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|l. La maladie de Parkinson

1. Physiopathologie et bases génétiques de la maladie de Parkinson
a. Geéneéralité / Historique

La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative fréquente
affectant environ 1% des personnes de plus de 60 ans et 4% des plus de 80 ans
[Nussbaum et al., 2003]. Rarissime avant 45 ans, elle touche en France entre 100
000 et 120 000 personnes, avec un age moyen d’apparition de 70 ans. L’incidence
de la maladie est de 8-10 nouveaux cas par an pour 100 000 personnes dans les
pays développés et ce chiffre tend a augmenter compte tenu du vieillissement de la
population [Bower et al., 1999 ; de Rijk et al., 1995].

La maladie a été décrite pour la premiere fois en 1817 par le médecin
britannique James Parkinson, en tant que « paralysie agitante » [Parkinson, 2002].
C’est le neurologue francais Jean-Martin Charcot qui propose le nom de maladie de
Parkinson en 1872. De nombreuses personnalités célébres sont atteintes de la
pathologie : c’est entre autres le cas du boxeur Mohamed Ali, des acteurs Michael J.
Fox ou Robin Williams, du peintre Salvator Dali ou des dictateurs Adolf Hitler,

Francisco Franco ou encore Mao Ze Dong.
b. Symptémes

Le début de la maladie est lent et insidieux : réduction d’activité, fatigue plus
importante, raideurs fluctuantes... C’est pourquoi il est difficile d’en poser le
diagnostic rapidement. Les signes se précisent ensuite progressivement. lls sont
caractérisés par une triade de symptomes moteurs constituée d’un tremblement de
repos, d’'une akinésie (lenteur a initier le mouvement) et d’une hypertonie de type
extrapyramidal (rigidité musculaire touchant notamment les membres et le rachis)
[Kalia et al., 2015].
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Comme dans toute maladie neurodégénérative, les lésions s’étendent et
lentement, les symptébmes s’accentuent. La dépression est également fréquente :
50% des patients atteints de maladie de Parkinson en souffrent. Des troubles de
I'attention et de la mémoire sont également constatés dans 20 a 30% des cas et
rappellent ceux causés par la maladie d’Alzheimer [Kalia et al., 2015]. En dehors du
fait que la pathologie varie beaucoup d’un individu a l'autre, de nombreux facteurs
peuvent 'accentuer ou, a l'inverse, améliorer ses symptémes. L’émotion, le stress, le

sommeil ou la motivation peuvent étre ces facteurs.

c. Neurobiologie de la maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson s’explique par une dégénérescence progressive, et
massive, des neurones dopaminergiques de la pars compacta de la substance noire
(SNpc), un noyau profond du systéme nerveux central situé au niveau du
mésencéphale. Les neurones la composant afféerent vers le striatum, et plus
précisément vers le noyau caudé et le putamen, permettant une libération de
dopamine a ces structures. Il s’agit donc d’'une région essentielle a la motricité [Conn
et al., 2005] (Figure 1). La dopamine est un neurotransmetteur appartenant a la
famille des catécholamines, et elle est synthétisée dans les neurones a partir de la
tyrosine d'origine circulante. Cette réaction est assurée par deux enzymes : la
tyrosine hydroxylase (TH), I'enzyme limitante de la voie de biosynthése de la
dopamine contrélant la production de L-Dopa via l'utilisation du cofacteur BH,4
(tetrahydrobiopterin), et la Dopa-décarboxylase (DDC) assurant la décarboxylation

de la L-Dopa pour donner de la dopamine [Goldstein et al., 1992].
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Figure 1 Le circuit des ganglions de la base

Voie de signalisation montrant comment la dopamine influence I'activité des voies directe et indirecte,
deux voies régulant I'activité des neurones thalamo-corticaux. L’activation des récepteurs D1 stimule
les neurones de la voie directe, conduisant a l'inhibition des récepteurs des neurones GABA dans le
GPi (Glubus Pallidus Interne) et la SNr (Substance Noire pars reticulata). Pour la voie indirecte,
I’activation des récepteurs D2 inhibe les neurones dont les projections sont dirigées vers le GPe
(Glubus Pallidus Externe). Ceci résulte en l'inhibition séquentielle des neurones glutamatergiques du
STN (noyau sub-thalamique) et des neurones GABA de la GPi/SNr. D’aprés [Conn et al., 2005].

L’étude anatomo-pathologique de cerveaux de patients parkinsoniens a
objectivé la présence de corps de Lewy dans certains neurones de la SNpc ou du
cortex, des inclusions intra-cytoplasmiques arrondies enrichies en a-synucléine, une
protéine localisée au niveau des terminaisons pré-synaptiques, mais dont la fonction
normale reste mal comprise (Paragraphe l.3.a.a). Certaines de ces inclusions
contiennent également des neurofilaments, de [I'ubiquitine ou des organites
intracellulaires telles que les mitochondries [Forno, 1996 ; Spillantini et al., 1998].
Néanmoins, 'origine de ces formations reste encore inconnue : il pourrait s’agir de
protéines produites en exces ou mal-repliées. |l a de plus été proposé de maniére
intéressante que les corps de Lewy pourraient se propager entre différentes
structures cérébrales interconnectées a la maniére des prions. En effet, en 2008,

trois études ont reporté que des neurones mésencéphaliques embryonnaires greffés
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dans le striatum de trois patients parkinsoniens sur huit étudiés développaient 11, 14
et 16 ans apres I'opération des corps de Lewy [Kordower et al., 2008 ; Li et al., 2008
; Mendez et al., 2008].

Ces résultats sont en adéquation avec le modéle proposé au début des
années 2000 reposant sur I'idée que I'évolution des pathologies a corps de Lewy ne
serait pas aléatoire. En effet, les régions de vulnérabilité aux corps de Lewy dans le
cerveau seraient affectées avec une séquence topographique prévisible (Figure 2).
Ce modéle est basé sur l'idée que les cellules du systéeme nerveux central
développant des corps de Lewy partagent des caractéristiques communes. Plus
précisément, les neurones avec des axones longs, minces, amyéliniques ou mal
myélinisés sont particulierement sensibles au développement de Iésions [Braak et
al., 2000 ; Braak et al., 2003]. En accord avec cela, les projections corticales des
neurones plus robustes et fortement myélinisés semblent résister a cette pathologie
[Braak et al., 2003]. Selon Braak et al., c’est cette vulnérabilité sélective des

neurones qui explique la propagation prévisible.

Figure 2 Propagation prion-l/ike des corps de Lewy

(a) Un corps de Lewy constitué d’a-synucléine situé dans un neurone du néocortex d’un patient atteint
de maladie de Parkinson. (b) Progression caractéristique au cours du temps des corps de Lewy,
déduite de l'analyse post-mortem de patients atteint de maladie de Parkinson. D’aprés [Jucker et al.,
2013].

A la mort des neurones dopaminergiques de la SNpc s’associe une
dégénérescence d’autres types cellulaires tels que les neurones sérotoninergiques
des noyaux du raphé, les neurones noradrénergiques du locus cceruleus, les
neurones cholinergiques du noyau pédonculopontin et du noyau basal de Meynert,
et des cellules hypocrétines de I'’hypothalamus [Obeso et al, 2010]. Cette
dégénérescence joue un rble important dans la progression de la maladie et pourrait
étre a l'origine des symptdmes non moteurs visibles dans les stades précoces de la

maladie de Parkinson. Les symptomes moteurs n’apparaissent quant a eux qu’apres
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une perte de plus de 80% des neurones dopaminergiques, ce qui laisse a penser
que des phénomeénes compensatoires importants doivent exister, compliquant ainsi

le diagnostic de la maladie [Bernheimer et al., 1973].

d. Pourquoi les neurones dopaminergiques meurent-ils

prématurément ?

Méme si aucune cause exacte n’a pour linstant été définie, plusieurs
hypothéses ont été proposées afin d’expliquer la dégénérescence préférentielle des
neurones dopaminergiques dans la maladie de Parkinson: (1) les neurones
dopaminergiques seraient un des types cellulaires les plus sensibles, liant ainsi le
métabolisme dopaminergique, la sensibilité aux radicaux libres, et la mort de ces
cellules [Calne, 1992] ; (2) le calcium intracellulaire entrainerait dans ces neurones
un stress mitochondrial oxydant pouvant devenir progressivement délétere ; (3) des
délétions de '’ADN™ ont été observées dans ces neurones, pouvant expliquer leur

plus importante fragilité.

Les neurones dopaminergiques sont de fagon constitutive exposés a de fortes
quantités de radicaux libres oxygénés, des substances hautement réactives et
toxiques produites par le métabolisme cellulaire. Ceci est en partie di0 au
catabolisme de la dopamine, un processus qui s’effectue selon deux grandes voies :
(1) la dégradation oxydative, et (2) la dégradation non enzymatique, dite auto-
oxydative de la dopamine. La dégradation oxydative utilise en particulier la
monoamine oxydase (MAQO), une enzyme qui produit du peroxyde d'hydrogéne, un
précurseur immédiat des radicaux libres [Damier et al., 1996 ; Spina et al., 1989]. La
dégradation auto-oxydative conduit quant a elle a la synthése de neuromélanine, un
pigment présent chez ’'homme dans de nombreux neurones dopaminergiques de la
substance noire et du locus cceruleus, et qui produit des radicaux libres. De plus, les
neurones dopaminergiques contiennent des mitochondries, et la chaine respiratoire,
localisée dans la membrane interne de la mitochondrie est elle aussi génératrice de
radicaux libres [Obata, 2002]. Enfin, la substance noire est une des régions
cérébrales les plus riches en fer. Or, le fer favorise également la formation de

radicaux libres [Schafer et al., 2000]. La dysfonction de I'un ou de plusieurs de ces
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systemes producteurs de radicaux libres pourrait étre la source du stress oxydant,

capable de détruire les neurones dopaminergiques dans la maladie de Parkinson.

La seconde hypothése est que la mort des neurones dopaminergiques serait
causée par un dysfonctionnement électrique résultant de I'excitotoxicité de ces
neurones qui pourrait étre di a une sur-stimulation de leurs récepteurs NMDA au
glutamate [Assous et al, 2014]. L’'emballement métabolique de ces neurones
pourrait également étre lié a leur activité pacemaker mettant en jeu les canaux
calcique voltage-dépendant de type L. Lors d’un dysfonctionnement mitochondrial
chez la souris, il a en effet é&té montré que ces canaux calciques induisaient une
augmentation du calcium intracellulaire, ce qui entrainait un stress mitochondrial
oxydant pouvant devenir progressivement délétére pour les neurones
dopaminergiques [Guzman et al., 2010]. Cette augmentation du calcium cytosolique
aurait un effet d’autant plus néfaste que ces neurones ont une faible capacité de
tamponnage du calcium intracellulaire [Gaspar et al., 1994]. L’'un des arguments en
faveur de cette hypothése est que l'isradipine, un bloqueur spécifique des canaux
calciques voltage-dépendant, empéche le stress mitochondrial, induisant une
protection de ces neurones dans certains modeles animaux de maladie de

Parkinson [Surmeier et al., 2013].

Enfin, des délétions de I'ADN™ ont été observées dans des neurones
dopaminergiques de SNpc issues de cerveaux humains post-mortem d’individus
agés et de patients atteints de formes idiopathiques de maladie de Parkinson
[Bender et al., 2006 ; Kraytsberg et al., 2006]. Ces observations n’ont pas été
retrouvées dans les autres types de neurones, suggérant qu’il pourrait d’agir d’'un
mécanisme spécifique aux neurones dopaminergiques, expliquant ainsi leur fragilité.
Aussi, des mutations de POLG (mitochondrial DNA polymerase gamma), qui
résultent en 'accumulation de multiples délétions de ’ADN™ dans le muscle ont été
associées a des syndromes parkinsoniens répondant a la L-Dopa, ainsi qu’a une
perte importante de neurones dopaminergiques de la SNpc [Davidzon et al., 2006 ;
Luoma et al., 2004].
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e. Les traitements : des alternatives a la L-Dopa ?

La prise en charge thérapeutique de la maladie de Parkinson est complexe.
Elle associe adaptation des prises des médicaments basée sur les informations
recueillies des malades et de leur entourage, gestion de la vie quotidienne et
rééducation a tous les stades évolutifs de la maladie. La maladie de Parkinson étant
associée a une déplétion en dopamine, les traitements pharmacologiques utilisés
permettant de la traiter tentent de pallier cette insuffisance par deux approches ; (1)
en administrant un précurseur de la dopamine (la L-Dopa) ou un agoniste de la
dopamine ; (2) en ciblant la dégradation de la dopamine, par exemple par
intermédiaire d’inhibiteurs de la COMT (Catechol-O-Methyl Transferase) ou de la
MAO (Monoamine oxydase), des enzymes permettant le catabolisme des
catécholamines. La L-Dopa reste néanmoins le médicament le plus préconisé car le
plus puissant pour I'amélioration des troubles moteurs. |l est cependant
symptomatique car il ne soigne pas la maladie, dans le sens ou il ne prévient pas la
mort neuronale. Il n’est également pas efficace de la méme maniére chez tous les
patients et une part d’entre eux y est résistante, en particulier les patients atteints de
syndromes parkinsoniens atypiques. lls entrainent également a plus ou moins long
terme des effets secondaires invalidants chez un grand nombre de patients, et en
particulier des dystonies. Egalement, des inhibiteurs de la COMT ou de la MAO
peuvent étre utilisés seuls en début de maladie ou peuvent étre associés a la L-
Dopa pour prolonger ses effets. Tout comme la L-Dopa, ces traitements peuvent

engendrer des effets secondaires invalidants [Schapira, 2007].

Une approche chirurgicale a également été développée dans le traitement de
la maladie de Parkinson, mais aussi des tremblements, des TOC (troubles
obsessionnels compulsifs) et des dystonies, depuis la fin des années 1980 par les
professeurs Alim-Louis Benabid et Pierre Pollak [Benabid, 2003]. Il s’agit de la
stimulation cérébrale profonde, une méthode invasive consistant a implanter dans le
thalamus, le noyau sous-thalamique ou le globus pallidus des électrodes connectées
a un boitier placé sous la peau délivrant un courant électrique de faible intensité. Ce
traitement est proposé aux patients répondants bien a la L-Dopa et ayants des

dyskinésies séveres, un tremblement résistant aux médicaments et des fonctions
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cognitives relativement conservées [Okun, 2012]. C'est devenu une approche
thérapeutique de plus en plus utilisée en France. Tout comme les thérapeutiques
médicamenteuses, cette stimulation ne soigne pas la maladie mais ne fait
qu'améliorer les signes moteurs et ainsi la qualité de vie des patients résistant au
traitement habituel [Okun, 2012]. L'efficacité semble étre prolongée, avec un recul de
plus de 10 ans pour certains patients [Castrioto et al., 2011]. Cette technique
présente néanmoins des risques, notamment celui de saignement pendant
l'opération, et/ou des effets secondaires aprés limplantation comme une confusion
mentale transitoire, une apathie ou des troubles de la parole qui peuvent étre
durables [Okun, 2012].

De nombreuses recherches aboutissent également au développement de
concepts thérapeutiques nouveaux dans la maladie de Parkinson. Tout d'abord, il
existe des modificateurs d'autres systémes chimiques que la dopamine et nous
pouvons citer des agents agissant sur le glutamate, la sérotonine, I'acétylcholine,
I'adénosine. Des effets neuroprotecteurs de la nicotine ont également été mis en
évidence dans des modeles de rats et de souris de maladie de Parkinson [Huang et
al., 2009 ; Parain et al., 2003 ; Visaniji et al., 2006], et des recherches sont en cours
chez 'Homme pour déterminer si un traitement par la nicotine peut améliorer les
signes moteurs, en protégeant les neurones dopaminergiques et ainsi ralentir
I'évolution de la maladie. Des premiers essais cliniques sur des patients traités a la
nicotine n’ont malheureusement pas été concluants [Hanagasi et al., 2007 ; Lemay
et al., 2004 ; Mitsuoka et al., 2002 ; Villafane et al., 2007]. Néanmoins, on peut
imaginer que cette intervention est peut étre trop tardive, car les patients présentant
les symptébmes cliniques de la maladie ont déja une perte neuronale importante

rendant le traitement pharmacologique peu efficace.

Nous pouvons ainsi conclure que les traitements existants, bien qu’efficaces,
ne permettent pas d’endiguer, ni méme de ralentir I'évolution de la maladie de
Parkinson. Les mécanismes fondamentaux a l'origine de la dégénérescence des
neurones de la SNpc restent ainsi a étre mieux explorés et caractérisés, afin de

permettre la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques innovantes et efficaces.
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2. Etiologie de la maladie de Parkinson

Les causes exactes restent aujourd’hui inconnues. Plusieurs hypothéses ont

cependant été avancées depuis la découverte de la maladie.
a. Une maladie infectieuse ?

Peu apres la découverte de la pathologie, des chercheurs ont proposé qu’elle
pourrait étre d’origine virale. En effet, une épidémie d’encéphalite léthargique, une
forme rare d'encéphalite virale, a sévi dans le monde entre 1915 et 1926 [Reid et al.,
2001]. Cette infection est connue pour laisser chez certains patients des séquelles
neurologiques invalidantes et définitives, dont un syndrome parkinsonien post-
encéphalique (PEP), tres akinétique, si bien que les victimes ont l'apparence de
statues, privées de parole et de mouvements, et présentent une dégénérescence
des cellules de la substance noire [Dale et al., 2004]. Ce syndrome n’était cependant
pas pur, les patients souffrant également de dystonies, d’épisodes délirants, et

parfois de troubles démentiels.

Le virus n’a cependant jamais été identifi€ mais cela démontre qu’un microbe
peut atteindre le cerveau et détruire des régions spécifiques telle que la SNpc. Cette
hypothése mettant en cause une maladie virale ou bactérienne est actuellement
abandonnée [Goldsmith et al., 1997].

b. Environnement et maladie de Parkinson

Depuis longtemps, les pesticides et toxines ont été considérés comme des
agents prédisposant a I'apparition de la maladie de Parkinson : (1) en 1976, Barry
Kidson, un étudiant en chimie du Maryland, s’est injecté par erreur du MPTP (1-
méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine), une neurotoxine qui lorsquelle est
métabolisée en MPP*, va étre importée par le transporteur de la dopamine et
détruire spécifiguement les neurones dopaminergiques de la substance noire et de
'aire tegmentale ventrale, et ainsi provoquer des symptdomes de la maladie de
Parkinson [Langston et al., 1983]; (2) I'administration de pesticides tels que la

roténone induit également chez ’homme une perte de neurones dopaminergiques,
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associée a la production de corps de Lewy et a un phénotype de bradykinésie et de
rigidité chez la souris [Betarbet et al., 2000]. A I'inverse du MPTP, ce pesticide n’est
pas spécifique des neurones dopaminergiques car il n’est pas importé dans la cellule
par le transporteur de la dopamine. Le paraquat, un des herbicides les plus utilisés
au monde, induit également un déficit moteur pouvant étre relié a un syndrome
parkinsonien chez la souris, et a une dégénérescence des neurones
dopaminergiques dépendant de la dose utilisée et de I'dge des animaux [Tieu, 2011].
Le paraquat est également la drogue la plus utilisée chez la drosophile pour induire
un modele de maladie de Parkinson, associée également a une dégénérescence

spécifique des neurones dopaminergiques [Cassar et al., 2015].

Mitochondrion

Synaptic vesicle Deganemtion
4\@ Qs r_H_m
Dopamine Vesicular monoamine
transporter transporter
= MAOCB .
"@ MPPY (e §_—0Ho§,.‘.-

Figure 3 Les neurotoxines qui affectent les neurones dopaminergiques mettent en
jeu des dysfonctions mitochondriales

Le MPTP est converti par la MAOB (monoamine oxydase B) en MPP™. Le MPP" est récupéré par le
transporteur de la dopamine et s’accumule dans la mitochondrie conduisant & une inhibition du
complexe | et a la génération de radicaux libres ; il peut également étre récupéré par les transporteurs
vésiculaires des monoamines, ce qui réduit sa toxicité. La roténone est un inhibiteur direct du
complexe |, ce qui conduit a la formation de radicaux libres. D’aprés [Beal, 2001].
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c. L’hypothése mitochondriale

En 2003, Shimizu et al. ont montré que comme pour le MPP*, la roténone agit
sur le complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale (Figure 3) [Chance et al.,
1963 ; Nicklas et al., 1985 ; Ramsay et al., 1986 ; Shimizu et al., 2003]. Les
conséquences de ces deux drogues sont séveres : réduction de l'activité de I'ATP
synthase, un complexe protéique permettant de synthétiser 'ATP (adénosine
triphosphate) a partir du gradient électrochimique de protons entretenu par la chaine
respiratoire et d’ADP, ainsi que de phosphate inorganique (Pi); production de
radicaux libres et stress oxydant ; inhibition de I'activité protéasomale ; génération de
stress mitochondrial par accumulation de protéines mal conformées ; et mort de la
cellule par apoptose [Ramachandiran et al., 2007]. L’ensemble de ces perturbations
soutient une hypothése mitochondriale majeure dans la physiopathologie de la
maladie de Parkinson. Ces observations sont de plus soutenues par le fait que des
altérations de l'activité des complexes | et lll de la chaine respiratoire mitochondriale
ont été identifiées chez des patients parkinsoniens sporadiques [Haas et al., 1995 ;
Mann et al., 1994 ; Schapira et al., 1989]. Des mutations somatiques de ’ADN™
s’accumulent également chez les patients parkinsoniens idiopathiques agés, mais
pas chez des contrbles appariés [Simon et al., 2004]. Il a aussi été montré que le
nombre de délétion de IADN™ serait plus important dans les neurones
dopaminergiques de patients parkinsoniens en comparaison avec des sujets sains
du méme age. Ces accumulations n'ont pas été observées dans les neurones
hippocampiques, les neurones pyramidaux du cortex ou dans les cellules de
Purkinje du cervelet d’individus agés, ce qui indique qu’il s’agirait d’un processus
spécifique des neurones dopaminergiques [Bender et al., 2006 ; Kraytsberg et al.,
2006]. De plus, une étude récente montre pour la premiére fois que des mutations
ponctuelles de ’ADN™ peuvent étre retrouvées chez des patients atteints de maladie

de Parkinson sporadique juvénile [Lin et al., 2012].

Bien qu’on ne comprenne encore pas son implication directe, ces différentes
études suggerent que le stress mitochondrial pourrait étre un facteur de risque
primaire dans la dégénérescence des neurones dopaminergiques et donc dans la

physiopathologie de la maladie de Parkinson.
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d. Une cause génétique ?

La maladie de Parkinson a longtemps été considérée comme I'archétype des
maladies non génétiques, en partie du fait de causes environnementales
démontrées. De plus, les premieres études dans les années 90 sur des jumeaux
manquaient de concordance [Tanner et al., 1999]. Néanmoins, des formes familiales
de maladie de Parkinson avec des mutations monogéniques causales ségrégant
avec la maladie ont depuis été identifiées, confirmant I'existence d’'une susceptibilité

génétique a la maladie de Parkinson.

3. Une ou plusieurs formes de maladie de Parkinson ? Les formes

sporadiques vs les formes monogéniques
a. L’apport de la génétique pour identifier des mécanismes défectueux

Bien que la grande majorité des formes de maladies de Parkinson soit
sporadique, 5 a 10% d’entre elles sont d’origine génétique et sont dues a des
mutations monogéniques [Corti et al., 2011]. Différents génes ont été identifiés ces
vingt derniéres années, comme c’est le cas pour SNCA, le premier d’entre eux, qui
code pour I'a-synucléine [Polymeropoulos et al., 1997]. Les mutations dans ces
genes sont responsables de formes familiales de maladie de Parkinson, transmises
selon les modes autosomiques récessif ou dominant. L’étude de ces génes a permis
et permet toujours de découvrir des processus biologiques, mais aussi des voies
moléculaires altérées dans ces formes familiales, et possiblement dans les formes
sporadiques de la pathologie [Ryan et al., 2015]. Les principaux défauts semblent
impliquer le systéme ubiquitine-protéasome, le processus de dégradation des

mitochondries par le systéeme autophagie-lysosome, ainsi que I'agrégation protéique.
b. Les formes monogéniques de la maladie de Parkinson

Les différents genes impliqués ont été identifiés par différentes approches
génétiques. Les premiers loci ont été mis en évidence par analyse de liaison, puis
les mutations ont été identifiées par séquencage classique, et enfin par I'arrivée du

séquencage de nouvelle génération. Ces études, notamment dans les grandes
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familles de patients avec un syndrome parkinsonien, ont permis d’identifier au moins

18 loci et 15 génes associés a des formes autosomiques dominantes et récessives

[Hernandez et al., 2016 ; Lesage et al., 2016] (Tableau 1). Cependant, les mutations

de ces genes expliquent moins de 50% des formes génétiques de la maladie

(Figure 4).
Loci Géne Position Protéine Modele
PARK1/4 SNCA 4921 a-synucléine Dominant
PARK2 PARK2 6925-q27 E3 ubiquitin-protein ligase parkin Récessif
PARK3 Inconnu 2p13 Inconnue Dominant
A -terminal
PARKS  UCHL1 4p14 Ubiquitin carboxyl-termina Dominant
hydrolase isozyme L1
Serine/threonine-protein kinase .
- Ré f
PARKG6 PINK1 1p35-p36 PINK1, mitochondrial écessi
PARK?7 PARK7 1p36 Protein deglycase DJ-1 Récessif
PARKS LRRK? 12q12 Leucine-rich repeat. serine/threonine- Dominant
protein kinase 2
PARK9 ATP13A2 1p36 Probable cation-transporting ATPase 13A2 Récessif
Facteur d
PARK10 Inconnu 1p32 Inconnue ag eur de
risque
PER [ id-rich with GYF
PARK11  GIGYF2  2436-q37 Q amino acid-rich with Dominant
domain-containing protein 2
PARK12 Inconnu Xg21-925 Inconnue Lié a I'X
PARK13 HTRA2 2p13 Serine protease HTRA2, mitochondrial Dominant
PARK14 PLA2GE 22qg12- 85/88 kDa caIC|u.m—|ndependent Récessif
ql3 phospholipase A2
22q12- . . .
PARK15 FBXO7 13 F-box only protein 7 Récessif
PARK17 VPS35 16911 Vacuolar protein sorting-associated protein 3 Dominant
Euk tic t lation initiation factor 4
PARK18 EIF4G1 3027 ukaryotic translation initiation factor Dominant
gamma 1
PARK19 DNAJC6 1p31 DnadJ homolog subfamily C member 16 Récessif
PARK23 VPS13C 15022 Vacuolar protein so:t;ng-associated protein Récessif
Facteur d
- SNCA 4921 a-synucléine ac; eur de
risque
i LRRK? 12q12 Leucine-rich rep.eat. serine/threonine- Fac-:teur de
protein kinase 2 risque
Facteur de
- GBA 1921 Glucosylceramidase .
risque

Tableau 1 Récapitulatif des loci, génes et protéines associés a la maladie de
Parkinson, avec leur mode de transmission

Adapté de [Corti et al., 2011 ; Hernandez et al., 2016 ; Lesage et al., 2016].
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Formes autosomiques dominantes Formes autosomiques récessives

Il SNCA Bl PARKZ?
B [ RRKZ2 B PINK1
B VPS35 B DJ-1
B EIF4G1 1 Other
= GBA /

[ Other

n : 560 n: 440

Figure 4 Proportion des génes dont les mutations sont a I'origine des deux types de
formes familiales de la maladie de Parkinson

(Données acquises par Suzanne Lesage a I’'Hépital de la Pitié-Salpétriere a Paris en 2015)

c. Les principales formes autosomiques dominantes

a. SNCA (PARK1 et PARK4)

L’a-synucléine, codée par le géne SNCA est le constituant majeur des corps
de Lewy. Deux catégories de mutations ont été décrites depuis la découverte de la
premiére mutation (A53T) dans une famille italienne en 1997 [Polymeropoulos et al.,
1997] : (1) des mutation ponctuelles conduisant a des variations faux-sens de la
protéine, et (2) des multiplications du locus entier, incluant duplication et triplication
induisant dans tous les cas une surexpression de la protéine. Bien qu’étant les
premieres décrites, les mutations ponctuelles sont beaucoup plus rares, et peu de
familles présentent ces mutations. Seuls six variants ont en effet été décrits : A53T,
A30P, E46K, G51D, H50Q, A53E [Dehay et al., 2015].

La question de sa toxicité sélective pour les neurones dopaminergiques et
ainsi dans la pathogenese de la maladie de Parkinson n’est toujours pas élucidée
mais elle pourrait étre due a la fois a une perte de fonction (séquestration de I'a-
synucléine dans des agrégats), et a un gain de fonction toxique (polymérisation de

cette protéine sous forme oligomérisée ou fibrillaire) (Figure 5).
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Figure 5 Schéma du mécanisme d’agrégation de I'a-synucléine

L’a-synucléine existe sous différentes conformations et posséde au moins deux isoformes
structurales : une forme monomérique mal repliée et une forme monomérique liée aux membranes et
riche en hélices. Les deux isoformes peuvent subir des modifications structurales importantes,
entrainant la formation de structures riches en feuillet-B. L’'a-synucléine serait en équilibre dynamique,
ou les monomeéres pourraient premiérement s’agréger en différents types de petites espéces
oligomériques qui seraient stabilisées par des interactions en feuillet-B, puis en protofibriles insolubles
de hauts poids moléculaires qui se polymériseraient en fibrilles amydoiques semblables a celle
identifiées dans les corps de Lewy. Adapté de [Dehay et al., 2015].

L’a-synucléine est une protéine retrouvée majoritairement dans les tissus
nerveux [lwai et al., 1995], dont le néocortex, la substance noire et le thalamus [Yu
et al., 2007]. Elle a été originellement mise en évidence dans les terminaisons pré-
synaptiques ou elle se lie aux membranes [George et al., 1995 ; Maroteaux et al.,
1988 ; McLean et al., 2000]. Plus récemment, il a été montré que I'a-synucléine était
aussi localisée au niveau des mitochondries dans des neurones du bulbe olfactif, de
’hippocampe, du striatum et de thalamus [Liu et al., 2009 ; Zhang et al., 2008]. La
protéine interagit également avec la tubuline [Alim et al., 2002] et est donc retrouvée
associée aux microtubules, a I'image de la protéine Tau [Alim et al., 2004]. Dans les
neurones dopaminergiques, hippocampiques et mésencéphaliques en culture, la
surexpression de la protéine humaine sauvage a des niveaux non-toxiques provoque

une inhibition de I'exocytose de vésicules synaptiques [Nemani et al., 2010].
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L’a-synucléine est physiologiquement une protéine soluble, non structurée,
résistant a I'agrégation [Bartels et al., 2011 ; Dettmer et al., 2013 ; Westphal et al.,
2013]. Cependant, mutée, elle s’agrege pour former des fibrilles insolubles comme
C’est le cas dans la maladie de Parkinson, les démences a corps de Lewy ou
atrophie multi-systématisée, des pathologies connues sous le nom de
synucléinopathies, ce qui lui confére un effet toxique par gain de fonction [Mezey et
al., 1998 ; Spillantini et al., 1998].

B. LRRK2 (PARKS)

Découvert initialement en 2004, les mutations retrouvées sur le géne LRRK2
sont les plus importantes en termes de prévalence pour les formes autosomiques
dominantes de maladie de Parkinson [Paisan-Ruiz et al., 2004] (Figure 4). Il s’agit
de formes de maladie de Parkinson moins précoces, répondants trés bien au
traitement par la L-Dopa. De multiples mutations de LRRK2 ont été identifiées,
incluant les mutations 12020T, G2019S, R1441G, R1441C et T1699C [Funayama et
al., 2002 ; Glick et al., 1992 ; Ishihara et al., 2006 ; Mata et al., 2005 ; Munhoz et al.,
2008 ; Paisan-Ruiz et al., 2004]. La mutation G2019S située sur le domaine kinase
de LRRK2 est la plus fréquente et elle induit une augmentation de son activité kinase
[Correia Guedes et al., 2010]. Elle est cependant toxique lorsqu’elle est surexprimée

dans des neurones en culture [Greggio et al., 2006 ; Smith et al., 2006].

De nombreuses études récentes in vitro ont permis d’identifier différents réles
de LRRK2. En effet, un lien entre cette kinase et la régulation de l'autophagie a
émergé ces dernieres années; en particulier, la surexpression de mutants
pathogéniques de LRRK2, qui induit une accumulation d’autophagosome dans de
multiples types cellulaires, incluant les neurones [Cherra et al., 2013] et les lignées
cellulaires neuronales [Plowey et al., 2008]. Il a également été montré que LRRK2
est co-localisée avec la B-tubuline [Biskup et al., 2006 ; Gloeckner et al., 2006] et
interagit directement avec I'a et la B-tubuline de par son domaine GTPase [Biskup et
al.,, 2006 ; Gandhi et al., 2008]. Cependant, la B-tubuline phosphorylée n’est pas
immunoprécipitée avec LRRK2, malgré leur interaction. Lorsqu’elle est incubée avec

un milieu riche en protéines associées aux microtubules (MAP, microtubule
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associated proteins), le mutant G2019S de LRRK2 augmente significativement
'assemblage et la stabilité des microtubules, ce qui suggere que 'augmentation de
la phosphorylation de la B-tubuline par le mutant G2019S résulte en une diminution
de la dynamique des microtubules, affectant ainsi la structure des neurones
[Gillardon, 2009]. Il existe également de nombreuses évidences suggérant qu’une
activité trop faible, ou trop élevée de LRRK2 contribue a un raccourcissement des
neurites, bien que certaines études plus anciennes indiquent que le knock-down de
LRRK2 chez la souris induisent a I'inverse leur élongation [MacLeod et al., 2006]. Il a
aussi été proposé que l'augmentation de I'expression de LRRK2 ou de son activité
kinase augmente la traduction de certaines protéines (Moesin, 4E-BP, MBP...) a des
niveaux qui déstabilisent la machinerie de dégradation cellulaire, ce qui résulte en

I’laccumulation de protéines indésirables [Imai et al., 2008 ; Tain et al., 2009].

De plus, une perte du potentiel de membrane mitochondrial (AW™") a été
rapportée dans des cultures primaires de neurones corticaux, dans des lignées
cellulaires immortalisées et dans des fibroblastes humains issus de patients
parkinsoniens, portant des mutations du gene LRRK2 [Cherra et al, 2013 ;
Papkovskaia et al., 2012]. Une augmentation des radicaux libres et une diminution
des niveaux d’ATP a aussi été reportée dans des fibroblastes portant la mutation
G2019S de LRRK2 [Mortiboys et al., 2010 ; Su et al., 2013].

Il est enfin connu qu’une diminution du AW™ initie une fission mitochondriale
ou que le knock-out de PINK1 chez la souris empéche la phosphorylation de la
protéine pro-fission Drp1 sur sa Ser637, une étape nécessaire a son recrutement a
la mitochondrie dans le but permettre la fission de cet organite [Dagda et al., 2009 ;
Sandebring et al., 2009]. Deux études récentes suggérent en accord avec ces
observations que la surexpression de LRRK2 ou de ses mutants conduit aussi a une
fragmentation mitochondriale dans des neurones corticaux et dans des lignées
cellulaires [Niu et al., 2012 ; Wang et al., 2012].
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d. Les principales formes autosomiques récessives

a. Parkine (PARK2)

Les mutations du gene PARK2 codant la protéine Parkine sont la cause la
plus fréquente des formes juvéniles autosomiques récessives (age de début inférieur
a 40-50 ans) de maladies de Parkinson. Ces mutations sont a l'origine de 10 a 20%
de I'ensemble des formes, dont 40% des formes récessives et environ 15% des cas
isolés en Europe. Initialement découvertes au Japon, des mutations du genes
PARK2 ont aussi été identifices dans des familles d’origine ethnique différente
[Kitada et al., 1998 ; Lucking et al., 2000 ; Periquet et al., 2003]. Cependant, la
fréquence des mutations de ce gene diminue significativement lorsque les patients
débutent la pathologie plus tardivement. Elles sont a l'origine de 80% des formes
autosomiques récessives de maladies de Parkinson chez les patients de moins de
20 ans, et deviennent trés rares chez les patients avec un début apres 50 ans [Corti
et al., 2011]. Les délétions exoniques ont été les premieres décrites en 1998 [Kitada
et al., 1998]. Les patients présentant des mutations du gene PARK2 ont une trés
bonne réponse a la L-Dopa mais développent rapidement des dyskinésies. Plus de
170 mutations ont été décrites, incluant des larges délétions ou multiplications
d’exons, des petites indels (insertion/délétion), ainsi que des mutations faux-sens

[Nuytemans et al., 2010].

Les patients portant des mutations du géne PARKZ2 sont cliniquement tres
similaires aux patients sporadiques, mais présentent en plus des caractéristiques
particuliéres : en plus d’'un début précoce, ils ont plus de dystonies, ainsi qu’une
hyper-réflexie. Des signes pyramidaux, des caractéristiques cérébelleuses et des
maladies psychiatriques ont également été rapportés. La maladie reste cependant
relativement bénigne a son commencement, avec une progression lente et une

bonne réponse a de faibles doses de L-Dopa [Corti et al., 2011].

D’un point de vue neuropathologique, les mutations du géne PARK2 sont
associées a une perte massive de neurones dopaminergiques dans la SNpc ainsi
qu’a une perte plus modérée de ces neurones au niveau du locus cceruleus [Mori et

al., 1998], et a des lésions plus restreintes que dans la maladie sporadique. La
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dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNpc est probablement due a
une perte de fonction de la Parkine, une protéine pourtant ubiquitaire. D’'un point de
vu structurel, la protéine Parkine porte un domaine semblable a l'ubiquitine (UBL,
Ubiquitin Like Domain), suivi de trois domaines RING (Really Interesting New Gene)
séparés par un domaine IBR C-terminal (In Between Ring fingers) [Hristova et al.,
2009]. Fonctionnellement, il s’agit d’'une E3 ubiquitine-protéine ligase cytosolique,
responsable du transfert de molécules d’ubiquitine sur ses substrats, permettant leur
dégradation par le protéasome [Imai et al., 2000 ; Shimura et al., 2000 ; Zhang et al.,
2000]. Il a ainsi été suggeéré que les mutations du gene PARK2 étaient a I'origine
d’'une plus mauvaise dégradation de ses substrats, ce qui engendrait leur
accumulation et leur agrégation. Plusieurs études ont néanmoins montré que les
mutations ponctuelles de la Parkine ont rarement un effet sur sa fonction

enzymatique (Tableau 2).

B. PINK1

Les premiéres mutations du géne PINK1 ont été décrites dans trois familles
consanguines avec une maladie de Parkinson autosomique récessive a début
précoce [Valente et al, 2004]. Les mutations homozygotes et hétérozygotes
composites touchant le géne PINK1 sont aujourd’hui les deuxiemes en terme de
fréquence apres les mutations du géne PARK2 pour les formes autosomiques
récessives (Figure 4). En fonction des études a travers le monde, les mutations de
ce gene expliquent 0 a 15% des formes de maladies de Parkinson [Deas et al., 2011
; Nuytemans et al., 2010]. Bien que des larges délétions génomiques et parfois de
grands réarrangements aient été décrits, la majorité des mutations sont des

mutations ponctuelles ou des petites délétions.

Les patients PINK1 sont cliniquement similaires aux patients PARK2, mais
tendent en moyenne a mieux répondre au traitement par la L-Dopa [Ibanez et al.,
2006]. Le début de la maladie est Iégerement plus précoce et se trouve étre plus
frequemment associée a des symptomes atypiques, comme la dystonie, des

dyskinésies ou une hyper-réflexie [Ephraty et al., 2007 ; Li et al., 2005].
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Tableau 2 Résumé des défauts fonctionnels dus aux différentes mutations du gene
PARK2Z retrouvés chez des sujets atteints de maladie de Parkinson

Données issues d’études précédentes. Les zones vides indiquent que les mutations respectives n’ont
pas été analysées avec le test décrit. Les résultats des altérations fonctionnelles sont codés par
couleur, en comparaison a la Parkine normale (WT). Bleu : activité/fonction augmentée ; vert:
similaire au WT ; jaune : activité/fonction diminuée ; rouge : perte de fonction/activité. Les résultats
des altérations structurelles sont indiquées par (-) changement mineur, (+) changement modéré, (++)
changement majeur. (--) indique une plus faible fluctuation que le WT, suggérant une conformation
plus « fermée » (seulement p.T240R). Modifié a partir de [Fiesel et al., 2015].

(a) Test d’auto-ubiquitylation in vitro utilisant une Parkine-MBP recombinante, purifiée a partir d’E.
coli. [Matsuda et al, 2006]. (b) Test d’auto-ubiquitylation in vitro utilisant une Parkine-HA
immunoprécipitée a partir de cellules COS7. [Hampe et al., 2006]. (c) Ubiquitylation de substrats in
cellulo observée avec une Parkine-MYC stable exprimée dans des cellules SH-SY5Y qui
surexpriment la sous-unité p38 de I'aminoacyl-tRNA synthétase, ou la Synphiline-1 avec l'ubiquitine-
HA [Sriram et al., 2005]. (d) Activité E3 ligase de la Parkine purifiée a partir d’E. coli mesurée par la
décharge de I'Ub de la co-enzyme E2, l'ubiquitylation du substrat modéle Miro1 et la formation de
chaines libres de poly-Ub. [Kazlauskaite et al., 2014]. (e) Analyse de la charge d’'Ub portée par la
Parkine et de sa translocation mitochondriale sous CCCP dans des cellules Hela. [Fiesel et al.,
2015]. (f) Pour les tests de charges d’Ub portée par la Parkine, le p.C431S sans autre mutation
représente la Parkine « WT ». (g) Le mutant pR42P ne montre pas d’augmentation en RMS pour le
site de mutation ou de la région de 6 Angstrom l'entourant. (h) Le mutant p.C150G forme des
agrégats cytosoliques et n’est pas adressé aux mitochondries endommagées. (i) Le mutant p.G430D
ne montre pas d’activité E3 ligase de la Parkine vers la sous-unité p38 de I'aminoacyl-tRNA
synthétase, ou la Synphiline-1. [Sriram et al., 2005]. (j) Ubiquitylation de substrats in cellulo observée
avec des Parkine WT et mutantes stables exprimée dans des cellules HelLa. Test d’auto-ubiquitylation
in vitro utilisant une Parkine-MBP recombinante, phosphorylée par PINK1Tc, purifiée & partir d’E. coli
[Ordureau et al., 2014].
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La protéine PINK1 est une serine/thréonine kinase, possédant une séquence
d’adressage mitochondrial (MTS) située en N-terminal. De par sa localisation, le fait
que la perte de fonction de cette protéine soit a l'origine de formes génétique de
maladie de Parkinson conforte lidée de [limplication d’une dysfonction

mitochondriale dans la pathogenése de cette maladie [Beilina et al., 2005].

y. DJ-1

Les mutations du géne DJ-1 expliquent environ 1% des formes juvéniles
autosomiques récessives de maladies de Parkinson. La premiére large délétion a
été découverte en 2003 [Bonifati et al., 2003]. Des mutations faux-sens et des indels
ont également été décrites. Cliniquement, les patients portant des mutations du géne
DJ-1 présentent une maladie de Parkinson a début précoce, avec une lente
progression, ressemblant fortement aux patients portant des mutations des genes
PARKZ2 et PINK1 [Corti et al., 2011].

La protéine DJ-1 a été initialement identifi€e en association avec une
oncogenese et une infertilité chez le rat [Andres-Mateos et al., 2007], mais elle est
également induite lors d’un stress oxydant ou elle est transférée du cytoplasme a la
membrane externe de la mitochondrie, lui conférant un réle protecteur contre la mort

cellulaire due a un traitement au paraquat [Canet-Aviles et al., 2004].

6. VPS13C

VPS13C (Vacuolar Protein Sorting 13C) est le dernier géne identifié dont les
mutations sont a I'origine de formes familiales autosomiques récessives de maladie
de Parkinson. Il a été découvert cette année par notre équipe [Lesage et al., 2016].
Les mutations du gene VPS13C sont a l'origine d’'une maladie de Parkinson a début
précoce, mais a linverse des trois géenes précédemment décrits, la maladie se
caractérise par une progression rapide et sévere, associée a un déclin cognitif
rapide. Les patients répondent cependant bien a la L-Dopa dans les premiéres

années de la maladie.
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La protéine Vps13C est retrouvée dans différents organites cellulaires
(endosome, appareil de golgi, réticulum endoplasmique, mitochondrie) et sa perte de
fonction induit une dysfonction mitochondriale, et par conséquent une activation de
la dégradation de ces mitochondries endommagées par autophagie (Chapitre 4,

partie II.1).
4. Conclusion

L’identification des génes associés a la maladie de Parkinson a permis
d’améliorer la compréhension de ses possibles mécanismes pathogéniques
impliqués, et placent la dysfonction du systéme ubiquitine-protéasome, le stress
oxydant, ainsi que la dysfonction mitochondriale au centre de ces mécanismes. Les
mutations, ou les polymorphismes retrouvés sur '’ADN™ et sur '’ADN nucléaire
semblent reliés a I'apparition de la maladie de Parkinson, ou, bien que ceci soit
controverse, seraient a minima des facteurs de risque de celle-ci. Parmi les génes
nucléaires, les mutations de PARK2, PINK1, PARK7 (DJ1) ou LRRK2 fournissent
des preuves majeures de l'implication d’'une dysfonction mitochondriale dans la

maladie de Parkinson.

Il. La mitochondrie : a la croisée du métabolisme énergétique,

de la signalisation et de la mort cellulaire
1. Généralités

Les mitochondries sont des organites cellulaires essentiels caractérisés par
leur rGle de générateur énergétique de la cellule, en convertissant I'’énergie obtenue
par l'alimentation en gradient électrochimique de protons [Chacinska et al., 2009].
Ce gradient de protons permet le fonctionnement de '’ATP synthase, un complexe
protéique générant de grandes quantités d’ATP pour la cellule (36 molécules pour la
respiration mitochondriale, contre 2 pour la glycolyse, Paragraphe 11.2). Les
mitochondries possédent également des fonctions centrales dans le métabolisme

des acides aminés et des lipides, ainsi que dans la biosynthése des clusters des
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ions-sulfures et de 'héme, et jouent aussi un rdle crucial dans I'apoptose [Hamza et
al., 2012]. Leur dysfonction a été mise en cause dans la pathogenése de diverses

maladies et en particulier de maladies neurodégénératives [Harbauer et al., 2014].

Les mitochondries sont composées de plusieurs compartiments spécialisés :
deux membranes, la membrane mitochondriale externe (MME) et la membrane
mitochondriale interne (MMI) ; et deux compartiments aqueux, l'espace inter-

membranaire et la matrice.
2. Un générateur électrique : la respiration cellulaire

La respiration cellulaire est l'ensemble des processus du métabolisme
cellulaire mis en place par la cellule permettant de convertir I'énergie chimique
contenue dans les nutriments en ATP. Mise a part la glycolyse qui a lieu dans le
cytoplasme et qui permet la transformation d’'une molécule de glucose en deux
molécules d’ATP et en deux molécules de pyruvate, sans nécessité d’oxygene, les
autres étapes de la respiration cellulaire se passent au niveau de la mitochondrie.
Ces autres étapes comprennent (1) la décarboxylation du pyruvate, (2) le cycle de

Krebs et (3) la phosphorylation oxydative.

Le pyruvate obtenu lors de la réaction de glycolyse est ensuite oxydé en
acétyl-CoA et NADH au cours d’une réaction qui libére du CO,, par un processus de
décarboxylation catalysée par le complexe de la pyruvate déshydrogénase. L’acétyl-
CoA synthétisé est ensuite dégradé dans la matrice par le cycle de Krebs pour
donner une molécule de CO. et permettre la formation de trois molécules de NADH,
d’une molécule de FADH, et d’'une molécule de GTP, équivalent a une molécule
d'ATP. Le NADH et le FADH, peuvent étre oxydés par la chaine respiratoire pour
produire davantage d'ATP.

Chez les eucaryotes, le processus de phosphorylation oxydative se déroule
dans la MMI, et plus précisément au niveau des crétes. Ce processus est composé
de : (1) la chaine respiratoire, qui assure 'oxydation des coenzymes réduites par le
cycle de Krebs et (2) I'ATP synthase, enzyme capable de phosphoryler I'ADP en

ATP a partir de I'énergie libérée par la chaine respiratoire au cours de I'oxydation
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des coenzymes. Cette énergie est emmagasinée sous forme de gradient
électrochimique a travers la MMI sous l'effet de pompes a protons qui génerent un
gradient de concentration de protons au cours de la circulation des électrons le long
de la chaine respiratoire. L'étape finale de cette derniére est la réduction d'une
molécule d'oxygene par quatre électrons pour former deux molécules d'eau [Gnaiger
etal., 1995].

3. La dynamique mitochondriale et le transport

Les mitochondries forment un réseau dynamique en perpétuel remodelage,

mettant en jeu des processus de fusion et de fission (Figure 6).

