

Pour une immunoprécipitation de 2mg de protéines cellulaires, 40ul de la solution d’anticorps, soit
160png d’anticoprs sont nécessaires. L’anticorps est lavé deux fois 5 minutes avec du PBS1X afin
d’éliminer le glycérol présent dans la solution de conservation. Entre chaque lavage I’anticorps est
collecté par centrifugation 1 minute, a 5000rpm. Les billes d’agarose sont ensuite lavées grace au
tampon de lavage puis collectées par centrifugation 1 minute 5000rpm et un dernier lavage au

PBS1X est réalisé.

2/ Extraction protéique

Un culot d’environ 20 millions de cellules (congelées en culots sec a -80°C) est repris avec 200ul
de Lysis buffer. Afin de permettre la lyse cellulaire, I’ensemble est incubé sur un rotor avec une
rotation de 45g pendant 20 minutes a 4°C. Les débris sont ensuite culotés par centrifugation 15
minutes, a 14000g et a 4°C et le surnageant est récolté. La concentration protéique de ce dernier est
ensuite déterminé (fiche technique n°4).

1,5 mg de lysat cellulaire, pour un volume final de 180 pl est incubés en présence de 1’anticorps

pendant une nuit sur rotor, a 20rpm et a 4°C.

3/ Elution des protéines cibles

Les billes sont collectées par centrifugation 1 minute a 5000g et a 4°C. Le surnageant (protéines
non acétylées) est enlevé. Les billes sont ensuite lavées trois fois sous agitation douce pendant 5
minutes avec du tampon de lavage. Les protéines acétylées sont ensuite ¢luées de 1’anticorps en
tampon SDS, sous agitation douce a 4°C, pendant 10 minutes. Les billes et 1’anticorps sont

précipités par centrifugation (2 minutes, 5000 rpm, a 4°C) et les protéines ¢luées dans le surnageant
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FICHES TECHNIQUES

sont intégralement chargées sur le gel d’¢lectrophorése pour séparation, puis et identifiées par

Western Blot.
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FICHES TECHNIQUES

Fiche 24: Extinction protéique.

Deux techniques ont été utilisées pour diminuer I’expression d’une protéine :
L’ARN interférence

Le traitement par des inhibiteurs pharmacologiques

Les SiRNA (cellules HepG2)

Réactifs :

SiRNA dirigé contre sirtl, sirt3, sirt4 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Mexique)

Cellules HepG2

Milieu de culture HepG2 (cf fiche 1 :DMEM F12, supplémenté avec 10% de SVF et 1mM de
glutamine)

Opti-MEM ® (Gibco, life technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

Lipofectamine ® RNAIMAX (life technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

Principe :
La technique de transfection utilisée est une reverse transfection, le SIRNA puis I’agent transfectant

(la lipofectamine) sont déposés dans les puits avant les cellules. Cette technique est utilisé pour les

cellules qui sont difficilement transfectables.

Technique :

Dans une plaque 6 puits, 20pmoles de SIRNA sont déposés. 200ul de milieu Opti-MEM est ajouté
puis 2ul de lipofectamine. Les cellules sont ensuite ensemencées de telle sorte a obtenir une
confluence de 70 a 80% au bout de 72h (cas des HepG2 200 000 cellules). Le milieu est
éventuellement changé au bout de 24h dans notre cas pour traiter les cellules avec resveratrol (1uM,
48h).

A T’issue des 72h les cellules sont récoltées, une partie sert alors analyser I’extinction protéique par
western blot. La manipulation est validée si le taux résiduel de la protéine d’intérét est inférieur a
20% par rapport aux cellules traitées par Scramble (un mélange d’ARN n’ayant pas de cible

cellulaire connue).
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Les inhibiteurs pharmacologiques

Réactifs :

Sirtl inhibitor III (6-chloro-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazole-1-carboxamide) EX-527 1C=98nM,
19,6nM, 48,7nM pour respectivement sirtl, sirt3, Sirt4 (Merck, Lyon, France).
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Résumé

Le NAD" apparait comme un régulateur majeur du
fonctionnement mitochondrial. En effet, ce cofacteur régule
non seulement I'activité de nombreuses enzymes impliqués
dans le métabolisme énergétique (enzymes de la B-oxydation
des acides gras, du cycle de Krebs) mais joue également un
role dans la production d’espéces réactives de I'oxygene
(ROS). Le NAD" est aussi le cofacteur des sirtuines, des
enzymes déacétylases régulatrices notamment du
métabolisme mitochondrial. De plus, la mitochondrie est
I’organite au sein duquel la concentration en NAD" est la plus
élevée (jusqu’a 70% du NAD cellulaire). Le complexe |, qui
possede une activité NADH déshydrogénase, pourrait étre
I'un des régulateurs majeurs du rapport NADH/NAD"
mitochondrial. L’objectif de ce travail de these a été
d’étudier le réle du rapport NADH/NAD" mitochondrial dans
le métabolisme énergétique et I'implication du complexe |
dans les pathologies mitochondriales. Nous avons mis en
évidence qu’une modulation du rapport NADH/NAD+
mitochondrial (augmentation par un activateur
pharmacologique ou diminution consécutive a une mutation
touchant une sous-unité du complexe I, modifie de maniere
drastique le métabolisme énergétique notamment en
activant ou inhibant la protéine SIRT3, isoforme
mitochondriale des sirtuines. Le complexe | semble jouer un
role majeur dans cette modulation. Le resveratrol, ciblant le
complexe I, ainsi que le NMN, un précurseur du NAD",
permettent de restaurer ce rapport et d’améliorer ainsi le
métabolisme mitochondrial. Nos résultats suggéerent donc
que le rapport NADH/NAD' pourrait &tre une cible
thérapeutique particulierement intéressante dans les déficits
du complexe I.