A B Fis1 Drp1

'b

Fusion mitochondriale Fission mitochondriale

OPA1

IR

Mfn

Figure 6 La dynamique mitochondriale

(A) La machinerie de fusion mitochondriale est composée des protéines mitofusines (Mfn1 et Mfn2) et
OPA1, ou les protéines Mfn1 et 2 sont a la MME et OPA1 est localisée dans I'espace inter-
membranaire. (B) La machinerie de fission mitochondriale est quant a elle composée des protéines
Fis et Drp1. Adapté de [Chen et al., 2006].

a. La fusion mitochondriale

Le processus de fusion mitochondriale chez les mammiféres est contrblé par
les protéines Mfn1 (mitofusine 1), Mfn2 (mitofusine 2) et OPA1 (optic atrophy 1).
Mfn1 et Mfn2 sont des GTPases dynamine-/ike responsables de la fusion de la
MME. OPA1 est aussi une GTPase dynamine-like, mais est responsable de la fusion
de la MMI [Belenguer et al., 2013]. On peut noter qu’'OPA1 est clivée par la protéase
OMA1 lorsque les mitochondries sont dépolarisées par un traitement au

protonophore CCCP (Carbonyl Cyanide m-Chloro Phenyl hydrazine), ce qui résulte
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en une fragmentation mitochondriale en empéchant leur fusion [Ehses et al., 2009 ;
Head et al., 2009].

b. La fission mitochondriale

Le processus de fission mitochondriale est quant a lui controlé par la protéine
Drp1 (Dynamin-related protein 1), qui est aussi une GTPase dynamine-like. Drp1 est
cytosolique et recrutée a la MME afin de permettre le clivage d’'une mitochondrie en
deux par un phénomeéne de constriction. Drp1 interagit avec quatre récepteurs
mitochondriaux : Fis1 (Fission 1), Mff (Mitochondria fission factor), MID49 et MID15
(Mitochondria Dynamics proteins of 49 and 51 kDa). Il semblerait que dans les
cellules de mammiféres, l'interaction entre Fis1 et Drp1 joue un réle mineur dans la
régulation de la fission mitochondriale, en comparaison a l'interaction entre Drp1 et
les trois autres récepteurs [Gandre-Babbe et al., 2008 ; Loson et al., 2013 ; Otera et
al., 2010 ; Palmer et al., 2011 ; Westermann, 2010].

c. Le transport

En plus de ces processus de fusion et fission, le mouvement des
mitochondries le long du cytosquelette est trés important pour leur distribution et
pour leur renouvellement [Mishra et al., 2014]. Les mitochondries des cellules de
mammifére sont pour la plupart transportées le long des microtubules par les
kinésines pour le sens antérograde, et les dynéines pour le sens rétrograde [Saxton
et al., 2012]. La liaison des mitochondries aux kinésines est régulée par différents
adaptateurs moléculaires dont Milton, qui interagit directement avec la protéine Miro
(Mitochondrial Rho GTPase) a la MME. Curieusement, Mfn1 et Mfn2 interagissent
également avec Miro et Milton, et la perte d'Mfn2 suffit a induire un

dysfonctionnement du transport mitochondrial dans les neurones [Misko et al., 2010].

4. L’import mitochondrial

Les mitochondries sont composées d’environ 1000 a 1500 protéines
différentes [Pagliarini et al., 2008 ; Prokisch et al., 2004 ; Reinders et al., 2006 ;

Schmidt et al., 2010]. Du fait de leur origine endosymbiotique issue d’'un ancétre
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procaryote, elles possedent leur propre génome mitochondrial. Or chez '’homme,
seulement 13 protéines sont codées par ce génome, et il s’agit pour la plupart, de
protéines composant la chaine respiratoire mitochondriale. La grande majorité des
protéines mitochondriales est donc issue du génome nucléaire, ou elles sont
synthétisées dans le cytosol sous formes de précurseurs par les ribosomes, et
transférées dans les différents compartiments mitochondriaux par différentes
machineries d’'import. Cette adressage mitochondrial met en jeu deux principales
voies d’'import : la voie d’'import classique des pré-protéines a signal d’adressage N-
terminal (voie « Tom20 ») et la voie des protéines polytopiques hydrophobes

adressées essentiellement a la MMI (voie « Tom70 ») (Figure 7).
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Figure 7 Les deux voies classiques d’'import mitochondrial

(a) La voie d’import classique des pré-protéines (voie « Tom20 ») et (b) la voie des protéines
polytopiques hydrophobes adressées essentiellement & la membrane mitochondriale interne (voie
« Tom70 »). D’apres [Becker et al., 2012].
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a. La voie d’import classique des pré-protéines

Cette premiére voie permet limport des protéines possédant des pré-
séquences clivables [Chacinska et al., 2009 ; Neupert et al., 2007]. Elle est utilisée
par plus de 60% des protéines mitochondriales [Vogtle et al., 2009]. Les précurseurs
synthétisés dans le cytosol posseédent des séquences clivables en N-terminal
nommées pré-séquences, qui sont chargées positivement et reconnues par les
récepteurs Tom20 et Tom22 du complexe multiprotéique d’import mitochondrial
TOM (Translocase of the outer membrane), situé a la MME [Abe et al., 2000 ; Brix et
al., 1999 ; Mayer et al., 1995 ; Meisinger et al., 2001 ; Saitoh et al., 2007 ; van Wilpe
et al., 1999]. Aprés avoir été importées a travers ce complexe, les pré-protéines
clivables traversent le complexe TIM23, situé a la MMI. C’est au niveau de ce dernier
que le AW™ exerce un effet éléctrophorétique sur les pré-séquences chargées
positivement [Martin et al, 1991], et que la machinerie PAM (Presequence
translocase-Associated Motor) permet I'import de ces pré-protéines a la matrice
[Chacinska et al., 2005 ; Mapa et al., 2010], ou elles vont subir un clivage par la
peptidase mitochondriale MPP (Mitochondrial Processing Peptidase). A noter que
certaines pré-protéines possédent un domaine hydrophobe situé juste apres la pré-
séquence, ce qui induit un arrét de leur import au niveau du complexe TIM23, et leur
relargage au sein de la MMI [Chacinska et al., 2005 ; Glick et al., 1992 ; Meier et al.,
2005].

b. La voie d’import des protéines polytopiques hydrophobes adressées

aux membranes

Les protéines polytopiques hydrophobes sont synthétisées sans pré-
séquences dans le cytosol et sont importées par une autre voie d’import [Curran et
al.,, 2002 ; Endres et al.,, 1999 ; Rehling et al., 2003]. Les membres de la grande
famille des transporteurs de métabolites sont les principaux substrats de cette voie
dite « carrier pathway ». Les précurseurs de ces protéines contiennent un signal
d’adressage interne dans la partie mature de la protéine [Brix et al., 1999]. En effet,
les précurseurs des protéines mettant en jeu cette seconde voie sont reconnus par

le récepteur Tom70 de la machinerie TOM, passent a travers le canal Tom40, et
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sont ensuite transportés par d’autres machineries : des petites chaperonnes de

’espace inter-membranaire et le complexe TIM22 de la MMI.
5. Import versus réponse au stress mitochondrial : ’'UPR™

Récemment, les mécanismes d’'import a la mitochondrie ont émergé dans la
littérature en tant qu’éléments clés de la communication entre mitochondrie et noyau,
conduisant a la mise en place de programmes transcriptionnels en réponse au
stress mitochondrial, tels que 'UPR™ (Unfolded Protein Response, mitochondrial)
[Haynes et al., 2013 ; Rainbolt et al., 2013].

L'UPR est une réponse transcriptionnelle protectrice ou adaptative
promouvant la survie cellulaire lors d’'un stress. Elle a tout d’abord été trés bien
caractérisée au niveau du réticulum endoplasmique (RE). L’'UPR®E est une voie de
signalisation divisée en trois parties, et régulée par trois protéines localisées a la
membrane du RE: IRE1 (/nositol- REquiring 1), PERK (Protein-inase-like
Endoplasmic Reticulum Kinase) et ATF6 (Activating Transcription Factor 6), qui
gerent le statut de repliement des protéines dans la lumiere du RE, par l'interaction
directe avec la chaperonne BiP/GRP78 (chaperone-binding immunoglobulin protein)
[Ma et al., 2001 ; Ron et al., 2007] (Figure 8). Dans la branche la plus conservée,
IRE1 est activé quand il est dissocié de BiP, ce qui résulte en I'oligomérisation et en
lactivation de son domaine cytosolique qui contient une séquence permettant
I’épissage de 'ARN messager d’XBP1 (X-box binding protein 1). XBP1 « épissé »
est ensuite traduit en bZip (basic leucine zipper), un facteur de transcription qui est
adressé au le noyau ou il induit 'expression de chaperonnes et de composants des
machineries de dégradation du RE [Calfon et al., 2002 ; Yoshida et al., 2001].

L’'UPR mitochondriale (UPR™) a été mise en évidence la premiére fois en
1996 dans des cellules de mammifére en culture [Martinus et al., 1996 ; Zhao et al.,
2002]. Lors d’un stress mitochondrial, des génes codant pour des chaperonnes et
des protéases mitochondriales sont transcrits, permettant d’éliminer les protéines
mitochondriales mal repliées [Wang et al., 2008]. Tandis que I'induction de TUPR™

chez les mammiféres a lieu lors de différentes formes de stress mitochondrial
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(accumulation de protéines mal conformées dans la matrice, déplétion d’une partie

du génome mitochondrial, déplétion en protéases mitochondriales, agents générant

de hauts niveaux de radicaux libres, etc.), sa régulation reste peu comprise [Haynes

et al., 2013].
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cellules de mammiféres

L'UPR est contrélée par trois protéines
situées dans la membrane du RE; la
kinase PERK est activée par dimérisation
et par phosphorylation. Une fois activée,
elle phosphoryle le facteur d’initiation de
la traduction elF2a, ce qui résulte en une
atténuation du processus de traduction.
Lorsqu’il est  phosphoryle, elF2a
augmente sélectivement la traduction
d’ATF4, induisant lui-méme I'expression
de génes de I'UPR ; l'activation d’IRE1
par dimérisation et par phosphorylation
cause l'épissage de I'’ARN messager
d’XBP1. La traduction d’XBP1 produit un
facteur de transcription qui augmente
'expression de génes cibles via le
promoteur ERSE ; [lactivation d’ATF6
implique une protéolyse intra-
membranaire régulée. La protéine
transite du RE a I'appareil de Golgi ou
elle subit une maturation pour donner un
facteur de transcription dirigé au noyau et
se liant aux promoteurs ERSEs (ER
Stress response Element) des génes de
'UPR. Adapté de [Lai et al., 2007].

Il semblerait cependant que la communication mitochondrie-noyau dans les

cellules de mammiferes requerrait le facteur de transcription CHOP [Zhao et al.,

2002]. Plus récemment, la sirtuine mitochondriale 3 (Sirt3) a été identifiée comme

régulateur de l'activité de 'UPR™ par la dé-acétylation du facteur de transcription

FOXOSA (Forkhead box O3), ce qui promouvrait son accumulation dans le noyau et

permettrait I'expression de génes antioxydants [Papa et al., 2014]. Le récepteur a

I’estrogéne a aussi été montré comme répondant au stress mitochondrial, dans le

but d’éliminer les protéines mitochondriales mal repliées au niveau de I'espace inter-
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membranaire. Ce processus mettrait en jeu une augmentation de la transcription de

la protéase mitochondriale Omi/HtrA2 [Papa et al., 2011 ; Papa et al., 2014].

La régulation de 'UPR™ est mieux comprise chez le ver Caenorhabditis
elegans ou l'on sait que cette réponse est régulée par le facteur de transcription
ATFS-1 (Activating Transcription Factor associated with Stress-1), requis pour
Pinduction de la transcription des chaperonnes mitochondriales lors d’un stress
[Haynes et al., 2010]. ATFS-1 posséde une séquence d’adressage mitochondriale et
est constitutivement importé dans les mitochondries fonctionnelles, ou il est par la
suite dégradé par la protéase Lon [Nargund et al., 2012]. De maniére intéressante,
ATFS-1 posséde également une séquence de localisation nucléaire. Lorsque I'import
mitochondrial est bloqué, ATFS-1 n’est pas dégradé dans le cytosol mais va migrer
vers le noyau [Wright et al., 2001] ou il va induire la transcription de plus de 400
génes constituant 'UPR™, ce qui inclut des protéases et chaperonnes
mitochondriales, des acteurs de la fission mitochondriale, des composants des
machineries d’import et des génes antioxydants et de I'immunité [Nargund et al.,
2012] (Figure 9). Ces auteurs ont aussi montré qu’ATFS-1 se liait directement aux
promoteurs des genes de la machinerie de phosphorylation oxydative (OXPHOS),
aussi bien au niveau des génomes mitochondriaux que nucléaires, ce qui permettait

de maintenir I’efficacité de ce processus au cours de 'TUPR™ [Nargund et al., 2015].
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Figure 9 L'UPR™ chez Caenorhabditis elegans

lllustration des mécanismes de signalisation régulant I'nduction de 'UPR™ chez Caenorhabditis
elegans. L'UPR™ est activée lors d’une dysfonction mitochondriale ou d’un stress, ce qui résulte en
une induction de la transcription de génes protecteurs, comme les chaperonnes et protéases
mitochondriales, impliquées dans la détoxification des radicaux libres, de protéines permettant la
glycolyse et de protéines des machineries d’import protéique. D’aprés [Haynes et al., 2013].
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6. Import versus mort cellulaire : I’activation du systéme protéasomal

Des dysfonctions mitochondriales ont été reliées a différentes pathologies
neurodégénératives, comme la maladie de Parkinson et la sclérose latérale
amyotrophique. Dans ces pathologies, ces dysfonctions contribuent a des anomalies
cellulaires, aussi bien en étant a l'origine d’anomalies énergétiques, qu’en induisant
une mort cellulaire par apoptose. Dans une étude trés récente chez la levure parue
en 2015, Wang et al. ont identifi€¢ 40 génes diminuant le taux de mort cellulaire
lorsqu’ils sont surexprimés dans des cellules contenant des mitochondries
endommagées [Wang et al., 2015]. Les protéines codées par ces genes ne sont
pourtant pas mitochondriales, ce qui suggere que des dysfonctions cellulaires
alterent des processus cytosoliques. En effet, plusieurs de ces protéines sont
connues pour diminuer l'efficacité de synthése protéique dans le cytosol, ou pour
permettre leur dégradation dans ce méme compartiment. Ces résultats ont été
confirmés par une autre approche ou les transcrits ont été analysés dans des
conditions ou I'import mitochondrial est altéré par un traitement au CCCP [Wrobel et
al., 2015]. L’efficacité de I'activité protéasomale est aussi augmentée dans ce méme

modeéle.

Ensembles, ces deux études démontrent que lors d’une perturbation de
I'activité mitochondriale, les précurseurs des protéines adressées a ces organites
s’accumulent dans le cytosol, ce qui va entre autre déclencher une augmentation
importante de l'activité protéasomale et ainsi leur dégradation rapide, de maniéere a
préserver la survie cellulaire. Les auteurs proposent que Il'accumulation de
précurseurs protéiques dans le cytosol serait un inducteur de mort cellulaire lorsque

les mitochondries ne sont pas fonctionnelles [Wang et al., 2015].
7. Turn-over des mitochondries
a. Entre dégradation...

Les mitochondries ne sont pas des organites immortels. Elles sont vouées a
étre renouvelées au cours du temps, du fait de leur vieilissement ou de leur

endommagement. Le contréle de leur élimination est donc un processus essentiel
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mis en place par la cellule dans le but de se protéger du stress oxydant et de
'apoptose. Pour cela, la cellule a développé un processus de dégradation nommé
mitophagie, qui est la dégradation sélective des mitochondries par autophagie,

mettant en jeu le lysosome.

Chez les mammiféres, I'autophagie est stimulée en conditions de stress, telles
que la carence en nutriments, I'absence de facteurs de croissance ou I'’hypoxie. La
proteéine mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) joue un réle clé dans la
régulation de I'autophagie, car dans des conditions physiologiques, elle permet son
inhibition. En condition de stress, mTOR est inactivée, ce qui léve l'inhibition de
'autophagie. D’un point de vue mécanistique, I'induction de I'autophagie résulte en la
déphosphorylation et en l'activation de deux kinases, ULK1 et ULK2, qui composent
le complexe ULK (Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase) [Chan, 2012]. ULK va
phosphoryler et activer Becline-1, qui fait également partie d’'un complexe protéique,
le complexe Becline-1 [ltakura et al., 2008 ; Kang et al., 2011]. Les complexes ULK
et Becline-1 sont ensuite relocalisés au niveau du site d’initiation de
'autophagosome, nommé phagophore, ou ils vont, en collaboration avec les
protéines DFPC1 (double FYVE domain-containing protein 1) et WIPI1 (WD Repeat
Domain, Phosphoinositide Interacting 1), contribuer a I'activation de composants de

'autophagie situés en aval de la voie [Hara et al., 2008 ; Lazarou et al., 2015].

Le déroulement ultérieur du processus autophagique repose essentiellement
sur deux systémes de conjugaison analogues au systéme d'ubiquitylation des
protéines (Figure 10): (1) le premier systéme lie de fagcon covalente les protéines
Atg12 et Atg5. Ensemble, ces deux protéines vont se lier a Atg16L1 pour former un
complexe E3-like, qui participe au fonctionnement d’'un second systéme de
conjugaison [Hanada et al., 2007]. (2) Le second complexe lie Atg3, qui attache les
protéines LC3 (des protéines associées aux microtubules permettant le contréle de
linteraction entre les microtubules et les composants du cytosquelette) a la
phosphatidylethanolamine (PE), au niveau de la surface des autophagosomes
[Kabeya et al., 2004]. LC3-PE contribue ainsi a la fermeture des autophagosomes
[Fujita et al., 2008], et permet I'attache de cargos spécifiques et de protéines

adaptatrices comme p62, une protéine d’échafaudage qui permet de réguler
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différents processus biologiques, comme I'apoptose, la régulation de la transcription,
et l'autophagie [Park et al, 2014 ; Rea et al, 2014]. Une fois mature,
'autophagosome fusionne avec un lysosome par un mécanisme impliquant les
protéines SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein
REceptor, responsables de la fusion membranaire et du trafic membranaire) pour
donner un autolysosome [Fader et al., 2009]. Aprées la fusion, LC3 est retenu au
niveau du coté interne des vésicules et dégradé en méme temps que le cargo [Satoo
et al., 2009]. Les autolysosomes sont par la suite dégradés par I'action de protéases

lysosomales telles que les cathepsines [Repnik et al., 2012].
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Figure 10 Voies de signalisation régulant 'autophagie

Les stimuli de lautophagie activent le complexe ULK1, ce qui augmente l'activité du complexe
Becline-1-Vps34 par la phosphorylation d’Ambra1 et de la Becline-1. Ambra1 induit I'autophagie en
régulant la stabilité de I'activité de ULK1 par son interaction avec TRAF6 (TNF Receptor Associated
Factor 6). PI3P (Phosphatidyl-Inositol-3-Phosphate), produit par Vps34 recrute des protéines
effectrices pour induire la formation de 'autophagosome. L’élongation de ce dernier est contrblée par
le complexe Atg12-Atg5-Atg16L-LC3-PE. Une fois la formation des vésicules autophagiques
complétée, 'autophagosome mature fusionne avec un lysosome pour former un autolysosome, lieu
ou les molécules et les organites sont séquestrés et dégradés. D’aprées [Kim et al., 2014].

Il 'y existe plusieurs voies de contrdle de la mitophagie dans les cellules de
mammiferes et la celle mettant en jeu la voie PINK1/Parkine est la mieux
caractérisée (Paragraphe lll.3.e.3). Les autres voies mettent en jeu des récepteurs
situés a la MME (NIX1, BNIP3 et FUNDC1). Tous ces récepteurs contiennent une
séquence LIR (LC3-Interacting Region) qui lie LC3, conduisant a la dégradation des
mitochondries [Lazarou, 2015]. La sélection des mitochondries a éliminer est

intimement reliée a un faible AW™ ainsi qu’a d’autres événements mitochondriaux,
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tels que la production de radicaux libres [Kim et al, 2011]. En effet, les
mitochondries avec un AW™ bas ne produisent pas d’ATP ; leur élimination n’aura
pas d’impact majeur sur les niveaux d’ATP cellulaire. De plus, leur élimination
atténuera la production de radicaux libres, la population mitochondriale restante aura

donc une meilleure homéostasie [Gottlieb et al., 2015].
b. ...et néo-synthése

Afin de maintenir ’'hnoméostasie cellulaire, I’élimination des mitochondries doit
étre compensée par la formation de nouvelles mitochondries fonctionnelles. Ce
processus, nommé biogenése mitochondriale est activé par différents signaux de
stress cellulaire ou en réponse a des stimuli environnementaux [Sanchis-Gomar et
al.,, 2014]. Il met en jeu une cascade de facteurs de transcription qui transitent du
noyau a la mitochondrie pour permettre la transcription de génes clés (Figure 11).
Parmi ces facteurs se trouve le co-activateur transcriptionnel PGC-1a (Peroxysome
proliferator-activated receptor Gamma Co-activator 1-alpha), qui est le régulateur clé
du processus de biogenése mitochondriale. Il travaille en tandem avec NRF2
(Nuclear Respiratory Factor 2) pour co-activer NRF1 (Nuclear Respiratory Factor 1)
[Lehman et al, 2000]. Ensemble, NRF1 et NRF2 induisent la transcription de
protéines codées par des genes nucléaires et mitochondriaux, et en particulier des
protéines composant les machineries d’'import ainsi que des cofacteurs requis pour
'assemblage des complexes de la chaine respiratoire. lls régulent également les
facteurs requis pour les processus de transcription et de traduction de ’ADN™, dont
Tfam (mitochondrial transcription factor A). De plus, Tfam n’est pas seulement
important pour la transcription des genes mitochondriaux, mais il est aussi primordial

pour la maintenance du nombre de copies de TADN™ [Scarpulla, 2008].

On peut noter que la surexpression de PGC-1a est suffisante pour induire la
biogenése mitochondriale [Wende et al., 2007], alors que son acétylation supprime
son activité de co-activateur transcriptionnel, ce qui limite son controle de la

biogenése, méme lorsque la protéine est en exces.

L’activation de cette cascade transcriptionnelle peut étre initiée par différents

évenements de signalisation. L'AMPK (AMP-activated Protein Kinase) est un
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régulateur majeur de la biogenése mitochondriale car il régule le métabolisme
énergétique intracellulaire en réponse a des crises énergétiques aigues [Hardie,
2007]. La CaMKIV (Calcium/Calmodulin-Dependent Protein Kinase V) est un autre
acteur majeur de ce processus. Il a entre autre été noté que la CaMKIV influence
I’expression des génes des fibres oxydatives des myocytes [Wu et al., 2000]. Plus
récemment, il a été montré que le NO (Nitric Oxide), la SIRT1 (sirtuin (Silent mating
Type Information Regulation 2 homologue) 1), le co-activateur TORC (Transducer Of
Regulated CREB (cAMP-Response-Element-Binding protein), la phosphatase
calcineurin, la kinase p38 MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) et le
corépresseur transcriptionnel RIP140 (Receptor-Interacting Protein 140) pouvaient
induire la biogenese mitochondriale [Chin et al., 1998 ; Nisoli et al., 2003 ; Rodgers
et al., 2005 ; White et al., 2008 ; Wu et al., 2006 ; Zetser et al., 1999].

Nucleus

Figure 11 Rdle de PGC-
1a dans la coordination
de l'expression de la
biogenése mitochon-
driale dans les cellules
de mammiferes

PGC-1a interagit avec les
facteurs de  transcription
NRF1 et NRF2 et induit
'expression de génes
mitochondriaux codés par le
génome nucléaire, incluant
Tfam et les  protéines
impliquées dans la
phosphorylation oxydative
Biogenesis (OXPHOS). D’apres [Baldelli
Oxidative metabolism| et al., 2014].
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c. Balance entre biogenése et mitophagie

Le maintien de I'homéostasie mitochondriale nécessite a la fois la clairance
des mitochondries endommagées et la génération de nouvelles, fonctionnelles. De

nouvelles preuves indiquent qu’une bonne coordination entre ces deux processus
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est essentielle. Plusieurs molécules ont été impliquées dans cette coordination, mais
la compréhension générale de ce processus reste a élucider. Par exemple, les
sirtuines modulent le métabolisme énergétique et la longévité grace a leur fonction
d’histone déacétylase. Par exemple, SIRT1 déacétyle PGC-1a pour induire
I'expression génique et la biogenése mitochondriale dans les muscles squelettiques
et stimule 'autophagie [Gerhart-Hines et al., 2007]. Son absence est a 'origine de
’accumulation de mitochondries aberrantes [Jager et al., 2007]. En plus d’induire la
biogenése mitochondriale par PGC-1a, 'AMPK est impliquée dans le processus
d’autophagie. En effet, sa perte, ainsi que celle de sa cible ULK1, inhibe
'autophagie, ce qui cause une accumulation aberrante de la protéine p62 et diminue
I'efficacité de la mitophagie [Egan et al., 2011]. Chez Caenorhabditis elegans, SKN-
1, ’'hnomologue de NRF2, est activé lors d’'un stress oxydant, en réponse a une
dysfonction mitochondriale et contréle I'expression de divers génes de la biogenése
mitochondriale. L’activité transcriptionnelle de SKN-1 apparait alors essentielle dans
la maintenance de ’homéostasie mitochondriale [Schmeisser et al., 2013 ; Staab et
al., 2014].

De maniére intéressante, plusieurs domaines régulateurs trouvés sur les
promoteurs des génes codant pour les protéines impliquées dans la phosphorylation
oxydative (OXPHOS) seraient aussi présents sur les promoteurs des génes de

'autophagie, ce qui suggeére leur régulation coordonnée [Gottlieb et al., 2015].

lll. PINK1 et Parkine : les anges gardiens des mitochondries
1. L’origine

La premiére évidence d’un rble de I'E3 ubiquitine-protéine ligase Parkine au
niveau mitochondrial a été apportée par notre laboratoire en 2003. Darios et al. ont
montré que la surexpression de Parkine dans les cellules immortalisées PC12
différenciées retardait le gonflement des mitochondries et le relargage du
cytochrome ¢ de mitochondries traitées par le céramide, un sphingolipide impliqué

dans divers processus allant de la prolifération a la mort cellulaire [Darios et al.,
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2003]. Différentes études chez la drosophile ont montré que I'absence de Parkine
conduit a une dégénérescence des muscles permettant le vol, associée a des
défauts mitochondriaux précoces (structures anormales, mitochondries gonflées)
[Greene et al., 2003 ; Pesah et al., 2004]. De maniére surprenante, des phénotypes
tres similaires ont été décrits chez les drosophiles portant des mutations perte de
fonction dans le gene orthologue de PINK1 [Clark et al., 2006 ; Deng et al., 2008 ;
Park et al., 2006]. De plus, la surexpression de Parkine corrigeait les défauts dus a
la déficience en PINK1, alors que l'inverse n’était pas vrai. Enfin, la double mutation
des genes PINK1 et PARK2 ne provoquait pas un phénotype plus sévere que les
simples mutations. Ensemble, ces données indiquent que PINK1 et Parkine agissent

au sein d’'une méme voie génétique, ou PINK1 est en amont de la Parkine.
2. PINK1, Parkine, dynamique et transport mitochondrial

Des études plus récentes, toujours chez la drosophile ont permis de mettre en
évidence des interactions entre PINK1 et les protéines essentielles aux processus
de fusion et fission mitochondriales (Paragraphe 11.3). Par exemple, les drosophiles
PINK1 et PARK2 possédant une copie supplémentaire du gene de la protéine pro-
fission Drp1 n’avaient pas d’altérations mitochondriales et de dégénérescence des
muscles contrélant le mouvement des ailes [Poole et al., 2008], ce qui suggére que
PINK1 et Parkine stimulent la fission mitochondriale via Drp1. Dans ce méme sens,
des mutations « perte de fonction » des génes orthologues d’OPA1 ou de Mifn1
entrainaient des effets bénéfiques sur les phénotypes induits par les déficiences en
PINK1 et en Parkine dans ce modéle [Deng et al., 2008 ; Yang et al., 2008].

Les résultats se sont révélés moins clairs et contradictoire dans les cellules de
mammiféres. La Parkine a ainsi été reportée comme promouvant aussi bien la
dégradation des protéines pro-fission Drp1, Fis1 que les protéines pro-fusion Mfn1 et
Mfn2, suggérant que la maintenance de la qualité mitochondriale requiert dans
certaines circonstance différentes adaptations du réseau mitochondrial [Corti et al.,
2013].
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Par exemple, a l'inverse des observations faites chez la drosophile, une étude
dans les cellules tumorales HeLa montre que la surexpression de PINK1 augmente
inter-connectivité entre les mitochondries et que son absence induit une
fragmentation mitochondriale importante [Dagda et al., 2009 ; Lutz et al., 2009]. D’un
autre coté, les mitochondries de fibroblastes humains issus de patients portant des
mutations du géne PARKZ2 semblent plus ramifiées que dans des cellules issues
d’individus contréles [Mortiboys et al., 2008]. Enfin, des études dans les cellules
COS7 montrent qu’une surexpression de PINK1 conduit a des mitochondries plus
fragmentées, alors que les mitochondries sont a l'inverse plus longues et plus
tubulaires en son absence, et que cet effet peut étre compensé par une
surexpression de Drp1 [Yang et al., 2008]. Egalement mis en évidence plus
récemment dans une étude réalisée avec des neurones en culture primaire [Yu et
al., 2011], ces résultats suggerent que les protéines PINK1 et Parkine joueraient un
rGle dans la régulation de la balance entre la fusion et la fission mitochondriale, avec
des effets potentiels directs ou indirects sur l'activité de différents composants
moléculaires de la machinerie de dynamique mitochondriale, et une résultante nette
en faveur d’une fission ou une fusion mitochondriale indépendante des conditions

expérimentales et des types cellulaires.

Aussi, la perte de fonction des protéines PINK1, Parkine ou DJ-1 conduit dans
certains modéles a un déséquilibre de la balance de fusion/fission mitochondriale en
faveur de la fission, ce qui induit (1) une mitophagie, et (2) dans des conditions
extrémes, une mort cellulaire par apoptose [Twig et al., 2011]. A l'inverse, la perte de
fonction des protéines PINK1, Parkine et la protéase mitochondriale HirA2 (dont les
mutations du gene sont également a l'origine de forme autosomique dominante de
maladie de Parkinson) conduisent dans d’autres modéles a un déséquilibre de cette
balance en faveur de la fusion. Du fait de I'impossibilité des cellules a éliminer les
mitochondries endommagées, ce déséquilibre méne uniquement a une mort
cellulaire [Burbulla et al., 2010] (Figure 12).
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Figure 12 Représentation schématique de la balance fusion/fission et des
conséquences de son déséquilibre

Dans des conditions physiologiques, les processus de fusion et fission mitochondriales sont en
constante balance afin de maintenir ’homéostasie de ces organites. Lorsque ce systeme est dérégulé
vers une augmentation de I'un des deux processus, les fonctions cellulaires sont fortement altérées.
D’aprés [Burbulla et al., 2010].

Vives-Bauza et al. ont été les premiers a proposer que la Parkine et PINK1
participent au processus de transport des mitochondries endommagées le long du
cytosquelette, les conduisant vers une région péri-nucléaire riche en lysosomes
[Vives-Bauza et al., 2010]. Ce processus impliquerait les protéines Miro et Milton
décrites ci-dessus (Paragraphe I1.3.c), et qui avaient déja été trouvées associées a
un complexe contenant la protéine PINK1 [Weihofen et al., 2009]. Il a aussi été
proposé que PINK1 et Parkine réguleraient par phosphorylation et ubiquitylation les
quantités de Miro dans le but d’immobiliser les mitochondries endommagées [Wang
et al.,, 2011]. En effet, ceci permettrait la mise en quarantaine de ces mitochondries
avant d’étre qu’elles soient dégradées par I'autophagosome. Dans le sens de ces

observations, il a été montré que Miro est dégradé dans les conditions ou la Parkine
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est activée, et que cette dégradation nécessite la présence de niveaux endogénes
de PINK1 [Liu et al.,, 2012]. D’apres Birsa et al., cette dégradation de Miro par la

Parkine se ferait en l'ubiquitylant sur sa Lys27 [Birsa et al., 2014].
3. Le contréle de la qualité mitochondriale
a. L’origine

Bien que PINK1 soit localisée a la mitochondrie et Parkine au cytosol, de
nombreuses études mettant en jeu des techniques de biologie cellulaire ont montré
que la Parkine est recrutée du cytosol vers les mitochondries dépolarisées afin
d’initier la dégradation spécifique des organites endommagés par la voie de
autophagie [Geisler et al., 2010 ; Matsuda et al., 2010 ; Narendra et al., 2008 ;
Narendra et al., 2010 ; Vives-Bauza et al., 2010]. PINK1 va en effet s’accumuler au
niveau des mitochondries dysfonctionnelles, et par son activité kinase, va permettre
d’activer la Parkine par un phénomene de dé-autoinhibition (Paragraphe I1ll.3.c).
Ceci va induire la translocation de la Parkine a la mitochondrie, puis le processus de
mitophagie [Geisler et al., 2010 ; Matsuda et al., 2010 ; Narendra et al., 2010],
suggérant que ces deux protéines jouent ensemble un rdle majeur dans le contréle
de la qualité des mitochondries. Dans ce sens, il est a noter que le recrutement de
Parkine dépendant de PINK1 est aboli dans les cellules issues de patients portant
des mutations de PINK1 et PARKZ2 [Geisler et al., 2010 ; Geisler et al., 2010 ; Lee et
al., 2010 ; Matsuda et al., 2010 ; Narendra et al., 2010].

b. Détection des mitochondries endommagées par PINK1

Dans des conditions physiologiques, le précurseur de PINK1 est importé a
travers la machinerie d'import TOM, située a la MME, puis a travers le complexe TIM
situé a la MMI (Paragraphe I1.4). Il va ensuite subir un premier clivage par la
protéase MPP, comme c’est le cas pour la majorité des protéines reconnues par le
récepteur Tom20 [Greene et al., 2012] (Paragraphe 1l.4.a). La protéine est ensuite
de nouveau clivée par la protéase PARL (Presenilin-Associated Rhomboid-Like
protein) [Jin et al., 2010 ; Meissner et al., 2011], au niveau des acides aminés
Ala103 et Phe104, générant une protéine de 52 kDa [Deas et al., 2011]. La partie N-

49



terminale de la protéine est ensuite relarguée dans le cytosol, ou la phénylalanine
générée en N-terminal est identifiée par I'E3 ubiquitine ligase N-Degron type 2, et
dégradée par le systeme ubiquitine-protéasome [Yamano et al., 2013]. Ces cycles
continuels d’import/dégradation de PINK1 sont trés limités, ce qui explique qu’il est
trés difficile de détecter les niveaux endogenes de cette protéine au niveau des

mitochondries fonctionnelles.

A l'inverse, lorsque I'import a travers les machineries d'import TOM et TIM est
défectueux (a cause d’une dépolarisation mitochondriale, de causes génétiques,
d’'un stress environnemental ou de I'accumulation de protéines mal repliées), le
clivage de PINK1 par les protéases MPP et PARL ne peut pas avoir lieu. Le
précurseur de PINK1 s’accumule alors a la MME, et plus précisément au niveau du
complexe TOM [Bertolin et al, 2013 ; Lazarou et al, 2012]. Ainsi, ce modéle
proposant que PINK1 serait un senseur des défauts mitochondriaux explique
comment au milieu de mitochondries saines, seules les mitochondries

endommagées seraient « marquées » par PINK1.

c. PINK1 phosphoryle la Parkine

Il est acquis depuis 2010 que PINK1 est essentielle pour (1) le recrutement de
la Parkine a la mitochondrie et (2) la stimulation de son activité E3 ubiquitine-ligase
[Geisler et al., 2010 ; Matsuda et al., 2010 ; Narendra et al., 2010 ; Vives-Bauza et
al., 2010 ; Ziviani et al., 2010], mais c’est en 2013 que la structure de la protéine a
été partiellement résolue par cristallographie [Riley et al., 2013 ; Trempe et al., 2013
; Wauer et al., 2013]. Ces études structurales ont révélé le mécanisme a la base de
l’'autoinhibition de la Parkine. La Parkine possede quatre domaines RINGO, RING1,
IBR et RING2 [Hristova et al., 2009] (Figure 13). Seul le domaine RING1 adopte une
structure permettant la liaison des E2 ubiquitine-protéines ligases. En effet, comme
les autres protéines RBR (Ring Between Ring), la Parkine nécessite une activation
pour permettre a 'E2 chargée en ubiquitine de se lier au domaine RING1, de
transférer l'ubiquitine vers la Cys431 de la Parkine au niveau du domaine RING2 et
de permettre au final le transfert de I'ubiquitine a ses substrats [Riley et al., 2013 ;

Trempe et al., 2013 ; Wauer et al., 2013]. Lorsqu’elle n’est pas activée, le domaine
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RINGO obstrue le site Cys431 au niveau du domaine RING2, et le site de liaison de
’E2 est bloqué par une région nommée « élément répresseur ». A linverse, la
phosphorylation de la Parkine sur sa Ser65, et la phosphorylation de I'ubiquitine
induisent un shift du site de liaison de 'E2 au niveau de la Cys431. Il a ainsi été
montré que ce transfert de l'ubiquitine sur cette cystéine peut alors étre controlé par
PINK1 [Lazarou et al., 2013], ou par le mutant phosphomimétique de la Parkine
Ser65Glu [lguchi et al., 2013 ; Kondapalli et al., 2012 ; Shiba-Fukushima et al.,
2012].

Figure 13 Représentation structurale de la Parkine

(A) Structure primaire et domaines de la Parkine. (B) Dessin représentant la structure
tridimensionnelle de la protéine. D’apres [Trempe et al., 2013].

Cependant, l'utilisation du mutant phosphomimétique Ser65Glu n’est pas
suffisant pour que I'activité catalytique de la Parkine soit totale [Kane et al., 2014 ;
Kazlauskaite et al., 2014 ; Koyano et al.,, 2014]. En effet, celle-ci le devient en
présence de PINK1, suggérant I'existence d’autre substrat de PINK1 nécessaire a

I’activation compléte de la Parkine.

En plus de la Parkine, et de Miro, qui est phosphorylé par PINK1 dans le but
d’immobiliser les mitochondries endommagées [Wang et al., 2011], d’autres cibles

phosphorylées par PINK1 ont également été identifiées mais ne semblent pas étre

51



directement liées au processus de dégradation des mitochondries dysfonctionnelles
par les protéines PINK1 et Parkine. Il s’agit d’'Omi/HtrA2, une protéase et TRAP-1
(Tumor necrosis factor Receptor-Associated Protein 1), une chaperonne [Plun-
Favreau et al., 2007 ; Pridgeon et al., 2007]. Il a été montré plus récemment dans
d’autres modéles que Omi/HtrA2 n’est pas en aval de la voie PINK1/Parkine et que
TRAP-1 compense complétement la déficience en PINK1, mais pas celle en Parkine
[Costa et al., 2013 ; Yun et al., 2008 ; Zhang et al., 2013].

d. L’ubiquitine phosphorylée active la Parkine et modifie sa localisation

La Parkine posséde une séquence en N-terminal semblable a l'ubiquitine,
ainsi qu’une sérine localisée a la méme position (Ser65) ; il a donc été logique de
vérifier si ce second substrat de PINK1 nécessaire a I'activation de la Parkine était
'ubiquitine. Ainsi, il a été découvert de maniére indépendante par trois équipes en
mettant en jeu des approches de biochimie que l'ubiquitine est bien phosphorylée
par PINK1 au niveau de cette Ser65, et qu’il s’agit de I'étape manquante permettant
activation optimale de la Parkine [Kane et al., 2014 ; Kazlauskaite et al., 2014 ;
Koyano et al, 2014]. Les auteurs montrent que lintroduction de mutations
« phosphomimétiques » (S65D, S65E) dans le domaine UBL de la Parkine et dans
ubiquitine stimule I'activité de la Parkine, méme en absence de PINK1, et que
l'ubiquitine phosphorylée agit sur la Parkine pour la rendre catalytiquement active in
vitro. De maniére intéressante, d’autres protéines possédant le méme type de
domaines UBL, telles que SUMO1 (Small Ubiquitin-related MQOdifier 1, impliquée
dans une modification post-traductionnelle appelée sumoylation), ou ISG15
(Interferon-Stimulated Gene 15, impliquée dans le processus d’ISGylation, proche de
l'ubiquitylation) ne sont pas phosphorylées par PINK1, ce qui démontre la spécificité
des phosphorylations de la Parkine et de 'ubiquitine par PINK1 [Kazlauskaite et al.,
2014 ; Koyano et al., 2014].

En précipitant les chaines d’ubiquitine, Ordureau et al. ont trouvé que PINK1
augmente la phosphorylation de I'ubiquitine sur sa Ser65 au niveau mitochondrial,
indiquant que les chaines d’ubiquitine attachées a la MME sont phosphorylées par

PINK1 et servent de récepteurs a la Parkine. En méme temps que deux autres
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équipes, ces auteurs ont aussi montré que la phospho-ubiquitine se liait beaucoup
plus a la Parkine phosphorylée qu’a la Parkine normale, suggérant le modele
suivant : PINK1 phosphoryle la Parkine, puis des chaines d’ubiquitine se forment,
sont phosphorylées par PINK1, ce qui induit le recrutement de la Parkine et
lamplification de sa fonction enzymatique par sa liaison avec les chaines
d’ubiquitine [Okatsu et al., 2015 ; Ordureau et al., 2015 ; Ordureau et al., 2014 ;
Shiba-Fukushima et al., 2014] (Figure 14).

L’équipe de Komander a de son coté montré que PINK1 phosphorylait toutes
les ubiquitines des chaines d’ubiquitine et que la phosphorylation de la Ser65 de
Pubiquitine altérait sa structure [Wauer et al, 2015]. Par des études de
cristallographie, ces mémes auteurs ont proposé que la liaison de l'ubiquitine
phosphorylée conduisait a un changement conformationnel du domaine RING1 de la
Parkine, libérant son domaine UBL, ce qui lui permettait d’étre phosphorylée par

PINK1, et ainsi de I'activer de maniere optimale [Wauer et al., 2015].

La surexpression de la Parkine régule également in vitro de nombreuses
protéines de la MME, incluant Mfn1, Mfn2, mais aussi les canaux voltage dépendant
VDAC1 et VDACS, certains composants de la machinerie TOM (Tom70, Tom40 et
Tom20), le facteur pro-apoptotique Bax, ou la GTPase mitochondriale Miro. Le réle
éventuel de ces protéines dans le recrutement de la Parkine reste débattu car in
vivo, la dégradation de ces protéines de la MME reste incertaine [Chan et al., 2011 ;
Gegg et al., 2010 ; Johnson et al., 2012 ; Wang et al., 2011 ; Yoshii et al., 2011].
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Figure 14 La phosphorylation de l'ubiquitine est essentielle afin de permettre les
événements d’ubiquitylation nécessaires a la dégradation des mitochondries
dysfonctionnelles

(1) La phosphorylation de la Parkine au niveau de son domaine UBL par PINK1 induit un changement
de conformation de cette protéine, ce qui lui permet de s’activer. La Parkine active ubiquityle ses
substrats a la MME. (2) PINK1 phosphoryle les chaines d’ubiquitine au niveau de leur serine 65. (3)
En conséquence, la Parkine se retrouve intimement liée aux chaines de poly-phospho-ubiquitine,
dans une région restreinte et promeut ainsi une ubiquitylation efficace de ses substrats. D’apres [Stolz
et al., 2014].

e. Quatre mécanismes impliqués dans le paradigme du contréle de la

qualité mitochondriale
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Figure 15 Les quatre voies du contrble de la qualité mitochondriale

Représentation schématique illustrant la présence de protéases mitochondriales dans la matrice et
dans l'espace inter-membranaire, agissant probablement comme une premiére ligne de défense
contre les protéines solubles mal repliées et oxydées. Les protéines de la MME sont éliminées des
mitochondries par un processus de rétro-translocation suivi d’une ubiquitylation. La dégradation de
ces protéines se termine dans le cytosol par I'action du protéasome. La troisieme ligne de défense
serait la suppression de différents composants protéiques endommagés a travers la génération de
MDVs, qui transitent jusqu’aux endosomes tardifs. C’est seulement lorsque la dysfonction
mitochondriale est massive, ou lorsque I'import mitochondrial est compromis que 'organite entier sera
dirigé vers I'autophagosome. D’aprés [Sugiura et al., 2014]
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a. Les protéases mitochondriales

Tatsuta et al. ont montré en 2009 que des protéases mitochondriales
dégradent les protéines mal repliées et oxydées au niveau de la matrice et de
I’espace inter-membranaire des mitochondries [Tatsuta et al., 2009]. Chez la levure
ces protéases dégradent entre 6 et 12% des protéines par heure, ce qui met en
avant ce processus dans le contrble de la qualité des mitochondries [Augustin et al.,
2005]. Egalement, la perte de protéases spécifiques conduit a differentes maladies
neurodégénératives, incluant la maladie de Parkinson, avec les protéases
mitochondriales DJ-1, Htra2 et PARL, mais aussi les paraplégies spastiques, les

ataxies, ou le syndrome de Gilles de la Tourette [Quiros et al., 2015].

B. Dégradation sélective par le systeme ubiquitine-protéasome

La Parkine, une fois activée, permet l'ubiquitylation de ses substrats et par
conséquent, la dégradation de nombreuses protéines de la MME dont les sous-
unités Tom20, Tom40 et Tom70 de la machinerie TOM [Chan et al., 2011 ; Sarraf et
al., 2013 ; Yoshii et al., 2011] (Paragraphe Ill.3.d). Lors de ce processus, les
mitochondries « marquées » par la Parkine vont former des agrégats, et seront
transférées a la région péri-nucléaire sous forme de « mito-aggresomes » [Lee et al.,
2010 ; Vives-Bauza et al., 2010], qui par leur association avec des composants

lysosomaux, sont dégradés par autophagie.

y. « MDVs » : une nouvelle voie dans le contréle qualité ?

Une autre fonction de la voie PINK1/Parkine impliquerait la formation de
vésicules mitochondriales nommées MDVs (Mitochondria-Derived Vesicles). Un
stress mitochondrial engendré par un traitement a I'antimycine A, un inhibiteur du
complexe lll de la chaine respiratoire induit la formation de ces vésicules a partir
d’un bourgeonnement de membranes des mitochondries, et permettent ainsi le
transport de protéines et de lipides endommagés des mitochondries vers d’autres
organites. La nature des stress mitochondriaux est importante car la constitution des
cargos en est dépendante, ce qui détermine la destination des MDVs. Par exemple

lors d’un stress mitochondrial causé par un traitement a I'antimycine A, des MDVs
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vont fusionner avec des endosomes tardifs, pour étre in fine envoyées au lysosome
pour dégradation [Soubannier et al., 2012]. Ce type de MDVs dépend des protéines
PINK1 et Parkine. Il faut noter que ce phénomeéne est indépendant d’ATG5 et de
LC3, et ne requiert pas de dépolarisation mitochondriale, suggérant que cette
nouvelle voie est un complément du processus de mitophagie [Soubannier et al.,
2012 ; Soubannier et al., 2012].

A linverse, d’autres MDVs contenant la protéine MAPL, une protéine ligase
ancrée a la MME, ne contiennent jamais le récepteur Tom20 et ces MDVs sont
dirigées vers les peroxysomes et ne sont pas en lien avec la voie PINK1/Parkine
[Neuspiel et al., 2008].

0. Mitophagie

Il semble clair que I'attachement des chaines d’ubiquitine aux protéines
mitochondriales par la Parkine est a I'origine du processus de mitophagie, comme
cela a déja été observé pour d’autres substrats de 'autophagie [Kirkin et al., 2009].
Tout comme l'autophagie induite par privation de nutriments, la mitophagie implique
le recrutement a la mitochondrie de trois composants permettant le ciblage des
mitochondries par I'autophagosome : ULK1, Atg9 et LC3 [ltakura et al., 2012]. On ne
sait cependant pas encore comment ces composants sont recrutés, méme s’il est
possible que des protéines adaptatrices, comme p62, NBR1, NDP52, TaxBP1 et
I'optineurine pourraient jouer ce réle de par leur capacité a s’associer a la fois aux
chaines d’ubiquitine et a la protéine LC3. En effet, Lazarou et al. proposent que
NDP52 et I'optineurine seraient des récepteurs primaires pour initier la mitophagie
PINK1- et Parkine-dépendante. Cependant, PINK1 permet leur recrutement a la
mitochondrie afin d’activer directement la mitophagie [Lazarou et al., 2015]. A la
mitochondrie, NDP52 et I'optineurine recruteraient les facteurs clé de l'autophagie
ULK1, DFCP1 et WIPI1. Ceci soutient I'idée que la phosphorylation de l'ubiquitine
par PINK1 serait le signal permettant la mitophagie, et que la Parkine agirait en tant

qu’amplificateur de signal.

De plus, on commence a comprendre comment la génération des membranes

de lautophagosome se limite a entourer avec précision les mitochondries
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endommagées. Il a en effet été montré que lors d’un stress oxydant, la petite
GTPase Rheb est aussi recrutée au niveau de la MME, et que son recrutement
permet la dégradation des mitochondries par mitophagie, via une interaction
physique avec le récepteur mitochondrial NIX1 et avec la protéine de
'autophagosome LC3 [Melser et al., 2013]. Egalement, la protéine pro-fission Fis1
de la MME lie les RabGAPs (GTPase-activating protein) TBC1D15 et TBC1D17, afin
de contréler le développement de membrane LC3-positive pour générer
'autophagosome autour des mitochondries endommagées [Onoue et al., 2013]. Le
knockout de Fis1 ou de ces deux RabGAPs conduit & une augmentation excessive
de membranes autophagosomales positives pour LC3 lors d’'une mitophagie

dépendante de la Parkine [Yamano et al., 2014].

Il existerait également des liens forts entre les mécanismes de fission
mitochondriale et de mitophagie. Chez la levure, 'homologue de Drp1 est requis
pour certaines formes de mitophagie [Abeliovich et al., 2013 ; Frank et al., 2012 ;
Mao et al., 2013]. Ceci conduit au modele proposant que la fragmentation
mitochondriale pourrait faciliter leur absorption [Buhiman et al., 2014 ; Tanaka et al.,
2010], ce qui serait en accord avec le fait que les phénotypes observés chez les
drosophiles PINK1 et PARK2 sont annulés en promouvant la fission mitochondriale
[Deng et al., 2008 ; Poole et al., 2008 ; Yang et al., 2008]. Dans ce sens, il a été
montré que PINK1 et Parkine peuvent éliminer des composants mitochondriaux
spécifiques [McLelland et al., 2014 ; Yang et al., 2013].

De maniére intéressante, il a récemment été montré que l'enzyme de
deubiquitylation USP8 permettait d’éliminer les chaines d’ubiquitine liées aux lysines
6 de la Parkine, un processus clé a son recrutement mitochondrial et au processus
de mitophagie qui en suit [Durcan et al., 2014]. Il a également été montré que les
enzymes de deubiquitylation UPS15 et UPS30 pouvaient s’opposer a 'ubiquitylation
des protéines de la MME par la Parkine, ce qui ralentissait la clairance des
mitochondries endommagées [Bingol et al., 2014 ; Cornelissen et al., 2014] (Figure
16). Cependant, a la difference d’USP8, USP15 et USP30 n’affectent pas

l'ubiquitylation de la Parkine, ni son recrutement mitochondrial.
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Figure 16 La clairance des mitochondries endommagées et dépolarisées par
mitophagie est régulée par les deubiquitylases USP8, USP15 et USP30

D’aprées [Dikic et al., 2014].

4. La biogenése mitochondriale

La Parkine ne joue pas uniqguement un rOle dans la dégradation des
composants mitochondriaux, ou de I'organite entier. Elle serait aussi impliquée dans
la régulation du processus de biogenése mitochondriale. En effet, il a été montré par
chromatographie d’affinité puis par co-immunoprécipitation que la Parkine
s’associerait au facteur de transcription mitochondrial Tfam, ce qui améliorerait la
transcription des protéines mitochondriales contrélées par Tfam et ainsi la biogenése
mitochondriale [Kuroda et al, 2006] (Paragraphe Il.7.b). Dans ce sens, les
mutations du géne PARK2 aboliraient l'interaction de la Parkine avec Tfam [Kuroda
et al., 2006 ; Rothfuss et al., 2009]. Ces résultats restent cependant surprenants car

la Parkine est cytoplasmique et Tfam mitochondrial.

Une étude plus récente a montré que la Parkine réprime par ubiquitylation son
substrat PARIS (Parkin Interacting Substrate, ZNF746), qui est un répresseur
transcriptionnel de PGC-1a, le régulateur clé du processus de biogenése
mitochondriale [Shin et al., 2011] (Figure 17). Dans ce papier, les auteurs montrent
que la surexpression de PARIS chez la souris conduisait a une diminution de 40%
du nombre de neurones dopaminergiques et que la co-surexpression de Parkine et
PGC-1a prévenait cet effet, indiquant que la surexpression de PARIS est suffisante
pour down-réguler PGC-1a, et tuer les neurones dopaminergiques par un

mécanisme dépendant de PGC-1a.
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Quiescent State Activation of Mitophagy
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Figure 17 L’axe Parkine-PARIS contréle la biogenése mitochondriale

En conditions normales, ’'homéostasie cellulaire est caractérisée par une balance entre dégradation
et biogenése mitochondriale. Ceci permet de maintenir I'intégrité du réseau mitochondrial. Une des
voies permettant cette coordination est la voie Parkine-PARIS. Le déclenchement de la mitophagie
augmente I'expression mitochondriale de la Parkine ainsi que son activité, induisant une dégradation
de PARIS. PARIS étant un répresseur de PGC-1a (PPARGC1A), inhiber PARIS conduit a une
augmentation de la transcription de PGC-1a, permettant d’activer la biogenése mitochondriale.
D’aprés [Andres et al., 2015].

Dés études tres récentes chez la drosophile montrent également que les
protéines PINK1 et Parkine contrdleraient la traduction locale de composants de la
chaine respiratoire mitochondriale codées par le génome nucléaire (nRCC, nuclear-
encoded Respiratory Chain Compex) au niveau de la MME, a différents niveaux.
Ces nRCC sont de base réprimés, et localisés par l'intermédiaire de PINK1 et
Tom20 a la MME. C’est a ce niveau qu’ils vont étre déréprimés et activés par PINK1
et Parkine a travers le recrutement de répresseurs de la traduction, comme
Glorund/hnRNPF (Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein F). Ce répresseur est
un substrat de la Parkine et permet d’améliorer la liaison d’activateur, comme le
composant du complexe d’initiation de la transcription, elF4G (Eukaryotic translation
initiation Factor 4 G). Ainsi, inhiber la traduction de ce répresseur favoriserait la
traduction de composants de la chaine respiratoire mitochondriale, et compenserait
les phénotypes observés chez les drosophiles déficientes en PINK1. L’inhibition
d’elF4G a quant a lui I'effet inverse [Gehrke et al., 2015].
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IV. Remarques et conclusions

1. Biogenése versus import mitochondrial

Comme exposé ci-dessus, de nombreuses études réalisées dans différents
modeéles cellulaires et avec différents protocoles ont permis de mettre en avant une
implication majeure des protéines PINK1 et Parkine dans la régulation d’'une pléthore
de fonctions mitochondriales ; fonctions incluant les processus de fission/fusion
mitochondriales, de transport le long du cytosquelette, de contrdle de la qualité des
mitochondries, et de biogenese. Or, pour étre effective, la biogenése mitochondriale
requiert une coordination fine entre la synthése et I'import d’environ 1000-1500
protéines codées par le génome nucléaire et synthétisées par les ribosomes dans le
cytosol [Baker et al., 2007]. Compte tenu de la localisation de Parkine et de PINK1
au niveau de la machinerie TOM, il n’est donc pas illogique de penser que ces
protéines pourraient aussi jouer un réle dans le contréle de I'import de ces protéines

mitochondriales [Bertolin et al., 2013 ; Lazarou et al., 2012].
2. PINK1, Parkine, mitophagie : qu’en est-il dans les neurones ?

La compréhension des mécanismes permettant le recrutement mitochondrial
de Parkine ainsi que le processus de mitophagie qui en suit est trés majoritairement
basée sur des études réalisées dans les cellules de mammiféres (immortalisées et
non-neuronales dans la majorité des cas). C’est en effet par le comptage de cellules
exprimant ou non des marqueurs spécifiques de la MME (tels que Tom20) que la
mitophagie a principalement été étudiée. Or, cette approche ne permet pas de
différentier les phénoménes de dégradation mettant en jeu le systéme ubiquitine-
protéasome et la voie de I'autophagie [Yoshii et al., 2011]. Elle a été complétée par
I’étude de marqueurs de la MMI et de la matrice, qui sont des meilleurs marqueurs
pou I'étude de la mitophagie que les protéines de la MME car ils ne sont pas
dégradés par le systéeme ubiquitine-protéasome. Bien que simple et solide, cette
approche a permis d’identifier des effets massifs mais uniquement sur des cellules
possédant des taux élevés de Parkine et traitées par le CCCP, la valinomycine ou la

roténone [Grenier et al., 2013]. Elle ne semble cependant pas assez sensible pour
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permettre I'identification d’'un phénomene local de mitophagie, sur des cellules plus

sensibles, comme cela peut étre le cas dans les neurones.

En effet, la transposition de ces mécanismes aux neurones a longtemps été
controversée, probablement di au fait de la faible sensibilité des approches.
Cependant, en mettant en jeu d’autres techniques, des études récentes ont confirmé
implication de PINK1 et Parkine a différents niveaux dans ce modele, plus pertinent
pour la physiopathologie de la maladie de Parkinson. Cai et al. ont par exemple
montré que lors d’un traitement au CCCP, des mitochondries « marquées » par la
Parkine s’accumulent dans les régions somato-dendritiques de neurones corticaux,
ou les lysosomes matures sont localisés [Cai et al., 2012]. lls montrent également
par imagerie en temps réel que des mitochondries « marquées » simultanément
pour la Parkine et pour LC3 disparaissent avec le temps et que cet effet n’est pas
retrouvé en absence de Parkine. Ashrafi et al. ont de leur coté utilisé la sonde
« mito-KillerRed », une protéine fluorescente capable de générer des radicaux libres
lorsqu’elle est irradiée par une lumiére verte afin d’endommager des mitochondries
d’axones d’hippocampes. Dans ces conditions, ils ont observé la formation
d’autophagosomes ainsi que le recrutement de lysosomes au niveau de ces
mitochondries, de maniere dépendante de Parkine et PINK1 [Ashrafi et al., 2014].
Ce recrutement de lysosomes au niveau mitochondrial a également été observé
dans des cultures primaires de neurones par l'utilisation de la sonde « mito-Keima »,
une protéine qui émet une fluorescence différente en fonction du pH, et qui peut ainsi
permettre de mettre en évidence une fusion lysosomale du au pH trés acide de ces

organites [Bingol et al., 2014].

3. Conclusion

Notre connaissance actuelle des activités de la voie PINK1/Parkine n’est
seulement que la partie visible de I'iceberg. Nous possédons aujourd’hui de treés
nombreux points de vue quant aux possibles fonctions mitochondriales controlées
par ces protéines. Cependant, les mécanismes moléculaires liant ces fonctions au
sein d’'une méme cellule, et 'impact général de cette voie en terme de substrats, de

dynamique de temps et d’espace, reste largement incompris. Des études

61



supplémentaires sont alors requises afin de continuer a gagner en clarté sur ces
aspects, dans le but de comprendre l'intégration générale de toutes ces fonctions
dans un méme systeme. Ces études permettraient ainsi de comprendre les
conséquences générales des dysfonctions de PINK1 et Parkine sur la
mitochondries, mais aussi sur la cellules, ainsi que leur pertinence pour les formes

autosomiques, et sporadiques, de maladies de Parkinson.
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Chapitre 2 : Préface et objectifs

Préface

J’ai initié mon doctorat dans I'équipe « Base moléculaires, physiopathologie et
traitement des maladies neurodégénératives » dirigé par le Professeur Alexis Brice
en octobre 2012, avec comme objectif d’étudier les mécanismes moléculaires sous-
tendant la régulation de I’'homéostasie mitochondriale par les protéines Parkine et

PINK1 dans la sous équipe dirigée par le Docteur Olga Corti.

Ce groupe avait montré dés 2003 qu’une fraction de la Parkine s’associait a la
MME, suggérant un réle dans I'ubiquitylation de protéines adressées ou associées a
la mitochondrie [Darios et al., 2003]. L’identification d’'un substrat mitochondrial de la
Parkine par l'analyse protéomique différentielle d’'un modeéle murin déficient en
Parkine, I'enzyme matricielle HSD17310 (3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2)
[Periquet et al., 2003], a par la suite conduit I'’équipe a explorer les interactions mises

en jeu par cette E3 ubiquitine-protéine ligase a la MME.

Grace a l'utilisation de la technique d’imagerie de type FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer) pour étudier des interactions moléculaires localement
in cellulo, 'association de Parkine, PINK1 et HSD17310 a proximité de la machinerie
TOM (Translocase of the Outer Mitochondrial membrane) était en cours d’étude lors
de conditions de blocage de l'import. Cette machinerie est impliquée dans la
translocation des protéines codées par le génome nucléaire et adressées a
I’organite, qui constituent la trés grande majorité des protéines mitochondriales. En
parallele, il avait été montré par des approches de biochimie que la Parkine facilitait
'adressage mitochondrial d’HSD17810 et de PINK1. Lensemble de ces
observations suggérait que la Parkine pourrait moduler le processus d’'import

dépendant de TOM par des mécanismes qui restaient a identifier.

D’autres développements trés récents de I'’équipe suggéraient que la dégradation de
sous-unités spécifiques du complexe TOM avec l'intervention de la Parkine et de

PINK1 pourrait jouer un réle dans linitiation du programme de dégradation de
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mitochondries dépolarisées, qui impliquerait deux phases successives, la protéolyse
de la MMI, suivie de la dégradation d’organites entiers, comme suggéré par Yoshii et
al. et Chan et al. en 2011 [Chan et al., 2011 ; Yoshii et al., 2011] (Chapitre 4, 1.1).

Sur la base de I'ensemble de ces résultats, nous émettions I’hypothése qu’au sein de
la voie « PINK1/Parkine », la machinerie TOM assurerait le couplage du processus
d’import aux mécanismes de contréle de la qualité de la mitochondrie. Différents
paliers de régulation de cette qualité seraient mis en jeu en fonction du degré de
défaillance des organites : (1) la facilitation de [Iimport des protéines
mitochondriales ; (2) la protéolyse de composants spécifiques de MME dont les
sous-unités des machineries TOM, et la clairance mitochondriale; (3) le

déclenchement du programme de biogénése mitochondriale.

Sur la base de ces observations et du contexte international en 2012, jai

débuté mon travail de thése avec les objectifs suivants :
Axe l. PINK1, Parkine et la machinerie d’import TOM

1. Etudier le rOle de la machinerie d'import TOM, comme interrupteur moléculaire

couplant I'import mitochondrial au processus de dégradation des mitochondries.

2. Etudier le réle de la Parkine dans la facilitation de I'adressage mitochondrial de

son substrat HSD17B10 a travers la machinerie TOM.

3. Etudier le réle plus large de la Parkine sur I'import mitochondrial des protéines

importées par la voie « Tom20 » de la machinerie TOM.
Axe Il. Clairance mitochondriale : entre régulation et couplage

1. Etudier I'implication de la protéine Vps13C dans la mitophagie dépendante des

protéines PINK1 et Parkine.

2. Etudier de maniére intégrée le couplage entre la mitophagie, la biogenése
mitochondriale et d’autres programmes protecteurs en réponse au stress

mitochondrial dans les neurones.
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Chapitre 3 : Matériel et méthodes supplémentaires

Dissection et mise en culture des neurones corticaux

Les cortex d’embryons de souris ont été disséqués a E14 dans du HBSS
(Hank's Buffered Salt Solution). Les neurones ont été dissociés par pipetage
mécanique et mis en culture dans des flasques, dans des puits ou sur des lamelles
en verres enduites au préalable pendant une nuit a 37°C avec de la Poly-D-Lysine
(PDL) a la concentration de 250 pyg/ml (Sigma, P7886). La mise en culture a été
réalisée dans du milieu Neurobasal A Medium (ThermoFisher Scientific, 10888022)
complémenté en L-Glutamine 1 % (ThermoFisher Scientific, 25030024), Pénicilline-
Streptomycine 1 % (ThermoFisher Scientific, 15070063), FBS (fetal bovin serum) 2
% (ThermoFisher Scientific, 10270106) et B-27 1X (ThermoFisher Scientific,
17504044) a 37°C, dans une atmosphére enrichie a 5 en % CO..

Traitements et siRNA

Pour les expériences nécessitant un traitement par le CCCP (carbonyl
cyanide m-chlorophenyl hydrazone, Sigma, C2759), celui-ci a été réalisé aprés 6
jours de mise en culture a une concentration de 10 yM, sans renouvellement au
cours du temps. Du DMSO (diméthylsulfoxyde, Sigma, D8418), le solvant du CCCP,
a été ajouté dans le milieu de culture des cellules contréles n’ayant pas de
traitement. Les traitements par les petits ARNs interférents (siARN) ont été réalisés
24 heures avant les traitements au CCCP. Les ARNs interférents ont été transfectés
a une concentration de 20 nM suivant les données du fournisseur avec le kit
Lipofectamine RNAIMAX Reagent (ThermoFisher Scientific, 13778150). Les petits
ARN interférents suivants ont été utilisés: siARN contrdle (Qiagen, 102728), siARN
PARIS (Qiagen, GS69228), siARN hnRNP-F (Qiagen, GS98758) et siARN ATG7
(Qiagen, GS74244).

Immunocytochimie et microscopie confocale

Pour les expériences d’immunocytochimie, les neurones ont été ensemencés

a une densité de 70 000 cellules par puits dans des plaques 24 puits contenant des
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lamelles en verre de 12 mm de diamétre (Fisher Scientific, 11708701) enduites avec
de la PDL. Apres 7 jours de culture, les cellules ont été fixées avec de la
formaldéhyde a une concentration de 4 % pendant 20 minutes (Sigma, 252549). Les
cellules ont ensuite été perméabilisées avec du PSB-Triton X-100 (0,2 %) dans du
PBS pendant 10 minutes a température ambiante, lavées avec du PBS, les sites
aspécifiques ont été bloquée 1 heure a 4°C avec du PBS-NGS 10 % (Normal Goat
Serum, ThermoFisher Scientific, 1610064), puis les anticorps primaires puis
secondaires dilués dans du PBS-NGS 2 % ont été incubés pendant 45 minutes a
température ambiante. Les lamelles ont ensuite été montées sur des lames en verre
avec du milieu de montage ProLong® Gold Antifade Reagent (ThermoFisher
Scientific, P36930). Les images ont été réalisées grace a un microscope confocal
droit Olympus FluoView FV-1000 équipé du logiciel Olympus FV-1000 3.1 et un
objectif a huile 60X.

Les anticorps ou produits pharmacologiques utilisés sont les suivants :
anticorps primaires anti-Parkine (Millipore, AB5112), anti-PINK1 (Novus, BC100-
494), anti-MPPB (Proteintech, 16064-1-AP), anti-Tom40 (Santa Cruz, sc-11414),
anti-cytochrome c¢ (BD bioscience, 556432), anti-Tom70 (Abcam, ab106193), anti
tubuline-a (Abcam, ab7291), anti-Tujl (Covance, MRB-435P); anticorps
secondaires Alexa Fluor 488 (ThermoFisher Scientific, A11029) et Alexa Fluor 568
(ThermoFisher Scientific, A11036) ; Hoechst (Immunochemistry, 33342#14B36).

Les analyses de co-localisation ont été réalisées via I'utilisation du Coefficient
de Manders et du logiciel Imaged (NIH, plugin JACoP). Les analyses de FRET ont
également été réalisées avec le microscope confocal droit Olympus FluoView FV-
1000 équipé du logiciel Olympus FV-1000 3.1. Cette technique est basée sur la
mesure du changement d’intensité de fluorescence d’une molécule «donneur» apres
photoblanchiment d’'une molécule «accepteur» se trouvant en étroite proximité ; la
suppression de I'«accepteur» abolit le transfert d’énergie entre ces molécules,
induisant une augmentation de la fluorescence du «donneur» uniquement si la
distance entre I'<accepteur» et le «donneur» ne dépasse pas 10 nm (Figure 18).
Nous avons donc cherché a mettre en évidence un transfert d’énergie entre des

couples «accepteur/donneur» aprés un marquage en immunofluorescence des
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protéines endogénes a l'aide d’anticorps secondaires couplés a des fluorochromes
adaptés. Les acquisitions de la fluorescence du « donneur » et de I'<accepteur» pour
le FRET ont été obtenues aprés excitation a 495 nm ou a 578 nm et le
photoblanchiment de I'accepteur a été réalisé par excitation d’une région d’intérét a
578 nm a l'aide d’un laser a puissance maximale. Les mesures de FRET ont été
obtenues avec la fonction «mean» du logiciel Imaged, et la quantification du transfert
d’énergie (% FRET) a été calculée au niveau de la zone d’intérét par I'équation

suivante (I= intensité, D = donneur, PB = photoblanchiment).

%FRET (E) = ID aprés PB - ID avant PB

ID aprés PB

Avant photoblanchiment de I’accepteur Aprés photoblanchiment de I’accepteur

Yo Yol Yo w,
e e w4

| WX

r accepteur

A

Distance > 10 nm

acceptewm

Distance < 10 nm

I accepteur

Figure 18 Technique de FRET par photoblanchiment de I'accepteur

Lorsqu’un couple de protéines fluorescentes (exogénes) ou immmunomarquées par des anticorps
couplés a des fluorochromes adaptés se trouvent en étroite proximité, un transfert d’énergie non
radiatif se fait du « donneur » vers I’ « accepteur ». Aprés photoblanchiment de I’ « accepteur », cette
énergie conservée par le « donneur » peut étre mesurée en termes d’augmentation de son intensité
de fluorescence. Si les protéines sont éloignées, ce transfert d’énergie n’a pas lieu et la fluorescence
du « donneur » reste inchangée aprées destruction de I’ « accepteur ».

Les analyses de surface de cellulaires occupées par les différents marquages
mitochondriaux ont été réalisées avec le logiciel Imaged. Afin d’éliminer le bruit de
fond, chaque image a été dupliquée (image a et b). L'image b a été floutée a l'aide

du filtre «Gaussian blur», puis cette image a été soustraite a I'image a.
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RT-PCR quantitatives

Pour I'étude de I'expression génique, les ARN totaux ont été isolés a partir de
cultures de neurones corticaux murins (5 000 000 cellules par condition) par
P'utilisation du kit RNeasy plus Mini Kit (Qiagen, 74134), puis été dosés avec le
Nanodrop ; leur pureté a été évaluée par I'étude du ratio des absorbances optiques a
260 et 280 nm. L’ARN (500 ng) a été rétro-transcrit afin d’obtenir de ’ADNc (iScript
cDNA Synthesis, Bio-Rad, 1708891). Les réactions de PCR en temps réel ont été
réalisées sur des plaques de 1536 puits avec le systéme LightCycler 1536 (Roche
Applied Science) et le kit LightCycler 1536 DNA Green Master (Roche,
05573092001) en collaboration avec la plateforme de génétique iSeqGen de I'lCM.
Les résultats ont été analysés avec le logiciel LightCycler 1536 1.5 quantification. Le

gene PPIA a été utilisé en tant que géne de ménage (Annexe 1)
Western Blot

Pour I'obtention des fractions totales, les 5 000 000 cellules par condition ont
été lysées dans un tampon composé de 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1 % Triton,
1.5 mM MgCl,, 1 mM DTT, d’inhibiteurs de phosphatase et de protéases
(ThermoFisher Scientific, 78440), a pH 7.0 pendant 30 minutes a 4°C, puis
centrifugés a 13 000 rpm afin d’obtenir des extraits de protéines totales. Les quantité
de protéines extraites ont été dosées par spectrophotométrie a 562 nm en utilisant le
kit Pierce™ BCA protein Assay kit (ThermoFisher Scientific, 23225). Les extraits
protéiques ont migré sur un gel d’acrylamide (Bio-Rad, 4561094), puis ont été
transférés sur une membrane de nitrocellulose. Aprés vérification du transfert par
marquage de la membrane au rouge ponceau, les sites de liaisons non spécifiques
ont été saturés avec une solution de PBS/Tween 0.1 %/lait 5 % pendant 1 heure a
température ambiante. La membrane a ensuite été incubée pendant une nuit a 4°C
en présence de l'anticorps primaire, lavée, puis de nouveau incubée pendant 1
heure en présence de 'anticorps secondaire. La révélation des protéines d’intérét a
été réalisée par l'utilisation d’anticorps fluorescents ou par chimiluminescence. Les
niveaux de fluorescence ont été mesurés et quantifiés par le systeme Odyssey

Imaging (Li-COR) ; les niveaux de chimiluminescence ont été détectés sur film (ECL,
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Amersham Hyperfilm) ou par I'utilisation du Chemidoc touch Imaging System (Bio-
Rad) et quantifiés a I'aide des logiciels Image Lab (Bio-Rad) ou Imaged. L’a-tubuline

a été utilisee comme marqueur de charge.

Les anticorps utilisés sont les suivants: anticorps primaires anti-NRF1
(Abcam, ab55744), anti-hnRNP-F (Abcam, ab50982), anti-tubuline-a (Abcam,
ab7291/ab18251), anti-PGC-1a (Abcam, ab54481), anti-Atg7 (Abcam, Ab53255) ;
anticorps secondaires liés a la peroxydase de raifort (HRP) (Jackson
ImmunoResearch, 115-035-146 (souris) / 111-035-144 (lapin)); anticorps
secondaires fluorescents (Li-Cor, 926-32211 (IRDye 800CW, souris) / 926-32210
(IRDye 800CW, lapin) / 26-68071 (IRDye 680RD, souris) / 926-68070 (IRDye
680RD, lapin)).

xCELLigence

Le systeme xCELLigence, permettant de mesurer des changements
d’impédance électriques, calculés en tant que paramétre sans unité nommé Cell-
Index, a été utilisé suivant les recommandations du fabriquant (Roche Applied
Science et ACEA Biosciences). Les neurones (25 000 par puits) ont été ensemencés
sur des plaques 16 puits (E-plates16, Ozyme, 5469830001) possédant un fond en
verre recouvert d’électrodes en or. Les cellules ont été transfectées aprés 4 jours de
mise en culture, puis traitées le lendemain par le CCCP. Les valeurs d'impédance
ont été mesurées immédiatement apres traitement pendant 60 heures, avec une

mesure toutes les 15 minutes.
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Chapitre 4 : Résultats

La premiére partie des résultats contient le corps de I'Article 1 (publié en
2013) de I’Article 2 (publié en 2015) et de I'Article 3 (soumis).

La seconde partie des résultats contient le corps de I'Article 4 (publié en 2016)

et de 'Article 5 (en préparation).
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I.1. La machinerie TOM et la mitophagie Parkine-dépendante

Article 1: The TOMM machinery is a molecular switch in PINK1 and
PARK2/PARKIN-dependent mitochondrial clearance. (Autophagy. 2013 Nov
1;9(11):1801-17)

Comme mentionné dans la partie introductive, plusieurs équipes et en
particulier celle de Richard Youle (Etats-Unis) et de Keiji Tanaka (Japon) ont montré
entre 2010 et 2012 que lorsque le potentiel de membrane mitochondrial (AW™") était
dissipé par le protonophore CCCP, PINK1 était stabilisée a la mitochondrie, recrutait
la Parkine, ce qui induisait la mitophagie [Geisler et al., 2010 ; Matsuda et al., 2010 ;
Narendra et al., 2010]. Or, la localisation précise de ce recrutement de Parkine a la
MME n’était pas encore identifiée, alors méme que l'implication de protéines de la
MME était discutée [Geisler et al., 2010 ; Narendra et al., 2010 ; Sun et al., 2012].

Le fait que PINK1 soit importée dans la mitochondrie par la machinerie TOM,
et qu’une diminution du AW™ conduise & une diminution de lefficacité d’import
mitochondrial laissait raisonnablement penser que le recrutement de PINK1 et de

Parkine pourrait avoir lieu au niveau de cette machinerie.

En effet, dans ce papier nous confirmons tout d’abord que différentes
conditions conduisant au blocage de [limport résultent en un recrutement
mitochondrial de la Parkine, et en particulier dans les cellules HEK293T ou jai
montré qu’'une down-régulation du récepteur Tom40 induit une diminution des
quantités mitochondriales d’'une GFP ciblant cet organite, et in fine un recrutement
de la Parkine. Par la technique de FRET (Fdrster Resonance Energy Transfer),
permettant I'étude d’interactions protéiques in cellulo, nous montrons dans ces
conditions que ce recrutement se fait spécifiquement au niveau de la machinerie
TOM. Les proximités moléculaires détectées entre la Parkine et des sous-unités
spécifigues de la machinerie TOM (Tom70, Tom40) sont atténuées par des

mutations du géne PARK2Z retrouvée chez des patients.
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Il était connu que les composants de la machinerie TOM sont les premiéres
protéines a étre dégradées lors d’'un stress mitochondrial, principalement par
intermédiaire du systéeme ubiquitine-protéasome [Chan et al., 2011 ; Yoshii et al.,
2011]. Au cours de cette étude, j’ai démontré que la dégradation des composants de
cette machinerie, tout particulierement de la sous-unité structurale Tom22 et du
canal Tom40 mimée par des approches d’interférence a I’ARN, suffit a déclencher la
dégradation de protéines de la MME et de I'espace inter-membranaire dans des
cellules traitées au CCCP, en absence de Parkine. La Parkine reste cependant
nécessaire a la dégradation de l'organite entier, alors qu’inversement PINK1 ne I'est
pas. Par cette observation, nous avons pu proposer que la dégradation du complexe
TOM court-circuiterait I'effet Parkine, et par conséquent qu’il s’agirait d’une étape

située en aval de PINK1 dans le processus de mitophagie.

A l'aide d’'une méthode d’étude de la mitophagie plus quantitative, basée sur
lanalyse de laire occupée par un marquage mitochondrial, et de I'’étude de
I’émergence de vésicule LC3 positive associées aux mitochondries, nous montrons
également que la dégradation du canal Tom40 de la machinerie TOM est suffisant
pour permettre une dégradation de l'organite entier, en présence de Parkine

endogéne, et sans traitement au CCCP.

Ensemble, ces résultats placent la machinerie TOM en tant qu’interrupteur
moléculaire de la voie PINK1/Parkine, couplant la perte de [lefficacité d’import
mitochondrial a l'initiation de la dégradation mitochondriale et nous proposons que la
dysfonction de cette fonction du contrdle de la qualité mitochondriale pourrait jouer
un réle dans la physiopathologie des formes autosomiques récessives de la maladie

de Parkinson.
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Loss-of-function mutations in PARK2/PARKIN and PINKT cause early-onset autosomal recessive Parkinson disease (PD).
The cytosolic E3 ubiquitin-protein ligase PARK2 cooperates with the mitochondrial kinase PINK1 to maintain mitochondrial
quality. A loss of mitochondrial transmembrane potential (AW) leads to the PINK1-dependent recruitment of PARK2 to
the outer mitochondrial membrane (OMM), followed by the ubiquitination and proteasome-dependent degradation of
OMM proteins, and by the autophagy-dependent clearance of mitochondrial remnants. We showed here that blockade
of mitochondrial protein import triggers the recruitment of PARK2, by PINK1, to the TOMM machinery. PD-causing PARK2
mutations weakened or disrupted the molecular interaction between PARK2 and specific TOMM subunits: the surface
receptor, TOMM70A, and the channel protein, TOMM40. The downregulation of TOMMA40 or its associated core subunit,
TOMM22, was sufficient to trigger OMM protein clearance in the absence of PINK1 or PARK2. However, PARK2 was
required to promote the degradation of whole organelles by autophagy. Furthermore, the overproduction of TOMM22
or TOMMA40 reversed mitochondrial clearance promoted by PINK1 and PARK2 after AW loss. These results indicated that
the TOMM machinery is a key molecular switch in the mitochondrial clearance program controlled by the PINK1-PARK2
pathway. Loss of functional coupling between mitochondrial protein import and the neuroprotective degradation of
dysfunctional mitochondria may therefore be a primary pathogenic mechanism in autosomal recessive PD.

Introduction
There is growing evidence that mitochondrial dysfunction

Parkinson disease (PD) is a frequent neurodegenerative
disease and the most common movement disorder. It is in
most cases sporadic, but nearly 10% of the cases are caused
by mutations in genes with autosomal dominant or recessive
inheritance. At least seven of these genes have been identified;
the PARK2 and PINKI genes, encoding the cytosolic E3
ubiquitin-protein ligase, PARK2, and the mitochondrial kinase,
PINK1, account for clinically similar early-onset autosomal
recessive forms of PD.!
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plays a central role in the pathogenesis of autosomal recessive
PD. Genetic studies in Drosophila demonstrate that PARK2
and PINKI belong to a common pathway implicated in the
maintenance of mitochondrial morphology and dynamics.*”
In 2008, it was shown in mammalian cells that dissipation of
AWV leads to recruitment of PARK2 to mitochondria, followed
by their elimination by autophagy.® Translocation of PARK2
to mitochondria depends on the accumulation of PINKI1 on
the outer mitochondrial membrane (OMM), and PD-causing
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gene mutations compromise these events.”'? Ubiquitination
by PARK2 and proteasomal degradation of the OMM
mitochondrial fission proteins MEN1/2 are early events triggered
by AW collapse;'* this study provided the first indication that the
proteasome is also required for effective mitochondrial clearance.
This machinery is critical for the PARK2-dependent proteolysis
of a series of OMM proteins, a process associated with OMM
rupture that precedes the degradation of dysfunctional organelles
by autophagy.”1

Protein import into mitochondria relies on A¥ and depends
on the translocase of the OMM (TOMM), a multiprotein
complex responsible for importing the majority of mitochondrial
proteins, which are encoded by the nuclear genome.”” PINKI is
imported into mitochondria and following AW loss, it forms a
high molecular weight complex with the TOMM machinery."®
Here we investigate the role of the TOMM complex in the
recruitment of PARK2 and explore its implication in the
different phases of the mitochondrial elimination program
controlled by the PINK1-PARK2 pathway.

Results

Mitochondrial import blockade recruits PARK2 to the
OMM

We investigated whether the recruitment of PARK2 to
the OMM following A¥ collapse was due to the disruption
of mitochondrial import. We addressed this issue in three
models of mitochondrial import impairment (Fig. 1; Fig. S1):
COS7 cells treated with the protonophore carbonyl cyanide
m-chlorophenylhydrazone (CCCP), widely used to study
PINK1-PARK2-mediated mitochondrial clearance; HeLa cells
modified for stable, doxycyline (Dox)-inducible depletion of
the mitochondrial matrix LONPI1 protease (HeLa-T-REx-
shLONPI), a multifunctional enzyme essential for mitochondrial
biogenesis;'*** and HEK293T cells transfected with modest
amounts of an siRNA targeting the channel-forming 7TOMM40
subunit of the TOMM machinery. Mitochondrial protein
import efficiency was investigated by studying the cleavage
of the N-terminal mitochondrial targeting signal (MTS) of
a modified GFP protein (mitoGFP) by PMPC [peptidase
(mitochondrial processing)], a process which is coupled to the
import of preproteins (Fig. 1A).%** Abundance of the cleaved,
intramitochondrial form of mitoGFP was significantly lower in
cells treated with CCCP or depleted of LONP1 than in control
cells, demonstrating the impairment of mitochondrial protein
import. As the effect was less clear in cells with lower TOMM40
levels, due to the moderate downregulation of its expression, we
studied the abundance of mitoGFP in mitochondrion-enriched
fractions treated with trypsin to eliminate exposed OMM
proteins, including nonimported mitochondrial precursors
(Fig. 1A). Under these conditions, we observed a decrease in
mitoGFP levels proportional to the concentration of TOMM40
siRNA, confirming the import defect.

We then studied the distribution of endogenous PARK2
in HEK293T cells and exogenous PARK2 in COS7 cells,
in which the endogenous protein is undetectable with the
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available antibodies, and in HeLa cells, which lack it. PARK2
was recruited to mitochondria clustered around the nucleus
in all three models (Fig. 1A and B). As expected, CCCP
treatment led to AW¥ loss, indicated by a strong decrease in the
intensity of staining with the potentiometric mitochondrial
dye tetramethylrhodamine methyl ester (TMRM) (Fig. 1C).
Mitochondria were also moderately depolarized in cells lacking
LONP1 (Dox*) or containing low levels of TOMMA40.

PARK?2 is recruited by PINK1 to the TOMM machinery

We hypothesized that PARK2 would be recruited to the
OMM close to the TOMM machinery when mitochondrial
import is impaired. The TOMM complex has a highly
stable functional core unit consisting of the channel protein
TOMM40 and the central receptor TOMM?22, which holds the
translocating preproteins and is essential for cell viability."?4¢
Several small subunits and two loosely bound receptors for
mitochondrial preproteins (TOMM20 and TOMM70A) are
associated with the central core. To investigate the interaction
between PARK2 and TOMM machinery subunits, we used
Forster resonance energy transfer (FRET) microscopy. This
technique, due to its great sensitivity, is particularly well suited
to the detection of proximity between two proteins compatible
with their interaction in cellulo.”” We chose a FRET approach
based on the detection of quenched donor fluorescence after
photobleaching of the acceptor, with endogenous donor-acceptor
protein pairs labeled with secondary antibodies conjugated to
appropriate fluorophores (Fig. 2). FRET between pairs occurs
only if the two fluorophores are separated by distances compatible
with single protein molecules (< 10 nm).”” In HEK293T cells
treated with CCCP or with TOMM40 siRNA, FRET was
detected between endogenous PARK2 and TOMM70A, and
to a lesser extent between PARK2 and TOMM40 (Fig. 2A and
B); surprisingly, FRET was not detected between PARK2 and
VDACI, previously reported to be ubiquitinated by PARK2
after CCCP treatment."" These interactions were also observed
with exogenous PARK2 in COS7 cells treated with CCCP and
in HeLa-T-REx-shLONPI cells depleted of LONP1, and for the
TOMM70A-PARK?2 pair, in control cells (Fig. S2A and S2B).
FRET was never observed in cells immunostained with secondary
antibodies only (Fig. S2C). To confirm these observations with
a biochemical approach, we used the GST pulldown technique
to test the interaction of PARK2 with subunits of the TOMM
machinery in COS7 cells and HEK293T cells (not shown).
TOMM70A bound specifically to GST-PARK2 but not to a
GST control protein incubated with lysates from the two cell
types (Fig. $2D). However, we did not detect a direct interaction
between GST-PARK2 and TOMM40 or VDACI.

We then investigated whether PINKI is required for
the recruitment of PARK2 to the TOMM machinery. In
HEK293T cells treated with 7OMM40 siRNA or CCCP,
FRET was detected between endogenous PINKI and each of
the four TOMM subunits examined, and between endogenous
PINK1! and PARK2 (Fig. 2A and B). In cells silenced for
PINKI or PARK?2, no molecular interactions involving PARK2
were detected at the TOMM machinery (Fig. 2B). We then
confirmed the above-described protein-protein interactions in
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mitochondrion-enriched fractions isolated from HEK293T cells.
As expected, CCCP treatment resulted in stabilization of the
long form of PINKI at the mitochondrion and recruitment of
PARK?2 (Fig. S3A). Furthermore, we detected FRET between
PARK?2 and all components of the TOMM machinery tested
and between PARK2 and PINKI, but not VDACI1 (Fig. S3B).
Again, the TOMM70A-PARK2 interaction appeared to be the
strongest, as it was also detected in mitochondria from untreated
cells.

PD-causing mutations disrupt the interaction between
PARK?2 and the TOMM complex

To evaluate the relevance of the identified interactions,
we then explored the effects of PD-causing missense PARK2
mutations on PARK2 recruitment to the TOMM machinery.
FRET efficiencies between TOMM70A and each of nine
PARK2 variants overproduced in COS7 cells were lower than
those between TOMM70A and normal PARK2 after CCCP
treatment. Furthermore, all the mutations tested abolished
energy transfer from TOMM40 to PARK2 (Fig. 3A and B),
suggesting that they alter the orientation of PARK2 within the
complex, thereby modifying its behavior in FRET experiments.”
We confirmed these findings by using fluorescence lifetime
imaging microscopy (FLIM) as an alternative technique to
analyze the impact of selected PARK2 mutations with modest
(K16IN) or large (K211N, R256C) effects on the interaction
of the protein with TOMM70A (Fig. 3B).”” This approach is
based on the shortening of the fluorescence lifetime of a donor
in close proximity of a fluorescence acceptor, due to the FRET
effect. Consistent with FRET measurements, the presence of
fluorescently labeled PARK2 or its K16IN variant, but not the
K211IN and R256C variants, significantly decreased the mean
lifetime of TOMM70A fluorescence; normal PARK2 had a
stronger effect than the K161N variant.

Depletion of subunits of the TOMM core complex primes
mitochondria for OMM clearance

TOMM machinery subunits are among the first proteins
to be degraded in a PARK2-dependent manner during OMM
proteolysis and rupture.’® On the basis of the preceding
observations, we hypothesized that the degradation of TOMM
subunits might be a key event in mitochondrial degradation
promoted by PINKI and PARK2. We therefore analyzed the
consequences of moderate depletion of specific TOMM subunits
on the clearance of mitochondrial markers in COS7 cells treated
with CCCP (Fig. 4). As expected, PARK2 promoted degradation
of the dysfunctional mitochondrial network, as illustrated by the
disappearance of OMM (VDACI) and mitochondrial matrix
markers (PMPCB) in cells in which it was overproduced (Fig. 4A
and B).® The depletion of TOMM subunits did not further
enhance the mitochondrial loss triggered by PARK2 (Fig. 4B).
However, the partial silencing of TOMM22 or TOMM40 alone,
but not of TOMM20 or TOMM70A, mimicked the effect
of PARK2 on VDACI and the intermembrane space protein
CYCS/cytochrome ¢, leading to their loss (Fig. 4A and B;
Fig. S4A). Decreases in TOMM?22 or TOMM40 levels did
not result in the loss of PMPCB in the absence of exogenous
PARK2, although staining for this marker was systematically
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fragmented and fainter than in control cells, indicating that
PARK?2 is indispensable for complete mitochondrial degradation
(Fig. 4A and B; Fig. S4B).

To control for the specificity of the observed effects, we
designed “rescue” experiments by overexpressing cDNAs
resistant to siRNA. As expected, reintroduction of TOMMA40 or
TOMM22 in the corresponding paradigms of downregulation
significantly reduced the loss of VDACI triggered by CCCP
(Fig. 4C; Fig. S4C). Importantly, overproduction of TOMM40
or TOMM22, but not TOMM?70A, significantly reduced the
loss of VDAC1 and PMPCB triggered by PARK2 following
CCCP treatment. Altogether, these findings indicate that
degradation of the core structure of the TOMM machinery is a
crucial step in the mitochondrial clearance program, downstream
of mitochondrial recruitment of PARK2 by PINKI.

PARK?2, but not PINK1, is indispensable for the degradation
of whole mitochondria

We then asked whether PINKI plays a role beyond
recruitment of PARK2 to mitochondria and the degradation
of subunits of the TOMM machinery in mitochondrial
clearance. We, therefore, investigated whether the requirement
for PINKI1 in mitochondrial degradation could be bypassed by
silencing TOMM40 (Fig. 5). The concomitant downregulation
of TOMM40 and PINKI did not prevent OMM clearance,
as demonstrated by the loss of VDACI and CYCS staining in
similar proportions of cells in the presence and absence of PINK1
(Fig. 5A and B; Fig. S5A). Of note, PINK1 was also dispensable
for the degradation of whole organelles, which, in this model,
was only accomplished in the presence of exogenous PARK2,
as illustrated by clearance of the matrix marker PMPCB. As
expected, PINK1 was indispensable for mitochondrial clearance
induced by PARK2 in cells not treated with TOMM40 siRNA
exposed to CCCP (Fig. 5A and B).>??

As previously mentioned, complete disappearance of PMPCB
staining was never observed in cells with lower TOMMA40 levels
in the absence of exogenous PARK2. However, the staining was
always less widespread than in control cells after CCCP treatment,
possibly reflecting mitochondrial clearance promoted by
endogenous PARK2. Therefore, we measured the area occupied
by mitochondrial staining in cells in different conditions (Fig. 5C
and D). This is a more quantitative method for estimating
mitochondrial loss than the simple scoring of cells with or
without labeling, a method commonly used by researchers in the
field.®101415:18.28-30 \¢7ith this method, CCCP treatment decreased
PMPCB staining in cells overproducing PARK2 by nearly 80%,
validating the approach and demonstrating that it is more sensitive
than cell scoring. This decrease was completely reversed when
PINKI was downregulated. Remarkably, depletion of TOMM40
resulted in a nearly 50% decrease in the area covered by PMPCB
staining after CCCP treatment in the absence of exogenous
PARK2. As expected from our above-mentioned results, the
absence of PINK1 did not prevent loss of PMPCB staining under
these conditions. In addition, we observed a nearly 20% reduction
in PMPCB staining in the absence of CCCP in cells depleted of
TOMMA40, which was again unaffected by the downregulation
of PINKI, but completely reversed by knockdown of endogenous
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0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. Scale bar: 10 pum.

Figure 3 (See opposite page). PD-causing PARK2 mutations disrupt the molecular interaction between PARK2 and the TOMM machinery. (A) FRET effi-
ciencies and percentages of cells displaying FRET for the indicated donor (endogenous TOMM subunits)-acceptor (exogenous PARK2 variants) pairs in
COS7 cells treated with CCCP. n = 10 to 20 cells from one experiment representative of two (TOMMA40) or three (TOMM70A). (B) FLIM analysis of TOMM70A
(donor) in the presence of PARK2 (acceptor) variants in COS7 cells treated with CCCP. Pseudocolor scale, t: individual and mean lifetimes within the ROI
(red frame). No PARK2: immunostaining procedure excluded fluorophore-conjugated secondary antibody for PARK2. n = 20 ROIs per condition from
three independent experiments. Comparisons were made with normal PARK2 in (A) or with TOMM70A-No PARK2 (*) or TOMM70A-PARK?2 (%) in (B). *2P <

PARK2 (Fig. 5E). Altogether, these findings support the idea
that the degradation of TOMM subunits is an event intrinsic to
the PINKI-PARK2 pathway, situated temporally downstream
of the PINKI-dependent recruitment of PARK2 to the OMM
and upstream of the PARK2-dependent degradation of whole
organelles.

To confirm that TOMM is a primary target of PINKI
and PARK2 in OMM clearance, and exclude nonspecific
triggering of the process by depletion of any protein involved
in maintenance of mitochondrial import, we investigated
mitochondrial loss following downregulation of PMPCB,
encoding the catalytic subunit of the mitochondrial matrix
protease PMPC (Fig. 6; Fig. S5B). PMPC processes
mitochondrial preproteins by cleaving their MTS; it is thought
to be essential for mitochondrial import, including that of
PINK1.222%3 Contrary to downregulation of TOMM40 or
TOMM?22, moderate downregulation of PMPCB did not
result in a massive loss of mitochondrial markers after CCCP
treatment: no more than 15-20% of the cells lacked VDACI1
or the matrix enzyme HSD17B10 in the absence of exogenous
PARK2. Moreover, loss of these markers was further limited by
the simultaneous silencing of PINKI in cells with lower PMPCB
levels, demonstrating complete dependence on the PINKI-
PARK2 pathway. Again, the downregulation of TOMM40
was sufficient to trigger PARK2-dependent elimination of
mitochondrial markers in the absence of PINKI in this model
(Fig. 6, graph). In addition, the effects of PMPCB silencing,
TOMM40 downregulation and PARK2 overproduction were
not additive, demonstrating that mitochondrial degradation in
this context occurs within the PINK1-PARK?2 pathway.

Downregulation of TOMM40 triggers PARK2-dependent
mitophagy

To formally demonstrate that the loss of mitochondrial
markers observed following downregulation of TOMM40
is indeed caused by autophagy, we quantified the relative
proportion of LC3-positive vesicles associated with mitochondria
in cells overproducing the fluorescent autophagosome marker
LC3-dsRed (Fig. 7A). As expected, in cells treated with CCCP,
overproduction of PARK2 resulted in a nearly 100% increase
in the number of LC3-positive vesicles covering mitochondria
compared with control cells not treated with CCCP or not
overproducing PARK2. In cells with low TOMMA40 levels, this
increase was 200% in the presence of CCCP and already 50%
in its absence, supporting the involvement of autophagy in the
clearance of mitochondrial markers previously observed in these
paradigms (Fig. 5B).

To strengthen these findings, we tested the involvement of
specific degradation pathways by treating the cells with (1) the
proteasomal inhibitor epoxomycin, (2) 3-methyladenine, to
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block autophagosome formation, and (3) the lysosome inhibitor
bafilomycin A, (Fig. $6). All three treatments prevented PINK1
and PARK2-dependent clearance of mitochondrial markers,
demonstrating the cooperation among these pathways in this
process already reported.®*'*' In addition, these treatments
prevented the loss of VDACI and CYCS in cells with low
TOMMA4O0 levels.

We then explored the role of key components of the autophagy
pathway, ATG5, ATG7 and AMBRAL, by siRNA-mediated gene
silencing (Fig. 7B). As previously shown, scoring the proportion
of cells without mitochondrial markers demonstrated that the
three proteins are essential for PARK2-mediated mitophagy, as
illustrated by the loss of the matrix marker PMPCB.51¢3% n
contrast, the clearance of the OMM marker VDACI1 did not
depend on these proteins in cells with exogenous PARK?2 or with
low TOMMA40 levels after CCCP treatment, in agreement with
the role of the proteasome in the digestion of OMM proteins (Fig.
$6).>1° To demonstrate that the reduction in PMPCB staining
(Fig. 5C) is also due to mitophagy, we further evaluated the
effect of the downregulation of ATG5, ATG7, and AMBRAI in
cells with low TOMM40 levels, by quantifying the relative area
occupied by PMPCB staining in this model (Fig. 7C). Again,
loss of this staining was prevented in all cases, demonstrating the
involvement of authophagy; this provides further evidence that
the mechanism underlying mitochondrial degradation triggered
by downregulation of TOMM40 is the same as those underlying
PARK2-dependent mitophagy.