Mots clés :

Complexe I, NADH/NAD+, métabolisme mitochondrial,
SIRT3, thérapeutique, Resveratrol.

Abstract

NAD" appears as a main regulator of the mitochondrial
function. Indeed, this compound not only regulates the
enzymatic activity of enzymes involved in energetic
metabolism (fatty acid oxidation, tricarboxylic acid cycle) but
is also involved in ROS production. NAD" is also the cofactor
of sirtuins, deacetylase enzymes, in particular regulating the
mitochondrial function. Moreover, mitochondria sequester
most of the cellular NAD" (up to 70%). The complex |, which
possesses an NADH dehydrogenase activity, is thought to be
the most important regulator of the mitochondrial
NADH/NAD" ratio. The work presented here aimed at
studying the role of the mitochondrial NADH/NAD ratio in
mitochondrial metabolism and to test the involvement of the
complex | in mitochondrial disorders. We show that a
modulation of the mitochondrial NADH/NAD" ratio (increase
by a pharmacological agent or decrease in complex-I
mutated fibroblasts) severely affects the mitochondrial
energetic function especially by interacting with SIRT3 a
mitochondrial sirtuin isoform. The NADH/NAD" ratio is highly
regulated by complex | activity. Resveratrol, which targets
the complex |, as well as NMN, a NAD* precursor, improves
the mitochondrial NADH/NAD" ratio and consequently
increases the mitochondrial metabolism. Our results strongly
suggest that the mitochondrial NADH/NAD" ratio could be an
interesting therapeutic target especially in complex I-
deficient patients.

Key Words :

Complex I, NADH/NAD+, mitochondrial metabolism,
SIRT3, therapeutic, Resveratrol.
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Résumeé

Le NAD" apparait comime un régulateur majeur du
fonctionnement mitochondrial. En effet, ce cofacteur régule
non seulement I'activité de nombreuses enzymes impliqués
dans le métabolisme énergétique (enzymes de la B-oxydation
des acides gras, du cycle de Krebs) mais joue également un
réle dans la preduction d'espéces réactives de l'oxygéne
(ROS). Le NAD" est aussi le cofacteur des sirtuines, des
enzymes déacétylases régulatrices notamment du
métabolisme mitochondrial. De plus, la mitochondrie est
I'organite au sein duquel la concentration en NAD est la plus
élevée (jusqu’a 70% du NAD cellulaire}. Le complexe |, gui
posséde une activité NADH déshydrogénase, pourrait &tre
I'un des régulateurs majeurs du rapport NADH/NAD"
mitachondrial. L'objectif de ce travail de thése a été
d’étudier le role du rapport NADH/NAD" mitochondrial dans
le métabolisme énergétique et 'implication du complexe |
dans les pathologies mitochondriales. Nous avons mis en
évidence qu'une modulation du rapport NADH/NAD+
mitochondrial {augmentation par un activateur
pharmacologique ou diminution consécutive & une mutation
touchant une sous-unité du complexe |, modifie de maniére
drastique le métabolisme énergétique notamment en
activant ou inhibant la protéine SIRT3, isoforme
mitochondriale des sirtuines. Le complexe | semble jouer un
réle majeur dans cette modulation. Le resveratrol, ciblant le
complexe |, ainsi que le NMN, un précurseur du NAD",
permettent de restaurer ce rapport et d’améliorer ainsi le
métabolisme mitochondrial. Nos résultats suggérent donc
que le rapport NADH/NAD" pourrait &tre une citile
thérapeutique particuliérement intéressante dans les déficits
du complexe I.

Mots clés :

Complexe I, NADH/NAD+, métabolisme mitochondrial,
SIRT3, thérapeutique, Resveratrol.

Abstract

NAD" appears as a main regulator of the mitochondrial
function. Indeed, this compound not only regulates the
enzymatic activity of enzymes involved in energetic
metabolism (fatty acid oxidation, tricarboxylic acid cycie) but
is also involved in ROS production. NAD is also the cofactor
of sirtuins, deacetylase enzymes, in particular regulating the
mitochondrial function. Mareover, mitochondria sequester
most of the cellular NAD" {up to 70%). The complex |, which
possesses an NADH dehydrogenase activity, is thought to be
the mast impartant regulator of the mitochondrial
NADH/NAD" ratio. The work presented here aimed at
studying the role of the mitochondrial NADH/NAD" ratio in
mitethiendrial metabolism and to test the involvement of the
complex | in mitbchondrial disorders. We show that a
modulation of the mitochondrial NADH/NAD" ratio (increase
by a pharmacological agent or decrease in complex-|
mutated fibroblasts) severely affects the mitochondrial
energetic function especially by interacting with SIRT3 a
mitochondrial sirtuin isoform. The NADH/NAD" ratio is highly
regulated by complex i activity. Resveratrol, which targets
the complex |, as well as NMN, a NAD' precursor, improves
the mitochondrial NADH/NAD® ratio and consequently
increases the mitochondrial metabolism. Our results strongly
suggest that the mitochondrial NADH/NAD" ratio could be an
interesting therapeutic target especially in complex |-
deficient patients.

Key Words :

Complex |, NADH/NAD+, mitochondrial metabolism,
SIRT3, therapeutic, Resveratrol.

Regulation of NAD metabolism by
complex I and its implication for
mitochondrial function
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