Discussion

We provide evidence that PINK1 and PARK2 constitute
a molecular quality control sensor-effector system, coupling
mitochondrial import efficiency with the clearance of
dysfunctional mitochondria (Fig. 8). We showed that PARK2
translocates to the OMM in two models in which protein import
is impaired, associated with a less dramatic mitochondrial
depolarization than that caused by CCCP. These observations
are consistent with the recent demonstration that depletion of
PMPCB is sufficient to stabilize PINK1 and recruit PARK2
to mitochondria in the absence of AW loss, and suggest that
impaired mitochondrial import through the TOMM machinery
is the primary signal for PINK1 and PARK2-mediated
mitochondrial elimination.®* In support of this hypothesis,
Lazarou et al. have discovered, using biochemical approaches,
that PINKI interacts with TOMM?20 in the TOMM machinery
following CCCP treatment.’* PARK2 was not identified in this
complex, but, as the authors of the study stated, this does not
exclude association; it rather reflects experimental conditions
in which transient or labile interactions are not preserved. By
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Figure 4. For figure legend, see page 9.
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Figure 4 (See opposite page). Depletion of TOMM core complex subunits initiates the mitochondrial clearance program mediated by the PINK1-PARK2
pathway. (A) Fate of VDAC1 or PMPCB after CCCP treatment in COS7 cells overproducing PARK2 or with low levels of the indicated TOMM subunits.
Arrows: loss of mitochondrial markers. Western blot analyses and corresponding quantifications: efficacy of downregulation for each TOMM subunit in
total cell extracts. n = 3 independent wells from one representative experiment. ATP5A1, ACTA1: loading controls. (B) Quantification of the proportion of
cells in which the indicated mitochondrial marker proteins were absent, in the experiment shown in (A) or (C) from COS7 cells with exogenous PARK2 or
treated with the indicated siRNAs, after overproduction of the indicated TOMM subunits and CCCP treatment. n = 3 independent experiments. *P < 0.05,
**¥p < 0.001 vs. (A) “Control siRNA"; (B) the corresponding condition with exogenous PARK2; or (C) “Empty vector” within the “+ PARK2" or “— PARK2"
condition. ns: not significant. Scale bar: 10 um.
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Figure 5. Depletion of TOMM core complex subunits bypasses the requirement for PINK1, but not PARK2, in mitochondrial clearance. (A) Immunostaining
and (B) corresponding quantifications illustrating the effect of PINK1 depletion on the fate of VDAC1 and PMPCB in COS7 cells with low TOMMA40 levels,
with or without exogenous PARK2, or in cells with exogenous PARK2 only. Arrows: loss of mitochondrial markers. n = 3 independent wells from one
experiment representative of five. (C) Images illustrating the relative loss of PMPCB immunostaining in representative conditions. The right panels show
PMPCB staining after application of a threshold mask, with A corresponding to mitochondrial area relative to total cell area (%). (D and E, left graph)
Quantification of the cell area covered by PMPCB (relative mitochondrial area), estimated as in (C), in the indicated conditions. n = 3 independent wells
from one experiment representative of three. (E, right graph) Effect of siRNA-mediated silencing of endogenous PARK2, estimated by real-time PCR with
two different primer pairs on mRNA extracted from COS7 cells and retrotranscribed into cDNA. n = 3 independent wells from one representative experi-
ment out of two. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. the corresponding control condition: “+ PARK2" in (B),” Control siRNA” (D and E). *P < 0.001 vs. the
corresponding “TOMM40 siRNA” condition in (B). Scale bar: 10 pum.
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Figure 6. PMPCB downregulation does not prime mitochondria for OMM clearance. Effect of PMPCB downregulation on the clearance of VDAC1 and
HSD17B10 (matrix marker) in COS7 cells with or without PINK1 or exogenous PARK2. n = 3 independent wells from one experiment representative of
three. ***P < 0.001 vs. the corresponding “+ PARK2 condition”. Scale bar: 10 pm.

using FRET-based microscopy, we confirmed here that PINK1
accumulates at the TOMM machinery when mitochondrial
import is blocked. In addition, we demonstrated that PARK2 is
brought into proximity to this complex, highlighting the power
of FRET imaging techniques for detecting localized, endogenous
protein-protein interactions.

TOMM70A may be the preferential target of PARK2 in
the complex, since FRET levels were consistently higher for
the TOMM70A-PARK2 pair than for the other pairs tested,
and TOMM70A but no other TOMM subunit was retrieved
by GST pulldown. Accordingly, two independent mass
spectrometry studies have recently identified the TOMM70A
receptor as one of the proteins binding to and ubiquitinated by
PARK2 following CCCP treatment.>**® Remarkably, the nine
PD-causing missense PARK2 mutations analyzed significantly
reduced fluorescence energy transfer between TOMM70A and
PARK2, indicating that this interaction is of physiopathological
relevance. In addition, these mutations abolished FRET between
TOMM40 and PARK2. This further supports the hypothesis
that TOMMY70A is the physical target of PARK2, and that
weakening of this primary association modifies the relative
configuration of the partners of the complex, precluding FRET
from TOMM40 to PARK2. Indeed, although the presence
of energy transfer in FRET experiments is unlikely to be an
artifact, lack of FRET does not necessarily indicate an absence

Autophagy

of molecular proximity; it may also reflect nonpermissive
orientations of the donor and acceptor.'® Such a situation may
explain why we did not detect FRET between VDACI and
PARK2, which based on previous studies should interact.!3"+5

Our findings provide evidence that the TOMM machinery
is a switch in the mitochondrial clearance program regulated
by the PINKI-PARK2 pathway. They suggest that proteolytic
destabilization of the TOMM core complex follows upon
the recruitment of PARK2 and acts as the molecular trigger
that initiates the degradation of proteins of the OMM and
intermembrane space. The degradation of TOMM70A, which
precedes that of other TOMM subunits according to previous
studies,”® may permit the subsequent degradation of the
core structure, with the intervention of PINKI1 and PARK2.
Consistent with this hypothesis, Sarraf et al., using anti-HA
affinity purification-mass spectrometry to identify proteins
associated with HA-tagged PARK2, have found TOMM70A
after 1h of CCCP treatment and TOMM22 after 8h.* Future
studies are required to define the specific mechanisms underlying
the degradation of the different subunits of the TOMM complex
and their spatiotemporal regulation.

Intriguingly, Lazarou et al. excluded that the TOMM complex
is a key regulator of mitochondrial clearance.'” They showed that
an exogenous PINKI protein lacking the N-terminal MTS and
targeted to the OMM by an artificial mitochondrial anchor was
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Figure 7. TOMM40 downregulation triggers PARK2-dependent mitophagy. (A) Representative images illustrating LC3-positive vesicles associated with
PMPCB staining in COS7 cells, in the indicated conditions. Right graphs: quantification of the number of LC3-positive vesicles costained for PMPCB rela-
tive to the total number of LC3 vesicles in cells, as explained in the Materials and Methods section. The control conditions were arbitrarily setat 1. n = 20
cells from three independent experiments. (B) Quantification of the proportion of cells without VDACT or PMPCB staining after overproduction of PARK2
or downregulation of TOMM40, and silencing of ATG5, ATG7, or AMBRAI, as indicated. Cells were treated with CCCP in all conditions. n = 3 independent
wells from one experiment representative of three. (C) Images showing the relative loss of PMPCB immunostaining and (graph) quantification of the rela-
tive mitochondrial area covered by PMPCB staining, estimated in the indicated conditions as explained in the legend of Figure 5C. A: relative mitochon-
drial area (%). n = 30 cells from one experiment representative of three. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. (A) the corresponding control condition within “CCCP
+" or “CCCP —"; (B and C) the corresponding “Control siRNA” condition. *P < 0.01, P < 0.001 vs. the corresponding “CCCP —" condition. Scale bar: 10 wm.
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Figure 8. Model illustrating putative steps in the mitochondrial clearance program mediated by the PINK1-PARK2 pathway. PINK1 is imported into
healthy mitochondria through the TOMM and TIMM complexes, and processed by PMPC and the presenilin-associated rhomboid-like protease PARL
(1). Loss of mitochondrial import efficiency, associated or not with AW collapse, leads to accumulation of PINK1 at the OMM, recruitment of PARK2 in
proximity of the TOMM complex (2), destabilization of the machinery, possibly caused by proteasomal degradation of key subunits, OMM rupture and
proteolysis (3) and elimination of whole mitochondria by the proteasome and lysosome-dependent pathways (4). PINK1 and PARK2 are both required

to trigger step 3, whereas only PARK2 is essential for step 4.

able to recruit PARK2 and initiate organelle degradation, despite
the absence of stable associations with the TOMM complex.
However, stable association might not be essential for PINK1
and PARK2 to degrade the machinery, and previous data do not
rule out the possibility that ectopically targeted mitochondrial
PINKI1 is located close to the TOMM machinery. It remains to
be determined how PINKI targeted to peroxisomes can recruit
PARK2 and activate pexophagy in the absence of a TOMM
complex. However, since the roles of ubiquitin signaling in
pexophagy and mitophagy are different, intrinsically distinct
programs might be involved.?¢

The investigation of the role of key elements of the autophagy
machinery in our study confirmed that OMM proteolysis
triggered by PINKI1 and PARK2 relies on the ubiquitin-
proteasome pathway; in addition, it demonstrated that PARK2
cooperates subsequently with ATG5, ATG7, and AMBRALI
in the absence of PINKI1 to promote the degradation of
mitochondrial remnants. As PINKI is dispensable for this
second phase, physical association of PARK2 with mitochondria
may not be necessary at this stage, or PARK2 may bind other
mitochondrial proteins. VDACs are excellent candidates, since
they have been identified as major partners of PARK2 in cells
treated with CCCP and may play a role in mitophagy.'3"34%
These channels are abundant OMM proteins and may thus
still be available to interact with PARK2 once the initial phase
of mitochondrial degradation is launched. The degradation of
the entire OMM may indeed not be necessary for entry into the
second phase, since mitochondria with a largely intacc OMM
are found inside autophagosomes in cells treated with CCCP.'¢
The requirement for both the proteasome and autophagy
machinery for efficient mitochondrial clearance also supports
the view that the two phases of the mitochondrial degradation
program are closely interlinked; rupture of the OMM caused
by the degradation of critical OMM components may act as a
signal for massive recruitment of the ubiquitin-proteasome and
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autophagy-dependent pathways. Permeabilization and rupture
of the OMM are key events in mitochondrion-dependent
apoptosis,”?® but no apoptotic features are observed after the
triggering of mitochondrial degradation by the PINK1-PARK2
pathway,'® consistent with the existence of reciprocal regulations
between mitochondrial clearance and cell death programs.®

In summary, our findings suggest that mitochondrial quality
control by the PINKI-PARK2 pathway becomes essential
when protein flux through the TOMM machinery is impaired.
TOMDM40 influences the age at onset of Alzheimer disease and
changes in protein import efficiency have been reported in
neurodegenerative conditions in humans and animal models,
including pinkl-deficient mice.”> The loss of functional
coupling between mitochondrial import and the neuroprotective
degradation of dysfunctional OMM components or mitochondria
may therefore be a primary pathogenic mechanism in autosomal
recessive PD caused by PARK2 or PINKI mutations.

Materials and Methods

Mammalian expression vectors, siRNAs, cell culture, and
transfection

The vectors used were: pcDNA3-HA encoding human
PARK2 or PARK2 variants,® TOMM70A and siRNA-resistant
TOMM22, and TOMM40; pCBG6 encoding an HA-tagged GFP
fused to the N-terminal MTS of COX8A (kindly provided by M
Rojo), and pDsRed2-LC3 (kindly provided by G Kroemer). The
TOMM70A cDNA was cloned by PCR from a human cDNA
bank obtained from HeLa cells (F Lacroute) and inserted into
pcDNA3-V5-His-TOPO TA (Invitrogen, K4800-01). siRNAs-
resistant cDNAs for human 7OMMZ22 and TOMM40 were
produced by Genosphere Biotechnologies (synthesis according
to our indications) and cloned into the HindIII/BamHI sites
of pcDNA3-HA (A Fournier). The siRNA-resistant cDNA
for TOMMA40 was designed by targeting the corresponding
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siRNA-binding site (validated siRNA, Qiagen, SI00301966) with
the following sequence: 5’-aacaattggt tagctaccgta-3’, carrying
four silent mutations in the original cDNA sequence starting at
position +768 from the ATG codon. As the binding site of the
siRNA for TOMM22 (validated siRNA, Qiagen, SI00125650)
was located in the 3" UTR, the corresponding coding sequence was
by itself resistant. Other siRNAs used were: validated 7OMM20
(S100301959), TOMM70A (S100301973), ATG5 (S102655310),
ATG7 (S102655373), and AMBRAI (S100397306) siRNAs
(Qiagen); PARK2 (HSS107593) and PINKI (HSS127945) stealth
siRNAs (Invitrogen); PMPCB siRNA (Dharmacon, L-004747-
00-0005); AllStars negative control siRNA (Qiagen, 1027281).
HeLa-ter-on-shLONPI cells were generated by annealing a
68-base oligonucleotide starting at position 476 of the LONPI
coding sequence (5’-gatctccgtt cgtctegeee agecttttca agagaaagge
tgggcgagac gaactetetg gaaagett-3°) to its complementary sequence
and inserting the resulting sequence into pENTR/HI1/T0*
(Block-it, Invitrogen, K4920-00). HeLa T-Rex cells (Invitrogen
R71407) were transfected, by the calcium phosphate method,
with the siRNA construct and stable clones were selected in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco, 41966-
052) supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco, 10270-
106), 5 wg/ml blasticidin (Invitrogen R210-01), and 200 pg/
ml zeocin (Invitrogen, R250-01). Production of the LONPI
protease was controlled by adding Dox to the culture medium
(2 pg/ml, Sigma, D-9891). COS7 cells and HEK293T cells were
grown in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum,
1% L-glutamine (Invitrogen, 25030024), and 1% penicillin-
15140-122). Cells were plated,
at 80% confluence, on glass coverslips (Thermo Scientific,
CB00140RA1) in 24-well cell plates for immunocytochemistry,
in 6-well plates for western blot analyses of total cell lysates, or

streptomycin  (Invitrogen,

on 15 cm petri dishes for subcellular fractionation. Transfections
were performed by the calcium phosphate method (HeLa cells)
or with Lipofectamine 2000 (Invitrogen, 11668019), according
to the manufacturer’s instructions. Moderate downregulation
of TOMM subunits was achieved with the corresponding
siRNAs (0.2 wM). Where indicated, the cells were incubated
with dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma, D5879), 100 nM
bafilomycin A, (Sigma, B1793) for 6 h (LC3-positive vesicles)
or 48 h (clearance of mitochondrial markers), 10 mM 3-MA
(Sigma, M9281) and 50 nM epoxomycin (Sigma, E3652) for 48
h, or with 10 pM CCCP (Sigma, C2759) for 6 h (mitochondrial
of PARK2, FRET, and FLIM

quantification of LC3-positive vesicles) or 48 h (clearance of

translocation analyses,
mitochondrial markers).

Quantitative real-time RT-PCR

To demonstrate the efficiency of the siRNA-mediated
silencing of endogenous PARK2 in COS7 cells, total RNA was
isolated from cells transfected with control or PARK?2 siRNA
using the RNeasy plus Mini Kit (Qiagen, 74134). RNA from
each sample (1 pg) was reverse-transcribed into cDNA. Real-time
PCR was performed with the LightCycler® 480 System (Roche
Applied Science) and LightCycler® 480 DNA SYBR Green I
Master kit (Roche Applied Science, 04707516001). Results were
analyzed using LightCycler 480 sw 1.5 quantification Software
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(Roche Applied Science). RPL13 was used as the reference gene
for normalization. Primers used for PARK2 were as follows:
forward 1, 5’-cgcaacaaat agtcggaac-3’; reverse 1, 5’-gagggtcgtg
aacaaactg-3’; forward 2, 5’-gaccctcaac ttggetacte-3'; reverse 2,
5’-acgctrctrt acattcecg-3”.

Subcellular fractionation, trypsin digestion assay, GST
pulldown, and western blot analyses

Total protein fractions were obtained from cells lysed in
50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1 mM
EDTA, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate, 0.5 mM DTT
supplemented with phosphatase inhibitors (0.2 mM Na,VO,,
4 mg/ml NaF, 54 mg/ml B-glycerophosphate) and protease
inhibitors (Complete Cocktail, 11836145001, Roche), after
centrifugation at 12,500 g for 20 min at 4 °C. Alternatively,
cells were lysed in 20 mM HEPES (pH 7.0), 225 mM
mannitol, 75 mM sucrose, ]| mM EGTA, 0.5 mM DTT, with
phosphatase and protease inhibitors, and passed through a 22
G needle.

by differential centrifugation, from cells homogenized with

Mitochondrion-enriched fractions were obtained

a Dounce homogenizer (80 manual strokes), as previously
described,* or with a mitochondrion isolation kit used according
to the manufacturer’s instructions (human, 130-094-532 and
separation columns, 130-042-401, MACS, Miltenyi Biotech).
Mitochondrion-enriched fractions obtained by differential
centrifugation were digested with 1 g of trypsin (Sigma,
T1426) per mg of protein for 20 min at 37 °C, where indicated.
GST pulldown was performed as previously described.*® Protein
concentrations were determined with the BCA (Pierce, 23225)
or Bradford (Bio-Rad, 500-0006) protein assays. Samples
were boiled in protein sample buffer, resolved by SDS-PAGE,
transferred onto a nitrocellulose membrane (Protran, GE
10401196, Whatman) and analyzed by western blotting with
selected primary and secondary antibodies (Table 1). Membranes
were incubated with enhanced chemiluminescence substrate
(Pierce, 34076) and chemiluminescence and fluorescence
signals were revealed on a film (ECL, Amersham Hyperfilm,
28906837), or captured with a KODAK Image Station 4000
MM (Carestream Health), with the MF-ChemiBIS Gel (DNR
Bio-Imaging Systems) or Odyssey Imaging (Li-COR) systems
and quantified with Image]J software (NIH).

Immunocytochemistry and confocal microscopy

Cells were fixed in 4% formaldehyde (FA, Sigma, 252549,
500 ml) and stained with standard procedures. Mitochondrion-
enriched fractions obtained by differential centrifugation were
fixed in 4% FA, washed in phosphate-buffered saline (PBS),
incubated overnight in a suspension of primary antibodies in
PBS supplemented with 2% normal goat serum (NGS-PBS;
Gibco, 16210-072) and then with secondary antibodies diluted
in NGS-PBS for 45 min. The mitochondrial pellet was obtained
by centrifugation at 660 g for 5 min, rinsed in PBS, resuspended
and mounted in ProLong Gold Antifade reagent (Molecular
Probes, P36930). The antibodies used for staining are indicated
in Table 2. Mitochondrial dyes were obtained from Invitrogen
and used at a concentration of 10 nM (TMRM, T-668) and
500 nM (MitoTracker DeepRed, M22426/CMXRos, M7512)

according to the manufacturer’s instructions. TMRM intensities
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Table 1. Antibodies used for western blotting

Primary antibodies

Type Company Catalog # Host Dilution

PARK2, clone Park8 Millipore MAB5512 mouse 1:2000

Respiratory chain complexes (Total OXPHOS) Mitosciences 458099 mouse 1:1000

GFP Abcam Ab290 rabbit 1:4000

VDAC1 Abcam Ab15895 rabbit 1:1000

TOMM70A Abcam Ab106193 mouse 1:5000

TOMMA40 clone H7 Santa Cruz Sc-365466 mouse 1:500

TOMM20 Santa Cruz Sc-11415 rabbit 1:500

TOMM22 Abcam Ab10436 mouse 1:500

LONP1 (G. Isaya, Mayo Clinic Foundation Rochester, MN) - - rabbit 1:1000
ACTA1 Sigma A2066 rabbit 1:2000

PMPCB Proteintech 16064-1-AP rabbit 1:4000

Secondary antibodies

CY3-conjugated anti-mouse/rabbit Sigma C2181/C2306 sheep 1:1000

Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse/rabbit Invitrogen A11070/A11029 goat 1:1000
IRDye 800CW-conjugated anti-mouse/rabbit Li-Cor 926-32211/926-32210 goat 1:10000
IRDye 680RD-conjugated anti-mouse/rabbit Li-Cor 926-68071/926-68070 goat 1:10000
horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse/rabbit Jackson 115-035-146/111-035-144 goat 1:50000

ImmunoResearch

were quantified with Image] software, on images of at least
200 live cells per condition cells taken with an inverted Zeiss
Axiovert 200 videomicroscope (Zeiss) and a 20x oil immersion
objective. Mitochondrial translocation of PARK2 or the lack
of specific mitochondrial markers were quantified with a
Zeiss Axioplan 2 microscope (Zeiss) driven by ExploraNova
FluoUp Imaging software (4.2.2, Explora Nova) and a 100x
oil immersion objective (N.A. 1.40), with 60 to 90 cells scored
per well. The relative mitochondrial area was calculated with
Image] software on images from at least 30 cells per experiment,
acquired as above; it was expressed as the ratio between the
area covered by the PMPCB stain, selected with an automatic
threshold mask, and the total cell area. Colocalization images
were taken with an Olympus FV-1000 confocal microscope
(Olympus) driven by Olympus FV-1000 Software, or with
a Leica SP5 confocal microscope (Leica) (63x oil immersion
objective, N.A 1.40) driven by Leica Imaging Software. For
FRET analysis, a ROl was photobleached with a 543 nm
helium/neon laser for 20 ms. Images of donor and acceptor
fluorescence were acquired before and after photobleaching
with a 60x (N.A. 1.35) oil immersion objective. Images of the
donor after the photobleaching procedure were corrected with
Image] software for the general decrease in fluorescence intensity
due to the acquisition process and quantified as described.”” To
quantify the number of LC3 vesicles per mitochondrial surface
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unit (pm?), Z-stacks were acquired from 20 cells per condition
and processed with Image] software. After applying median and
background elimination filters, a manually determined threshold
mask was created for PMPCB and LC3-specific fluorescent
stains. The particles counted were then selected by pixel size
(from 0.1 to infinity) and by circularity (from 0.00 to 1.00),
before applying watershed segmentation. The relative number
of vesicles per mitochondrial surface unit was calculated as the
ratio of the number of PMPCB-positive LC3 vesicles relative to
the total number of LC3 vesicles per cell in cells treated with
bafilomycin A, normalized to the same ratio in untreated
cells. FLIM measurements were performed in the frequency
domain, by phase modulation on a custom-built system based
on a commercial module (Lifa, Lambert Instruments) attached
to a Nikon TE-2000 inverted microscope (Nikon) with a 100x
(N.A. 1.49) TIRF oil immersion objective (CFI Apochromat),
a Coolsnap HQ CCD camera (Photometrics), a 473 nm
modulated laser diode (Omicron) and a TIRF module for wide-
field laser illumination. Fluorescence emission was selected with
a band-pass filter (500 to 550 nm). Cells were analyzed with
Li-FLIM software (Lambert Instruments).

Statistical analyses

Two-way ANOVA and the Holm-Sidak method were used
to analyze the effects of siRNAs and PARK2 overproduction
on mitochondrial marker loss (Fig. 4B); the effect of donor
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Table 2. Antibodies used forimmunocytochemical staining

Primary antibodies
Type Company Catalog # Host Dilution
PARK2, clone Park8 Millipore MAB5512 mouse 1:1000
TOMM20 Abcam Ab56783 mouse 1:1000
TOMM20 Santa Cruz Sc-11415 rabbit 1:500
TOMM22 Abcam Ab10436 mouse 1:5000
TOMM22 Atlas Antibodies HPA003037 rabbit 1:1000
TOMM22 Santa Cruz Sc-14894 goat 1:200
CYCS, clone 7H8.2C12 BD PharMingen 556432 mouse 1:1000
HSD17B10 Abcam Ab10260 mouse 1:2000
PARK2 Millipore MAB5112 rabbit 1:7000
TOMM70A Sigma HPA014589 rabbit 1:200
TOMM70A Abcam Ab106193 mouse 1:2000
TOMM40 Santa Cruz Sc-11414 rabbit 1:100
TOMMA40 clone D2 Santa Cruz Sc-365467 mouse 1:200
TOMM40 Santa Cruz Sc-11022 goat 1:100
PMPCB Proteintech 16064-1-AP rabbit 1:400
VDAC1 Abcam Ab15895 rabbit 1:200
LONP1 (G. Isaya, Mayo Clinic Foundation Rochester, MN) - - rabbit 1:3000
PINK1 Novus Biologicals BC100-494 rabbit 1:2500
ATG5 Novus Biologicals NB110-53818 rabbit 1:500
ATG7 Abcam Ab53255 rabbit 1:500
AMBRA1 Novus Biologicals FLJ20294 rabbit 1:250
Secondary antibodies
Alexa Fluor 488 anti-mouse/rabbit Invitrogen A11070/A11029 goat 1:2000; 1:10000*
Alexa Fluor 568 anti-mouse/rabbit Invitrogen A11036/A11031 goat 1:10000%; 1:30000*
Alexa Fluor 633 anti-mouse/rabbit Invitrogen A21050/A21070 goat 1:500
CY3-conjugated anti-mouse/rabbit Sigma C2181/C2306 sheep 1:2000

*Dilution used for FRET and FLIM studies

and treatment on FRET efficiencies for given donor-PARK2
pairs (Fig. 2C; Fig. S2A) or the effects of CCCP and PARK2
overproduction or 7OMM40 downregulation on the relative
number of LC3-positive vesicles (Fig. 7A). One-way ANOVA
and the Holm-Sidak method were used to analyze the effects
of: TOMM40 siRNA in the trypsin digestion assay (Fig. 1A);
donors or acceptors on FRET efficiencies for given donor-
acceptor pairs (Fig. 2B; Figs. S2B and S3B); PARK2 mutations
on FRET efficiencies and FLIM values (Fig. 3A and B);
pharmacological treatments on the loss of mitochondrial markers
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after PARK2 overproduction or TOMM40 downregulation (Fig.
S6); the overproduction of siRNA-resistant TOMM subunits on
clearance of mitochondrial markers within the “+ PARK2” or
“— PARK2 conditions” (Fig. 4C); ATGS, ATG7, or AMBRAI
gene silencing strategies on the clearance of mitochondrial
markers and on relative mitochondrial surface after PARK2
overproduction or TOMM40 downregulation (Fig. 5D and
E; Fig. 7B and C). ANOVA on ranks and the Tukey test
were used to compare the effects of PINKI downregulation
on mitochondrial marker loss (Figs. 5A and 6; Fig. S5A). The
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Mann-Whitney U test was used to compare TMRM intensities
between conditions within each cell type (Fig. 1C). The Student
t-test was used to analyze the effect of CCCP (Fig. 1A) or Dox
treatment (Fig. S1A) on the relative mitochondrial abundance of
mitoGFP; PARK2 recruitment to mitochondria in each cell type
(Fig. 1B); the effect of CCCP treatment on FRET efficiencies
for donor-acceptor pairs in cells stained with secondary
antibodies (Fig. S2C); the effect of PINKI downregulation
on loss of mitochondrial markers in cells with or without
TOMM40 siRNA (Fig. 5B); the efficacy of the siRNA-mediated
downregulation of PARK2 by quantitative real-time RT-PCR
(Fig. 5C), or of genes encoding TOMM subunits by western
blot (Fig. 4A). Parametric statistical tests were used unless the
data were not normally distributed.
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Figure S1. Mitochondrial import blockade recruits PARK2 to mitochondria. (A) Mitochondrial
redistribution of PARK2 (left panels) in LONP1-depleted HeLa cells and quantification of the abundance
of the imported mitoGFP protein in total cell lysates (western blot and graph). (n = 3 independent
experiments). Mitochondria (left panels) were visualized with MitoTracker CMXRos and anti-VDAC1
staining. Loading controls in western blots: ATP5A1, ACTA1. (B) Representative immunofluorescent
images illustrating the efficiency of the gene silencing strategy for LONP1 in HelLa-T-Rex-shLONP1
cells treated with Dox, and for TOMMA40 in HEK293T cells. Mitochondria were labeled with MitoTracker

DeepRed. Scale bar, 10 um. **p < 0.01.
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Figure S2. PARK2 interacts with the TOMM machinery in various models of mitochondrial import
blockade. Representative FRET images and quantitative analysis of FRET efficiencies for the indicated
donor-acceptor pairs in (A) HeLa-T-Rex-shLONP1 cells with and without Dox treatment or (B) COS7
cells with and without CCCP treatment. Comparisons were made with the TOMM40-PARK2 pair in the
“Dox -" condition (*) or versus the corresponding “Dox +" condition (2) in (A), and with the VDAC1-
PARK2 donor-acceptor pair (*) or the corresponding “CCCP +” condition (°) in (B). Pseudocolor scale:
pixel-by-pixel FRET efficiencies. E: mean FRET efficiency within the ROI. N: nucleus. n = 10 to 20 cells

per condition from one experiment representative of three. * 2 bp < 0.05, **p < 0.001. (C) FRET



analysis of COS7 cells overproducing PARK2, treated or untreated with CCCP and immunostained with
secondary antibodies only. M: anti-mouse IgG; R: anti-rabbit IgG. n = 10 cells from one representative
experiment out of three. (D) Specific pull-down of TOMM70A but not TOMM40 or VDAC1 by a
recombinant GST-tagged PARK2 protein incubated with total lysates from COS7 cells. Ponceau S
illustrates the recombinant GST and GST-PARK2 proteins in the pull-down assay (5 ug). Input
corresponds to an aliquot of the lysate (40 ug) prior to pull-down. w/o: pull-down without cell lysate.

Results from one representative experiment out of three. Scale bar, 10 um.
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Figure S3. PARK2 interacts with the TOMM machinery in mitochondrion-enriched fractions. (A)
Representative images and western blots showing mitochondrial accumulation of endogenous PINK1
and PARK2 in mitochondrion-enriched fractions from HEK293T cells treated with CCCP. (T): total
protein extracts; (M): mitochondrion-enriched fraction. Western blotting for ATPSA1 confirms
mitochondrial enrichment in M. (B) Representative FRET images, quantitative analysis of FRET
efficiencies and percentage of ROIs with FRET in enriched mitochondrial fractions from HEK293T cells.
n=5to 10 ROIs per condition from one experiment representative of two. Comparisons were made with
VDAC1-PARK2 in “CCCP+” conditions (*) or corresponding “CCCP-" condition (2). **-ap < 0.01, ***p <

0.001. Scale bar, 3 um.



Control siRNA i JTOMM22 siRNA
3 o

TOMM22

without CYCS (%)

CYCS-negative calls without
PMPCB (%)

VDACT-negative cells

ee———
o

3

}%)
»%%
’%7,:_?
;%‘b

+ TOMMA&0

Figure S4. Silencing of TOMM40 or TOMM22 initiates mitochondrial clearance. (A) Fate of CYCS in
cells with low TOMM22 or TOMM40 levels. (B) Representative images and corresponding
quantifications illustrating the concomitant loss of CYCS and VDAC1 (arrows), but not
PMPCB (arrowheads), in cells treated with the indicated siRNAs. n = 3 to 5 independent wells from one
experiment representative of three. (C) Representative images illustrating the presence of mitochondria
immunostained for PMPCB after CCCP treatment in cells silenced for TOMMZ22 or TOMM40 and

transfected to express the corresponding siRNA-resistant cDNAs. Arrows: PARK2-positive cells not



overproducing the corresponding TOMM subunit and showing loss of PMPCB staining. Scale bar, 10

um.
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Figure S5. Depletion of subunits of the TOMM machinery leads to CYCS clearance in cells silenced for
PINK1. (A) Representative images illustrating the fate of the mitochondrial markers CYCS or
HSD17B10 (matrix marker) in COS7 cells with low TOMMA40 levels and with or without PINK1 silencing,
and corresponding quantitative analysis. Arrows: loss of CYCS. n = 3 to 5 independent wells from one
experiment representative of three. ***p < 0.001 versus the “CYCS” condition. (B) Representative
images illustrating the efficacy of PMPCB gene downregulation in COS7 cells. Mitochondria were
labeled with MitoTracker DeepRed. Western blot analyses: mitochondrial import impairment of mitoGFP
in total extracts from COS7 cells with lower PMPCB levels. Loading controls: ATP5A1, ACTA1. Scale

bar, 10 pm.
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Figure S6. The proteasome and lysosome are required for OMM proteolysis and whole-organelle
clearance. (A) Representative images illustrating the fate of mitochondrial markers in COS7 cells
overproducing PARK2 or with low TOMM40 levels after CCCP treatment and the addition of the vehicle

DMSO, the proteasome inhibitor epoxomicin or the lysosome inhibitor bafilomycin A1, to the culture



medium. Arrows: loss of mitochondrial markers. (B) Percentage of cells without VDAC1 or
PMPCB immunostaining in cells transfected and treated as in (A) or with the inhibitor of autophagosome
formation, 3-methyladenine. n = 3 independent wells from one experiment representative of four. ***p <

0.001 versus all other conditions in each paradigm. Scale bar, 10 um.
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Figure S7. siRNA-mediated silencing of TOMMA40 initiates PARK2-dependent mitophagy.
Representative images illustrating the efficacy of the downregulation strategies in COS7 cells
transfected with the indicated siRNAs and stained for CYCS and the corresponding autophagy marker.

Scale bar, 10 um.



.2. La Parkine contrbéle l'adressage mitochondrial de son
substrat, I’'enzyme HSD17810

Article 2 : Parkin maintains mitochondrial levels of the protective Parkinson's
disease-related enzyme 17-f hydroxysteroid dehydrogenase type 10. (Cell
Death Differ. 2015 Oct;22(10):1563-76)

L’analyse protéomique de souris déficientes en Parkine dont les travaux ont
été publiés en 2005 [Periquet et al., 2005], a permis de mettre en évidence un
nombre important de protéine up- ou down-régulées en comparaison a des souris
contrbles. Parmi ces protéines, I'’enzyme mitochondriale multifonctionnelle
HSD17B10 (17beta-hydroxysteroid dehydrogenase 10), catalysant I'oxydation de
stéroides neuroactifs ainsi que la dégradation de lisoleucine se trouve étre up-
régulée dans le cortex et le striatum de souris déficientes en Parkine. HSD17310 est
une enzyme essentielle a la physiologie mitochondriale déja impliquée comme
protectrice contre une réponse apoptotique due a un traitement au MPTP chez la
souris [Rauschenberger et al., 2010 ; Tieu et al., 2004 ; Yang et al., 2005].

Dans cet article que je co-signe en premier auteur, nous montrons que cette
protéine est diminuée en quantité dans le striatum de patients parkinsoniens en
comparaison a des individus contréles, et que si ses niveaux sont augmentés dans
des fractions totales de cerveau chez la souris, ils sont significativement diminués
dans des fractions mitochondriales. Nous montrons également par la technique de
GST-pulldown que la Parkine interagit directement avec HSD17B10 pour
ubiquityler.

Dans des cellules de mammiféres, j’ai montré que diminuer I'expression de la
Parkine par ARN interférence, ou surexprimer une ubiquitine incapable de s’intégrer
dans des chaines longues, conduit a une diminution de la quantité mitochondriale
d’HSD178310, ce qui suggere que la Parkine facilite son import par un processus qui

nécessiterait son ubiquitylation.

De maniéere intéressante et complémentaire aux résultats obtenus cités ci-

100



dessus avec le MPTP, j’ai montré que surexprimer HSD17310 dans des cellules est
protecteur vis-a-vis de la mitophagie Parkine-dépendante. Cette protection passerait
par une hyperfusion mitochondriale, précédemment montrée comme améliorant la
réponse bioénergétique mitochondriale en conditions de stress et comme protégeant
les mitochondries contre une dégradation par mitophagie [Gomes et al., 2011 ;
Rambold et al.,, 2011 ; Tondera et al., 2009], car la surexpression de la protéine

profission Drp1 abolit son effet protecteur.

Basé sur ces observations, nous proposons que PINK1 et Parkine contribuent
au maintien des niveau mitochondriaux de son substrat, 'enzyme HSD17310,
possiblement en modulant son import a travers la machinerie TOM. Cet effet sur
limport pourrait étre un nouveau mécanisme par lequel la Parkine et PINK1
cooperent pour préserver ’lhoméostasie mitochondriale, et ou son défaut résulterait
en des quantités mitochondriales basses d’HSD17310, contribuant a une
vulnérabilité neuronale dans les formes autosomiques récessives de maladies de

Parkinson.

101



Cell Death and Differentiation (2015), 1-14
© 2015 Macmillan Publishers Limited ~ All rights reserved 1350-9047/15

www.nature.com/cdd

Parkin maintains mitochondrial levels of the
protective Parkinson’s disease-related enzyme
17-B hydroxysteroid dehydrogenase type 10

G Bertolin'?3%1% M Jacoupy'?**'°, § Traver®'?, R Ferrando-Miguel'*** T Saint Georges'***, K Grenier®, H Ardila-Osorio’?34,
M-P Muriel***, H Takahashi’, AJ Lees®, C Gautier®, D Guedin®, F Coge®, EA Fon®, A Brice*** and O Corti*'?%*

Mutations of the PARK2 and PINK1 genes, encoding the cytosolic E3 ubiquitin-protein ligase Parkin and the mitochondrial serine/
threonine kinase PINK1, respectively, cause autosomal recessive early-onset Parkinson’s disease (PD). Parkin and PINK1
cooperate in a biochemical mitochondrial quality control pathway regulating mitochondrial morphology, dynamics and clearance.
This study identifies the multifunctional PD-related mitochondrial matrix enzyme 17-6 hydroxysteroid dehydrogenase type 10
(HSD17B10) as a new Parkin substrate. Parkin overproduction in cells increased mitochondrial HSD17B10 abundance by a
mechanism involving ubiquitin chain extension, whereas PARK2 downregulation or deficiency caused mitochondrial HSD17B10
depletion in cells and mice. HSD17B10 levels were also found to be low in the brains of PD patients with PARK2 mutations.
Confocal and Férster resonance energy transfer (FRET) microscopy revealed that HSD17B10 recruited Parkin to the translocase
of the outer membrane (TOM), close to PINK1, both in functional mitochondria and after the collapse of mitochondrial membrane
potential (AWm). PD-causing PARK2 mutations impaired interaction with HSD17B10 and the HSD17B10-dependent mitochondrial
translocation of Parkin. HSD17B10 overproduction promoted mitochondrial elongation and mitigated CCCP-induced
mitochondrial degradation independently of enzymatic activity. These effects were abolished by overproduction of the fission-
promiting dynamin-related protein 1 (Drp1). By contrast, siRNA-mediated HSD17B10 silencing enhanced mitochondrial fission and
mitophagy. These findings suggest that the maintenance of appropriate mitochondrial HSD17B10 levels is one of the mechanisms
by which Parkin preserves mitochondrial quality. The loss of this protective mechanism may contribute to mitochondrial
dysfunction and neuronal degeneration in autosomal recessive PD.
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Parkinson's disease (PD) is the most common neurodegen-
erative movement disorder. It is caused by progressive loss of
the dopaminergic neurons of the substantia nigra pars
compacta. It is mostly sporadic, but about 10% of cases are
familial forms with Mendelian inheritance." Autosomal reces-
sive forms of PD are caused by mutations of PARKZ2/parkin,
PINK1, DJ-1and ATP13A2. PARK2 mutations are responsible
for almost 40% of cases beginning before the age of 45. Parkin
is a cytosolic RING-in-between-RING ubiquitin ligase with
HECT-like enzyme activity;? it has versatile ubiquitylation
activities and various putative protein substrates with diverse
functions, involved in different cellular processes.1 Genetic
studies in Drosophila have shown Parkin and the mitochon-
drial serine/threonine kinase PINK1 to be components of a
molecular pathway maintaining mitochondrial physiology.>~

In mammalian cells, PINK1 and Parkin cooperate in the
clearance of dysfunctional mitochondria. The disruption of
mitochondrial membrane (MM) potential (AYm) by uncouplers
or oxidative stress leads to PINK1 accumulation on the outer
MM (OMM), the PINK1-dependent recruitment and activation
of Parkin, the ubiquitylation and proteasome-dependent
degradation of nearby substrates, and the initiation of
mitophagy.'®'2 A series of mitochondrial targets interact with
or are ubiquitylated by Parkin early in mitochondrial
clearance.®'3~'° There is considerable interest in the possible
direct role of some of these proteins in Parkin-dependent
mitochondrial degradation, particularly for Mitofusin 1/2,32°
VDACs,?> ' hexokinases 1/2'®'® and subunits of the translo-
case of the OMM (TOM).2"22 Moreover, the constitutive
association of some Parkin with the OMM raises the question
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of a potential role of this protein in functions unrelated to
mitophagy, such as regulating the degradation or targeting of
specific mitochondrial proteins.

We report here the identification of a new mitochondrial
Parkin substrate, the nucleus-encoded mitochondrial matrix
17-B8 hydroxysteroid dehydrogenase type 10 (HSD17B10),
also known as endoplasmic reticulum-associated amyloid-
beta-binding protein (ERAB), AB-binding alcohol dehydrogen-
ase (ABAD) and 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type |l
(HADHZ2).242% HSD17B10 is a ubiquitous NADH-dependent
multifunctional enzyme essential for mitochondrial mainte-
nance and cell viability.?>26 It is involved primarily in isoleucine
catabolism, in which it dehydrogenates 2-methyl-3-hydroxy-
butyryl-CoA (MHB),?” but it has other substrates, including
fatty acids and steroids, in several pathways.?® It is one of the
three protein components of human mitochondrial RNAse P,
which is required for the processing of mtDNA transcripts.?®
HSD17B10 mutations cause a rare X chromosome-linked
inborn error of metabolism, with classical neonatal and
infantile forms associated with rapid, progressive neurode-
generation, and atypical juvenile and asymptomatic
forms.2*2” HSD17B10 is also thought to have a role in adult-
onset neurodegenerative disorders, such as Alzheimer’s
disease, in which it may mediate amyloid S-driven mitochon-
drial toxicity,252°3° and PD, in which it is downregulated in the
ventral midbrain.®’

We and others have generated and characterized PARK2
knockout mice. These models did not show overt signs of
neurodegeneration, but they presented neurochemical, bio-
chemical and behavioral alterations reminiscent of preclinical
dysfunction.32-%® We identified HSD17B10 as one of the proteins
differentially expressed between PARK2 knockout and wild-type
mice.3” Here, we provide evidence that Parkin increases the
mitochondrial availability of HSD17B10 in a ubiquitin-dependent
manner. HSD17B10 promoted mitochondrial elongation, sparing
these organelles from degradation triggered by the protonophore
carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP). Our
results suggest that the maintenance of appropriate HSD17B10
levels may be a new mechanism by which Parkin preserves
mitochondrial homeostasis.

Results

HSD17B10, a mitochondrial enzyme displaying abun-
dance changes in Parkin-deficient mice, is a Parkin
substrate. Using fluorescence two-dimensional difference gel
electrophoresis and mass spectrometry, we previously identi-
fied HSD17B10 as a protein moderately upregulated (30%) in
total fractions from the cortex and striatum of young and aged
non-symptomatic PARK2 knockout mice (Periquet et al.>” and
data not shown). For confirmation of these findings, we carried
out western blots to compare the abundance of HSD17B10 in
pure mitochondrial fractions from the whole brains of PARK2-
deficient and wild-type mice. HSD17B10 levels in knockout
mice were half those in wild-type mice, but were slightly higher
in total brain fractions (Figure 1a), as in our previous proteomic
study, possibly reflecting an adaptive mechanism aimed at
restoring normal protein levels.®” Consistent with previous
reports in sporadic PD,%' HSD17B10 levels also tended to be
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lower in total striatal extracts from two PD patients with PARK2
mutations than in those of unaffected subjects (Figure 1b),
indicating that at this stage of overt neurodegeneration,
compensation may become inefficient.

We then investigated whether Parkin interacted directly with
HSD17B10, promoting its ubiquitylation. A recombinant GST-
tagged Parkin protein precipitated endogenous HSD17B10
from whole-cell lysates (Figure 1c). In a purely in vitro assay,
GST-Parkin promoted the generation of a HSD17B10-
immunoreactive species with an apparent molecular mass
compatible with monoubiquitylated HSD17B10 (Figure 1d).
No such effect was observed with the enzymatically inactive
C431F variant. COS7 cells coproducing HSD17B10, ubiquitin
and Parkin, also generated ubiquitylated species of sizes
consistent with mono- and polyubiquitylated HSD17B10
(Figure 1e).

Parkin increases the mitochondrial abundance of
HSD17B10 in a ubiquitin-dependent manner. We investi-
gated whether changes in HSD17B10 abundance reflected
direct regulation by Parkin rather than compensatory mechan-
isms in response to chronic Parkin deficiency, by studying the
effect of dynamic modulations of Parkin abundance on the
mitochondrial targeting of exogenous HSD17B10 in mamma-
lian cells. Human HSD17B10 and a mitochondrion-targeted
green fluorescent protein (mitoGFP) were overproduced in rat
PC12 cells producing human Parkin under the control of the
tet-off gene regulatory system (PC12-tet-of-Parkin).2® Quanti-
tative western blot analysis revealed a doubling of the ratio of
HSD17B10 to mitoGFP levels in mitochondrion-enriched
fractions from cells overproducing Parkin (Figure 2a, Dox —).
This difference was abolished by treating the cells with CCCP,
which dissipates the AWm required for protein import.

Parkin silencing decreased intramitochondrial HSD17B10
levels by 15% in HEK293T cells (Figure 2b; Supplementary
Figure S1a). PINK1 silencing resulted in a similar decrease
(Supplementary Figures S1b and S2d). We investigated the
role of ubiquitylation, by evaluating the impact of overprodu-
cing a lysine-less ubiquitin variant (UbiKO) inhibiting ubiquitin
chain extension, or of the proteasome inhibitor epoxomicin.
UbiKO decreased mitochondrial HSD17B10 levels to a similar
extent to PARK2 downregulation (Figure 2b). It also exacer-
bated the effect of Parkin depletion, resulting in a decrease in
HSD17B10 levels of almost 50%. Epoxomicin treatment
increased the abundance of HSD17B10 in the cytosol but
had no effect on mitochondria (Supplementary Figure S1c).

UbiKO overproduction led to the generation of an
HSD17B10 protein with a molecular mass compatible with
monoubiquitylation, consistent with impaired ubiquitin chain
extension (Figure 2c). This protein was found in the
mitochondrial fraction but not in the cytosol, and was absent
from cells treated with epoxomicin, even after long exposure
times (Figures 2c and d). It also disappeared following the
limited trypsin digestion of mitochondrial fractions to eliminate
proteins associated with the OMM (Supplementary Figure 1d).

HSD17B10 recruits Parkin to the mitochondrion in a
PINK1-dependent manner, without promoting mitophagy.
We then analyzed the subcellular distribution of HSD17B10
and Parkin in COS7 cells. When overproduced alone,
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Figure 1

Parkin modulates the levels of its substrate HSD17B10 in the brain. (a, b) Abundance of HSD17B10 or of respiratory chain complex subunits (Complex V subunit e,

C-V-a; Complex |1l subunit Core 2, C-Ill-Core 2; Complex Il subunit 30 KDa, C-II-30) in (a) pure brain mitochondria (M) or total brain extracts (T) from PARKZ2 knockout (KO) and
wild-type (WT) mice (n=11-15) or (b) extracts from the striatum of PD patients with PARK2 mutations (n=2) and controls (n=6). Loading controls were cytochrome ¢ and/or
actin. The results in (a) are expressed as means + S.E.M. ***P<0.001. (c) GST pulldown assay illustrating the specific interaction between Parkin and HSD17B10 in lysates from
COS7 cells. No interaction was observed between Parkin and VDAC1 or the subunit VIb of mitochondrial complex IV. (d) Purely in vitro ubiquitylation assay, showing the
appearance of a HSD17B10 species compatible with monoubiquitylation in the presence of Parkin, but not in the presence of the enzymatically inactive C431F variant. This
species is not observed in the absence of the ubiquitin-activating enzyme E1. *Anti-ubiquitin western blot showing autoubiquitylated Parkin. (e) Ubiquitylation of HSD17B10 by
Parkin in COS?7 cells overproducing the protein alone or with Parkin and/or HA-tagged ubiquitin. Ubiquitin-positive bands appear in affinity-purified HSD17B10 fractions only in the
presence of Parkin (arrows). Asterisks indicate light and heavy IgG chains. IP, inmunoprecipitation; WB, western blot

HSD17B10 was associated with the mitochondrial reporter
MitoTracker DeepRed, whereas exogenous Parkin was
predominantly cytosolic (Supplementary Figure S2a). When
coproduced with HSD17B10, but not with the Krebs cycle
enzyme dihydrolipoamide S-succinyl transferase (DLST) or
with mitoGFP, Parkin was recruited to the mitochondria in a
large proportion of cells, resulting in the perinuclear
aggregation and ubiquitylation of the organelles (Figures 3a
and b; Supplementary Figures S2b and c). PD-causing
PARK2 mutations prevented these events, possibly due to
weakened interaction between HSD17B10 and Parkin, or

lack of ubiquitylation (Figure 3c). Recruitment of Parkin by
HSD17B10 was also abolished in cells depleted for PINK1
(Figure 3d; Supplementary Figure S2d). Moreover, ubiquitin
overproduction mitigated mitochondrial aggregation, whereas
UbiKO enhanced this process, suggesting that this aggrega-
tion was due to the impairment of downstream mechanisms
(Figure 3e).

The mitochondrial recruitment of Parkin and organelle
clustering resemble the events observed after A¥Ym
collapse.® However, in cells overproducing HSD17B10, Parkin
was translocated to mitochondria in which AYm was

w
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Figure 2 Mitochondrial HSD17B10 levels are regulated by Parkin and ubiquitin. (a) Effect of Parkin on the mitochondrial abundance (M/T; means + S.E.M.) of newly
synthesized HSD17B10 relative to mitoGFP (n=4 independent experiments), or of endogenous subunits of respiratory chain complex | or V relative to actin in PC12-tet-off-
Parkin cells (n= 7 independent experiments). M, mitochondrion-enriched fractions; T, total cell fractions; Dox, doxycycline. (b) Effect of the siRNA-mediated downregulation of
PARK2 or the overexpression of UbiKO on the abundance of HSD17B10 relative to mitoGFP in mitochondrion-enriched fractions from HEK293T cells subjected to trypsin
digestion. The mitochondrial matrix protease PMPCB was used as a loading control. n=4 independent experiments. Results are expressed as means + S.E.M.. *P<0.05,
*P<0.01; ®P<0.01 versus PARK2 siRNA and HA-UbiK0. (c, d) Western blot analysis showing the appearance of a HSD17B10 species compatible with monoubiquitylation
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preserved, as shown by MitoTracker CMX-ROS or TMRM
staining (Figure 3a; Supplementary Figure S2e). Parkin is
recruited to mitochondria with preserved AYm by PINK1,
particularly when mitochondrial import is blocked.?2:3940
PINK1 accumulated on mitochondria in cells overproducing
HSD17B10, indicating that mitochondrial import mechanisms
were overwhelmed (Supplementary Figure S2f). However,
LC3-positive autophagic vesicles and immunoreactivity to the
autophagic adaptor SQSTM1/p62 were rarely associated with
mitochondrial clusters in cells coproducing HSD17B10 and
Parkin, indicating an absence of mitophagy in these cells
(Supplementary Figure S3). CCCP-induced mitochondrial
aggregation is dependent on active transport along the
microtubule network toward the perinuclear region, facilitating
mitochondrial degradation by autophagy.'? By contrast, in
cells producing Parkin and HSD17B10, mitochondrial aggre-
gation was not affected by cytoskeleton disruption, suggesting
a passive process driven by protein—protein interactions at the
OMM, as previously described for the mitochondrial shaping
protein Mitofusin 2 (Supplementary Figure S4).*' Moreover,

Cell Death and Differentiation

ultrastructural analysis revealed morphologically normal
mitochondria in these cells (Figure 3f). Parkin is not imported
into mitochondria and HSD17B10 is synthesized in the
cytosol.?® These proteins may therefore interact at the OMM,
before HSD17B10 import. Both these proteins were detected
at the OMM in mitochondrial aggregates, at the interface
between adjacent organelles (Figure 3g). By contrast, outside
mitochondrial aggregates, HSD17B10 was found in the
mitochondrial matrix, associated with the inner MM in some
cases, consistent with the expected final destination of this
protein (Figure 3h).2>3"

Our observations suggest that HSD17B10 overproduction
overwhelms mitochondrial protein import mechanisms, lead-
ing to PINK1 accumulation at the OMM. Parkin recruitment
and ubiquitylation may, in turn, facilitate HSD17B10 import.

HSD17B10 interacts with Parkin and PINK1 at the TOM
machinery and mitigates the Parkin-dependent mito-
phagy triggered by CCCP. HSD17B10 is imported into
mitochondria via the TOM complex, which is dedicated to the
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import of most nucleus-encoded mitochondrial proteins,*? between these proteins and PINK1 at the TOM machinery
and Parkin and PINK1 associate with this complex.2"?> We  (Figures 4a and b). UbiKO overproduction compromised
investigated whether these proteins interacted close to the FRET between these molecular partners, demonstrating the
TOM machinery. We used Forster resonance energy transfer need for ubiquitin chain extension (Figure 4c).

(FRET) microscopy, involving the detection of changes in The association of Parkin and PINK1 at the TOM machinery
donor fluorescence intensities after photobleaching of the after mitochondrial import blockade is a key step initiating the
acceptor, with donor/acceptor protein pairs labeled with clearance of dysfunctional mitochondria after CCCP treatment.>?
appropriate secondary antibodies,?>*3 to check for physical ~ We therefore investigated whether HSD17B10 was also
proximity (<10 nm). In tests of representative donor/acceptor recruited to this complex in these conditions. Representative
pairs in cells coproducing Parkin and HSD17B10, we interactions between Parkin, HSD17B10, PINK1 and the TOM
detected FRET compatible with the formation of a complex machinery were detected after CCCP treatment. These

o)
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Figure 4 Parkin interacts with HSD17B10 and PINK1 at the TOM machinery. (a) Representative FRET images for the indicated donor (green)-acceptor (red) pairs in COS7
cells overproducing Parkin and HSD17B10, Pseudocolor scale: pixel-by-pixel FRET efficiencies reflecting the increase in donor fluorescence after photobleaching of the acceptor.
(b, c) Quantitative FRET analysis and percentage of cells displaying FRET for all donor-acceptor pairs analyzed in the indicated conditions. n= 10-20 cells from one experiment
representative of three (b) or two (c) carried out. (d, e) Representative FRET images (d) and quantitative FRET analysis for the indicated donor/acceptor pairs (e) in
HEK?293T cells treated with CCCP for 6 h. n=10-20 cells from one experiment representative of three carried out. E: Mean FRET efficiency within the region of interest (yellow,
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interactions concerned exclusively endogenous proteins in
HEK293T cells, or exogenous Parkin and endogenous proteins
in PC12-tet-offParkin cells differentiated into neurons (Figures
4d and e; Supplementary Figure S5a).2® Several PD-causing
PARK2 mutations abolished or reduced FRET between endo-
genous HSD17B10 and Parkin, consistent with weakened
protein—protein interactions or altered protein configurations
within the complex (Supplementary Figure S5b).

We then investigated the role of HSD17B10 in the
degradation of dysfunctional mitochondria by Parkin. Parkin
was recruited to mitochondria in cells lacking HSD17B10, so
HSD17B10 was not required for this step (Figure 5a). More-
over, Parkin-dependent mitophagy occurred and was even
enhanced following HSD17B10 depletion, resulting in a larger
proportion of cells lacking the OMM marker VDAC1 soon after
CCCP treatment, or lacking the matrix marker PMPCB at later
time points than in control cells (Figures 5b and c). Conversely,
HSD17B10 overproduction decreased mitochondrial clear-
ance, as illustrated by the significantly smaller proportion of
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cells lacking mitochondrial markers after CCCP treatment
(Figure 5d). Consistent with the lack of recruitment of
autophagy markers (Supplementary Figure S3), no mitochon-
drial clearance was observed in cells overproducing Parkin
and HSD17B10 in the absence of CCCP.

HSD17B10 promotes mitochondrial elongation, protecting
against mitochondrial damage following AWm collapse.
HSD17B10 overproduction was associated with a major
change in mitochondrial morphology, with mitochondria
appearing as long filaments extending across the cytoplasm
(Figure 6a). We analyzed the morphology of the mitochondrial
network by measuring two parameters widely used for this
purpose: aspect ratio, providing an indication of mitochondrial
length, and form factor, a combined evaluation of the length
and degree of branching of the network.** HSD17B10
overproduction led to a large increase in aspect ratio and a
moderate decrease in form factor (Figure 6b). Conversely,
HSD17B10 silencing resulted in mitochondrial fragmentation,
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Figure5 HSD17B10 mitigates Parkin-dependent mitophagy. (a) Representative immunocytochemical staining illustrating the mitochondrial recruitment of Parkin triggered by
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immunofluorescence showing that mitochondrial loss triggered by CCCP (36 h) occurs in COS7 cells overproducing Parkin with and without the silencing of HSD17B10.
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with 180 cells scored per condition in each experiment (¢) or n= 3 independent wells from one experiment representative of five carried out, with 90 cells scored from each well
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as indicated by a significant decrease in both parameters
(Figures 6a and b).

Mitochondrial morphology is regulated by fusion and
fission processes mediated by conserved dynamin-related
GTPases:*® optic atrophy 1 (Opa1) and mitofusins (Mfn1/2),
involved in fusion of the inner and outer MMs; and dynamin-
related protein 1 (Drp1), which promotes mitochondrial fission.
Defective mitochondria are isolated from the healthy network
by the recruitment of Drp1 from the cytosol, triggering
mitochondrial fragmentation and efficient clearance.®4®
Using FRET microscopy, we showed that Drp1 was recruited
to the proximity of PINK1 following mitochondrial
depolarization.*” The changes in mitochondrial morphology
observed when HSD17B10 levels were modulated were not
associated with changes to steady-state levels of Opal, Mfn2
and Drp1 (Figures 6¢ and d). However, lower levels of FRET
between PINK1 and Drp1 were observed in cells over-
producing HSD17B10, indicating interference with Drp1

recruitment to or assembly on depolarized mitochondria
(Figure 6e; Supplementary Figure S6).

Mitochondrial elongation is an adaptive prosurvival mechan-
ism associated with a better bioenergetic response to
stress.*®%° In starved cells, it spares mitochondria from
degradation by autophagy.*®*° Analysis of the mean TMRM
fluorescence intensity of mitochondria revealed consistently
higher signals in cells overproducing HSD17B10 and a later,
less severe decrease following CCCP treatment, consistent
with better AWm preservation (Figure 7a; Supplementary Figure
S2e). HSD17B10 may, therefore, protect mitochondria by
preserving a hyperfused network, resulting in lower levels of
mitophagy, an indirect indicator of mitochondrial health. We
explored this possibility by studying the effect of Drp1 on
HSD17B10-mediated hyperfusion and sparing from mitophagy.
We overproduced Drp1 or two Drp1 variants carrying
amino-acid substitutions affecting serine 637, which is involved
in regulating the subcellular distribution of the protein:>!
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Figure 6 HSD17B10 promotes mitochondrial elongation. (a) Representative immunocytochemical staining illustrating mitochondrial networks in COS7 cells transfected with
siRNAs targeting the HSD17B10 gene or overproducing the protein. Mitochondria were visualized with anti-PMPCB and anti- HSD17B10 antibodies. Scale bar: 10 um. (b)
Quantitative confocal analysis of aspect ratio (length) and form factor (length and branching) of mitochondria in COS7 cells transfected as indicated. n= 30 cells from three
independent experiments. (¢, d) Western blot analysis (¢) and corresponding quantification (d) illustrating the effect of HSD17B10 downregulation or overproduction on the
abundance of mitochondrial shaping proteins in COS7 cells. n= 3 independent experiments. (e) Quantitative FRET analysis illustrating the effect of HSD17B10 overproduction on
the molecular proximity between PINK1 and Drpi. n=15-20 cells from one experiment representative of three carried out. Results are expressed as means + S.E.M.
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Drp1 S637A, which mimics the calcineurin-dependent depho-
sphorylation of this residue, leading to association of the protein
with mitochondria; and Drp1 S637D, which mimics phosphor-
ylation of the residue by protein kinase A, sequestering the
protein in the cytosol.>' Drp1 S637A and, to a lesser extent,
Drp1, significantly reduced mitochondrial hyperfusion and
decreased the ability of HSD17B10 to mitigate Parkin-
dependent mitophagy in cells treated with CCCP, whereas
Drp1 S637D had no effect (Figures 7b—e).

The mitochondrion-protecting function of HSD17B10
requires mitochondrial elongation and not the enzymatic
activity of the protein. The clinical symptoms of patients
with HSD17B10 mutations are not correlated with the activity
of the encoded enzyme.®*?® Moreover, the HSD17B10-
dependent preservation of mitochondrial structural and
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functional integrity is independent of this activity, suggesting
that another, non-enzymatic function of HSD17B10 is
required.?® We explored the mechanisms by which
HSD17B10 preserves mitochondrial function, by investigating
the effects of three amino-acid substitutions in HSD17B10
with different impacts on catalytic activity (D86G, Q165H,
R130C).2% The three protein variants were, as expected,
located in the mitochondria, as indicated by the correspond-
ing Mander’s coefficients (Figures 8a and c); like the normal
protein, they were found in the mitochondrial matrix, some-
times associated with the inner MM (Figure 8d). However, the
Q165H and R130C variants, which had no enzymatic activity
and a residual activity of 60%, respectively, were unable to
promote mitochondrial elongation and to mitigate Parkin-
dependent mitochondrial clearance. By contrast, the D86G
variant (residual activity of 30%) behaved like the normal
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Figure 7 HSD17B10-mediated mitochondrial hyperfusion protects mitochondria against CCCP, sparing them from Parkin-dependent clearance. (a) Analysis of the relative TMRM
fluorescence of mitochondria in COS?7 cells transfected with a control plasmid or a plasmid encoding HSD17B10, illustrating the HSD17B10-mediated attenuation of the decrease in
AWm triggered by CCCP. n=20-30 cells from one experiment representative of three carried out. (b—d) Representative immunofluorescence staining of COS7 cells, illustrating the
effect of Drp1 variants on the ability of HSD17B10 to promote mitochondrial elongation (b), and quantification of these effects by evaluations of the proportion of cells with elongated
mitochondria (n=200-300 cells from three independent experiments) (c) and the aspect ratio of mitochondria (n= 20 cells from one experiment representative of three carried out)
(d). Scale bar: 10 um. (e) Quantification of Parkin-dependent mitophagy by analysis of the loss of the matrix marker PMPCB triggered by CCCP, in the indicated transfection
conditions. n=100-200 cells from two independent experiments carried out. Results are expressed as means + S.E.M. *P<0.01, **P<0.001 versus ‘' — Drp1’in (c, d)

protein (Figures 8a and c). These results suggest that the
mitochondrion-protecting function of HSD17B10 is directly
correlated with the ability of this protein to promote
mitochondrial elongation, and independent of its catalytic
activity.

Discussion

We identified the multifunctional mitochondrial matrix enzyme
HSD17B10 as a new Parkin substrate. Using affinity
purification-mass spectrometry to identify the repertoire of
Parkin substrates in response to mitochondrial depolarization,
Sarraf et al.'® also identified HSD17B10 as a protein directly
interacting with Parkin. Contrary to reports for other mitochon-
drial proteins, this interaction was not amplified by CCCP
treatment, suggesting that its occurrence is not related to the
initiation of mitophagy. Instead, Parkin seems to maintain
appropriate levels of HSD17B10 in the mitochondria by
promoting the mitochondrial import of this protein: (i) the

abundance of endogenous HSD17B10 was halved in
mitochondrion-enriched fractions from Parkin-deficient mice;
(i) the mitochondrial targeting of an exogenous HSD17B10
protein was significantly reduced by PARK2 or PINK1 down-
regulation, whereas it was enhanced by Parkin overproduction
in various cell models; (iii) Parkin and HSD17B10 associated
with the TOM machinery, close to PINK1, on functional
organelles that did not undergo mitophagy; (iv) interaction
with the TOM complex was detected under conditions
associated with PINK1 accumulation on the OMM
(HSD17B10 overproduction or CCCP treatment), consistent
with unmasking due to the mitochondrial import mechanism
being overwhelmed. Whether other conditions of relevance for
neurodegeneration in PD would also unmask this quality
control function of Parkin — e.g. mitochondrial complex |
inhibition, which has also been shown to trigger Parkin
recruitment to mitochondria,®® — remains to be investigated.
The precise mechanisms by which Parkin facilitates the
intramitochondrial translocation of HSD17B10 remain unclear,

-
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but our results suggest that the protein is ubiquitylated at the
OMM before import. The cytosolic degradation, by the
ubiquitin-proteasome system, of proteins targeted to the
mitochondrial intermembrane space regulates the biogenesis
of these proteins.®® Our data are not consistent with a role for
the ubiquitin-proteasome system in regulating HSD17B10
levels in mitochondria, instead suggesting that modification by
ubiquitin chains that are not recognized by the proteasome on
the OMM upregulates HSD17B10 biogenesis. It remains
unclear whether HS17B10 is imported in a ubiquitylated state
by the TOM complex.

Ubiquitin-dependent regulation of the TOM-dependent
import of HSD17B10 by Parkin, possibly in cooperation with
PINK1, may ensure the correct maintenance of HSD17B10
homeostasis in conditions of low mitochondrial import effi-
ciency. The impairment of this regulatory loop may have
detrimental consequences, as HSD17B10 is essential for
mitochondrial physiology: the in vivo depletion of HSD17B10
in Xenopus and mice leads to ultrastructural and functional
abnormalities of the mitochondria, and constitutive knockout
of the gene results in early embryonic lethality in mice.2®
Conversely, mice transgenic for human HSD17B10 are
protected against MPTP-mediated dopaminergic neurode-
generation.>' HSD17B10 levels are low in post-mortem ventral
midbrain samples from patients with sporadic PD,®' and we
show here that they also tend to be low in caudate and putamen
samples from PD patients with PARK2 mutations.

HSD17B10 transcripts are abundant in various nuclei of the
basal ganglia and in regions of the human brain enriched in
dopaminergic neurons.®* These transcripts are more abun-
dant in the substantia nigra than in the less vulnerable ventral
tegmental area (Supplementary Figure S7). HSD17B10
expression levels are particularly high in the locus coeruleus
and in the dorsal motor nucleus of the vagus nerve, which are
also affected by neurodegeneration in PD. HSD17B10
depletion beyond a certain threshold may therefore contribute
to neuronal vulnerability in PD. Consistent with this possibility,
Tieu et al.®' showed that the period after MPTP intoxication in
mice during which the apoptotic response was strongest was
accompanied by a significant, but reversible decrease in
HSD17B10 abundance.

Of note, HSD17B10 levels are increased in the brains of
individuals with Alzheimer’s disease, indicating that mainte-
nance of HSD17B10 homeostasis is crucial to cell
physiology.2%2° The mechanisms by which HSD17B10 con-
tributes to amyloid S-mediated neurotoxicity are poorly under-
stood. However, itis not surprising that modest alterations of the
levels or activity of this multifunctional enzyme can contribute to
neurodegeneration in different pathological contexts.?®

What molecular mechanisms underlie the mitochondrion-
protecting function of HSD17B10? We provide strong
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evidence for a key role of mitochondrial elongation.
HSD17B10 may promote this process, possibly by interfering
with Drp1 recruitment to mitochondria. This morphological
change has been shown to optimize ATP production under
critical circumstances, but the underlying mechanisms remain
unclear.*®%° Tieu et al.®' reported higher levels of mitochon-
drial respiration and ATP production in brain mitochondria from
HSD17B10-transgenic mice than in those from wild-type mice,
following the partial inhibition of mitochondrial complex I. This
effect was not associated with changes to the enzymatic
activities of the respiratory chain complexes, but was
accompanied by a redistribution of HSD17B10 from the
mitochondrial matrix to the inner MM. The authors suggested
that HSD17B10 might associate with mitochondrial complex |
under such conditions. The submitochondrial localization of
the protein reported here is consistent with HSD17B10 having
functions both in the mitochondrial matrix and in association
with the inner MM. HSD17B10 may also participate in the
activation of ATP synthase, which is also present in the inner
MM and has been reported to be activated in elongated
mitochondria resistant to autophagic degradation.*® Finally,
HSD17B10 may protect mitochondria through its role as a
component of the mitochondrial RNAse P complex, which
promotes the processing of mitochondrial tRNAs through
mechanisms independent of the catalytic activity of
HSD17B10 and NADH binding.?®5® The link between these
functions and the mitochondrial elongation promoted by
HSD17B10 remains unclear. Interestingly, a recent study
reported identification of a new mitophagy-independent path-
way linking Parkin function to linear ubiquitylation of the NF-kB
modulator NEMO, upregulation of Opal and protection
against stress.®® Although modulation of HSD17B10 expres-
sion did not modify Opa1 levels in our study, it will be important
to evaluate whether HSD17B10 has a role in this pathway.

In summary, this work suggests that the maintenance of
appropriate HSD17B10 levels in the mitochondria may be a
novel mitochondrial quality control mechanism regulated by
Parkin. The loss of this protective function may, together with
the impaired degradation of dysfunctional mitochondria, con-
tribute to neuronal dysfunction in autosomal recessive PD.
Further studies are required to dissect the precise mechanisms
by which Parkin preserves mitochondrial HSD17B10 levels,
and to determine the extent to which they involve functional
cooperation with PINK1 and the direct regulation of mitochon-
drial import through the TOM machinery.

Materials and Methods

Mammalian expression vectors, cell culture and transfection.
The human HSD17B10 cDNA (UniProt Q99714) was inserted into pcDNA3; the
HSD17B10 variants D86G, R130C and Q165H, kindly provided by J Zschocke,
were inserted into pPSMART. The other vectors used were pcDNA3 (Invitrogen,

<

Figure 8 Mitochondrial elongation rather than catalytic activity determines the ability of HSD17B10 to spare mitochondria from the degradation triggered by CCCP. (a—c)
Representative immunofluorescence staining of COS7 cells, illustrating the degree to which HSD17B10 variants with various levels of residual activity can promote mitochondrial
elongation (a), and protect against CCCP-induced mitochondrial dysfunction (b), as illustrated by the qualitative and quantitative estimates provided in the table (¢). Mitochondria
were visualized with HSD17B10 and PMPCB. Mander’s coefficients indicate the colocalization of HSD17B10 and PMPCB staining (n=30 cells from three independent
experiments). The percentages of COS7 cells coproducing Parkin and the indicated HSD17B10 variants displaying a loss of PMPCB 36 h after the addition of CCCP to the culture
medium are represented as means + S.E.M. (n= 3 independent experiments, with 60 cells scored per condition in each experiment). (d) Representative electron micrographs
showing the submitochondrial localization of the HSD17B10 variants. Contrast was generated by treatment with diaminobenzidine. The arrow in the higher magnification of the
framed region shows the association of HSD17B10 with the inner MM. Scale bar: 10 um in (a, b) and 200 nm in (d)
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Life Technologies, Saint-Aubin, France) encoding human HA- or FLAG-tagged
Parkin, Parkin variants, p38/JTV-1/AIMP®” HA-, Myc- or V5-tagged HSD17B10, or
FLAG-tagged DLST (provided by Z Ronai); pTrc-His (Invitrogen) encoding
HSD17B10; pET (Clontech, Takara Bio Europe, Saint-Germain en-Laye, France)
encoding HA-tagged ubiquitin; pDsRed-LC3 (provided by G Kroemer); pCB6-HA-
mitoGFP (COX VIIl MTS) and pCB6-Myc-Drp1 (provided by M Rojo); pCB6-Myc-Drp1
S637D/S637A, produced by site-directed mutagenesis from pCB6-Myc-Drp1; pCl
(Promega, Charbonniéres, France) encoding C-terminally APEX (pea L-ascorbate
peroxidase K14D, W41F E112K mutant)ss-tagged HSD17B10 and HSD17B10
variants D86G, Q165H and R130C; pEF-HA-UbiK0/Ubi (provided by Y Yarden). The
resulting cDNAs were then inserted into the pCl expression vector (Promega) via the
Nhel and Nofl restriction sites. The sequences of three plasmid constructs were
checked with an ABI3730 XL. The siRNAs used were validated HSD17B10-specific
siRNAs and AllStars negative control siRNA (Qiagen, Courtaboeuf, France; 20 nM),
PINK1- and PARK2- specific stealth siRNAs (Invitrogen, 20 nM). PC12-tet-off-Parkin,
HEK293T and COS7 cells were grown as previously described.®®?® Cells were
transfected in the presence of DMRIE-C (Invitrogen; COS7, PC12) or in the presence
of Lipofectamine 2000 (Invitrogen; COS7, HEK293T) for siRNA. Cells were incubated
with 10 xM CCCP (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) for the indicated
time points; 15 pg/ml nocodazole (Calbiochem, Millipore, Guyancourt, France) or
400 nM cytochalasin D (Sigma-Aldrich) for 16 h; 1 M epoxomicin (Sigma-Aldrich) for
16h; 50 nM doxycycline (Dox; Sigma-Aldrich); 5 g/ml oligomycin (Sigma-Aldrich).

Quantitative real-time RT-PCR. We checked the efficacy of the siRNA-
mediated silencing of endogenous PARKZ in HEK293T cells, by isolating total RNA
from cells transfected with control or PARK2 siRNA, using the RNeasy plus Mini Kit
(Qiagen). RNA from each sample (1 1.g) was reverse-transcribed to generate cDNA.
Real-time PCR was performed with the LightCycler 480 System (Roche Applied
Science, Penzberg, Germany) and the LightCycler 480 DNA SYBR Green | Master
kit (Roche Life Science, Meylan, France). Results were analyzed with LightCycler
480 sw 1.5 quantification software. We used the actin gene for normalization. The
primers used for PARK2 were as follows: forward 1, 5'-acaccaagcatcttccagctca-3';
reverse 1, 5'-tttctccacggtctetgcac-3'; forward 2, 5'-cgcaacaaatagtcggaac-3'; reverse
2, 5'-gagggtcgtgaacaaactg-3'.

GST pulldown, subcellular fractionation and western blot
analyses. GST pulldown assays were carried out as previously described.>”
Cells were lysed in 20 mM Hepes, 225 mM mannitol, 75 mM sucrose, 1 mM EGTA,
0.5mM DTT, with phosphatase (0.2mM NagVO,;, 1mg/ml NaF, 5.4 mg/ml
B3-glycerophosphate) and protease inhibitors (Complete Cocktail, Roche), pH 7.0
and the lysate was passed through a 22G needle to obtain total protein extract
(COS7, Hela cells). For ubiquitylation assays, COS7 cells were lysed 48 h after
transfection, in a co-IP buffer (50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 5% glycerol,
0.5% NP40, 0.2 mM NazgVO,, 4 mg/ml NaF, Complete protease inhibitor cocktail;
Roche). Lysates were centrifuged at 4 °C for 30 min at 13000 x g. Supernatants
were precleared by incubation with protein G Sepharose (Amersham, Dominique
Dutscher, Brumath, France) for 1 h at 4 °C, and incubated with 2 ;g of monoclonal
anti-myc antibodies conjugated to protein G-Sepharose beads for 2 h at 4 °C, with
gentle shaking. Immunoprecipitated proteins were washed four times in the co-IP
buffer and once in PBS and analyzed by western blotting with monoclonal anti-HA
antibodies. Lysates were subjected to western blotting with an anti-myc or a
monoclonal anti-Parkin antibody. In vitro ubiquitylation assays were performed as
previously described.*® Mitochondrion-enriched fractions were obtained by
differential centrifugation, from cells homogenized with a Dounce homogenizer
(80 manual strokes) as previously described,?? or with a mitochondrion isolation kit
used according to the manufacturer's instructions (MACS, Miltenyi Biotec, Mercoeur,
France; Pierce Mitochondria Isolation kit, Pierce, Thermo Fisher Scientific, Villebon-
sur-Yvette, France). Cytosolic fractions were obtained by ultracentrifugation of the
supernatants obtained after isolation of the mitochondrion-enriched fractions at
186000x g for 1.5h at 4°C. Pure mitochondrial fractions were obtained from
mouse brains that had been ground, washed and homogenized with a Potter
homogenizer, in 6 ml of isolation buffer (225 mM mannitol, 75 mM sucrose, 1 mM
EGTA, 5mM Hepes, 1 mg/ml BSA; pH 7.2), and centrifuged at 1700x g for 10 min
at 4 °C. The supernatant was layered on top of a Ficoll gradient (5 ml of 10% Ficoll
and 5ml of 7.5% Ficoll) in sucrose buffer (0.3M sucrose, 25 mM EGTA, 5 mM
Hepes) and centrifuged at 80 000 x g for 30 min at 4 °C. Mitochondrial pellets were
resuspended in isolation buffer. Human brain protein extracts from PD patients and
controls were obtained from lyophilized tissue® resuspended in 50 mM HEPES pH
7.5, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 10% glycerol, 100 mM MgCl,, 0.1 M Na,VOs,
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10mM NasP,0; x10 H,0, 100mM NaF, 1 mM EGTA, with protease inhibitors,
homogenized in a Piston Pellet Eppendorf, and centrifuged at 4 °C for 5min at
9000 x g and for 45 min at 100 000 x g. The mitochondrial abundance of exogenous
HSD17B10 was calculated as the ratio of HSD17B10 to mitoGFP in mitochondrion-
enriched fractions, divided by that in total cell fractions ([HSD17B10/mitoGFP]y/
[HSD17B10/mitoGFP]r), and the mitochondrial abundance of subunits (S) of
respiratory chain complexes was calculated as [S/actin]y/[S/actin]r. The mean
values for the Dox — /CCCP — conditions were arbitrarily set at approximately 1.
Mitochondrion-enriched fractions, obtained by differential centrifugation, were
digested with 1 ug of trypsin (Sigma-Aldrich) per mg of protein for 20 min at 37 °C.
The antibodies used for western blotting are indicated in Supplementary Table 1.
Proteins were visualized with fluorescent antibodies or by enhanced chemilumines-
cence (Pierce). Chemiluminescence/fluorescence signals were detected on a film
(ECL, Amersham Hyperfilm) or captured with a KODAK Image Station 4000 MM
(KODAK, Rochester, NY, USA) or Odyssey Imaging (Li-COR Biosciences, Lincoln,
NE, USA) system, and quantified with KODAK MI Software 4.0, ImageJ software
(NIH, Bethesda, MD, USA) or Li-COR Image Studio.

Immunocytochemistry, epifluorescence, confocal and electron
microscopy. Cells were fixed and stained by standard procedures. The
antibodies used are indicated in Supplementary Table 2. MitoTracker (DeepRed/
CMX-ROS; final concentration 500 nM) and TMRM (final concentration 10 nM) were
purchased from Invitrogen and used according to the manufacturer’s instructions.
Mitochondrial aggregates, the translocation of p62, LC3-DsRed or Parkin, and
mitophagy were quantified with a Zeiss Axioplan 2 imaging epifluorescence
microscope equipped with ExploraNova FluoUp Imaging software (4.2.2, Explora
Nova, La Rochelle, France) and a x100 oil immersion objective (NA 1.40).
Mitophagy and mitochondrial aggregation were assessed as the percentages of
Parkin-positive or -negative cells devoid of VDAC1 and PMPCB staining
(clearance), and cells with aggregates immunoreactive for Parkin and mitoGFP,
DLST, p62, LC3-DsRed or HSD17B10 (aggregation). MitoTracker intensities were
quantified on images of 10 cells per condition, in each of three independent
experiments, with ImageJ analysis software (NIH). TMRM intensities were acquired
with an inverted Zeiss Axiovert 200 videomicroscope (Zeiss, Jena, Germany) and a
x 20 oil immersion objective (Supplementary Figure S2e), or an inverted Nikon
Elipse Ti microscope with a x 20 objective (Figure 7a). We evaluated the effect of
HSD17B10 overproduction on the response of A¥m to CCCP (2 M) after addition
of the complex V inhibitor oligomycin (5 g/ml) by acquiring images at 10 s intervals
over a 12-min period. The mean mitochondrial TMRM fluorescence intensity per cell
was estimated with the ImageJ software, by selecting the entire mitochondrial
network of each cell. Colocalization images were generated with a Leica SP2 or an
Olympus FV-1000 confocal microscope (x60 oil immersion objective, NA 1.35). For
FRET, images of donor and acceptor fluorescence were acquired with a Leica SP2
or an Olympus FV-1000 confocal microscope (x60 oil immersion objective, NA
1.35). A region of interest was drawn with Leica Confocal Software (Leica) or with
Olympus FV-1000 software (Olympus, Tokyo, Japan), on randomly chosen areas of
acceptor fluorescence. This region of interest was then photobleached with a
543 nm helium neon laser. Donor (D) fluorescence (F) intensities (1) were quantified
with ImageJ, and FRET efficiencies were determined as follows: % FRET =(Ip
postbleach — I prebleach)/lp postbleach=Fp postbleach > Fp prebleach. The
morphology of the mitochondrial network was analyzed quantitatively with the
ImageJ software, as previously described,*“’ after the acquisition of images with
the Zeiss Axioplan 2 imaging epifluorescence microscope (x63 oil immersion
objective; Figure 6) or the Olympus FV-1000 confocal microscope (x60 oil
immersion objective; Figure 7). Quantitative analysis of the morphology of the
mitochondrial network, visualized by PMPCB or HSD17B10 staining, was performed
on 20-30 pictures of cells overproducing the proteins of interest, with the ImageJ
software (NIH), as previously described.***” Standard and immunoelectron
microscopy were carried out as previously described, with a JEOL 1200 EX2
electron microscope (Peabody, Peabody, MA, USA) at 80 kV (Figures 3f and g and
Figure 8d).2*® For the localization of HSD17B10-APEX proteins, the cells were
kept at room temperature for all steps from fixation to resin infiltration, and
processed as previously described.%® They were then analyzed with a Hitachi
120 kV HT 7700 transmission electron microscope (Hitachi, Tokyo, Japan) at 70 kV.

Statistical analyses. Two-way ANOVA and the Holm-Sidak method were
used to analyze the effects of Parkin and CCCP treatment or UbiKO overproduction
on HSD17B10 abundance (Figures 2a and b); the modulation of HSD17B10 levels
on the clearance of mitochondrial markers (Figure 5) or mitochondrial TMRM



fluorescence over time after CCCP treatment (Figure 7a). One-way ANOVA and the
Holm-Sidak method were used to analyze the effects of HSD17B10, DLST or
mitoGFP on the mitochondrial translocation of Parkin (Figure 3b); PARK2 variants
on the mitochondrial translocation of Parkin triggered by HSD17B10 (Figure 3c);
ubiquitin and UbiKO on mitochondrial aggregation (Figure 3e); donors on FRET
efficiencies for a given acceptor (Figures 4 and 6e; Supplementary Figure S5a);
PARK2 mutations on FRET efficiencies (Supplementary Figure S5b); CCCP or the
modulation of HSD17B10 levels on TMRM intensities (Supplementary Figure S2e);
modulation of HSD17B10 levels on PINK1 levels (Supplementary Figure S2f) or
relative abundance of Opat, M2 or Drp1 (Figure 6d); Drp1 or Drp1 variants on
mitochondrial morphology (Figures 7c and d); HSD17B10 on Parkin-dependent
mitophagy, or Drp1 or Drp1 variants on the mitophagy-mitigating effect of
HSD17B10 (Figure 7e). ANOVA on ranks and Dunn’s method were used to
compare the effects of transfection condition or CCCP treatment on the
mitochondrial recruitment of p62 or LC3-DsRed (Supplementary Figure S3);
PARK2 silencing or UbiKO on HSD17B10 abundance (Figure 2d); modulation of
HSD17B10 levels on mitochondrial network complexity (Figure 6b). Student’s ¢ test
was used to analyze the effects of drugs on mitochondrial aggregation
(Supplementary Figure S4); PINK1 silencing on the mitochondrial translocation of
Parkin (Figure 3d); Parkin deficiency on HSD17B10 abundance (Figure 1a); PARK2
siRNA on PARK2 mRNA levels (Supplementary Figure S1a); PARK2 or PINK1
silencing on HSD17B10 abundance (Supplementary Figure S1b); epoxomicin on
HSD17B10 abundance in the cytosol or mitochondria (Supplementary Figure Stc).
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Supplementary Information

This section comprises:

- Supplementary figures 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7 in .jpeg format, and the corresponding
Supplementary Figure Legends.
- Supplementary Tables 1 and 2, indicating the primary and secondary antibodies used for

western blotting and for immunocytochemistry.



Supplementary Figure Legends

Supplementary Figure S1 Parkin regulates mitochondrial levels of HSD17B10 by a mechanism
involving proteasome-independent ubiquitylation. (a) Effect of the siRNA-mediated silencing of
endogenous PARK2, estimated by real-time PCR with two different primer pairs, on mRNA extracted
from HEK293T cells and reverse-transcribed to generate cDNA. (b, ¢) Effect of the siRNA-mediated
downregulation of PARK2 or PINK1 (b) or of the proteasome inhibitor epoxomicin (c) on the abundance
of HSD17B10 relative to mitoGFP in mitochondrion-enriched fractions subjected to trypsin digestion
(short exposure), or cytosol from HEK293T cells (long exposure). The mitochondrial matrix protease
PMPCB was used as a loading control. Results are expressed as means £ SEM. n = 3 independent
wells from one experiment representative of three carried out in (a); and at least 3 independent
experiments in (b, ¢) * P < 0.05, ** P < 0.01. (d) Western blot showing disappearance of a putatively
monoubiquitylated HSD17B10 species after trypsin digestion of mitochondrion-enriched fractions under
conditions leading to degradation of the OMM receptor TOMM70 but not of the channel subunit

TOMM40 or the matrix marker PMPCB. # Signal corresponding to unmodified HSD17B10.

Supplementary Figure S2 HSD17B10 recruits Parkin to the mitochondrion in a PINK1-dependent
manner. (a-d) Representative immunocytochemical staining showing (a) the distribution of Parkin and
HSD17B10, when overproduced alone in COS7 cells; (b) no mitochondrial translocation of Parkin in
COS7 cells coproducing Parkin and mitoGFP or DLST; (c) colocalization of ubiquitin with mitochondrial
aggregates immunopositive for Parkin and HSD17B10 in COS7 cells overproducing both proteins; (d)
no mitochondrial translocation of Parkin in COS7 cells coproducing Parkin and HSD17B10 following
siRNA-mediated silencing of the PINK7 gene. (e) Analysis of TMRM fluorescence intensity in
transfected COS7 cells with and without CCCP treatment for 6 hours. n = 150 cells from one experiment

representative of three carried out. (f) Effect of HSD17B10 overproduction or downregulation on the



mitochondrial accumulation of endogenous PINK1 (short and long exposures) in HEK293T cells. n = 3
independent experiments. Results are expressed as means + SEM. * P < 0.05, *** P < 0.001 versus the

“Control siRNA” condition. Scale bar: 10 um.

Supplementary Figure S3 The autophagy-related markers p62/SQSTM1 and LC3 are not recruited to
perinuclear mitochondrial aggregates in cells coproducing Parkin and HSD17B10. Representative
immunofluorescence staining and quantification of the percentage of cells showing colocalization of
Parkin with (a) the ubiquitin-binding protein p62/SQSTM1, an adaptor for ubiquitin-proteasome- and
autophagy-mediated degradation, or (b) the autophagosomal adaptor LC3 in COS7 cells coproducing
Parkin and HSD17B10, or transfected with exogenous Parkin and treated with CCCP for 6 hours. Note
the massive colocalization of p62 and LC3-positive puncta with Parkin-positive mitochondrial
aggregates in cells treated with CCCP but not in cells coproducing Parkin and HSD17B10. Mitochondria
were visualized with MitoTracker DeepRed, PMPCB or HSD17B10. Results are expressed as means +
SEM. n = 3 independent wells from one experiment representative of three carried out, with 90 cells

scored from each well. *** P < 0.001. Scale bar: 10 pm.

Supplementary Figure S4 Mitochondrial translocation of Parkin occurs independently of the
cytoskeleton in cells overproducing HSD17B10. Effect of microtubule (nocodazole +) or actin
cytoskeleton (cytochalasin D +) disruption on the mitochondrial aggregation triggered by Parkin in COS7
cells also producing HSD17B10 (left panels and graphs) or treated with CCCP (16 h) (middle panels
and graphs). Less mitochondrial aggregation upon CCCP treatment and less perinuclear accumulation
of the Parkin substrate p38/JTV-1/AIMP2 were observed with nocodazole than in untreated cells.
Results are expressed as means + SEM. n = 4 wells from two independent experiments, 120-330 cells

scored. * P < 0.05, *** P<0.001. Scale bar: 10 pm.



Supplementary Figure S5 HSD17B10 interacts with Parkin at the TOM machinery in neuronally
differentiated cells. (a) Representative FRET images and corresponding quantitative analysis for the
indicated donor-acceptor pairs in PC12-tet-off-Parkin cells induced to differentiate with nerve growth
factor and treated with CCCP (2 h) and with Dox, where indicated. Pseudocolor scale: FRET efficiency
for each individual pixel; E: mean FRET efficiency within the ROI; N: nucleus. Insets show the efficiency
of the differentiation procedure. n = 20 cells from 3 independent experiments. (b) Quantitative FRET
analysis and percentage of cells displaying FRET for the indicated donor (HSD17B10, endogenous)-
acceptor (Parkin variants, exogenous) pairs in COS7 cells treated with CCCP (6 h). n = 20 cells from
one of three independent experiments. Results are expressed as means £ SEM. *** P < 0.001 versus
negative control: in (a), TOMM70A/HSD17B10 in the Dox - condition for donor/HSD17B10 pairs;
HSD17B10/Parkin in the Dox + condition for donor/Parkin pairs; in (b), HSD17B10/Parkin. Scale bar: 10

um.

Supplementary Figure S6 HSD17B10 impairs the binding of Drp1 close to PINK1 on depolarized
mitochondria. Representative FRET images, illustrating the effect of HSD17B10 overproduction on the
molecular proximity of PINK1 (endogenous, donor) and Drp1 (exogenous, acceptor) in COS7 cells.
Pseudocolor scale: FRET efficiency for each individual pixel; E: mean FRET efficiency within the ROI;

N: nucleus. Scale bar: 5 um.

Supplementary Figure S7 HSD17B10 gene expression is strong in the regions of the brain relevant to
PD. (a) Comparison of HSD17B10 transcript levels with those for tyrosine hydroxylase, the rate-limiting
enzyme in dopamine biosynthesis, in different regions of the human brain (Allen Human Brain Atlas):
PrG, precentral gyrus; CA1, CA1 field of the hippocampus; GPeli, externallinternal segment of the

globus pallidus; BCd, body of the caudate nucleus; Acb, nucleus accumbens; Pu, putamen; AHA,



anterior hypothalamic area; SO, supraoptic nucleus; SbT, subthalamic nucleus; VT, ventral thalamus;
SN, substantia nigra; VTA, ventral tegmental area; Cb-V, anterior lobe of the cerebellum; LC, locus
coeruleus; DMV, dorsal motor nucleus of the vagus. Values correspond to mean z-scores (+ SEM) for
2-6 human brains. (b) HSD17B10 transcript distribution across a representative human brain, according

to the regional z-scores.



Supplementary table 1. Antibodies used for western blotting

Primary antibodies

Type Company Host Dilution
Actin Sigma rabbit 1:1000
c-Myc (clone 9E10) Santa Cruz Biotechnologies mouse 1:600
Cytochrome ¢ (clone 7H8.2C12) BD Pharmingen mouse 1:1000
V5 (clone SV5-Pk1) Abcam mouse 1:2000
HA (clone 16B12) BioLegend mouse 1:1000
a-tubulin (DM1A) Abcam mouse 1:2000
Drp1 (DIp1) BD Pharmingen mouse 1:2000
Mfn2 Abcam rabbit 1:1000
Opaf BD Pharmingen mouse 1:1000
TOMMT0 Abcam mouse 1:4000
TOMM40 (clone H7) Santa Cruz Biotechnologies mouse 1:500
GFP Abcam rabbit 1:4000
HSD17B10 (clone 5F3) Abcam mouse 1:1000
PARKIN (clone Park8) Millipore mouse 1:2000
1:12000*
PINK1 Novus rabbit 1:2500
PMPCB Proteintech rabbit 1:4000
Respiratory chain complexes (Total OXPHOS) Mitosciences mouse 1:1000
Ubiquitin (clone 16B12) Babco mouse 1:1000
VVDAC1 Abcam rabbit 1:1000
Secondary antibodies
Type Company Host Dilution
CY3-conjugated anti-mouse/rabbit Sigma sheep 1:1000
Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse/rabbit Invitrogen goat 1:1000
Horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse/rabbit Jackson ImmunoResearch goat 1:50000
IRDye 680RD/800CW-conjugated anti-mouse/rabbit Li-Cor donkey 1:10000

*Dilution used for ubiquitylation assays.



Supplementary table 2. Antibodies used for immunocytochemical staining

Primary antibodies

Type Company Host Dilution
PARKIN, clone Park8 Millipore mouse 1:1000
PARKIN Millipore rabbit 1:7000
TOMM20 Abcam mouse 1:1000
TOMM20 Santa Cruz rabbit 1:500
TOMM22 Abcam mouse 1:5000
TOMM22 Atlas Antibodies rabbit 1:1000
HSD17B10 (clone 5F3) Abcam mouse 1:2000
HSD17B10 Abcam rabbit 1:1000
HSD17B10 Abcam goat 1:500
p62/SQSTM-1 Abcam mouse 1:5000
TOMM70A Sigma rabbit 1:200
TOMM70A Abcam mouse 1:2000
TOMM40 Santa Cruz rabbit 1:100
TOMM40 (clone D2) Santa Cruz mouse 1:200
PMPCB Proteintech rabbit 1:1000
VDAC1 Abcam rabbit 1:500
PINK1 Novus Biologicals rabbit 1:2500
Actin Abcam rabbit 1:1000
[-tubulin Abcam mouse 1:2000
Anti-FLAG (clone M2) Sigma mouse 1:10000
Ubiquitin DAKO rabbit 1:100
Drp1 (DIp1) BD Pharmingen mouse 1:2000
Secondary antibodies
Type Company Host Dilution
Alexa Fluor 488 anti-mouse/rabbit/goat  Invitrogen goat/donkey  1:4000; 1:10000*
Alexa Fluor 568 anti-mouse/rabbit/goat  Invitrogen goat/donkey  1:4000; 1:10000%;
1:30000*
Alexa Fluor 633 anti-mouse/rabbit Invitrogen goat 1:500
CY3-conjugated anti-mouse/rabbit Sigma sheep 1:4000

*Dilution used for FRET studies



1.3. La Parkine contréle I'import mitochondrial des protéines a

pré-séquences

Article 3 : A molecular biosensor for mitochondrial import efficiency reveals

defects in PINK1/Parkin-linked Parkinson’s disease (Soumis)

L’import mitochondrial est un processus central du métabolisme a la réponse
au stress et a la physiologie des mitochondries. Un défaut de ce processus est
suspecté jouer un rbéle dans la pathogenése de plusieurs maladies
neurodégénératives dont la maladie de Parkinson. Nous savons également que la
Parkine est capable de faciliter I'adressage mitochondrial d’'un de ses substrats,
I’enzyme mitochondriale HSD17310, dans le but de maintenir ses niveaux constants.
Basé sur ces observations, et sur la proximité entre Parkine, PINK1 et la machinerie
TOM, nous avions I'hypothése que la Parkine pourrait réguler de maniere général
import des protéines mitochondriales synthétisées dans le cytoplasme a travers la

machinerie TOM.

Pour cela, nous avons développé en collaboration avec le laboratoire de
chémo-génétique Servier-Diverchim, situé a I'lCM, un biosenseur moléculaire basé
sur la technique de BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer)
permettant d’étudier dans des cellules vivantes I'import mitochondrial des protéines a
pré-séquences. Ce biosenseur est constitué dune séquence d’adressage
mitochondriale permettant sa reconnaissance par le récepteur Tom20, d’'un domaine
GFP et d’'un domaine Luciférase issus de Renilla reniformis permettant I’émission du
signal bioluminescent par transfert d’énergie. Des domaines de dégradation de type
Dégron et/ou PEST ont également été ajoutés afin d’induire sa dégradation par le
systeme ubiquitine-protéasome. Protégé de la dégradation par la molécule
« Shield1 », le biosenseur est reconnu par le récepteur Tom20, importé a la matrice
mitochondriale et clivé par la protéase MPP. Ceci permet une émission d’un signal

de bioluminescence uniqguement en présence du substrat de la luciférase.

Aprés avoir confirmé la sensibilité et la spécificité du biosenseur, je I'ai utilisé

dans le but d’étudier le réle de la Parkine dans le processus d’'import mitochondrial.
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La surexpression de la Parkine, mais pas des mutants de la protéine portant des
mutations retrouvées chez des patients, facilite son import. De plus, la surexpression
d’'une Parkine mimant la phosphorylation de sa Ser65 a un effet plus important que
la Parkine « normale ». De plus cet effet est mimé par la surexpression d’'une
ubiquitine mimant aussi la phosphorylation de sa Ser65 et est aboli par la
surexpression d’une ubiquitine incapable de former des chaines longues, suggérant
que ce rOle de la Parkine dépend de sa fonction d’E3 ubiquitine-protéine ligase et de

la présence d’ubiquitine fonctionnelle.

J’ai par la suite utilisé cette sonde sur différents fibroblastes humains afin de
valider I'effet fonctionnel de la perte de fonction de la Parkine et de PINK1, retrouvée
chez les patients, sur l'efficacité de I'import mitochondrial. Par cette approche, jai
montré que limport était diminué dans certains fibroblastes humains issus de
patients portant des mutations du gene PARK2, et que cet effet était compensé par
la surexpression d’une ubiquitine « phosphore-mimétique » chez un des fibroblastes

étudié, dont I'effet était le plus grand.

Ensemble, ces résultats confirment I'’hypothése placant la Parkine dans un
niveau de contréle de la qualité mitochondriale original, en plus de ses réles dans le
contrdle de la dégradation de composants mitochondriaux spécifiques ou d’organites

entiers et de biogenése mitochondriale.
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Mitochondria contain over a thousand proteins, most of which are encoded by nuclear genes and must
be imported from the cytosol. Little is known about the cytosolic events regulating mitochondrial protein
import, partly due to the lack of appropriate tools for its assessment in living cells. We engineered an
inducible biosensor for monitoring the main presequence-mediated import pathway with a quantitative,
luminescence-based readout. This tool was used to investigate the regulation of mitochondrial import by
the PINK1 kinase-driven Parkin ubiquitin ligase, which is dysfunctional in autosomal recessive
Parkinson’s disease. Mitochondrial import was stimulated by normal Parkin, but not by disease-causing
Parkin variants. The effect of Parkin was dependent on its activation by PINK1, and antagonized by the
ubiquitylase USP30. Mitochondrial import efficiency was abnormally low in the fibroblasts of patients
with PINK1- and PARK2-linked Parkinson’s disease, and was restored by phosphomimetic ubiquitin. A
loss of mitochondrial import regulation by PINK1 and Parkin may underlie the pathophysiology of

Parkinson’s disease, providing novel opportunities for therapeutic intervention.
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Mitochondria fulfill crucial functions in energy production and metabolism, and constitute platforms for
the development of protective homeostatic responses to cellular stress. They also play a key role in the
control of apoptotic cell death. Mitochondria contain over a thousand proteins, almost 99% of which are
encoded by nuclear genes. They are synthesized as precursors on cytosolic ribosomes, then
transferred into the organelle by the translocase of the outer mitochondrial membrane (TOM), for sorting
to their final destination in one of the four submitochondrial compartments by specific molecular
machineries’. The disruption of mitochondrial import is thought to underlie various neurodegenerative
diseases, including Alzheimer's disease, amyotrophic lateral sclerosis, Huntington’s disease and
Parkinson’s disease (PD)%38. The species of x-synuclein accumulating in the brains of most PD patients
have been shown to bind with high affinity to the TOM20 subunit of the TOM complex, thereby impairing
protein import and mitochondrial function®. The mitochondrial serine/threonine kinase PINK1 and the
cytosolic ubiquitin-protein ligase Parkin, which are dysfunctional in autosomal recessive PD, function
together as a molecular quality control system, coupling the loss of mitochondrial import efficiency via
the TOM machinery to the degradation of dysfunctional mitochondria (mitophagy) under conditions of
severe mitochondrial stress®. This process involves the stabilization of PINK1 in close proximity to the
TOM complex, the recruitment and activation of Parkin through the Ser65 phosphorylation of both
Parkin and ubiquitin, and the Parkin-mediated ubiquitylation of a series of outer mitochondrial
membrane (OMM) proteins®'3, PINK1 and Parkin also regulate several aspects of mitochondrial

biogenesis'4 15. However, it remains unclear whether they modulate mitochondrial import.

Two thirds of all mitochondrial proteins are targeted to the mitochondria by a positively charged N-
terminal mitochondrial targeting signal (MTS), via the presequence pathway, in which they are
recognized by the TOM20 and TOM22 receptors, transferred to the TOM40 channel and directed to the
presequence translocase of the inner mitochondrial membrane (TIM). The proteins are pulled into the
matrix through the TIM23 channel, in a process dependent on mitochondrial transmembrane potential

(Awnmit), the presequence translocase-associated motor (PAM) and the ATP-dependent mitochondrial
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heat-shock protein 70. They are then generally processed by the matrix mitochondrial processing
peptidase MPP, which removes the MTS (Fig. 1A). We developed a novel tool for assessing the roles
of PINK1 and Parkin in the regulation of this import pathway. We used the properties of fusions between
the Renilla reniformis green fluorescent and luciferase proteins (RGFP, RLuc)'6 to engineer a molecular
biosensor targeted to mitochondria by a classical MTS and generating a robust bioluminescent signal
only after import into the organelle and removal of the MTS. Using this molecular biosensor in a
bioluminescence-based cellular assay, we found that PINK1 and Parkin jointly facilitated mitochondrial
protein import through the TOM complex. We also found that mitochondrial protein import efficiency was
abnormally low in cells derived from PD patients with PARK2 or PINK1 mutations, suggesting that the

loss of this regulatory function of PINK1 and Parkin contributes to the pathophysiology of PD.
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Results

When RGFP and RLuc interact, they generate green bioluminescence through resonance energy
transfer, converting most of the blue light emitted into green light. In addition to a shift in wavelength,
this interaction induces a strong cooperative effect, leading to a 40-fold increase in the intensity of the
bioluminescent signal in the presence of the low-quantum yield substrate coelenterazine 400A
(CLZ400A)'®. This process is most efficient when RGFP is at the N-terminus of the fusion protein, and is
much less efficient if short N-terminal extensions are added to such chimeric proteins. Based on these
principles, we designed two inducible modular biosensors (Probes 1 and 2) predicted to yield a strong
bioluminescent signal in the presence of CLZ400A only after import and the subsequent proteolytic
removal of the MTS in the mitochondrial matrix (Fig. 1B,C). Each of these probes consisted of (1) an N-
terminal cleavable MTS from the human dihydrolipoamide dehydrogenase (DLD), followed by (2) an
RGFP-Rluc fusion, from which the MTS was separated by a linker region containing a cMyc-tag, and (3)
a C-terminal conditional FKBP-based destabilizing domain (DD) targeting the probe for proteasomal
degradation under basal conditions, and stabilizing it in the presence of the small molecule Shield1?7.
Probe 2 also contained a PEST motif from mouse ornithine decarboxylase to accelerate its degradation,
as a means of optimizing the signal-to-noise ratio and limiting potential toxicity'® 19. We also generated

a cytosolic control probe based on the backbone of Probe 1 but lacking the MTS (Probe 3).

These probes were validated by the transient transfection of HEK293T cells. Monitoring of the
fluorescent signal after the addition of Shield1 to the culture medium revealed a time-dependent
increase in fluorescence for Probes 1 and 2, with Probe 1 having both a stronger signal and higher
background in the absence of induction (Shield1 -, Fig. 2A). The colocalization of the probes with the
mitochondrial fluorescent dye tetramethylrhodamine methyl ester (TMRM) confirmed that they were
targeted to the mitochondria (Fig. 2B). In cells expressing particularly high levels of Probe 1, the TMRM
signal was very weak, indicating a decrease in Awnmt, possibly due to the reported toxicity of RGFP at

high concentrations. We then set up an assay for quantitative evaluation of the bioluminescent probe

5
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signals and their dependence on mitochondrial protein import. The addition of CLZ400A to the cell
culture medium triggered the emission of the expected bioluminescent signal in the presence of Shield1
(Fig. 2C). Cell treatment with the protonophore carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP),
which dissipates Awmit and, thus, the driving force for import, greatly decreased the intensity of the
bioluminescent signals of Probes 1 and 2. By contrast, the signal of Probe 3 was not affected by CCCP,
consistent with its cytosolic distribution (Fig. 2B,C). We used Probe 2 in most of the subsequent
experiments, because it provided the best signal-to-noise ratio. We validated the specificity of this probe
for the presequence mitochondrial protein import pathway by assessing the impact of siRNA-mediated
silencing of the TOM20 receptor, the channel subunit of the TIM23 complex, and the 3 subunit of MPP
(Fig. 2D and Supplementary Fig. 1A). Such silencing decreased the intensity of the probe signal by 40
to 60%, consistent with lower levels of import. Under these experimental conditions, the abundances of
proteins representative of the various submitochondrial compartments remained similar, excluding more
global effects on mitochondrial turnover (Supplementary Fig. 1B). Downregulation of the peripheral
TOM?70 receptor, which recognizes proteins with internal mitochondrial targeting information, increased
the intensity of the probe signal by almost 70%. This suggests that there is competition between the
TOM20- and TOM70-dependent pathways, through the shared TOM40 channel, and that TOM
subcomplexes with a lower molar ratio of TOM70 to TOM402' may translocate MTS-carrying precursors
more efficiently. Finally, we evaluated the effect of increasing amounts of the mitochondrial matrix
enzyme 17-B-hydroxysteroid dehydrogenase 10 (HSD17B10), which we thought might interfere with the
mitochondrial import of Probe 2, as it is also imported via the presequence pathway?2. HSD17B10
overproduction led to a dose-dependent decrease in the bioluminescent signal of Probe 2, indicating
competition for import through the TOM20-dependent pathway (Fig. 2E). Complementary biochemical
approaches confirmed the expected mitochondrial location of the probe, and its stabilization by

proteasome inhibition or Shield1 (Supplementary Fig. 1C,D).
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PINK1 forms a complex with the TOM machinery of dysfunctional mitochondria. The functional
significance of this complex remains unclear, but we and others have suggested that it may play a role
in Parkin recruitment to mitochondria2-25. \We have also shown that Parkin interacts with HSD17B10,
PINK1 and the TOM machinery of functional mitochondria, and we have suggested that this interaction
facilitates the mitochondrial import of HSD17B10%6. We therefore used Probe 2 to investigate the
possibility that Parkin and PINK1 coregulate the presequence import pathway in a more general
manner. Parkin overproduction in HEK293T cells increased the bioluminescence emission of Probe 2
by almost 50%, whereas the downregulation of Parkin or PINK1 had the opposite effect, suggesting that
these proteins work together to facilitate mitochondrial protein import (Fig. 3A, and Supplementary Fig.
2A). This effect was observed whether the bioluminescence was normalized against the global
fluorescence of the probe or the intensity of the MitoTracker signal; it was not, therefore, related to
general changes in mitochondrial abundance (Supplementary Fig. 2B). Moreover, Parkin reversed the
mitochondrial import defects associated with production of large amounts of HSD17B10 (Fig. 3B and
Supplementary Fig. 2C). Probe 2 import was not affected by a UBL domain-deficient Parkin variant, or
by any of the nine PD-related variants that we previously found to be unable to associate with the TOM
complex in Férster resonance energy transfer (FRET) experiments in cells treated with CCCP25 (Fig. 3C
and Supplementary Fig. 2D). Most of these variants (K161N, K211N, R275W, C418R, C441R, AUBL)
have little or no ubiquitylation capacity, based on in vitro assays for autoubiquitylation?’- 28, substrate

ubiquitylation?, or ubiquitin chain assembly23. %0,

The PINK1-dependent phosphorylation of the Ser65 residues of ubiquitin and Parkin plays a crucial role
in activating and maintaining the E3 ubiquitin ligase activity of Parkin, through a complex allosteric
mechanism triggering conformational changes in an otherwise autoinhibited protein''-13. 30-3_ The
Trp403Ala Parkin mutation also weakens autoinhibition, promoting E3 activity32. Co-production of the
Parkin Ser65Ala variant, which cannot be phosphorylated, abolished the Parkin-dependent

enhancement of the bioluminescent signal emitted by Probe 2, whereas phosphomimetic Parkin
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Ser65Glu or Parkin Trp403Ala had a stronger signal-enhancing effect than native Parkin (almost +25%
and +15%, respectively; Fig. 3D and Supplementary Fig. 2E). Moreover, production of the
phosphomimetic ubiquitin variant Ser65Asp enhanced the effect of overproduced Parkin (+40%) and
tended to mimic Parkin overproduction in cells with endogenous Parkin levels (Fig. 3E and
Supplementary Fig. 2F). In these cells, the effect of Ub Ser65Asp was reversed by Parkin silencing,
demonstrating a dependence of its action on the E3 activity of endogenous Parkin (Fig. 3F). By
contrast, the non-phosphorylatable Ub Ser65Ala decreased the intensity of the Probe 2 signal (-70%),
consistent with a dominant negative effect of this variant'3, and almost abolished the effect of Parkin
(only +10% versus +60% without Ub Ser65Ala) (Fig. 3E and Supplementary Fig. 2G). Similarly, the
production of a lysine-less ubiquitin variant that inhibits ubiquitin-chain extension® prevented the

stimulation of import by Parkin (Fig. 3G and Supplementary Fig. 2H).

The OMM ubiquitylase USP30 has been shown to antagonize the Parkin-dependent ubiquitylation of
proteins in dysfunctional mitochondria and to block mitophagy#°. We found that USP30 overproduction
greatly reduced the bioluminescence of Probe 2, in both the presence (-70% versus +Parkin) and
absence (50% versus control conditions) of exogenous Parkin, whereas the catalytically inactive USP30
Cys77Ser mutant had no effect, suggesting that USP30 counteracts the facilitation of protein import by

Parkin (Fig. 3H and Supplementary Fig. 2I-K).

Finally, we investigated mitochondrial import efficiency in fibroblasts obtained from PD patients with
PARK2 (n=T) or PINK1 (n=1) mutations, comparing the results obtained with those for fibroblasts from
control individuals (n=6; Supplementary Table 1). Probe 2 was barely detectable in these cells, which
were transfected less efficiently than HEK293T cells. We therefore used Probe 1, for which a consistent
signal was obtained, with no toxicity (Supplementary Fig. 3). The mean intensity of the Probe 1
bioluminescent signal tended to be lower in fibroblasts from PARK2/PINK1 patients than in those from
control individuals, although this difference was not statistically significant (-25%, Fig. 4A). In cells from

four patients, the signal was 40% to 75% lower than the mean signal in control cells. These patients
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carried either a homozygous PINK1 mutation leading to the GIn456* substitution associated with a
kinase-dead protein*! (Patient 8, Supplementary Table 1) or compound PARKZ2 heterozygous
mutations associated with an inactive truncated protein (allele 1) and the Argd2Pro Parkin variant, which
relieves UBL-mediated autoinhibition and preserves enzymatic activity (allele 2; Patients 1-3,
Supplementary Table 1)2. 30. 42 The other patients with PARK2 mutations carried inactivating
deletions or missense mutations, suggesting that an abnormal protein with residual activity may be
more deleterious than an inactive protein. The mean bioluminescent signal of Probe 1 in Patients 1-3
was significantly weaker than that in control individuals (-60%), suggesting that Argd2Pro Parkin has
deleterious effects on the import process (Fig. 4B). We hypothesized that phosphomimetic Ub
Ser65Asp might enhance the residual activity of this variant. We therefore overproduced this protein in
cells from Patient 3 and observed the rescue of the bioluminescence signal of Probe 1 (+150% versus
that in a patient with PARK2 mutation but no Ub Ser65Asp) relative to the values obtained for Control 1.
We found that the overproduction of this protein had a stronger effect than normal Parkin (+60% versus

a patient with PARK2 mutation but without Ub Ser65Asp, Fig. 4C).
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Discussion

Recent studies have highlighted the remarkable plasticity of the mitochondrial protein import process in
response to metabolic requirements and stress*3, but our knowledge of the cytosolic mechanisms
regulating this process in mammalian cells remains poor. Using a novel tool for the analysis of one of
the major mitochondrial protein import pathways in living cells, we showed that this pathway was
facilitated by the PINK1 kinase-driven Parkin ubiquitin ligase (Fig. 5). This regulation was robust, as its
antagonism through the depletion of Parkin or PINK1, or the overproduction of a non-phosphorylatable
ubiquitin variant or the ubiquitylase USP30, impaired mitochondrial protein import to a similar extent to
the downregulation of intrinsic components of the presequence pathway. The PINK1/Parkin system
modulated mitochondrial import in cells not subjected to external stress. This finding contrasts with
those for other regulatory functions exerted by this system in mitochondrial quality control under
conditions of acute mitochondrial stress# 45, and suggests that this regulation occurs in response to
physiological fluctuations in mitochondrial import efficiency. These findings echo those of much earlier in
vitro studies implicating ubiquitin conjugation in the insertion of specific proteins into the OMM?6.47 and
they support a more general role of ubiquitylation at the OMM in the posttranslational control of
mitochondrial protein import. Previous studies in yeast have identified the ubiquitin-proteasome
degradation system as a constitutively active negative regulator of the biogenesis of intermembrane
space proteins through competition with their mitochondrial import*8. Ubiquitin-dependent mechanisms
may, thus, regulate mitochondrial protein import at multiple levels, optimizing the adaptation of this

process to physiological requirements.

Future studies will need to clarify the precise mechanisms by which PINK1/Parkin-dependent
ubiquitylation facilitates mitochondrial import. Which proteins are ubiquitylated? By which type of
ubiquitin linkage? With what specific consequence for the various stages of mitochondrial import? We
previously showed that Parkin oligo/polyubiquitylates HSD17B10 on the OMM and suggested that this

modification facilitates HSD17B10 import through the TOM complex in a proteasome-independent
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manner2. However, this mechanism is unlikely to be general, as it requires direct recognition of the
imported protein by Parkin. The posttranslational modification of subunits of the TOM machinery may be
a direct means of affecting import efficiency. The phosphorylation by cytosolic kinases is the only
modification to date reported to modulate the activity of the TOM machinery in yeast*3 49, However,
subunits of the TOM machinery, including the TOM20 and TOM70 receptors in particular, are among
the earliest targets for PINK1-driven Parkin-dependent ubiquitylation in severely damaged
mitochondria?4 25. 40. 5052 The ubiquitylation of the TOM receptors in this context leads to their
proteasomal degradation and the initiation of mitophagy?s 40 51. 52, However, if mitochondrial import
efficiency is decreased only slightly, this modulation may modulate protein translocation across the
OMM. The type of ubiquitin linkage may play a key role in determining the impact of the
posttranslational modification, and Parkin has been reported to assemble both canonical ubiquitin

chains, through Lys48 and Lys63, and noncanonical chains, involving at least Lys6 and Lys1130. 52,53,

TOMT0 is only loosely and transiently associated with the core structure of the TOM complex34 and may
thus be a preferential target for posttranslational regulatory mechanisms. We and others have shown
that Parkin physically associates with the import receptor TOM7024 25. 50 and a number of Parkin-
dependent ubiquitylation sites have been identified in this TOM subunit®. We found that TOM70
downregulation enhanced mitochondrial import through the TOM20-dependent presequence pathway to
a similar extent to activation of the PINK1/Parkin system. It is, thus, possible that PINK1 and Parkin
promote the translocation of proteins with classical MTS across the TOM40 channel by targeting
TOM?70 for ubiquitin-dependent proteasomal degradation. This view is supported by the existence of
subsets of TOM complexes with different relative ratios of TOM70 and TOM40, identified by size
exclusion chromatography?! and possibly transporting different categories of proteins. It remains to be
determined whether upregulation of the TOMZ20-dependent import pathway is accompanied by a
decrease in the import of proteins guided by internal mitochondrial targeting sequences and TOM70 to

the same TOM40 channel.
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As an alternative or complementary mechanism, the PINK1/Parkin system may stimulate import through
the presequence pathway, by targeting the preprotein receptor TOM20. Consistent with this possibility,
TOM20 is one of the few proteins reported to be a substrate of both Parkin and USP3040. 53, PINK1 and
Parkin have recently been shown to promote derepression of the translation of specific nuclear genome-
encoded components of respiratory chain complexes (RCC), through a combination of mechanisms
involving TOM20 and other factors's. Physical association between PINK1 and TOM20 was found to be
essential to anchor RCC mRNAs to the OMM and to promote cotranslational import of the encoded
proteins through the TOM complex. It remains unclear whether this mechanism involves ubiquitylation
by Parkin, but it is tempting to speculate that it plays a more general role in the facilitation of
mitochondrial import reported here. Cotranslational import mediated by the localization of mRNA close
to the OMM has emerged as a phenomenon of much broader relevance than initially suspected?s. 5559,
More than half the mRNAs encoding mitochondrial proteins are located in the vicinity of the
mitochondria in yeast*+49, and TOM20 and the MTS of the nascent protein, two essential components

of the presequence import pathway, play a key role in mediating this associations. 55-59,

In conclusion, through the development of a powerful chemogenetic tool, we were able to identify a new
cooperative role of PINK1 and Parkin in the regulation of mitochondrial protein import, thereby
broadening our understanding of the mechanisms by which these proteins regulate mitochondrial quality
control. The pathophysiological relevance of these findings is supported by the lack of effect on
mitochondrial import of a series of PD-related Parkin variants with altered abilities to associate with the
TOM complex?, and the lower efficiency of mitochondrial import in cells from PD patients with specific
PINK1 and PARKZ2 mutations (Fig. 5). Together with the recent implication of a-synuclein in
mitochondrial import blockade in PD8, our study suggests that defective protein transport through the
TOM complex may be a unifying pathway to dopaminergic neuronal degeneration. The novel assay
developed here may facilitate identification of neuroprotective compounds preserving the mitochondrial

import process, paving the way for new therapeutic approaches.
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Methods

Probes, plasmids and siRNAs The cDNAs corresponding to Probes 1-3 were obtained by DNA
synthesis (Genecust, Dudelange, Luxembourg) as fusions of modules encoding the following
protein/protein domains (Fig. 1A): the MTS of human DLD (NP_001276681; amino acids 1 to 36;
Probes 1 and 2); RGFP (AF372525; aa 2 to 233; Probes 1-3); a linker region including a cMyc-tag
(EEQKLISEEDLGIPPARAT; Probes 1-3); RLuc (P27652 ; amino acids 1 to 311; Probes 1-3); a second
linker (GGGGSGGGGS; probes 1-3); the human FKBP1A DD domain'” (NP_000792 ; amino acids 2 to
108 with mutations encoding E32G F37V R72G K106E substitutions; Probes 1-3); the mouse ornithine
decarboxylase PEST domains'® 19 (NP_038622 ; aa 422 to 461; Probe 2). The cDNAs were inserted
into the pCl-neo mammalian expression vector (Promega, Madison WI) between the Nhel and Notl
sites. The other vectors used were: pcDNA3.1 containing sequences encoding human HA-Parkin or HA-
Parkin variants?’; HA-Parkin W403A; HA-Parkin, HA-Parkin-S65A/E variants, Flag-ubiquitin-S65A/D
variants (kindly provided by N. Matsuda)'3; V5-HSD17B10%; pEF-HA-UbiKO (kindly provided by Y.
Yarden); pCAGGS containing sequences encoding human Flag-USP30 and Flag-USP30-C77A (kindly
provided by B. Bingol)*. The following siRNAs were used at a final concentration of 20 nM: AllStars
negative control siRNA (1027281) and validated TOM70 (S100301973), TOM20 (S100301959), TIM23
(S105217905)-specific siRNA (Qiagen), MPPB (L-004747-00-0005)-specific sSiRNA (Dharmacon), RNAI
negative control (12935-200), PINK1 (HSS127945) and Parkin (HSS107593)-specific stealth siRNA

(Thermo Fisher).

Cell culture, transfection and treatments HEK239T cells were cultured in DMEM-GlutaMAX medium
(Thermo Fisher) supplemented with 10% FBS (Thermo Fisher) and 1% penicillin/streptomycin (Thermo
Fisher). HEK293T cells were transfected in the presence of Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher),
according to the manufacturer’s instructions. Human skin fibroblasts were obtained from PD patients
and healthy individuals by routine clinical procedures, with prior written informed consent and the

approval of the local ethics committee (Comité de Protection des Personnes “lle de France”). Patients
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were screened for PARK2 mutations by exon dosage methods and bidirectional Sanger sequencing of
the entire coding sequence with an ABI 3730 automated sequencer, as previously describedso.
Fibroblasts cultured as described for HEK293T cells were transfected by electroporation with a Neon™
Transfection System (Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions. Where indicated, cells
were incubated with 10 uM CCCP (Sigma) for 24 h; 0.5 yM fresh Shield1 (Clontech) for 7 h
(Supplementary Fig. 1B) or 24 h; 5 uM MG132 (Sigma) for 7 h; or 5 uM (HEK293T) or 25 uM (primary
fibroblasts) CLZ400A immediately before bioluminescence measurement. Where indicated, living cells
were incubated with mitochondrial dyes (Invitrogen) at a concentration of 10 nM (TMRM, T668) or 200

nM (MitoTracker Deep Red), at 37°C for 30 minutes.

Fluorescence microscopy and bioluminescence assay Images of probe expression and
colocalization with mitochondrial dyes were obtained with an inverted spinning disk microscope from Till
photonics fitted with a Olympus 100x oil immersion objective (N.A 1.4). Probe induction was analyzed
with ImageJ software, on fluorescence images from at least 15 cells per condition. For bioluminescence
assays, cells were plated in black precoated 96-well plates (Greiner Bio One), at a density of 25,000
(HEK293T) or 10,000 cells/well (primary fibroblasts). They were analyzed 48 h after transfection in
Hank's Balanced Salt Solution (Invitrogen) containing 20 mM Hepes (Invitrogen), with a FDSS 7000
Functional Drug Screening System (Hamamatsu). A control condition with CCCP treatment was
systematically included in each experiment. Bioluminescence signals were collected every second for
five minutes after the addition of CLZ400A to the cells, and normalized relative to the total RGFP
fluorescence of the probe in each well, recorded at an excitation wavelength of 470 nm, and an
emission wavelength of 510 nm. For Supplementary Fig. 2B, bioluminescence signals were also
normalized relative to the intensity of MitoTracker Deep Red staining, captured with the Odyssey
Imaging (Li-COR) system and quantified with Li-COR Image Studio. On graphical representations of
bioluminescence peaks, each dot corresponds to the mean peak value for three to eight wells in a

single independent experiment, determined as follows: for each well, the peak value was obtained as
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the mean of the bioluminescence signals recorded during the first 100 seconds normalized against
fluorescence, corrected by subtracting the mean signal obtained for cells treated with CCCP (calculated
from data for 3-8 wells). In graphical representations of the results for fibroblasts, each number/patient
corresponds to the mean peak bioluminescence signal from four to six independent experiments, with

six wells per experiment, collected as indicated above.

Subcellular fractionation and western blot analyses Mitochondrion-enriched fractions were obtained
by differential centrifugation, from cells homogenized with a Dounce homogenizer (80 manual strokes)26
and subjected to digestion with trypsin (Sigma, 1 pug/mg of protein) for 20 minutes at 37°C. Total protein
fractions were obtained from cells lysed at 4°C for 30 minutes in RIPA buffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 1% Triton, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 1 mM EDTA, pH7.4; Supplementary Fig. 1B)
or in 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1% Triton, 1.5 mM MgClz, 1 mM DTT, pH 7.4 supplemented with
phosphatase and protease inhibitors (Complete Cocktail, Thermo Fisher), and centrifuged at 16.1 x g.
Proteins were resolved by SDS-PAGE, and analyzed by western blotting with the antibodies indicated
in Supplementary Table 2. Proteins were visualized with fluorescent antibodies or by enhanced
chemiluminescence (Pierce). Fluorescence/chemiluminescence signals were captured with the
Odyssey Imaging (Li-COR) system, detected on a film (ECL, Amersham Hyperfiim) or with the
Chemidoc touch Imaging System (Bio-Rad) and quantified with Li-COR Image Studio, Image Lab

Software (Bio-Rad) or ImagedJ software (NIH).

Quantitative real-time RT-PCR Total RNA was purified with the RNeasy plus Mini Kit (Qiagen) and
reverse-transcribed (1 pg) to generate cDNA (iScript cDNA Synthesis, Bio-Rad). Real-time PCR was
performed with the primers indicated in Supplementary Table 3, SsoAdvanced Universal SYBR Green
Supermix (Bio-Rad) and the LightCycler 480 System (Roche Applied Science). Results were analyzed
with LightCycler 480 sw 1.5 quantification software. The data for each gene of interest were normalized

relative to ACTB expression.
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Figure legends

Figure 1 Genetically encoded reporters for the assessment of protein import through the TOM complex.
(A) Molecular components of the presequence import pathway: translocase of the outer mitochondrial
membrane (TOM) with its receptor subunits TOM20, TOM22 and the channel subunit TOM40;
translocase of inner mitochondrial membrane (TIM23); presequence translocase-associated motor
(PAM); mitochondrial processing peptidase (MPP). OMM, outer mitochondrial membrane; IMM inner
mitochondrial membrane; IMS, intermembrane space. The TOM70 receptor recognizes proteins with
internal mitochondrial targeting information. (B) Probes designed to monitor import through the
presequence pathway. MTS, mitochondrial targeting signal; RGFP, green fluorescent protein from
Renilla reniformis; RLuc, luciferase from Renilla reniformis; DD, destabilizing domain of FK506 binding
protein (FKBP); PEST, sequence rich in proline (P), glutamic acid (E), serine (S), and threonine (T)
associated with short-lived proteins; the D433A and D434A PEST mutations accelerate degradation. (C)
Bioluminescence-based assay for mitochondrial import through the presequence pathway. In the
absence of the small molecule Shield1, Probes 1 and 2 are rapidly degraded by the proteasome.
Shield1 stabilizes the probes, which are then imported into the mitochondrial matrix through the TOM
and TIM complexes. Cleavage of the MTS by MPP leads to a characteristic light emission spectrum due

to a BRET effect in the presence of the Rluc substrate coelenterazine 400A (CLZ400A).

Figure 2 Validation of mitochondrial import probes for the presequence pathway. (A) Representative
fluorescence images and the corresponding quantitative analysis (graph), illustrating the expression of
Probes 1 and 2 (RGFP signal) at different time points after the addition of Shield1 to the culture medium
of living HEK293T cells, 24 h after transient transfection. n = 15 (B) Representative fluorescence
images and higher magnifications (framed regions in the overlay) showing the colocalization of each
probe (RGFP signal) with the mitochondrial dye tetramethylrhodamine methyl ester (TMRM) in living
cells treated for 24 h with Shield1. Note the loss of TMRM staining in a cell with high levels of Probe 1,
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and the expected cytosolic localization of Probe 3. (C) Quantitative analysis of the bioluminescent
signals emitted by Probes 1-3 in HEK293T cells with and without Shield1 and/or CCCP treatment (24
h), following the addition of CLZ400A. n = 6 wells from one of three independent experiments. (D)
Silencing of key components of the presequence pathway with specific siRNAs attenuates the
bioluminescent signal of Probe 2, whereas downregulation of the TOM70 receptor of the carrier
pathway enhances the signal of this probe. n = 5 independent experiments. (E) Quantitative analysis of
the relative bioluminescent signal for Probe 2 in HEK293T cells cotransfected with various amounts of
plasmid encoding HSD17B10 (V5 epitope-tagged) and treated with CLZ400A. The western blot
illustrates HSD17B10 levels. n = 5 wells from one of at least three independent experiments. Results
are expressed as means £+ SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 versus vehicle/vehicle (c; two-way
repeated-measures ANOVA with Tukey’s post-hoc test), Control (D; one-way ANOVA with Dunnet’s
post-hoc test), or 1:0 ratio of Probe 2 to HSD17B10-V5 (E, two-way repeated-measures ANOVA with

Dunnet's post-hoc test). #p<0.05, ###p<0.001 versus Shield1/CCCP. Scale bar: 10 um.

Figure 3 Parkin modulates the mitochondrial presequence import pathway through its E3 ubiquitin-
protein ligase activity. Quantitative analyses of the relative bioluminescent signals for Probe 2 in cells
silenced for Parkin or PINK1 or coproducing Parkin (A) with or without large amounts of HSD17B10 (B),
showing the enhancement of import by normal Parkin but not by PD-linked or artificial (AUbl) variants
(C). Analysis of the impact of PINK1-dependent phosphorylation events and of the E3 ubiquitin-protein
ligase activity of Parkin on the facilitation of mitochondrial import (D-G). Relief of Parkin autoinhibition by
the activating W403A substitution, or by mimicking the PINK1 phosphorylation of Parkin UBL (S65E) (D)
or ubiquitin (S65D) (E) exacerbates the Parkin-dependent enhancement of the bioluminescent signal.
By contrast, non-phosphorylatable S65A Parkin or ubiquitin variants abolish the effect of Parkin. Ub
S65D mimics the effect of Parkin overproduction in a manner dependent on endogenous Parkin (F,

Parkin siRNA). (G) The lower intensity of the bioluminescent signal of Probe 2 observed with the lysine-
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less Ub KO variant indicates that the effect of Parkin is mediated by polyubiquitylation. (H) The
mitochondrial ubiquitin-specific protease USP30 antagonizes the effect of Parkin, whereas the inactive
C77A USP30 variant has no effect. n = 3-6 independent experiments. Results are expressed as means
+ SEM. Data were analyzed by one-way (A,C,D) or two-way ANOVA (B,E-H) with Dunnet’s (A,C,F,G)
or Holm-Sidak’s (B,D,E,H) post-hoc tests. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. ns: non-significant. The
schematic diagram illustrates Parkin with its main domains and the location of the PD-linked (yellow

circles) or artificial (blue circles) variants examined.

Figure 4 Defects of the mitochondrial preimport pathway in fibroblasts from a subset of PD patients with
PARK2 mutations are rescued by phosphomimetic ubiquitin. (A,B) Mean bioluminescent signal for
Probe 1 in control individuals and PARK2/PINK1 patients (A) or a subset of PARKZ2 patients (B),
showing a weaker signal in Patients 1-3, associated with presence of the partially functional R42P
substitution. The numbers on the graphs indicate the mean signals for individual patients, as presented
in Supplementary Table 1, with n = 4-6 independent experiments. (C) The overproduction of
phosphomimetic Ub S65D normalizes the signal in cells from Patient 3 to a level similar to that in the
cells of Control 1. Exogenous Parkin has a similar, but weaker effect. n = 4 wells from one of two
independent experiments. Results are expressed as means + SEM. **p<0.01, or not significant (ns)
versus control individuals (A, Student’s t test) or the conditions indicated (B,C, one-way ANOVA with

Dunnet's (B) or Holm-Sidak’s (C) post-hoc tests).

Figure 5 Model illustrating facilitation of mitochondrial protein import by the PINK1 kinase-driven Parkin
ubiquitin ligase. Under physiological reductions in mitochondrial protein import efficiency, the PINK1
kinase associates with the TOM complex and activates Parkin by phopshorylating the Ser65 residues of
Parkin and ubiquitin. By ubiquitylating targets on the outer mitochondrial membrane, possibly the

receptors TOM20 and/or TOM70, Parkin facilitates the import of proteins targeted to mitochondria by a
24



629 classical MTS and the TOM20 receptor. The mitochondrial ubiquitylase USP30 antagonizes the
630  PINK1/Parkin-dependent ubiquitylation and protein import facilitation. Mutations in PARK2 or PINK1
631 impair the PINK1/Parkin system and its regulatory effect on mitochondrial protein import, contributing to

632  the pathophysiology of autosomal recessive PD.
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1 Supplementary Table 1 Characteristics of the donors of the primary skin fibroblasts used in the study

Individual Age Sex Gene Mutation(s) Protein
c.[(871+1_872-1)_(1083+1_1084-
Patient 1 46 F PARK2 p.[Ala291ValfsX8];[Arg42Pro]
1)del];[125G>C]
c.[(871+1_872-1)_(1083+1_1084-
Patient 2 40 F PARK2 p.[Ala291ValfsX8];[Arg42Pro]
1)del];[125G>C]
c.[(871+1_872-1)_(1083+1_1084-
Patient 3 51 F PARK2 p.[Ala291ValfsX8];[Arg42Pro]
1)del];[125G>C]
c.[(534+1_535-1)_(618+1_619-
Patient 4 50 M PARK2 p.[Gly179_Ala206del];[Cys441Arg]
1)del];[1321T>C]
c.[(412+1_413-1)_(534+1_535-
Patient 5 45 F PARK2 p.[Ala138GlyfsX7];[Asn52MetfsX29]
1)del];[155delA]
c.[(171+41_172-1)_(734+1_735-
Patient 6 37 F PARK2 p.[Asn58GlufsX29];[Asn58_GIn178del]
1)del];[171+1_172-1)_534+1_535-1)del]
c.[(7+1_8-1)_(171+1_7172-
Patient 7 65 M PARK2 p.[Val3GlufsX3];[GIn34ArgfsX5]
1)del];[101_102delAG]
Patient 8 53 F PINK1 ¢.[1366C>T];[1366C>T] p.[GIn456*];[GIn456*]
Control 1 53 M - No mutation Normal
Control 2 32 F - No mutation Normal
Control 3 54 M - No mutation Normal
Control 4 65 F - No mutation Normal
Control 5 64 F - No mutation Normal
Control 6 52 M - No mutation Normal




3

Supplementary Table 2 Antibodies used for western blotting

Primary antibodies

Type Company Catalog # Host
c-Myc Santa Cruz sc-40 Mouse
a-tubulin Abcam ab7291 Mouse
a-tubulin Abcam ab18251 Rabbit
MPPB Proteintech 16064-1-AP Rabbit
TOM20 Abcam ab56783 Mouse
TOM70 Abcam ab106193 Mouse
Parkin Millipore mab5512 Mouse
Flag Sigma F1804 Mouse
V5 Abcam Ab27671 Mouse
TIM23 BD Biosciences 611223 Mouse
Mfn2 abcam ab50838 Rabbit
Total OxPhos Invitrogen 458099 Mouse
Ubiquitin Santa Cruz sc-8017 Mouse
HSD17B10 abcam ab10260 Mouse
Secondary antibodies
IRDye 800CW-conjugated anti- Li-Cor 926-32211/926-32210 Goat
mouse/rabbit
IRDye 680RD-conjugated anti-
Li-Cor 26-68071/926-68070 Goat
mouse/rabbit
Horseradish peroxidase-conjugated Jackson 115.035.146/111.035-144 Goat

anti-mouse/rabbit

ImmunoResearch




5  Supplementary Table 3 Sequence of primers used for quantitative RT-PCR analysis

Gene RT-PCR forward primers RT-PCR reverse primers

PARK2 5-CGCAACAAATAGTCGGAAC-3’ 5-GAGGGTCGTGAACAAACTG-3
PINK1 5-GCAGCTACCAAGAGGCTCAG-3’ 5-CACCCCAGAGGCTTAGATGA-3
ACTB 5-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3’ 5-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3
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Supplementary figure legends

Supplementary Figure 1 Validation of Probe 2 in HEK293T cells. (A) Western blot analyses of total cell
fractions, illustrating the downregulation of molecular components of mitochondrial import pathways by specific
siRNAs. (B) Silencing of TOM20, TOM70, TIM23 and MPP does not affect the abundance of other markers of
mitochondrial subcompartments (Mfn2: mitochondrial outer membrane, ATP5a1: mitochondrial inner membrane,
HSD17B10: mitochondrial matrix). Loading control: -tubulin. Representative western blots and corresponding
quantifications, illustrating (C) the localization of Probe 2 in trypsin-digested mitochondrion-enriched fractions
from cells treated with Shield1 and the absence of a signal following CCCP treatment; and (D) stabilization of the
probe by Shield1 and proteasome inhibition (MG132) in total cell fractions. Loading controls:  subunit of MPP
(MPP) and -tubulin. Results are expressed as means £ SEM, with n = 3 independent experiments. Data were
analyzed by one-way (B) or two-way ANOVA (C,D) with Dunnet's (B,D) or Holm-Sidak’s (C) post-hoc tests.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Supplementary Figure 2 Parkin modulates the mitochondrial presequence import pathway in HEK293T cells.
(A) Efficiency of PARK2 and PINK1 silencing with specific siRNAs, as shown by quantitative RT-PCR. n = 3
independent experiments. (C) BRET signal of Probe 2 in control cells or cells coproducing Parkin, normalized
against probe fluorescence (left graph) or MitoTracker Deep Red staining intensity (right graph). (C-K) Western
blot analyses of total cell fractions, illustrating the overproduction of each protein of interest in the experiments
presented in Fig. 3; (K) illustrates the relative levels of USP30-Flag and USP30 C77S-Flag. Loading control: -
tubulin. Results are expressed as means + SEM. Data were analyzed with Student’s t test (A) or two-way

repeated-measures ANOVA with Dunnet’s post-hoc test (B). *p<0.05, ***p<0.001.

Supplementary Figure 3 Validation of Probe 1 in human primary fibroblasts (Control 1). (A) Quantitative analysis
of BRET signals in cells with and without Shield1 and/or CCCP (24 h) treatment, following the addition of
CLZ400A. n = 8 wells from one representative experiment. (B) Representative fluorescence images and higher
magnifications (framed regions in the overlay) showing the colocalization of Probe 1 (RGFP signal) and TMRM

signals in living cells treated for 24 h with Shield in fibroblasts from a control individual (Control 1) and a PARK?2



33 patient (Patient 3). Scale bar: 10 um. Results are expressed as means + SEM. **p<0.01 versus vehicle/vehicle;

34 ##p<0.01 versus Shield1/CCCP (A, two-way repeated-measures ANOVA with Tukey’s post-hoc test).
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i VPS13C: un nouveau géne impliqué dans les formes
autosomiques récessives, dont la perte de fonction affecte la

mitochondrie

Article 4: Loss of VPS13C fonction in autosomal-recessive parkinsonism
causes mitochondrial dysfunction and increases PINK1/Parkin-dependent
mitophagy (Am J Hum Genet. 2016 Mar 3;98(3):500-13)

Dans le cadre d’'une grande étude collaborative impliquant le consortium
international IPDGC (International Parkinson Disease Genomics Consortium) notre
équipe a récemment identifi€ un nouveau gene dont les mutations sont a I'origine de
formes autosomiques récessives de la maladie de Parkinson : VPS13C (vacuolar
protein sorting 13 homolog C). Des mutations hétérozygotes composites de ce gene
ont été retrouvées chez trois individus appartenant a des familles distinctes avec des
phénotypes trés comparables (syndrome akinéto-rigide, associé a une bonne
réponse a la L-Dopa et a une dégénérescence rapide et agressive). L’implication de
ce type de protéine dans le trafic vésiculaire a déja été mise en évidence suggérant
implication possible de Vps13C dans ce processus [Dhungel et al, 2015].
Cependant, nous montrons dans cette étude que Vps13C est également retrouvée
dans des fractions mitochondriales lors d’un fractionnement par gradient de
sucrose ; nous nous somme alors posés la question de savoir si elle pouvait étre

reliée aux fonctions de la voie PINK1/Parkine.

Au cours de cette étude, jai démontré que la perte de fonction de Vps13C
dans des cellules de mammifére a un impact majeur sur la physiologie
mitochondriale. Elle conduit en effet a une diminution du potentiel de membrane
mitochondrial et de la complexité du réseau mitochondrial, ainsi qu’a une

augmentation de la respiration de ces organites.

Egalement, lors d’'un stress mitochondrial engendré par un traitement au

CCCP, la perte de fonction de Vps13C est a l'origine d’'une accumulation anormale

170



de PINK1 au niveau mitochondrial, induisant un recrutement massif de la Parkine et

in fine, & une augmentation de la mitophagie.

En conclusion, ce papier identifie pour la premiere fois la protéine Vps13C
comme une protéine essentielle a la physiologie mitochondriale, ou I'activation de la
voie PINK1/Parkine mise en évidence lors de son absence pourrait étre la cause
d’une altération mitochondriale due & une baisse AW™". Nous ne pouvons cependant
pas exclure un éventuel réle de régulateur négatif de Vps13C dans la voie
PINK1/Parkine. Ces résultats préliminaires restent cependant a confirmer en
développant des modéles animaux, ce qui permettraient de disséquer les
mécanismes par lesquels la perte de fonction de VPS13C affecterait la physiologie

mitochondriale et potentiellement la survie des neurones dopaminergiques.

171



ARTICLE

Loss of VPS13C Function in Autosomal-Recessive
Parkinsonism Causes Mitochondrial Dysfunction and
Increases PINK1/Parkin-Dependent Mitophagy

Suzanne Lesage,!.2.3425 Valérie Drouet,!.23:425 Elisa Majounie,>25 Vincent Deramecourt,®
Maxime Jacoupy,!234 Aude Nicolas,!234 Florence Cormier-Dequaire,!,2:3,4.7

Sidi Mohamed Hassoun,!.2:34 Claire Pujol,!2:3# Sorana Ciura,!/%23# Zoi Erpapazoglou,!.2.34
Tatiana Usenko,!.23.4 Claude-Alain Maurage,® Mourad Sahbatou,® Stefan Liebau,® Jinhui Ding,>
Basar Bilgic,'© Murat Emre,'© Nihan Erginel-Unaltuna,!! Gamze Guven,!! Francois Tison,!?
Christine Tranchant,!?> Marie Vidailhet,!.2.3.414 Jean-Christophe Corvol, %2347 Paul Krack,!>
Anne-Louise Leutenegger,'6:17 Michael A. Nalls,> Dena G. Hernandez,> Peter Heutink,!8

J. Raphael Gibbs,> John Hardy,'® Nicholas W. Wood,!® Thomas Gasser,!8 Alexandra Durr,12.3,4,20
Jean-Francois Deleuze,?! Meriem Tazir,2?2 Alain Destée,23 Ebba Lohmann,!%.2¢ Edor Kabashi,! 234
Andrew Singleton,> Olga Corti,!.2.34* Alexis Brice,1.2:3420,* French Parkinson’s Disease Genetics Study
(PDG), and the International Parkinson’s Disease Genomics Consortium (IPDGC)

Autosomal-recessive early-onset parkinsonism is clinically and genetically heterogeneous. The genetic causes of approximately 50% of
autosomal-recessive early-onset forms of Parkinson disease (PD) remain to be elucidated. Homozygozity mapping and exome
sequencing in 62 isolated individuals with early-onset parkinsonism and confirmed consanguinity followed by data mining in the
exomes of 1,348 PD-affected individuals identified, in three isolated subjects, homozygous or compound heterozygous truncating
mutations in vacuolar protein sorting 13C (VPS13C). VPS13C mutations are associated with a distinct form of early-onset parkinsonism
characterized by rapid and severe disease progression and early cognitive decline; the pathological features were striking and reminiscent
of diffuse Lewy body disease. In cell models, VPS13C partly localized to the outer membrane of mitochondria. Silencing of VPS13C was
associated with lower mitochondrial membrane potential, mitochondrial fragmentation, increased respiration rates, exacerbated
PINK1/Parkin-dependent mitophagy, and transcriptional upregulation of PARK2 in response to mitochondrial damage. This work sug-
gests that loss of function of VPS13C is a cause of autosomal-recessive early-onset parkinsonism with a distinctive phenotype of rapid
and severe progression.

Introduction

Parkinson disease (PD [MIM: 168600]) is a motor syn-
drome with variable combinations of akinesia, rigidity,
and rest tremor responding to levodopa. It is caused by
degeneration of the dopaminergic neurons in the sub-
stantia nigra pars compacta and is associated with Lewy
bodies, intraneuronal inclusions enriched in a-synuclein.
In recent years, our understanding of the pathophysiolog-
ical mechanisms underlying molecular defects in familial
forms of PD has greatly advanced. Three genes have been

conclusively associated with autosomal-dominant (AD)
forms of PD (SNCA [MIM: 163890], LRRK2 [MIM:
609007], and VPS35 [MIM: 601501]) and eight genes
(PARK2 [MIM: 602544], PINK1 [MIM: 608309], DJ-1
[MIM: 602533], ATP13A2 [MIM: 610513], FBXO7 [MIM:
605648], PLA2G6 [MIM: 603604], SYNJ1 [MIM: 604297],
and DNAJC6 [MIM: 6083735]) with early-onset (EO) auto-
somal-recessive (AR) forms.! EO AR parkinsonism is clini-
cally and genetically heterogeneous: mutations in PARKZ,
PINK1, and DJ-1 cause phenotypes similar to idiopathic
PD with good and prolonged response to dopaminergic
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therapy. Other EO AR PD-associated genes cause more
severe disease, a poor response to levodopa, and additional
clinical signs, such as dystonia and cognitive impairment.'
Mutations in PARK2 and PINKI are the most common
cause of EO AR PD, accounting for ~50% and 4% of familial
cases in Europe, respectively.”* A significant proportion of
cases remain genetically unexplained.

EO AR PD is linked to mitochondrial dysfunction.
The mitochondrial kinase PINK1 and the E3 ubiquitin-
protein ligase Parkin cooperate in mitochondrial quality
control.* They promote the removal of dysfunctional
mitochondria in a process termed mitophagy that might
also involve FBXO7.*” In addition, they play a role in a ve-
sicular trafficking pathway targeting damaged mitochon-
drial components to the lysosome.® To identify additional
PD-associated genes involved in AR EO parkinsonism, we
performed homozygosity mapping and exome sequencing
in consanguineous PD families and isolated individuals
and used data mining in the exomes of 1,348 unrelated
PD-affected individuals. Five truncating mutations in
vacuolar protein sorting 13C (VPS13C [MIM: 608879]) were
identified in three unrelated PD-affected isolated indi-
viduals. We provide evidence that depletion of VPS13C ex-
acerbates mitochondrial vulnerability to stress.

Subjects and Methods

Participants

Gene Discovery Cohort

We selected nine PD-affected families (with two or more affected
siblings) and 43 unrelated isolated individuals according to the
following criteria: (1) diagnosed by neurologists according to the
UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank (PDSBB) clinical diag-
nostic criteria’ and onset <55 years in at least one affected family
member; (2) with no mutations in known PD-associated genes;
and (3) with confirmed consanguinity (inbreeding coefficient
F+0 computed with the FEstim program®). Sixteen families or iso-
lated subjects were European, 16 North African, 19 Turkish, and 1
Lebanese. A total of 66 PD-affected individuals (23 family members
and 43 isolated subjects) and 39 unaffected relatives were included
for the genome-wide screen study. 62 affected and 10 unaffected in-
dividuals were subsequently selected for whole-exome sequencing.
Validation Cohort

Exome data were obtained from a series of 1,348 additional PD-
affected individuals (99% unrelated, 99% of European ancestry,
60% males, mean age at onset 41.7 + 11.0 years), including 249
French PD-affected probands (57% males, age at onset < 40 years,
50 individuals with atypical forms of parkinsonism) recruited by
the French network for the study of PD genetics (PDG) and 530
matched control subjects (95% of European ancestry, 65% males,
mean age at examination: 45.1 = 10.7 years) from the Interna-
tional Parkinson Disease Genomics Consortium (IPDGC).

100 Turkish control subjects without family history of PD (43%
males; mean age at examination, 60.4 + 13.9 years) served to
check for the absence of the identified variant in family A, which
originated from Turkey.

A flow diagram detailing the selection criteria of PD-affected
individuals and control subjects and the different experimental
steps of the study is provided (Figure S1).

Study Approval

Informed consent was obtained from all participants, and the ge-
netic studies were approved by local ethics committees (INSERM,
CCPPRB du Groupe Hospitalier Pitié-Salpétriere, Paris, France).

Neuropathological Assessment

The autopsy of the affected individual II-1 in family B (Figure 1)
was performed approximately 36 hr post mortem. Brain tissues
were fixed for 6 weeks in 10% buffered formalin, extensively
sampled, and processed as previously described.” Immunohis-
tochemistry was performed by a Ventana Benchmark automate.
We used hematoxylin-eosin staining for histopathology. For
immunochemistry, the antibodies used were: anti-Tau (in-house
AD2,'"’ 1 ng/mL), anti-B-amyloid (4G8, 1:1,000, Sigma), anti-
a-synuclein (LB509, 1:500, Abcam), anti-ubiquitin (1:1,000,
Dako), anti-TDP-43 (1:500, Protein Tech), and anti-glial fibrillary
acid protein (GFAP, 1:20,000, Dako). The degree of neuronal
loss and the frequency of a-synuclein-immunoreactive and
other inclusions were determined semiquantitatively by visual
inspection, in comparison to brains of three age-matched con-
trols (two males and one female) from the Lille Neurobank
collection.

Molecular Studies

Whole-Genome Homozygosity Linkage Mapping

Genome-wide screens were performed on all available affected
(n = 66) and unaffected (n = 39) individuals from the gene
discovery cohort using the Illumina HumanCytoSNP-12 v2.1
DNA Analysis BeadChip microarrays that contain ~300,000
SNPs and ~1,300 markers of common copy-number variations
(CNVs). Homozygosity tracks (>2 Mb) were visualized with
the Homozygosity Detector module and CNV with the Illu-
mina cnvPartition module. The inbreeding coefficients F were
computed with the FEstim program.® Samples from individuals
with confirmed consanguinity (F#0) were subjected to exome
sequencing.

Whole-Exome Sequencing

Exons from 62 affected (19 relatives and 43 isolated individuals)
and 10 unaffected family members from the gene discovery cohort
and all the 1,348 affected and 530 control individuals from the
validation cohort were captured using different exome enrich-
ment Kits from fragmented genomic DNA and sequenced as indi-
cated in Table S1. 10-fold mean sequencing depth was achieved in
96.4% and 88.8% of baited regions in PD-affected individuals and
control subjects, respectively, and 30-fold mean sequencing depth
was achieved across ~75% of targeted regions.

Human reference sequence UCSC hg19 was used for sequence
alignment and variant calling with the Burrows-Wheeler
Aligner'' and the Genome Analysis Toolkit.'"> PCR duplicates
were removed prior to variant calling using Picard software. Vari-
ants were annotated with ANNOVAR software'® (exomes from
validation cohort) or SnpEff and SnpSift programs (exomes from
gene discovery cohort). Data were analyzed with Ingenuity
Variant Analysis (IVA) TM software from Ingenuity System. Effects
on mRNA splicing by putative splice variants (+5 base pairs
around splice junctions according to IVA threshold) were analyzed
with Splice Site Finder, MaxEntScan, NNsplice, Genesplicer, and
Human Splicing Finder,'*"'® all included in Alamut v.3 software.
The human VPS13C protein and its closest homologs were aligned
with Alamut v.3 software, computed by Ensemb], and aligned with
MUSCLE.
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Figure 1. Identification of VPS$13C Mutations

(A) Pedigrees of families with VPS13C mutations. Black symbols represent individuals with PD, open symbols, those unaffected. Arrows
point to probands who underwent whole-exome sequencing. Abbreviations are as follows: AE, age at examination; AD, age at death;

AO, age at onset.

(B) Schematic representation of VPS13C and its variations. VPS13C spans 208 kb and contains 86 exons encoding a 3,753-amino
acid protein with a chorein domain at its N terminus, a DUF1162 domain of unknown function, and a putative autophagy-related
domain. The five variations found in the three probands are indicated. Numbers above the gene identify the exons containing
VPS13C variations. Alternative splicing a and b represent skipping of exons 6+7 and of exon 82, respectively. Transcripts 1A, GenBank:
NM_017684.4: splicing a + b; 2A, GenBank: NM_020821.2: splicing b; 1B, GenBank: NM_018080.3: ends at exon 82; 2B, GenBank:

NM_001018088.2: splicing a and ends at exon 82.

An in-house pipeline crossed the output data from IVA and
Homozygosity Mapping to filter and identify the variants of
interest (Figure S2). These variants were visualized with the Broad
Institute Integrative Genomics Viewer (IGV) and verified by bidi-
rectional Sanger sequencing using primers designed with Primer3
(Table S2) on an ABI 3730 automated sequencer (Life Technolo-
gies). Sanger sequencing confirmed the absence of mutations in
origin-matched controls and determined the genetic status of
unaffected relatives. Mutation nomenclature follows Human
Genome Variation Society (HGVS) recommendations: the longest
VPS13C transcript 2A cDNA nucleotides (“c.”) are numbered
from the adenine of the first ATG translation initiation codon as
nucleotide +1 (reference sequence GenBank: NM_020821.2).

Splicing Defect Analysis by RT-PCR

Keratinocytes from affected individual V-2 in family A or
peripheral blood lymphocytes from affected individual II-1 in
family C (Figure 1) were used for splicing defects analyses.
Hair follicles were plucked under sterile conditions and cultured
in flasks coated with MG (1:10, Corning). Keratinocytes were
grown on 20 mg/mL collagen IV (Sigma-Aldrich)-coated dishes
containing EpiLife medium with the HKGS supplement (Life
Technologies). Total RNA extraction was carried out with
the RNeasy Kit (QIAGEN), according to the manufacture’s
manual. RNA (250 ng) was reverse transcribed into cDNA using
iScript reverse transcription supermix (Bio-Rad). Primers are
listed in Table S2. RT-PCR products were Sanger sequenced
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directly or after sub-cloning into the pJET1.2/blunt vector
(Thermo Scientific).

Studies in Mammalian Cells

Mammalian Expression Vectors, siRNAs, Cell Culture, and Transfection
COS-7 and HEK293T cells were grown in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium + Glutamax (Life Technologies) supplemented
with 10% goat serum (Life Technologies) and 1% penicillin-strep-
tomycin (Life Technologies). Cells were plated, at 80% conflu-
ence, on glass coverslips (Thermo Scientific) in 24-well cell plates
for immunofluorescence, 6-well plates for qPCR, 10-cm Petri
dishes for subcellular fractionation by differential centrifugation
and for the mitochondrion isolation kit, or 75-cm? flasks for
continuous sucrose gradient and Percoll gradient purification.
Cells were co-transfected with siRNAs (15 to 30 nM) and expres-
sion vectors using Lipofectamine 2000 (Life Technologies), in an
antibiotic-free medium, according to the manufacturer’s instruc-
tions. The siRNA used were: Hs_VPS13C_5 and Hs_VPS13C_6
(siVPS13C, QIAGEN); PINK1 stealth siRNAs (siPINK1, Invitrogen);
and AllStars negative control siRNA (siControl, QIAGEN).
Their efficacy was controlled by quantitative real-time RT-PCR
(Figure 5F). The expression vectors were: pcDNA3-HA-PARK2,
pcDNA3-HA-PINK1, pcDNA3-HA,'” and pEGFP-C1 (Life Technol-
ogies). Where indicated, the cells were incubated with 10 pM
CCCP (Sigma).

Subcellular Fractionation, Trypsin Digestion Assay, and Western Blot
Analyses

For sucrose density gradient, confluent HEK293T cells from five
75-cm? flasks were harvested and disrupted with a Dounce homog-
enizer (80 manual strokes) in 10 mM Tris-HCI buffer (pH 7.6)
containing 10% w/v sucrose, 10 mM ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA), 0.5 mM dithiothreitol (DTT), supplemented with
protease and phosphatase inhibitors (0.2 mM sodium orthovana-
date, 4 mg/mL sodium fluoride, 5.4 mg/mL B-glycerophosphate,
and Complete cocktail 1X - 11836145001, Roche). After three
centrifugations at 600 x ¢ for 5 min to remove cell debris, the
cell lysate was layered on a 20%-60% linear sucrose gradient in
Tris-HCl (pH 7.6) containing 10 mM EDTA, as previously
described.'® After 18 hr of centrifugation at 100,000 x g, succes-
sive 0.8 mL fractions were collected. Proteins were precipitated
on ice with 10% trichloroacetic acid, pelleted by centrifugation
at 13,000 x g for 45 min, and resuspended in 100 pL of loading
buffer (Tris 60 mM [pH 6.8], SDS 4%, B-mercaptoethanol 5%,
glycerol, and bromophenol blue).

Total protein fractions were obtained from cells lysed in 210 mM
mannitol, 70 mM sucrose, 5 mM Tris (pH 7.4), 0.2 mM EGTA,
0.1 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 0.1% BSA, and protease and phos-
phatase inhibitors after centrifugation at 600 x g for 5 min
at room temperature. Mitochondrion-enriched fractions were
obtained by differential centrifugation (HEK293T) or magnetic
isolation (COS-7) and digested with trypsin (Sigma), as previously
described.'”?

For isolation of pure mitochondria, cells were lysed in 250 mM
mannitol, 5 mM HEPES (pH 7.4), 5 mM EGTA with protease, and
phosphatase inhibitors and the crude mitochondrial fraction was
layered on top of a 30% Percoll gradient, as previously described.”’
Protein concentrations were determined with Bio-Rad protein
assays (Bio-Rad, 500-0006), based on the Bradford method. Sam-
ples were boiled in protein sample buffer, resolved by SDS-PAGE,
transferred onto a nitrocellulose membrane (Protran, Whatman),
and analyzed by Western blotting with selected primary and

secondary antibodies (Table S3). Membranes were incubated
with enhanced chemiluminescence substrate (Pierce); chemi-
luminescent and fluorescent signals were revealed on film (ECL,
Amersham Hyperfilm) or captured with Odyssey Imaging (Li-
COR) systems and quantified with ImageJ software (NIH). Total
or cytoplasmic fractions were normalized to a-tubulin, mitochon-
drial fractions to PMPCB. Three to six independent fractionation
experiments were quantified.

Analysis of Mitochondrial Respiration

Cellular oxygen consumption was measured via high-resolu-
tion respirometry (OROBOROS Oxygraph-2K) in a temperature-
regulated chamber at 37°C. Oxygen consumption was measured
in intact COS-7 cells at a density of 2.5 x 10° cells in 2 mL
of respiration assay medium (1x DMEM, GlutaMAX, GIBCO)
containing 4.5 g/L D-glucose and 4 mM L-glutamine, by sequen-
tial additions of 1 pg/mL oligomycin, 2.5 ptM CCCP, and 5 pM
rotenone/10 uM antimycin A. We determined the following
mitochondrial parameters: basal oxygen consumption (= basal
cellular respiration — non-mitochondrial respiration), proton
leak (= oligomycin-inhibited respiration — non-mitochondrial
respiration), maximal respiratory capacity (= maximal un-
coupled respiration — non-mitochondrial respiration), reserve
respiratory capacity (= maximal uncoupled respiration — basal
respiration), and non-mitochondrial respiration (rotenone/anti-
mycin A-inhibited respiration). Cells were then lysed to quantify
the protein content using the Bradford reagent, which was used
to normalize the oxygen consumption data. The results were
expressed in pmol of Oz/s/mg of total protein.

Immunostaining, A9 mt, Respiration, Mitochondrial Morphology, and
Parkin-Dependent Mitophagy

Immunocytochemical stainings were performed as described
previously with the antibodies and dilution conditions indicated
in Table S3. Changes in AWmt were evaluated with the poten-
tiometric dye tetramethylrhodamine methyl ester (TMRM) as
described.’” Mitochondrial morphology was analyzed on
COS-7 cells immunostained for the Beta subunit of the mito-
chondrial processing peptidase (PMPCB) using an image-process-
ing algorithm and two descriptive parameters to assess mito-
chondrial length and branching: aspect ratio, calculated as the
ratio between major and minor axes of each mitochondrial ob-
ject, representing its length; and form factor, calculated as perim-
eter?/(4m X area), representing a combined evaluation of the
length and degree of branching of the mitochondrial
network.”"?* For Parkin-dependent mitophagy, cells were immu-
nostained for PMPCB or the outer mitochondrial membrane
protein TOMM20 and quantified as described.!” Images were ac-
quired with an Olympus FV-1000 confocal microscope (x60 oil
immersion objective, NA 1.35) and analyzed with ImageJ anal-
ysis software (NIH).

Quantitative Real-Time RT-PCR

To demonstrate the efficiency of the siRNA-mediated silencing of
endogenous VPS13C in HEK293T cells, total RNA was isolated
from cells transfected with control or VPS13C or PINKI siRNA
using the RNeasy plus Mini Kit (QIAGEN) and QIAshredder
(QIAGEN). RNA from each sample (500 ng) was reverse transcribed
into cDNA using iScript reverse transcription supermix (Bio-Rad).
Real-time PCR was performed with the LightCycler 480 System
(Roche Applied Science) and SsoAdvanced Universal SYBR Green
Supermix (Bio-Rad). Results were analyzed with LightCycler 480
sw 1.5 quantification Software (Roche Applied Science). Beta-actin
(ACTB) was used as the reference gene for normalization. Primers
are listed in Table S2.
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Statistical Analysis

Statistical significance was established at p < 0.05 and determined
with an unpaired t test in Figures 4A (Aspect Ratio) and S6A;
matched t test in Figures 4C, 5B, and 5D; Mann-Whitney-
Wilcoxon test in Figure 4A (Form Factor); one-way ANOVA in Fig-
ures 6 and S5; or two-way ANOVA in Figures 4B, SE, and SF.

Results

Truncating Mutations in VPS13C Cause AR
Parkinsonism
Genome-wide screens in an initial series of 66 affected and
39 unaffected subjects using DNA microarrays identified a
mean of 16.3 regions of homozygosity > 2 Mb on the 22
autosomes of each consanguineous individual (gene dis-
covery cohort). No rare deleterious large genomic rear-
rangements were detected. Exomes were subsequently
sequenced in the 62 affected individuals with confirmed
consanguinity (inbreeding coefficient F#0) and 10 unaf-
fected family members to identify homozygous variants
which: (1) in priority, would disrupt the protein function
(frameshifts, stop codons, or splicing variants); (2) were
rare (minor allele frequency [MAF] < 1%) in dbSNP137,
the National Heart Lung and Blood Institute (NHBLI),
Exome Sequencing Project (ESP) database, and the 1000
Genomes Project; (3) were shared by affected siblings
when available; (4) were heterozygous in parents and/or
heterozygous or wild-type in unaffected siblings when
available; (5) fell within homozygous intervals; and (6)
were absent in the homozygous state from DNA of 530
controls. We identified rare or undescribed homozygous
truncating variants within 32 genes, each found in a single
affected individual with consanguinity that fulfilled all
these prioritization criteria (Table S4). We screened these
candidate genes for additional homozygous or compound
heterozygous mutations in a validation cohort. VPS13C
(also known as KIAA1421; GenBank: NM_020821.2) on
chr15g22 was mutated in a consanguineous Turkish
PD-affected individual (V-2 in family A) from the gene dis-
covery cohort and in two additional French PD-affected
isolated individuals (II.1 in family B and II.1 in family C)
from the validation cohort (Figure 1A). In addition, we
identified a total of 80 rare (MAF < 1% in public databases)
single heterozygous mostly nonsynonymous variants in
VPS13C from the validation cohort, including 14 present
in at least one of the 530 European control subjects (Table
§5). No additional homozygous or compound heterozy-
gous variants were found in the 31 other candidate genes.
The affected individual V-2 in family A harbored a
homozygous splice-site mutation ¢.8445+2T>G, intron
61 in VPS13C confirmed by Sanger sequencing; eight
unaffected relatives, including the mother, had hetero-
zygous ¢.8445+2T>G mutations or wild-type sequences
(Figures 1A and S3A). Affected individuals in families
B and C were compound heterozygotes (Figures 1A,
S3B, and S3C): the affected individual II-1 in family
B with c.[806_807insCAGA];[ 9568G>T], p.[Arg269Serfs*

14];[Glu3190*] variants; the affected individual II-1 in
family C with c.[4165G>C];[4777delC], p.[Gly1389Arg];
[GIn1593Lysfs*7] variants. Direct sequencing of VPS13C
in the three unaffected siblings (II-2, II-3, and II-4) in fam-
ily B and the unaffected mother (I-1) in family C showed
that they all carried heterozygous mutations or wild-type
alleles (Figures 1A and S3), indicating that all variations
were located on different alleles. The five VPS13C variants
were absent from dbSNP137, 1000 Genomes Project, EVS
(Table S6A), Exome Aggregation Consortium (ExAC) data-
bases (Table S6B), and our European control exomes,
except for the missense p.Gly1389Arg variant found on
one control chromosome. In addition, the ¢.8445+2T>G
mutation was absent from 200 Turkish control chromo-
somes. No disruptive bi-allelic variants were found in our
530 control subjects; one disruptive homozygous variant
(rs199602573) was found in the EVS database and ExAC
populations (1/6,246 and 2/61,547, respectively), indi-
cating that VPS13C homozygous disruptive variants are
extremely rare in non-PD-affected populations (Tables S6
and S7).

The c.4165G>C and c.8445+2T>G mutations were
predicted in silico to modify donor splice sites, one base
upstream and two bases downstream, respectively, of splice
junctions (Figure S4A). Reverse-transcription PCR analysis
of potential splicing defects confirmed the predictions
(Figure S4B). RNA from the homozygous individual of
family A showed at least three shorter transcripts, lacking
up to 231 nucleotides at the end of the exon 61. In the sub-
ject with the heterozygous variant, shorter transcripts were
barely visible, probably due to a high instability of these
aberrant RNAs. In family C, the longer transcript was
found in the subject with the heterozygous variant, con-
taining 14 additional nucleotides from intron 37.

VPS13C contains 86 exons spanning a 208-kb genomic
region and has two main transcript variants, 1A (GenBank:
NM_017684.4) and 2A (GenBank: NM_020821.2) (Fig-
ure 1B). Although the transcript 1A, lacking exons 6 and 7
and encoding a 3,710-amino acid protein, is expressed in
most tissues, including brain and peripheral blood cells,
the longest transcript 2A encodes a brain-specific 3,753-
amino acid protein.”® Two additional isoforms with un-
characterized expression pattern are reported in Ensembl
(GenBank: NM_018080.3 and NM_001018088.2) and lack
the last four exons. All the isoforms contain the splice site
variants found in families A and C. VPS13C contains a
chorein domain at its N terminus, a DUF1162 domain of
unknown function, and a putative autophagy-related
domain (Figure 1B). Except for the ¢.8445+2T>G variant,
which is located in the DUF1162 domain, none of the
variants were found in the predicted domains.

Clinical and Pathological Characteristics of Affected
Individuals Harboring VPS13C Mutations

The three affected individuals harboring VPS13C muta-
tions had early disease onset (25 to <46 years) and typical
parkinsonism (akineto-rigid syndrome, rest tremor, good
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Table 1.

Clinical Characteristics of Affected Individuals Harboring VPS13C Mutations

V-2 from Family A

1I-1 from Family B

II-1 from Family C

Origin
Consanguinity
Gender

Age at onset (years)

Symptoms at onset

Response to levodopa

Complications with treatment

Evolution

Atypical symptoms associated

Cerebral MRI

Turkish

yes
female
<46

depression; asymetric akineto rigid
syndrome; no dystonia

yes, partial

no motor fluctuation nor dyskinesia

severe with early cognitive

decline with spatial disorientation
(MMSE 21), slurred speech and
hallucinations at the age of 51; axial
symptoms (postural instability, FOG,
and falls) and dysautonomia with
urinary incontinence at the age

of 54; bedridden, unable to speak,
apathetic, confused, cachexic with
dysphagia at the age of 58

brisk tendon reflexes on the lower
limbs but no pyramidal syndrome

asymmetric atrophy in frontal,

French
no
male
33

asymetric akineto rigid syndrome
and rest tremor; limb dystonia

yes, at early stage

fluctuation and dyskinesia, ICD,
somnolence

severe with early cognitive decline
(MMSE 18 at the age of 40); axial
symptoms (FOG at the age of 35,
falls at the age of 39); dysautonomia
(at the age of 35); bedridden at the
age of 43, death at the age of 49 of
aspiration pneumonia

motor neuron signs with pyramidal
syndrome and limb atrophy at late
stage

normal (performed at early stage)

French
no
female
25

asymetric akineto rigid syndrome;
limb dystonia

yes, at early stage (evaluated at 75%
initially)

no motor fluctuation nor dyskinesia

severe with early cognitive decline,
slurred speech before the age of 39;
severe axial symptoms at early
stage; bedridden at the age of 31;
gastrostomia at the age of 37.
Subject’s father died at 52 of a
pancreatic cancer

motor neuron signs with spastic
tetraplegia

normal (performed at early stage)

parietal, and temporal areas at the
expense of the left side

Abbreviations are as follows: ICD, impulse control disorder; MMSE, mini-mental state examination; FOG, freezing of gait.

levodopa response). Disease progression, however, was
particularly severe, with early cognitive decline, loss of
response to treatment, axial symptoms, and dysautono-
mia. Affected subjects were bedridden within 15 years of
clinical onset. Pyramidal signs and motor deficits were
observed in two affected individuals. Brain MRI was
normal early in the disease, and then bilateral atrophy
was observed in the frontal, parietal, and temporal lobes
(Table 1). Post-mortem examination of the brain of
the affected individual II-1 in family B, who died at age
49 of aspiration pneumonia, showed mild frontal
atrophy, including the primary motor area (Figures 2A-
2C). The pathology resembled diffuse Lewy body disease.
Alpha-synuclein and ubiquitin positive-Lewy bodies were
observed in the brainstem, limbic system, hippocampus,
and all cortical associative areas, including the parieto-
occipital region (Figures 2D-2F, Table S8). Tau-immunore-
active neurofibrillary tangles and neurites were seen in
the brainstem, hippocampus, and primary motor cortex
(Figure 2G, Table S8). There were no glial-, a-synuclein-,
AB-, or TDP-43-immunoreactive inclusions.

Loss of VPS13C Function Affects Mitochondrial
Morphology, Transmembrane Potential, and
Respiration

To investigate the function of VPS13C, we explored its
subcellular distribution in human HEK293T by sucrose

gradient fractionation (Figure 3A). VPS13C was enriched
in the low-density fractions 1 and 2 containing the early
endosomal marker EEA1 and most of the cytosolic protein
Parkin. VPS13C was also found in higher-density fractions
containing membrane and soluble markers of the Golgi
apparatus (GOLGA2), the ER (Calnexin, BiP), and mito-
chondria (TOMM70, PMPCB, PINK1). Here, it was most
abundant in fractions 8-10, containing the greatest pro-
portion of TOMM70 and PMPCB. The mitochondrial
localization of VPS13C was confirmed in mitochondrion-
enriched fractions and pure mitochondria from HEK293T
and COS-7 cells (Figures 3B and 3C). Limited trypsin
digestion of mitochondrion-enriched fractions caused
concomitant loss of VPS13C and the outer mitochondrial
membrane receptor TOMM70 under conditions preserving
the outer mitochondrial membrane channel TOMM40
and mitochondrial matrix enzyme PMPCB, indicating
that VPS13C is located on the mitochondrial surface
(Figure 3C).

We then investigated the impact of loss of VPS13C
function on mitochondrial morphology, transmembrane
potential, and respiration, reported to be affected in
models of PINKI or PARK2 deficiency.”*** The siRNA-
mediated silencing of VPS13C in COS-7 cells reduced
VPS13C mRNA levels to no more than 25% of the control
condition (Figure S6) and was associated with perinu-
clear redistribution of mitochondria and mitochondrial
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Figure 2. Neuropathology in the Proband of Family B with c.[806_807insCAGA];[9568G>T] VPS13C Mutations Shows Abundant

a-Synucleinopathy

(A-C) Macroscopic appearance of the left hemisphere (fixed): lateral view (A); medial view (B); coronal section at the level of the cerebral

peduncle (C).

(D and E) Lewy bodies in pigmented neurons in the substantia nigra (D, arrow, hematoxylin-eosin [HE] staining) and the parietal

neocortex (E, arrowhead, HE staining).

(F) Representative image of a-synuclein immunoreactivity in the frontal cortex showing abundant Lewy bodies and neurites.
(G) Tau-immunoreactive neurofibrillary tangles in the primary motor cortex.

Scale bars for microscopic images represent 50 um.

fragmentation, as confirmed by quantitative image analysis
(Figure 4A). Evaluation of the mitochondrial transmem-
brane potential (A®mt) with the potentiometric dye tetra-
methylrhodamine methyl ester (TMRM) revealed a sig-
nificant decrease in the mean fluorescence intensity of
mitochondria in cells depleted of VPS13C (Figure 4B). The
AWmt decrease was accompanied by an increase in maximal
respiration rates and respiratory reserve, as assessed by high-
resolution respirometry in intact cells (Figure 4C). Similar
results were obtained in HEK293T cells (data not shown).

Loss of VPS13C Function Exacerbates PINK1/Parkin-
Dependent Responses to Mitochondrial
Depolarization

We further investigated the relationship between VPS13C
and PINK1 and PARK2, both at the transcript and protein
levels, with respect to their well-characterized response
to mitochondrial damage. PINK1 accumulates on mito-
chondria and recruits Parkin to initiate mitophagy in
response to mitochondrial dysfunction.* Mitochondrial
depolarization, triggered by the protonophore CCCP,
partially redistributed VPS13C from mitochondria to the
cytoplasm without significantly changing VPS13C tran-
script levels (Figures 5A, 5B, and SF, left); under these condi-
tions, PINK1 accumulated on mitochondria, as expected.“1
VPS13C silencing did not affect PINK1 levels under basal
conditions, but it exacerbated CCCP-induced mitochon-

drial accumulation of PINK1 without impacting PINKI
mRNA abundance (Figures 5C, 5D, and SF, middle). More-
over, VP§13C silencing enhanced mitochondrial transloca-
tion of Parkin triggered by CCCP (Figures 5C and SE). It also
upregulated Parkin protein abundance in the cytosol
without affecting PARK2 transcript levels at 3 hr of CCCP
treatment (Figures S5E and SF, right). PARK2 expression
increases in response to mitochondrial damage caused by
mitochondrial toxins, including CCCP.”**” Here, PARK2
transcript levels tended to be higher at 48 hr of CCCP treat-
ment (Figure 5F right). This response was significantly
enhanced after silencing of VPS13C or PINK1, suggesting
greater mitochondrial damage. PINK1 silencing was also
associated with downregulation of VPS13C transcript levels
under basal conditions (Figure SE left), an effect that was
reversed by PINK1 overproduction (Figure S5), indicating
the existence of multiple regulatory loops between
VPS13C, PARK2, and PINK1. Consistent with the above
described effects on PINK1 and Parkin, VPS13C silencing
exacerbated PINK1/Parkin-mediated mitophagy triggered
by CCCP in COS-7 cells, a model that we previously vali-
dated for the study of this process (Figures 6 and $6).'"*?

Discussion

This study establishes VPS13C mutations as a monogenic
cause of EO AR parkinsonism. Homozygous or compound
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heterozygous truncating mutations in three PD-affected
individuals, absent from or present in the heterozygous
state in available unaffected family members and in a
very large number of control subjects, strongly support
the pathogenicity of VPS13C in EO parkinsonism. We
identified three affected individuals harboring VPS13C
mutations and could not perform co-segregation analyses,
due to the lack of additional affected relatives in the cor-
responding families. However, the affected individuals
shared a specific, rare, and extremely distinctive pheno-
type consisting of EO parkinsonism with very rapid
progression and dementia, which argues strongly for the
pathogenicity of VPS13C mutations. The initial pheno-
type, EO parkinsonism and a good response to levodopa
treatment, is similar to that of PD-affected individuals
with PARK2, PINKI1, or DJ-1 mutations. However, the
affected individuals rapidly became bedridden because of
the worsening of motor dysfunction and loss of response
to treatment. Dysautonomia and pyramidal signs were
observed in two affected individuals, also distinguishing
the phenotype from the classical, slowly progressive EO
PD. The presence of numerous a-synuclein and ubiqui-
tin-positive-Lewy bodies in the brainstem, limbic system,
and many cortical areas was reminiscent of diffuse Lewy
body disease, consistent with a motor phenotype associ-
ated with dementia. a-synuclein Lewy bodies are absent
in most PD-affected individuals with PARK2 mutations,>®
but were observed in the single autopsy case subject with
PINK1 mutations reported.”” Tau-immunoreactive neurofi-
brillary tangles and neurites were also observed in case
subjects with PARK2 mutations.”® These features define
VPS13C-associated EO parkinsonism as a clinical, patho-
logical, and genetic entity belonging to the group of
synucleinopathies. In addition, our study also provides

membrane channel TOMM40 and the
matrix marker PMPCB are preserved.

31 potential candidate genes harboring disruptive homo-
zygous mutations in a single PD-affected individual. How-
ever, genetic replication and functional validation are still
needed to confirm their relevance to PD.

Alterations in other members of the VPS13 family cause
AR neurodegenerative disorders: VPS13A (MIM: 605978)
(CHAC [MIM: 200150]) is mutated in chorea-acanthocyto-
sis characterized by progressive neurodegeneration and red
cell acanthocytosis,”” and VPS13B (MIM: 607817) (COH1
[MIM: 216550]) is mutated in Cohen syndrome character-
ized by psychomotor retardation, microencephaly, and eye
abnormalities.>’ VPS13A, VPS13B, and VPS13C are also
mutated in gastric and colorectal cancers with unstable
microsatellites.*”

VPS13C belongs to a family of large VPS13 proteins
(VPS13A-D) similar to yeast Vps13p.>® Like yeast Vps,
mammalian vacuolar sorting proteins are crucial for
vesicular transport.”” Initial studies linked yeast VPS13
orthologs to the delivery of proteins to the vacuole,
the mammalian lysosome equivalent.”* Mutations in
VPS35, encoding a core component of the retromer
complex regulating endosomal protein sorting, are impli-
cated in AD late-onset PD.*>*® VPS35 is also involved
in protein trafficking from mitochondria to peroxi-
somes through mitochondria-derived vesicles.>” PINK1
and Parkin play a role in this transport route, which
delivers damaged mitochondrial cargo directly to lyso-
somes in response to mitochondrial stress. However,
the machinery regulating cargo selection and sorting
into vesicles remains to be identified. VPS13C might be
involved in this process. Such a mechanism would be
consistent with its mitochondrial localization and the
observed relocation to the cytosol in response to mito-
chondrial damage.
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Figure 4. VPS13C Silencing Impacts Mitochondrial Morphology, Transmembrane Potential, and Respiration

(A) Representative immunofluorescence staining illustrating mitochondrial perinuclear redistribution and fragmentation in COS-7 cells
silenced for VPS13C (siVPS13C, 30 nM) compared to cells treated with control siRNA (siControl, 30 nM): green, mitochondrial matrix
marker PMPCB; red, a-Tubulin. VPS13C silencing reduced VPSI3C mRNA levels to no more than 25% of the control condition
(see Figure S6). Scale bars represent 10 um. Quantification of aspect ratio and form factor (see Subjects and Methods, Koopman
et al.?!, and Buhlman et al.”?) shows reduced mitochondrial network complexity in siVPS13C-treated cells (means + SEM; **p <
0.01; ***p < 0.001, of n = 88 or 86 cells scored per condition).

(B) Analysis of the relative TMRM fluorescence of mitochondria in COS-7 cells transfected as in (A), illustrating the decrease in AWmt in
cells depleted for VPS13C. n = 40 cells per condition from one experiment representative of three carried out. ***p < 0.001.

(C) Oxygen consumption rates in intact COS-7 cells transfected with siControl or siVPS13C. The top panel shows the oxygen flux
corrected for instrumental background from one representative experiment. The graph in the bottom panel displays the respiration
rates. Absence of VPS13C is associated with increased maximal respiration (= maximal uncoupled respiration under CCCP — non-
mitochondrial respiration in the presence of the mitochondrial complex I and III inhibitors, rotenone, and antimycin A) and reserve
capacity (= maximal uncoupled respiration — basal respiration before the addition of the complex V inhibitor oligomycin). Means +

SEM; *p < 0.05, of six independent experiments.

Several other observations in mammalian cells suggest
that, like PINK1 and Parkin, VPS13C plays a role in
mitochondrial maintenance. VPS13C depletion led to
reduction of A¥mt and mitochondrial fragmentation in
cell lines. Moreover, it enhanced maximal respiration rates,
suggesting compensatory adaptation aimed at preserving
AWmt levels. In neuronal cells, which produce ATP mainly
through mitochondrial oxidative phosphorylation and
are unable to switch to glycolysis under acute mitochon-
drial stress, such changes might in the long term exacer-
bate generation of reactive oxygen species and trigger
irreversible mitochondrial damage.’®*® VPS13C depletion
also upregulated PINK1/Parkin-dependent mitophagy,
and, similarly to PINK1 depletion, it enhanced the previ-

ously reported transcriptional upregulation of Parkin in
response to toxin-induced mitochondrial dysfunction.
Overall, these data suggest that loss of VPS13C function
increases mitochondrial vulnerability to stress and thereby
activates PINK1/Parkin-dependent mitochondrial quality
control pathways. Based on the inverse relationship be-
tween VPS13C and PINK1 protein levels on the mitochon-
drial surface, we cannot exclude that VPS13C also acts as a
negative regulator of PINK1.

Mitochondrial function is ensured by a series of intercon-
nected finely orchestrated pathways, activated in response
to different degrees of mitochondrial dysfunction.*” Exces-
sive mitophagy has been associated with a-synuclein-
dependent neurodegeneration.*' Further work is required
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Figure 5. Loss of VPS13C Function Enhances Mitochondrial Accumulation of PINK1, Recruitment of Parkin, and PARK2 Upregulation
in Response to CCCP

(A and B) Western blot (A) and corresponding VPS13C protein levels (B) (normalized to a-Tubulin or PMPCB) in cytosolic (C), mitochon-
drion-enriched (M), and total (T) cell fractions from HEK293T cells treated or not with CCCP (10 uM, 3 hr). VPS13C levels decreased
significantly in mitochondria after CCCP treatment, but tended to increase in cytosol (means = SEM; *p < 0.05, of six independent
fractionation experiments).

(C-E) Western blot (C) and corresponding normalized protein levels (D, E) in cytosolic and mitochondrion-enriched fractions from
HEK293T transfected with 30 nM of control siRNA (siControl) or siRNA targeting VPS13C (siVPS13C).

(D) CCCP treatment resulted in accumulation of PINK1 (endogenous) in mitochondrion-enriched fractions (M) after treatment with
siControl (—) and, more significantly, with siVPS13C (+).

(E) Accumulation of Parkin (endogenous) on depolarized mitochondria was also strongly enhanced in cells treated with siVPS13C. In
addition, Parkin levels were upregulated in the cytosolic (C) fractions, particularly in untreated cells (means = SEM; *p < 0.05 of
four independent fractionation experiments).

(F) Quantitative real-time RT-PCR showing relative mRNA levels, normalized to a-actin (ACTB), in HEK293T cells treated with control
siRNA (siControl), or siRNA targeting VPS13C (siVPS13C) or PINKI1 (siPINK1), under basal conditions or after CCCP treatment. Note
the more than 30% decrease in VPSI3C mRNA levels after PINKI silencing under basal conditions, but not after CCCP treatment
(left). Note also that VPS13C and PINKI silencing enhance the upregulation of PARK2 mRNA at 48 hr of CCCP treatment (right);
means *= SEM of three to nine replicates per condition from two independent experiments (**p < 0.01; ***p < 0.001 compared to
siControl within each condition of CCCP treatment; ###p < 0.001 between the indicated conditions of CCCP treatments).

to clarify the role of VPS13C in mitochondrial maintenance =~ VPS13Cin vesicular trafficking. A more general involvement
and dissect its possible relation to PINK1/Parkin-dependent  in endosomal-lysosomal trafficking, possibly counteracting
pathways. a-synuclein pathology as recently reported for VPS35,*

Enrichment of VPS13C in cell fractions containing the might explain the diffuse a-synuclein pathology and
early endosomal marker EEA1 suggests broader roles for rapid progression to dementia in individuals with VPS13C
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Figure 6. Loss of VPS13C Function Exacerbates PINK1/Parkin-Dependent Mitophagy

(A) Immunofluorescence staining of a representative experiment illustrating PINK1/Parkin-dependent mitophagy in COS-7 cells
overproducing Parkin and silenced for VPS13C or PINK1 (20 nM siRNA) after CCCP treatment (10 uM for 48 hr): red, Parkin; green,
mitochondrial matrix marker PMPCB. Open arrows indicate loss of mitochondrial networks; white arrows show preserved networks.
Scale bars represent 10 pm.

(B) Quantification of mitophagy in the conditions described in (A), expressed as the proportion of COS-7 cells without PMPCB (black
bars) or TOMM20 (gray bars) staining; the siVPS13C treatment increased and siPINK1 decreased the proportion. In the absence of exog-
enous Parkin (—Parkin; cells overproducing the control protein EGFP) or CCCP (not shown), all the cells harbored normal mitochondrial
PMPCB staining, whether or not VPS13C was silenced (means = SEM; *p < 0.05, **p < 0.01 of 3 independent experiments; 100 cells
scored per condition).

(C) Proportion of COS-7 cells without PMPCB staining after transfection with half-doses (10 nM) of each siRNA and 48 hr of CCCP treat-
ment. The mitophagy-promoting effect of VPS13C depletion was abolished by concomitant silencing of PINKI1 (means + SEM; *p < 0.05

of 3 independent experiments; 100 cells scored per condition).

mutations. Such a mechanism would potentially represent
a unifying link with cellular pathways involved in AD PD.

In summary, we describe truncating mutations in
VPS13C associated with EO parkinsonism with rapid
progression and widely distributed Lewy bodies. A meta-
analysis of PD genome-wide association studies recently
identified a susceptibility allele ~250 kb from VPS13C but
not associated with either CpG methylation or mRNA
expression,*® suggesting that VPS13C can either cause a
monogenic form of EO parkinsonism or confer genetic
susceptibility to PD. Although we are confident that our
work strongly implicates VPS13C mutations in PD, further
genetic studies in other populations are needed to confirm
their pathogenicity. The development of animal models in
which VPS13C is stably inactivated will help dissect the
mechanisms by which loss of VPSI3C function affects
the survival of dopaminergic neurons.
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Figure S1. Experimental approach
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Figure S1. Flow diagram detailing the selection criteria of subjects and the experimental steps

of the study



Figure S2. Filtering process

Gene discovery cohort (n=62 PD subjects) vs Controls (n=530)
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Figure S2. Filtering process in exome analyses



Figure S3. Sanger sequencing electrophoregrams
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Figure S3. Sanger validation of the variants found in VPS13C
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Figure S4. Splicing analyses
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Figure S4. VPS13C mutations and their impact on splicing

(A) Schematic exon-intron structure of VPSI3C (NM_020821.2) representing the two variants found
in proximity to the splice sites in our families (green arrow, proband from family A; purple arrow,
proband from family C). The variations ¢.4165G>C and ¢.8445+2T>G are located in donor sites of
the exon-intron junction (one base upstream and 2 bases downstream, respectively). Multiple
alignments of sequences from 100 vertebrates were extracted from the UCSC website and uploaded

for generation of sequence logos (WEBLOGQO, http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi); the height of

each ribonucleic acid indicates its frequency at each junction (5°->3”). The bases that were mutated in
the exon-intron junctions (c.4165G>C and ¢.8445+2T>QG) are very frequent and highly conserved
among vertebrates. Human Splicer Finder v3.0 predicted that the two mutations alter donor sites,

probably leading to intron retention, resulting in a frameshift and a premature stop codon.

(B) Variations predicted to lead to splicing defects were analyzed by RT-PCR. The RT-PCR product
of expected size is shown with a red arrow, the abnormally sized transcripts are indicated with blue
arrows. Electrophoregrams of the sequences of the abnormal transcripts show deletions of 52 to 231
nucleotides of exon 61 in the m1/m1 patient, and an insertion of 14 nucleotides from intron 37 in the

+/m4 patient.



Figure S5. Effects of VPS13C and PINK]1 silencing on VPS13C transcript levels
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Figure S5. Specificity of the effect of siVPS13C and siPINKI on VPS13C transcript levels

(A) Quantitative real-time RT-PCR analysis of the effects of siVPS13C and siPINKI on VPSI3C
transcript levels. Overexpression of PINK] reversed the effect of PINKI depletion on VPSI3C

mRNA levels.

(B) Transcripts levels of PINK1 in the different conditions (means + SEM of 3-6 replicates per

condition from 2 independent experiments, *p < 0.05; ***p < 0.001).



Figure S6. Effects of VPS13C silencing on PINK1/Parkin dependent mitophagy
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Figure S6. VPS13C silencing in COS-7 cells enhances PINK1/Parkin-dependent mitophagy

(A) Validation of the siRNAs targeting VPSI3C (siVPS13C) or PINKI (siPINKI) by quantitative
real-time RT-PCR in COS7 cells under basal conditions. The graphs show relative mRNA levels,
normalized to B-actin (ACTB), of a representative experiment performed in triplicate. Data are

expressed as means = SEM (*p < 0.05, ***p < 0.001).

(B) Validation of the siVPS13C by western blot analysis of total lysates (T) from COS7 cells.

(C) Immunofluorescence staining of the mitochondrial marker TOMM?20 in COS-7 cells
overproducing Parkin and silenced for VPS13C or PINKI (20 nM siRNA) illustrating PINK 1/Parkin-
dependent mitophagy. Open and white arrows indicate loss of mitochondrial networks or their

preservation, respectively. Scale bar 10 um.



II.2. Réponse au stress mitochondrial dans les neurones : réle

des protéines PINK1 et Parkine

Partie 5 : PINK1/Parkin-dependent mitochondrial degradation is coupled

with mitochondrial biogenesis and mt-UPR in neurons. (en préparation)

PINK1 et Parkine sont recrutés au niveau de la machinerie TOM dans des

neurones soumis a un stress mitochondrial

Nous avons tout d’abord cherché a savoir si la Parkine endogéne était
également recrutée au niveau des mitochondries endommagées dans des cultures
primaires de neurones murins soumis a un stress mitochondrial engendré par le au
protonophore CCCP comme c’est le cas dans des lignées cellulaires [Bertolin et al.,
2013]. En effet, I'existance d’'une mitophagie PINK1- et Parkine-dépendante dans les
neurones est controversée [Grenier et al., 2013] (Paragraphe IV.1). Par une analyse
en microscopie confocale, il apparait que dans des neurones corticaux de souris
sauvages traités par le CCCP, les immunomarquages des protéines PINK1 et
Parkine se retrouvent étre co-localisés avec celui du récepteur Tom70 de la
machinerie TOM. De maniére surprenante car jamais décrit dans la littérature, nous
montrons que l'enrichissement du marquage mitochondrial de PINK1 n’est pas
retrouvé dans les neurones de souris PARKZ™", ce qui suggére un role de la Parkine

dans la stabilisation mitochondriale de PINK1 (Figure 1A,B).

En utilisant la technique de FRET par photoblanchiment de I'accepteur, qui
permet d’étudier des proximités moléculaires in cellulo, nous confirmons que comme
c’est le cas dans les cellules COS7 et HEK293T, la Parkine et PINK1 interagissent
avec les sous-unités Tom40 et Tom70 dans les neurones soumis a un stress
mitochondrial (Figure 1C,D). Comme pour les analyses de co-localisation, le
recrutement de PINK1 est aboli en absence de Parkine, confirmant son implication

dans la stabilisation mitochondriale de PINK1.
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Figure 1 PINK1 est stabilisée a la mitochondrie par la Parkine et permet son
recrutement a proximité de la machinerie TOM

(A) Images représentatives prises au microscope confocal illustrant I'immunomarquage de PINK1 et
Parkine dans des neurones corticaux de souris sauvages traitées ou non par le CCCP pendant 6h.
(B) Analyses quantitatives du coefficient de Mander pour les différentes conditions testées. n = 20
cellules par condition. (C) Proximités moléculaires testées par FRET entre les protéines endogénes
PINK1 et Tom70. Les efficacités de FRET reflétant le changement de fluorescence des pixels du
donneur (vert) aprés photoblanchiment de I'accepteur (rouge) dans la région d’intérét (carré jaune)
sont montrées en échelle de pseudo-couleur. (D) Analyses quantitatives des efficacités de FRET
obtenues pour les différentes paires testées. n>15 cellules issues de trois expériences
indépendantes. Bar d’erreur : 2 um. WT : wild type. -/- : PARK2”. E : efficacité moyenne de FRET.
**p<0.01, ***p<0.001.

La mitophagie Parkine-dépendante existe dans les neurones
Comme nous l'avons mentionné dans la partie introductive, un stress
mitochondrial massif, induit le recrutement de PINK1 et Parkine, conduisant a la

dégradation spécifique des mitochondries dysfonctionnelles par autophagie

(Paragraphe Ill.3.e.3). Par [l'utilisation d’'une méthode permettant de quantifier
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précisément la surface cellulaire occupée par les mitochondries sur des images
prises sur un microscope confocal, nous montrons qu’un traitement par le CCCP
induit dans des neurones sauvages une perte importante de I'immunomarquage
pour les marqueurs des différents compartiments mitochondriaux (Tom70 et Tom40
pour la MME ; le cytochrome c¢ pour I'espace inter-membranaire ; MPP@ pour la
matrice) (Figure 2A,B). Comme attendu sur la base des travaux de Chan et al., et
de Yoshii et al., le récepteur Tom70 disparait plus rapidement que les autres
marqueurs et 'absence de Parkine abolit ou ralentit trées fortement leur clairance
[Chan et al., 2011 ; Yoshii et al., 2011].

Afin de vérifier si cette dégradation mettait en jeu le lysosome, nous avons
down-régulé ATG7, un acteur clé au processus d’autophagie. Cela a abolit I'effet du
CCCP sur la dégradation du cytochrome ¢, mais non de Tom70, en accord avec les
données de la littérature montrant que les protéines de la MME, y compris certaines
sous-unités de la machinerie TOM sont dégradées par le protéasome (Figure 2C,D

et Paragraphe 111.3.d).

Un stress mitochondrial déclenche différents types de réponses protectrices,
dont la mitophagie, la biogenése mitochondriale, 'UPR™ et la réponse

antioxydante

La mitophagie n’est pas la seule réponse cellulaire mise en place par la
cellule lors d’'un stress mitochondrial. Elle fait en réalité partie intégrante d’'un
ensemble de réponses plus globale, incluant entre autres les réponses
antioxydantes, les réponses de type UPR™ (Unfolded Protein Response,
mitochondrial), la biogenése mitochondriale et la survie cellulaire. Dans le cadre de
cette étude, nous avons lancé une large analyse de I'expression de genes clés de
ces différentes réponses par analyse par RT-PCR quantitative sur des neurones de
souris sauvages et PARK2”, soumis & un stress mitochondrial par le CCCP. Nous
montrons qu’une grande partie de ces genes sont plus exprimés apres 24 heures de
stress, et que cet effet est fortement diminué en absence de Parkine (Annexe 2,
24h).
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Figure 2 La mitophagie Parkine-dépendante existe également dans les neurones :
une étude chez la souris sauvage et PARK2”

(A) Images représentatives de microscopie confocale montrant une perte de I'immunomarquage
Tom40 (panels de gauche, un filtre permettant d’enlever le bruit de fond a été utilisé pour obtenir les
panels centraux) et 'immunomarquage de la Parkine (panels de droite) dans des neurones corticaux
de souris traités ou non au CCCP pendant 6h. (B) Quantification de I'aire cellulaire occupée par des
marqueurs mitochondriaux des différents compartiments (Tom70/Tom40, MME ; cytochrome c,
espace intermembranaire ; MPPB, matrice). (C) Images représentatives de microscopie confocale
montrant une préservation du marquage du cytochrome c aprés un traitement au CCCP et la down-
régulation d’ATG7 dans des neurones corticaux murins. (D) Quantification de 'aire cellulaire occupée
par le marqueur de I'espace inter-membranaire, cytochrome ¢ et le marqueur de la MME, Tom70
dans les conditions indiquées. ***p<0.001. A: aire mitochondriale relative (%). Bar d’erreur : 5 ym
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C’est par exemple le cas des geénes clés de la réponse antioxydante (PRDX1,
Peroxiredoxin 1; TXN1, Thioredoxin 1 et GPX2, Glutathion Peroxidase 2), mais
également de la réponse UPR™ (CHOP, C/EBP-Homologous Protein; PERK, PRKR-
Like Endoplasmic Reticulum Kinase ; FOXO3, Forkhead Box O3) (Figure 3A). De
maniere intéressante, nous montrons en utilisant la méme approche et le méme
paradigme que les niveaux d’expression de base des génes clés de la réponse
antioxydante sont significativement diminués dans les neurones de souris PARK2”
en comparaison aux neurones de souris sauvages, alors que les niveaux

d’expression des génes de la réponse UPR™ ne sont pas différents (Figure 3B).
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Figure 3 Un stress mitochondrial induit aussi une augmentation de la réponse
antioxydante et de 'UPR™

(A) Analyse par RT-PCR quantitative montrant une augmentation au cours du temps de I'expression
de génes clés de la réponse antioxydante et de TUPR™ aprés un stress mitochondrial engendré par
un traitement au CCCP dans des neurones sauvages, mais pas dans les neurones PARK2". (B)
Analyse par RT-PCR quantitative des niveaux basaux de ces mémes génes dans les neurones de
souris sauvages et PARKZ2™". *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001.
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Parmi les réponses mises en place par la cellule, la biogenése mitochondriale

est la réponse la plus modulée et altérée en absence de Parkine

Nous nous sommes en particulier intéressés a la biogenése mitochondriale,
dans laquelle la Parkine a déja été proposée comme régulatrice de ce processus
(Paragraphe lll.4). Par I'étude de I'expression de genes clés contrdlant I'initiation de
la biogenése mitochondriale par RT-PCR quantitative (PGC-1a, NRF1, NRF2, Tfam,
SSBP1), nous montrons que la majorité de ceux-ci sont plus exprimés aprées
différents temps de traitement par le CCCP, et que cet effet n’est pas retrouvé en
absence de Parkine (Figure 4A). L’expression de génes nucléaires codant des
protéines mitochondriales (TOM20, TOM40, TOM70 pour la machinerie TOM, mais
aussi VDAC1, MPPB, HSD17B10) et de génes mitochondriaux (mt-CO1, mt-CO2,
mt-ND1, pour la chaine respiratoire mitochondriale) tend également a étre
augmentée dans ce paradigme, en accord avec une induction de la biogenése

mitochondriale (Annexe 2, 24h).

De maniere intéressante, le niveau d’expression basal de ces geénes est
significativement plus élevé dans les neurones PARKZ2”, ce qui suggére une
dérégulation de base du processus de biogenése mitochondriale en absence de
Parkine (Figure 4B). Ces dérégulations apparaissent également au niveau protéique
pour PGC-1a et NRF1, dont les taux sont plus importants en I'absence de traitement
chez les souris PARKZ” par rapport aux souris sauvages. De plus, pour PGC-1q,
nous observons que les niveaux protéiques restent relativement constant aprés un
traitement par le CCCP dans les neurones sauvages, alors qu’une chute importante
est observée dans les neurones PARKZ2”. Dans le cas de NRF1 en revanche, nous
observons une forte augmentation des niveaux protéiques suite au traitement dans
les neurones sauvages qui n’est pas observée dans les neurones PARK2” (Figure
4C).

Comme illustré dans la partie introductive, des études précédentes ont montré
que la Parkine régule des mécanismes en lien avec la biogenése mitochondriale
(Paragraphe 111.4) : (1) en favorisant la dégradation de PARIS, un régulateur négatif

de PGC-1a ; (2) en favorisant la dégradation d’hnRNP-F, un régulateur de la
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biogenése locale de composants de la chaine respiratoire mitochondriale codés par
le génome nucléaire.
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Figure 4 Un stress mitochondrial induit un déclenchement du processus de
biogenése mitochondriale ; cette réponse est altérée en I'absence de Parkine

(A) Analyse par RT-PCR quantitative montrant une augmentation au cours du temps de I'expression
de génes clés de la biogenése mitochondriale aprés un traitement par le CCCP dans des neurones
sauvages, mais pas dans les neurones PARK2”. (B) Analyse par RT-PCR quantitative des niveaux
de base de ces mémes génes dans les neurones de souris sauvages et PARKZ2". (C) Western blot
représentatif et quantification des niveaux protéiques de PGC-1a et NRF1 montrant des dérégulations
de niveaux de base et en réponse au CCCP. * p<0.05 ; *** p<0.001.

A travers I'étude par RT-PCR quantitative des génes codants ces facteurs,
nous mettons en évidence une augmentation significative de leur expression suite au
traitement par le CCCP, uniquement dans les neurones sauvages (Figure 5A).
Comme montré précédemment pour d’autres genes contrdlant la biogenese
mitochondriale, le taux d’expression de PARIS est plus élevé au niveau basal dans

les neurones PARK2” (Figure 5B). L’étude par western blot des niveaux protéiques
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montre un niveau basal ’hnRNP-F légérement plus élevé dans les soucis PARKZ2”,

ainsi qu’une augmentation de I'abondance d’hnRNP-F uniquement dans les

neurones sauvage apres 24heures de CCCP (Figure 5C).
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Figure 5 Un stress mitochondrial induit une augmentation de I'expression génique et
protéique de PARIS et d’hnRNP-F

(A) Analyse par RT-PCR quantitative montrant une augmentation au cours du temps de I'expression
de génes PARIS et hnRNP-F aprés un stress mitochondrial par le CCCP dans des neurones
sauvage, mais pas dans les neurones PARK2”. (B) Analyse par RT-PCR quantitative des niveaux
basaux de ces mémes génes dans les neurones de souris sauvages et PARKZ2". (C) Western blot
représentatif et quantification des niveaux protéiques d’hnRNP-F. *p<0.05 ; **p<0.01. #p<0.05,
comparé au WT.

Les neurones PARK2” sont plus vulnérables au stress mitochondrial que les

neurones sauvages : réle de la dysfonction de la mitophagie ?

Afin d’évaluer les conséquences de laltération de la réponse au stress
mitochondrial chez la souris PARK2”, nous avons étudié comparativement la survie
des neurones corticaux de souris sauvages ou PARK2”, a différents temps aprés

traitement par le CCCP, et cela jusqu’a 60 heures.

Pour cela, nous avons utilisé le systeme xCELLigence qui évalue la viabilité
cellulaire en mesurant en temps réel 'impédance électrique (Figure 6A). Il apparait

que suite au traitement par le protonophore, une diminution progressive de l'index
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normalisé d'impédance est observée pour les neurones sauvages et PARK2”. Cette

diminution est exacerbée en 'absence de Parkine.
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Figure 6 Analyse de la survie cellulaire en réponse au stress mitochondrial

(A) Courbe de la viabilité cellulaire des neurones sauvages et PARK2™" aprées traitement au CCCP.
(B-C) Validation de 'ARN interférent pour ATG7 par RT-PCR quantitative et western blot. (D) Courbe
de la viabilité cellulaire des neurones sauvages et down-régulés pour ATG7, aprés traitement au
CCCP. *p<0.05 ; *** p<0.001.

Afin d’étudier le réle potentiel joué par laltération de la mitophagie dans la
vulnérabilité des neurones PARKZ2” sous stress mitochondrial, nous avons
développé des approches d’ARN interférence visant a éteindre I'expression d’ATG7
dans les neurones (Paragraphe Il.7.a). Nous avons tout d’abord testé son efficacité
par RT-PCR quantitative et par western blot (Figure 6B,C). Dans une expérience
préliminaire, nous avons étudié I'effet de cet ARN interférant sur la survie des

neurones sauvages traités par le CCCP, et avons observé une tendance a
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I'exacerbation de la mortalité similaire a celle constatée dans les neurones PARK2”
(Figure 6D).
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Gene

Amorces sens

Amorces anti-sens

ATF6
ATG7
BiP
CHOP
CLPP
cyYcs
DDIT3
EIF2AK2
EIF2AK3
ERRa
FOXO3A
GPX2
GRP94
hnRNP-F
HSD17B10
MPPB
mt-CO1
mt-ND1
mt-ND2
NDUFB2
NFKB1
NRF1
NRF2
P53
PARIS
PARK2
PGC1a
POLG
PPIA
PRDX1
SIRT1
SSBP1
TFAM
TIM17
TOM20
TOM22
TOM40
TOM70
TXN1
VDAC1
XPB1
YMEIL1

5-GGTGTCAGAGAACCAGAGGC-3’
5-AGGCTGGCTGAGTCATCTGT-3
5-TCAGCATCAAGCAAGGATTG-3
5-CTGCCCAATTCCAGAATCAT-3
5-CTGCCCAATTCCAGAATCAT-3
5-CCAAATCTCCACGGTCTGTT-3’
5-CTGGAAGCCTGGTATGAGGA-3’
5-AATGGTGTTTCCCAGTCAGC-3’
5-CGGATTCATTGAAAGCACCT-3’
5-GCAGTGGGAAGCTAGTGCTC-3’
5-GATAAGGGCGACAGCAACAG
5-GGGCTGTGCTGATTGAGAAT-3’
5-GTCGGGAAGCAACAGAGAAG-3’
5-CTCTCCGACTGCACAATTCA-3’
5-TCGCGGTAGTAACTGGAGGA-3’
5-CTCGAGAGATTTGCCCAGAG-3’
5-TACCCACCTCTAGCCGGAAA-3’
5-GGCCCATTCGCGTTATTCTT-3’
5-ATCCTCCTGGCCATCGTACT-3’
5-CAGGTGATCCAGGGTGAGTT-3
5-CACCTAGCTGCCAAAGAAGG-3’
5-AATGACCCAGGCTCAGCTTC-3’
5-GCAACTCCAGAAGGAACAGG-3’
5-AACCGCCGACCTATCCTTAC-3’
5-AGTTGGACTCTGGAGCAGGA-3’
5-GGCGGTCATTCTGGACACA-3’
5-AATGCAGCGGTCTTAGCACT-3’
5-CCTTTGAGGTTTTCCAGCAG-3’
5-AGCATACAGGTCCTGGCATC-3’
5-CTTCTGTCATCTGGCATGGA-3’
5-AGTTCCAGCCGTCTCTGTGT-3’
5-GTGGCGATCAGGGGATAGTG-3’
5-AGGATGATTCGGCTCAGGGA-3’
5-CTCCGAGGAAGTTTGACAGC-3’
5-CGGAGTGACCCCAACTTCAA-3’
5-TAGACGAGACCCTGTCGGAG-3’
5-TTTGGGGTCACATACGTGGG-3’
5-AGCTGCTGCCTTTGAACAAT-3’
5-TTCTCTGCTACGTGGTGTGG-3’
5-CGTGGACTGAAGCTCACCTT-3’
5-TCCGCAGCACTCAGACTATG-3’
5-CCGTATTCAAGGCAGACGAT-3’

5-GCAGGGCTCACACTAGGTTT-3
5-GGAGATCTTGGCGTTATCCA-3’
5-GCTTCATGGTAGAGCGGAAC-3’
5-TGTAGGCTCTGCTTGGTGTG-3’
5-TGTAGGCTCTGCTTGGTGTG-3’
5-GTCTGCCCTTTCTCCCTTCT-3’
5-GGACGCAGGGTCAAGAGTAG-3’
5-TTGCACATCATCAGGGGAT-3’A
ACGCGATGGGAGTACAAAAC-3’
5-CGCTTGGTGATCTCACACTC-3’
5-CCGTGCCTTCATTCTGAAC-3’
5-GCTGTTCAGGATCTCCTCGT-3’
5-TGCCAGACCATCCATACTGA-3’
5-TATACCGGTGTCCCATGCTT-3’
5-AGAGGTCACATTTGCTGGGG-3’
5-TGATAGGCTGTCGCATGAAG-3’
5-CTGTGTTATGGCTGGGGGTT-3’
5-GCGTGGATAAGATGCTCGGA-3’
5-ATGTGCAGTGGGATCCCTTG-3’
5-ATCAGGAGGGATTCCCAGTT-3’
5-GCAGGCTATTGCTCATCACA-3’
5-TTGCTCTTCTGTGCGGACAT-3’
5-AGGCATCTTGTTTGGGAATG-3’
5-CTTCTGTACGGCGGTCTCTC-3’
5-GCTGCTGTGTTGAGCTTCAG-3’
5-AACTCGGAGCTTTCCAGGC-3’
5-CTGAGCAGGGACGTCTTTGT-3
5-TGTTCTGTGCCTCTGTCAGG-3’
5-CATGCCTTCTTTCACCTTCC-3’
5-AAAAAGGCCCCTGAAAGAGA-3’
5-CTCCACGAACAGCTTCACAA-3’
5-ACGAGCCCCCTTTTTCACAT-3’
5-GCCATCTGCTCTTCCCAAGA-3’
5-GCACCGCTAGTGATGGAGTT-3’
5-CCACACACAGCAATGGCATT-3
5-GTCCCAATCCACAAAGCTGC-3’
5-CTGGGTCTGGATGGCCATTT-3’
5-GCATGCTCTGCTCATTTTGA-3’
5-CCCACCTTTTGACCCTTTTT-3’
5-AAGTTGCTCTGGGTCACTCG-3’
5-CCAGAATGCCCAAAAGGATA-3’
5-ATGCCTCTGGGAAATTTGTG-3’

Annexe 1 Amorces utilisées pour les RT-PCR quantitatives
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Chapitre 5 : Discussion
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Sur la base des données préliminaires de I'équipe et des données récentes de la
littérature, les différents résultats obtenus lors de ma thése nous permettent
d’améliorer nos connaissances sur les réles clés des protéines PINK1 et Parkine
dans la physiologie de la cellule, et en particulier dans le contréle de la qualité
mitochondriale, ainsi que les conséquences de leur absence dans la

pathophysiologie de la maladie de Parkinson.

Dans cette partie, je vais dans un premier temps résumer et discuter plus en
détails certaines données clés obtenues tout au long de ces quatre années de thése,
puis dans un second temps discuter de points spécifiques récents et débattus liés au
sujet, qui pourraient apporter une nouvelle vision plus physiologique des fonctions

des protéines PINK1 et Parkine.

I. La machinerie TOM, un acteur central dans le controle de la

qualité mitochondriale ?

1. ROle de TOM dans la stabilisation de PINK1

Le transport des protéines a travers les membranes mitochondriales requiert
une différence de potentiel de part et d'autre de la MMI, qui a deux réles : un effet
éléctrophorétique sur les séquences chargées positivement, permettant un ciblage a
la matrice ; et lactivation de la sous-unité Tim23 de la translocase TIM23, en
permettant sa dimérisation nécessaire a son interaction avec les séquences
d’adressages mitochondriales [Geissler et al., 2000] (Paragraphe 11.4). Le traitement
par le protonophore CCCP, tres utilisé pour metire en évidence les fonctions des
protéines PINK1 et Parkine, est un ionophore permettant le transfert de protons a
travers les bicouches lipidiques, ce qui résulte en une diminution du potentiel de

membrane et par conséquent de I'import mitochondrial.

Par des approches de biochimie, nous montrons qu’un simple blocage de

limport mitochondrial, plus modéré que celui observé aprés un traitement par le
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CCCP mais affectant aussi le AW™ est suffisant pour induire la stabilisation
mitochondriale de PINK1 et un recrutement de la Parkine, ce qui suggére un
couplage direct entre la perte de lefficacité d'import et la mise en place du
programme de dégradation mitochondriale. En effet, la down-régulation modérée par
ARN interférence du canal Tom40 de la machinerie d’import mitochondrial TOM, ou
le silencing de la protéase LONP1 impliquée dans la réponse a I'accumulation de
protéines mal repliées dans la matrice stabilise PINK1 a la MME, recrute la Parkine
et in fine induit une dégradation de protéines de la MME et de l'espace
intermembranaire, qui est la premiere étape du processus de mitophagie (Article 1,
Figures 1/5). En accord avec nos observations, Jin et al. ont montré en 2013 qu’une
augmentation de I'expression de protéines mal repliées dans la matrice induisait une
accumulation de PINK1 au niveau de mitochondries saines, ce qui résultait en la
translocation de Parkine, une mitophagie et une diminution de la quantité de ces
protéines mal repliées [Jin et al., 2013]. Le knockdown de LONP1 induisait de la
méme maniére une accumulation de PINK1. Egalement, Greene et al., indiquent
qu’une down-régulation de la protéase matricielle MPP impliquée dans le clivage
des MTS des protéines adressées conduit a un blocage de 'import probablement en
empéchant l'import de PINK1, ce qui induit le recrutement de la Parkine a la MME,
mais sans perte du AW™ [Greene et al., 2012]. Dans nos mains, la down-régulation
de MPP ne conduit cependant ni a la dégradation de composant de la MME, ni au
processus de mitophagie (Article 1, Figure 6). Dans une autre étude, nous
montrons qu’une surproduction de I'enzyme matricielle HSD17310 conduit a un
recrutement massif de PINK1 a la mitochondrie (Article 2, Figure 2, Panel f), ce qui
peut laisser penser que la surexpression d’une protéine mitochondriale pourrait

saturer le canal Tom40 et ainsi créer un modele de blocage de I'import.

Dans ces mémes études, nous montrons que le recrutement de PINK1 et
Parkine a la MME a lieu spécifiguement a proximité du complexe mitochondrial
d’import TOM, aussi bien au niveau de mitochondries saines (Article 2, Figure 4),
qu’endommagées (Article 1, Figure 2). Ces résultats, que nous avons validés plus
récemment dans des cultures primaires de neurones murins (Article 5, Figure 1)

sont soutenus par le fait que la machinerie TOM est une des premieres cibles de la
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Parkine au niveau de la MME [Chan et al., 2011 ; Yoshii et al., 2011], mais aussi par
le fait que Tom70 interagit directement (Article 1, Figure S2) et est ubiquitylé par la
Parkine lors d’un traitement par le CCCP [Okatsu et al., 2012 ; Sarraf et al., 2013].
En accord avec ces résultats, les travaux de I’équipe de Richard Youle avaient déja
démontré quelques mois auparavant que lors d’un stress par le CCCP, PINK1 était
retrouvée dans un complexe multiprotéique qui contenait également Tomz20. lls
n‘avaient pas identifié la Parkine dans ce complexe, mais n’excluaient pas son
éventuelle présence [Lazarou et al., 2012[Lazarou et al., 2012]. Il se peut en effet
que linteraction de la Parkine a la machinerie TOM soit transitoire et qua la
difference de la technique de FRET qui apparait plus robuste pour I'étude
d’interactions transitoires, les conditions expérimentales mises en ceuvre dans leur
étude n’étaient pas suffisantes pour la mise en évidence de ce type d’interaction.
Depuis ces deux études, un criblage entier du génome mettant en jeu des siARN a
permis d’identifier des régulateurs de la mitophagie. Ceci a ainsi permis d’identifier la
sous-unité Tom7 qui serait essentielle au recrutement de PINK1 [Hasson et al.,
2013]. Dans une autre étude, Okatsu et al. ont par la suite complété les résultats
obtenus par Lazarou et al. et ont mis en évidence un supercomplexe de 850 kDa,
contenant deux molécules de PINK1 phosphorylées au niveau de leur Ser402 ainsi
que les sous-unités Tom20, Tom22 et Tom40 de la machinerie TOM. Ceci suggére
ainsi que PINK1 doit se trouver sous forme dimérisée et phosphorylée au niveau de
la machinerie TOM afin de recruter la Parkine [Okatsu et al., 2013]. Plus récemment,
Bingol et al. ont montré que lors d’un stress mitochondrial la Parkine, par sa fonction
d’E3 protéine-ligase dégradait Tom20 et que déubiquityler cette sous-unité par la
déubiquitylase USP30 abolissait cet effet [Birsa et al., 2014]. Il a enfin été montré
'année derniére que la séquence d’adressage mitochondrial de PINK1, ainsi que
son domaine transmembranaire (TMD) n’est pas nécessaire a sa stabilisation
mitochondriale et au recrutement de la Parkine a la MME, alors que la présence d’un
second signal d’adressage mitochondrial situé entre le MTS et le TMD, et d’un canal
Tom40 fonctionnel le sont [Okatsu et al., 2015]. Ceci confirme ainsi le réle clé du
complexe TOM dans I'adressage de PINK1 a la MME lorsque la protéine n’est plus

importée dans la matrice, ainsi que dans le recrutement mitochondrial de la Parkine.
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2. Rble de TOM dans la mitophagie

Nous montrons également dans notre étude que la dégradation spécifique par
interférence a ’ARN de composants de la machinerie TOM est suffisante pour
induire une clairance mitochondriale, méme en absence de PINK1. Ceci suggére
que ce complexe peut jouer un réle d’interrupteur moléculaire entre la voie
PINK/Parkine et le déclenchement du processus de dégradation des mitochondries.
En effet, nos résultats démontrent que la dégradation protéolytique du complexe
TOM serait suivie du recrutement de Parkine et agirait en tant qu’activateur
moléculaire, initiant la dégradation de protéines de la MME et de I'espace
intermembranaire, I'étape précédant le processus de mitophagie (Article 1, Figure
5). Ce résultat est discuté car Lazarou et al, montrent que PINK1, délétée pour sa
séquence d’adressage mitochondrial et dirigée a la MME par une ancre
mitochondriale artificielle, est capable d’initier le recrutement de la Parkine, puis

d’induire la mitophagie, sans interagir avec la machinerie TOM [Lazarou et al., 2012].

Il. La Parkine protége-t-elle la mitochondrie a travers son

interaction avec I’enzyme mitochondriale HSD17310 ?

1. HSD17310, une enzyme mitochondriale multifonctionnelle protectrice

HSD17B310 est une enzyme mitochondriale, membre de la superfamille des
déshydrogénases/réductases a courte chaine, importée a travers la machinerie TOM
[He et al., 2001]. Elle est essentielle au maintien de la fonction mitochondriale et de
la viabilité cellulaire car son absence dans les cellules de souris conduit & une
dysfonction de la structure, de la fonction et de la dynamique des mitochondries
[Rauschenberger et al., 2010 ; Yang et al., 2005]. HSD17p310 avait déja été identifiée
comme protectrice dans un modéle murin contre une réponse apoptotique causée
par lintoxication par le MPTP, une toxine connue pour altérer la respiration
mitochondriale [Tieu et al., 2004]. Les auteurs ont montré dans cette étude que les

souris surexprimant cette enzyme étaient significativement plus résistantes que les
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souris sauvages a une intoxication par le MPTP et que ce rOle protecteur passerait
par une atténuation de l'effet du MPTP sur l'altération de la phosphorylation

oxydative et sur la production d’ATP.

HSD17B10 est une enzyme impliquée dans le catabolisme de l'isoleucine, ou
elle permet de déshydrogéner la MHB (2-methyl-3-hydroxy-butyryl-CoA) [Zschocke,
2012] ; mais elle a aussi d’autres substrats, dont les acides gras et les stéroides
neuroactifs [Yang et al., 2009]. C’est également I'une des trois protéines composant
le complexe RNAse P mitochondriale humaine, un complexe requis pour le
« processing » des transcrits d’ADN™ [Holzmann et al., 2008]. Des mutations du
géne HSD17B10 sont a l'origine de pathologies rares, existant sous des formes
néonatales et infantiles associées a une neurodégénérescence rapide et
progressive, des formes juvéniles atypiques et aussi des formes asymptomatiques
[Zschocke, 2012 ; Zschocke et al., 2000]. Cette protéine aurait également un réle
dans les maladies neurodégénératives, comme dans la maladie d’Alzheimer ou elle
servirait de médiatrice dans la toxicité de la B-amyloide [Lustbader et al., 2004 ; Yan
et al., 1997], et dans la maladie de Parkinson ou nous savons qu’elle est diminuée
dans le mésencéphale ventral de patients parkinsoniens [Tieu et al., 2004]. De plus,
nous pouvons noter qu’en condition normale, ses transcrits sont abondants dans
différents noyaux gris centraux et dans les régions cérébrales enrichies en neurones
dopaminergiques [Hawrylycz et al., 2012], ce qui soutient sa probable fonction
essentielle au niveau de ces neurones, avec une implication majeure dans la

préservation de la physiologie mitochondriale.
2. Parkine versus HSD1710

Dans une étude publiée en 2015, nous montrons qu’HSD17B310 est up-
régulée dans le cortex et le striatum de souris déficientes en Parkine, ainsi que dans
le cortex de patients parkinsoniens. A contrario, elle diminuée dans des fractions
mitochondriales de cerveaux de souris (Article 2, Figure 1, Panels a/b). Par une
approche de GST-pulldown, nous montrons qu’HSD17310 est un substrat ubiquitylé
par la Parkine, ce qui a été par la suite confirmé dans une étude utilisant de la

spectrométrie de masse pour identifier des cibles de la Parkine [Sarraf et al., 2013].
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Par l'utilisation de la technique d’imagerie FRET, qui permet I'étude de proximité
moléculaire in cellulo, nous montrons que la Parkine et HSD17310 interagissent au
niveau du complexe d’import TOM lors d’un stress mitochondrial (Article 2, Figure
4).

Contrairement a un nombre conséquent de substrats de la Parkine impliqués
directement, ou indirectement dans le processus de mitophagie [Scarffe et al., 2014]
(Paragraphe Il11.3.d), nous proposons que la Parkine joue ici un rGle dans le maintien
des quantités mitochondriales d’HSD17310, probablement en facilitant son import.
En effet, la down-régulation de Parkine et PINK1 par interférence a ’'ARN dans des
cellules HEK293T conduit a une diminution des taux de cette enzyme dans la
fraction mitochondriale (Article 5, Figure 2). Deux interrogations clés découlent
ainsi de ces résultats: (1) quelles sont les causes/conséquences de la facilitation de
limport d’HSD17B310 par la Parkine pour la cellule ? ; (2) quels sont les mécanismes

mis en jeu par la Parkine pour faciliter I'import de cette protéine mitochondriale ?

3. HSD17B10 protége la cellule a travers son réle dans I’hyperfusion

mitochondriale

Nous confirmons dans notre étude le rbéle protecteur d’'HSD17310, car sa
surexpression protege la cellule contre une dépolarisation massive induite par le
CCCP, et atténue la mitophagie dans ces cellules (Article 2, Figures 5/7). Nos
données suggeérent que cette fonction passerait par son role clé dans I’élongation
mitochondriale car la surexpression de cette protéine dans différentes lignées
cellulaires induit une hyperfusion mitochondriale massive (Article 2, Figure 6, Panel
a), possiblement en interférant avec la protéine pro-fission Drp1 (Paragraphe 11.3.b).
Notre hypothése est soutenue par le fait qu’'un changement drastique de la
morphologie mitochondriale de ce type a déja été mis en relation avec une
optimisation de la production d’ATP dans des fibroblastes de souris [Gomes et al.,
2011 ; Rambold et al., 2011 ; Tondera et al., 2009], et que la surexpression
d’HSD17B10 chez la souris préserve lefficacité de production d’ATP contre une
intoxication par le MPTP [Tieu et al., 2004]. Il a aussi été proposé dans une étude

sur des fibroblastes embryonnaires de souris que cette enzyme participerait a
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I'activation de 'ATP synthase, également située a la MMI, et serait fortement activée
dans des mitochondries allongées résistantes a une dégradation par autophagie
[Gomes et al., 2011].

lll. L’'import mitochondrial : une nouvelle voie de contréle

qualité mis en jeu par la Parkine ?

1. Développement d’un biosenseur de I'import mitochondrial

En se basant sur le fait que la Parkine permet de maintenir les taux
mitochondriaux d’HSD17310, et que Parkine, PINK1 et HSD17B10 se situent a
proximité de la machinerie TOM, notre hypothése était que la Parkine pourrait
réguler I'import de cette protéine a travers la machinerie TOM, et d’'une maniere
général limport de I'ensemble des pré-protéines mitochondriales a signal

d’adressage N-terminal synthétisées dans le cytoplasme.

Dans l'idée d’évaluer d’'une maniére plus directe cette hypothése ainsi que les
mécanismes mis en jeu, nous avons collaboré avec le laboratoire de Chémo-
génétique Servier dirigé par Denis Guedin afin de générer un biosenseur moléculaire
inductible, qui a la particularité d’émettre un signal de bioluminescence uniquement
lorsqu’il est importé dans la matrice mitochondriale (Paragraphe Introductif
Article 3).

2. La Parkine facilite I'import mitochondrial des protéines a signal

d’adressage N-terminal

Nous montrons dans notre étude que surexprimer la Parkine facilite I'import
de ce biosenseur et qu’a l'inverse, down-réguler la Parkine le diminue. De maniéere
intéressante, la surexpression de neuf mutants pathogéniques de la Parkine
retrouvés chez des patients abolit I'effet observé avec la protéine normale (Article 3,

Figure 3).
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Afin d’étre activée, la Parkine doit étre phosphorylée par PINK1 sur sa Ser65
située dans le domaine UBL [Kondapalli et al., 2012]. L’activation de cette protéine,
couplée a la phosphorylation de l'ubiquitine par PINK1 va permettre I'ubiquitylation
de substrats de la Parkine et au final d’induire la mitophagie [Kane et al., 2014 ;
Kazlauskaite et al., 2014 ; Koyano et al., 2014] (Paragraphe lll.3.c). Sur la base de
ces données clés, et du fait que nous avons montré par des tests in vitro
qu’HSD17B10 doit étre ubiquitylée par la Parkine a la MME afin d’étre importée
(Article 2, Figure 2, Panel b), nous avions soumis I'hypothése que la Parkine
pourrait faciliter I'import mitochondrial uniquement lorsque sa fonction d’ubiquitylation
était possible. L'implication du processus d’ubiquitylation est soutenue par le fait que
la dégradation cytosolique de protéines dirigées a I'espace intermembranaire
(Cox12, Cox17, Mic17 et Pet191) par le systeme ubiquitine-protéasome régule la

biogenése de ces protéines [Bragoszewski et al., 2013].

Dans notre étude, nous montrons que comme pour la mitophagie [Kane et al.,
2014 ; Kazlauskaite et al., 2014 ; Kondapalli et al., 2012 ; Koyano et al., 2014}, la
Parkine et l'ubiquitine doivent étre phosphorylées sur leur Ser65 afin de faciliter
import mitochondrial du biosenseur (Papier 3, Figure 3, Panels e/f). Ceci suggére
que cette nouvelle fonction de la Parkine met bien en jeu la fonction d’E3 ubiquitine-
protéine ligase de la Parkine, en coopération avec PINK1, ainsi que la présence
d’ubiquitines fonctionnelles. Egalement, la déubiquitylase USP30 de la MME a été
montré comme antagonisant [I'ubiquitylation de protéines au niveau des
mitochondries dysfonctionnelles par la Parkine et de bloquer la mitophagie [Bingol et
al., 2014] (Paragraphe l1l1.3.e.8). Dans notre paradigme, la surproduction d’'USP30
diminue l'import de note rapporteur, aussi bien en présence qu’en absence de
Parkine surexprimée, suggérant qu’'USP30 neutralise également I'effet de la Parkine

sur I'import mitochondrial.

Il semblerait ainsi que la Parkine, lorsqu’elle est activée, facilite plus
généralement I'import de protéines a signal d’adressage N-terminal. D’autres études
devront néanmoins étre menées afin d’identifier les mécanismes précis par lesquels
la Parkine contréle I'import de ce rapporteur : est-ce en l'ubiquitylant directement, ou

est-ce en ubiquitylant des récepteurs de la machinerie TOM, dont nous savons qu'il
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s’agit des premieres cibles du systéme marquées par l'ubiquitine lors d’une
dysfonction mitochondriale ? [Chan et al., 2011 ; Yoshii et al., 2011]. Mise a part une
étude chez la levure, le rOle de l'ubiquitylation de ces récepteurs dans I'import
mitochondrial n’a pas encore été étudié [Schmidt et al.,, 2011]. Néanmoins, sur la
base de ces observations faites par Chan et al. et Yoshiii et al., et du fait que la
down-régulation de la sous-unité Tom70 induise une augmentation massive de
limport de notre biosenseur (Article 3, Figure 2, Panel d), nous proposons que
Cc’est par la dégradation spécifique par ubiquitylation de cette sous-unité que la
Parkine pourrait moduler le complexe TOM permettant une augmentation de l'import
des protéines mettant en jeu la voie « Tom20 ». Cette hypothése reste cependant a
étre confirmée, en mettant par exemple en jeu des expériences d’import in vitro qui
pourraient étre couplées a des tests d’ubiquitylation et/ou des approches de
spectrométrie de masse pour identifier les protéines ubiquitylées par la Parkine
lorsque notre biosenseur est surexprimé. De la méme maniére, des efforts restent a
étre fourni quant au développement d’un autre rapporteur, qui permettrait d’étudier
lautre voie majeure d’import mitochondrial, c’est-a-dire celle des protéines

polytopiques hydrophobes adressées a la MMI (Paragraphe 11.4.2).

L’utilisation de notre biosenseur nous a enfin permis d’identifier des défauts
d’import dans des cultures primaires de fibroblastes humains issus de patients
porteurs de mutations dans les génes PARK2 et PINK1, en comparaison a des
individus contréles (Article 3, Figure 4). De part sa simple utilisation en transfection
transitoires et de son efficacité (ratio induit/non induit supérieur a 10 dans les
fibroblastes), ce biosenseur pourra a terme étre utilisé dans le cadre de criblages a
haut débit afin d’identifier des molécules qui pourraient permettre de corriger les

défauts d’'import mis en évidence dans cette étude.
3. Les défauts d’import dans les maladies neurodégénératives

Ce n’est pas la premiéere fois que des défauts de I'import mitochondrial sont
reliés a la physiopathologie de maladies neurodégénératives. Il est en effet connu
que Tomd40 influence I'dge d’apparition de la maladie d’Alzheimer, et des

modifications de [I'efficacité de l'import mitochondrial ont été rapportées dans
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difféerentes maladies neurodégénétatives dont la maladie d’Alzheimer, la sclérose
latérale amyotrophique, la maladie d’Huntington et la maladie de Parkinson [Bender
et al., 2013 ; Devi et al., 2006 ; Gottschalk et al., 2014 ; Sokol et al., 2014 ; Yano et
al., 2014] [Li et al., 2010]. Une étude trés récente montre également que la protéine
fer-souffre mitochondriale Ndufs3 (NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
protein 3), faisant partie du complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale est
significativement moins exprimée dans des neurones dopaminergiques de la
substance noire de patients parkinsoniens sporadiques en comparaison a des
individus sains, ce qui confirme I'existence de défauts d'import dans cette pathologie
[Di Maio et al., 2016]. Les auteurs montrent que chez ces patients, I'a-synucléine se
lie dans ces conditions au récepteur Tom20, inhibant ainsi 'adressage des protéines

mitochondriales.

4. Régulation spatio-temporelle de la traduction et de I'import des

protéines mitochondriales

Comme mentionné dans la partie introductive, le protéome mitochondrial est
composé de protéines codées par le génome nucléaire, traduites dans le cytosol, et
qui doivent étre importées a la mitochondrie, « processées », assemblées et dirigées
dans leurs propres compartiments (Paragraphe 11.4). L’abondance, la morphologie
et les propriétés fonctionnelles des mitochondries sont finement régulées de maniere
a étre spécifiques pour chaque type cellulaire et en fonction de leurs nécessités en
terme de métabolisme. Il était ainsi assumé que cette régulation avait
majoritairement lieu au niveau du noyau, par des mécanismes de régulations
transcriptionnelles [Hock et al., 2009]. Dans cette hypothése, I'import mitochondrial
avait simplement pour réle de permettre I'adressage des protéines aux différents
compartiments [Chacinska et al., 2009]. Cependant, des études chez la levure et
dans les cellules humaines HelLa ont mis au jour l'importance de processus
précédant I'import [Fujiki et al., 1993 ; Mukhopadhyay et al., 2004], et il est
aujourd’hui clair que certaines protéines codées par le génome nucléaire peuvent
étre co-traductionnellement importées dans la mitochondrie [Lesnik et al., 2015]. Des
études transcriptomiques ont démontré que 50% des ARN messagers codant des

protéines mitochondriales sont localisés a proximité de la mitochondrie. Ceci
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implique une coopération fine entre des processus post-transcriptionnels géne-
spécifiques et les machineries d’'import mitochondrial. Dans ce sens, une étude a
démontré le réle de Tom20 dans le processus d’import co-traductionnel, mettant en
jeu la possibilité que I'import protéique puisse étre modulé a travers une localisation
précise de la localisation de ’'ARN messager et d’'une traduction au niveau de sites

spécifiques [Devaux et al., 2010 ; Eliyahu et al., 2010].

En plus de leur réle dans la mitophagie, les protéines PINK1 et Parkine
regulent également des aspects lies a la biogenése mitochondriale dans des
conditions physiologiques [Gehrke et al., 2015 ; Shin et al., 2011]. Le double réle de
ces protéines entre dégradation et biogenese est par exemple bien illustré dans les
études qui mettent en évidence la régulation de PINK1 et Parkine dans le recyclage
sélectif de composants de la chaine respiratoire mitochondriale d’'un coté et dans la
dé-répression de la traduction d’ARN messagers de cette méme chaine respiratoire
localisée a la MME d’un autre coté [Vincow et al.,, 2013]. Ce dernier processus
requiert I'association physique entre PINK1 et le récepteur Tom20 lors d’un import
co-traductionnel a travers la machinerie TOM. Il n’est pas exclu que ce mécanisme
dépendant de PINK1 et Parkine joue un rdle plus général dans la facilitation de

import mitochondrial que nous rapportons dans notre étude.

IV. La mitophagie n’est qu’un élément de la réponse mis en

ccuvre par la cellule lors d’un stress mitochondrial

1. Un traitement au CCCP induit une mitophagie dépendante de Parkine

dans les neurones

Il a été rapporté que la Parkine a un potentiel protecteur face a différents
types de stress cellulaires, tels que Il'accumulation de protéines toxiques,
I’excitotoxicité, ou le stress du réticulum endoplasmique [Bouman et al., 2011 ; Imai
et al., 2000 ; Petrucelli et al., 2002 ; Staropoli et al., 2003]. Cependant, toutes ces

réponses dans lesquelles la Parkine a été impliquée, y compris la mitophagie ont été
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étudiées séparément, dans des modeles différents, avec des paradigmes différents.
Dans la deuxieme partie de mon travail de thése, j'ai réalisé une étude comparative
intégrée de la réponse au stress mitochondrial dans un modéle neuronal issu de
souris sauvages ou PARKZ". A travers une analyse quantitative sur des images
acquises en microscopie confocale de la surface cellulaire occupée par un
marquage mitochondrial, nous avons tout d’abord montré que le traitement par le
protonophore CCCP, communément employé pour étudier le contréle de la qualité
mitochondriale dans des lignées cellulaires [Pickrell et al., 2015], induit aussi un
recrutement de la Parkine au niveau de la machinerie TOM et une mitophagie dans
des neurones embryonnaires de cortex murin. Ce résultat est important car
I'existence d’'une mitophagie dépendante de la Parkine dans les neurones reste
débattue, probablement parce que les neurones sont trés sensibles au CCCP et que
les méthodes utilisées jusqu’alors ne sont pas assez sensibles (Paragraphe 1V.2).
Nous montrons également dans cette étude que la mitophagie est fortement
diminuée dans les neurones PARKZ", ce qui confirme un rdle clé de la Parkine dans

ce mécanisme dans les neurones (Article 5, Figures 1 et 2).
2. Parkine et biogenése mitochondriale

Nous avons par la suite choisi de réaliser dans ces mémes modeéles d’étude
et paradigme une l'analyse transcriptionnelle a grande échelle de différents génes
clés impliqués dans plusieurs aspects de la réponse au stress, en nous focalisant
tout particulierement sur la biogenése mitochondriale et sa régulation, sur la réponse

antioxydante, sur 'UPR et sur la survie.

Une premiére observation marquante a été que plusieurs génes impliqués
dans la biogenese mitochondriale étaient fortement induits dans les neurones
PARKZ" en absence de stress. C'était le cas du canal Tom40 de la machinerie
d’import TOM, de deux des trois sous-unités de la chaine respiratoire étudiées, et du
facteur PARIS, dont les niveaux d’expression étaient augmentés d’un facteur 4 par
rapport aux neurones sauvages. Cette derniére observation peut paraitre paradoxale
si nous tenons compte du fait que PARIS est un répresseur transcriptionnel de PGC-

1qa, et donc un régulateur négatif de la biogenése mitochondriale [Shin et al., 2011],
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mais pourrait potentiellement s’expliquer par des cinétiques de réponses différentes ;
elle ajoute aussi un élément supplémentaire de régulation par la Parkine, décrite
pour contrdler les niveaux protéiques de PARIS directement [Shin et al., 2011]. Il est
important de noter que les niveaux protéiques de NRF1, PGC-1a et hnRNP-F étaient
augmentés dans les neurones PARKZ" en conditions basales, en accord avec les
changements transcriptionnels. Quoi qu’il en soit, I'activation chronique de la voie de
biogenése mitochondriale dans des conditions basales chez la souris PARKZ"
pourrait étre le reflet d’'un mécanisme compensatoire visant a préserver lintégrité
mitochondriale lorsque le contrGle de la qualité mitochondriale dysfonctionne. Bien
qu’'une dégénérescence neuronale n’ait pas été rapportée chez la souris PARKZ",
des signes de dysfonction mitochondriale ont été observés dans ce modele, et en
particulier des taux de respiration mitochondriale plus faibles dans le cerveau des

souris knockout ont été décrits [Damiano et al., 2014 ; Palacino et al., 2004].

Une deuxiéeme observation a été que dans les neurones sauvages, nous
avons aussi constaté une augmentation significative de I'expression de la majorité
des génes étudiés reflétant la biogenése mitochondriale suite au traitement par le
CCCP. D’apres les temps étudiés, cette réponse semble induite progressivement et
avec un niveau d’activation maximal aprés 24h de traitement, et pourrait viser au
renouvellement des mitochondries endommagées. Certaines de ces observations
ont été confirmées au niveau protéique (PGC-1a, NRF1, hnRNP-F). Ces
changements d’expression génique et protéique étaient globalement absents dans
les neurones PARK2”. Cela pourrait refléter une altération de la réponse aigiie au
stress, liée peut étre a la dérégulation chronique de la voie de biogenése
mitochondriale en conditions basales. Il est a nouveau a souligner que le CCCP a
induit a la fois des régulateurs positifs (PGC-1a, NFR1/2, Tfam) et négatifs
(hnBNPF, PARIS) de la biogenése mitochondriale, ce qui suggére des boucles
complexes de régulation. Comme discuté précédemment, il est possible que ces
réponses aient des cinétiques différentes. L’ajout de nouveaux temps d’étude
pourraient nous permetire de vérifier que nous ne sommes pas passé a coté
d’éventuels pics majeurs de réponse. Couplés a I'existence d’'une mitophagie dans

les neurones, ces observations soutiennent I’lhypothése d’une co-régulation entre les
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processus de biogenése et de dégradation mitochondriales, ou une bonne
coordination entre ces deux processus serait essentielle (Paragraphe 11.7.c). Méme
si les mécanismes impliqués dans cette balance ne sont pas encore réellement
identifiés chez ’'Homme, il est possible de rappeler I'existence chez Caenorhabditis
elegans de facteur SKN-1, 'homologue de NRF2 qui est activé lors d’'un stress
oxydant en réponse a une dysfonction mitochondriale et qui contréle I'expression de
divers génes de la biogeneése mitochondriale [Schmeisser et al., 2013 ; Staab et al.,
2014].

3. Les autres réponses mises en place par la cellule lors d’un stress

mitochondrial et contrélées par la Parkine

Nos résultats ont aussi mis en évidence une augmentation de trois genes
impliqués dans les mécanismes de détoxification suite au stress mitochondrial
(PDRX1, TXN et GPX2) et de plusieurs génes impliqués dans 'UPRE? et dans
'UPR™ uniquement dans les neurones sauvages (Article 5, Annexe 1). A la
différence de la biogenése mitochondriale, ces réponses ne sont pas modulées dans
les neurones PARKZ” pour 'UPR et sont diminuées de facon chronique pour la
réponse antioxydante, ce qui met en évidence un défaut de leur efficacité basale,
pouvant expliquer lI'absence de modulation de ces réponses lors d’un stress

mitochondrial.

Ces résultats, couplés a ceux décrits chez Caenorhabditis elegans laissent
penser qu’un facteur régulateur central de tous ces mécanismes, interagissant avec
la Parkine, existerait. Chez le ver, c’est le facteur de transcription ATFS-1 qui semble
jouer ce role, car lorsqu’il ne peut pas étre importé a la mitochondrie, il va
transloquer au noyau ou il va permettre la transcription de génes clés de nombreux
processus essentiels a la viabilité cellulaire, tels que des protéases et des
chaperonnes mitochondriales, des composants des machineries d'import, des génes
de la réponse antioxydante, mais également de I'immunité [Nargund et al., 2012].
L’orthologue de ce facteur ne semble pas exister chez 'Homme mais il est trés
probable qu’un autre facteur posséde aussi ce rble d’intégrateur de différentes

réponses protectrices mises en place par la cellule.
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4. Role de la Parkine au-dela de la mitochondrie

De nombreux substrats mitochondriaux et non mitochondriaux de la Parkine
ont été identifiés, dont certains avant la découverte de la fonction mitochondriale de
la Parkine [Scarffe et al., 2014]. C’est par exemple le cas de P38, de PARIS, de Pael
ou de CDCrel-1 [Corti et al., 2003 ; Imai et al., 2001 ; Lee et al., 2013 ; Shin et al.,
2011 ; Zhang et al., 2000]. En plus de la mitochondrie, la Parkine s’accumule au
niveau de Mycobacterium intracellulaire M. tuberculosis afin d’induire son autophagie
[Manzanillo et al., 2013], ce qui lui confere un role protecteur face aux infections
mycobactériennes. Lors de son ubiquitylome Parkine-dependant publié en 2013,
Sarraf et al. ont identifi€ un grand nombre d’intéracteurs de la Parkine, dont
beaucoup étaient ubiquitylés par celle-ci. Parmi les différentes protéines se trouve un
nombre conséquent de protéines cytoplasmiques, dont les sous-unités du
protéasome et des adaptateurs de I'autophagie (SQSTM1, CALCOCO2/NDP52 et
TAX1BP1) [Sarraf et al., 2013]. La Parkine doit étre activée pour jouer son réle
d’ubiquitine-protéine ligases [Kondapalli et al, 2012]. Pour ses substrats
mitochondriaux, nous savons que 'ubiquitine phosphorylée par PINK1 est suffisante
pour lier et activer la Parkine a la mitochondrie (Paragraphe Ill.3.c). PINK1 étant
mitochondriale, le mécanisme d’activation de la Parkine permettant d’ubiquityler ses
substrats non-mitochondriaux reste un mystere. La, ou les kinases non

mitochondriales impliquées restent a étre identifiées.

V. La mitophagie a-t-elle lieu dans des conditions

physiologiques ?
1. Parkine et mitophagie : au dela du CCCP

Dans lI'ensemble des expériences réalisées sur les lignées cellulaire, les
neurones primaires, les cellules IPS (Induced Pluripotent Stem cells) différenciées
en neurones, le déclenchement de la mitophagie dépendante des protéines PINK1

et Parkine a été réalisée par des traitements massifs tels que le protonophore
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CCCP, Trlinhibiteur du complexe Ill de la chaine respiratoire mitochondriale
antimycine A (+/- oligomycine) ou le ionophore valinomycine [Ashrafi et al., 2014 ;
Rakovic et al., 2013 ; Wang et al., 2012]. Bien que plus difficlement quantifiable,
cette voie existe également de maniére constitutive sans perturbations chimiques.
En utilisant la sonde Keima ciblant la mitochondrie et permettant d’étudier la
mitophagie, Bingol et al. ont montré que ce phénoméne se produisait sur une
période de quelques jours dans des cultures primaires de neurones sans ajout de
traitement dépolarisant, et qu’il était dépendant des protéines endogénes PINK1 et
Parkine [Bingol et al., 2014]. Vincow et al. montrent de leur coté que sans stress
mitochondrial, la drosophile déficiente en Parkine présente un ralentissement
significatif du furnover des protéines mitochondriales, similaire a celui observé chez
la drosophile déficiente en Atg7, une protéine essentielle au processus de
mitophagie, ce qui suggére que la voie PINK1/Parkine promeut la mitophagie in vivo
[Vincow et al., 2013].

Certains modeles de dysfonction mitochondriale mimant les processus
pathophysiologiques défectueux mis en évidence dans les cellules en absence de
PINK1 et Parkine montrent que le recrutement de la Parkine, parfois accompagné
d’'un déclenchement du processus de mitophagie, est également possible sans
traitements pharmacologiques. Par exemple, la perte génétique des protéines
profusion Mitofusine 1 et Mitofusine 2 conduit a une perte du potentiel de membrane
mitochondrial, induisant un recrutement de la Parkine et une mitophagie [Chen et al.,
2005 ; Narendra et al., 2008]. Dans cette méme idée, nous montrons que la down-
régulation du canal Tom40 de la machinerie TOM est de la méme maniere suffisante
a induire le recrutement mitochondrial de la Parkine, ainsi que la dégradation de
composants spécifiques de la MME [Bertolin et al.,, 2013]. La Parkine est aussi
recrutée au niveau des mitochondries dysfonctionnelles dans des neurones
différentiés a partir d’IPS de patients atteints d’encéphalopathie mitochondriale,
d’acidose lactique ou d’épisodes de type AVC (nommé syndrome MELAS) portant
des mutations de '’ADN™ [Hamalainen et al., 2013]. Enfin, des mutations de '’ADN™
sur la lignée cellulaire Cybrid montrent une mitophagie dépendante de PINK1 et

Parkine, en présence de surexpression de Parkine ou lors de I'inhibition de mTOR,
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un inhibiteur physiologique de I'autophagie [Gilkerson et al., 2012 ; Suen et al., 2010]
(Paragraphe Il.7.a). L’ensembles ces résultats laisse penser que des dysfonctions
mitochondriales causées par des mutations de I'ADN™ pourraient, dans des
conditions physiologiques, étre a 'origine in vivo de la mise en place par la cellule de

réponses protectives dépendantes de PINK1 et Parkine.

2. Importance in vivo des mécanismes de controle de la qualité

mitochondriale

Aprés lidentification de formes autosomiques récessives dues a des
mutations du géne PARK2, plusieurs laboratoires indépendants ont généré des
modeéles murins knockout pour ce géne et aucuns de ceux-Ci ne présentaient de
symptdbmes moteurs particuliers, et de perte de neurones dopaminergiques
[Chesselet et al., 2011 ; ltier et al., 2003 ; Palacino et al., 2004]. En 2011, Shin et al.
ont développé un nouveau modéle murin, knockout conditionnel pour le géne PARK2
au niveau du mésencéphale ventral, de maniéere a 'inactiver chez la souris adulte et
surexprimant le répresseur transcriptionnel PARIS (Parkin Interacting Substrate). Ce
modéle présente une dégénérescence progressive des neurones dopaminergiques
dans cette région, accompagnée d’une surexpression de PARIS et d’une répression
transcriptionnelle de son substrat, le facteur de transcription clé de la biogenese
mitochondriale PGC-1a [Shin et al, 2011]. Pickrell et al. ont également créé
récemment un nouveau modéle murin de maladie de Parkinson en croisant une
souris déficiente en Parkine avec la souris « Mutator », déficiente pour I’ADN
polymérase mitochondriale POLG, et présentant des mutations de ’ADN™ [Kujoth et
al., 2005 ; Pickrell et al.,, 2015], a I'image des observations faites chez patients
atteints de maladie de Parkinson (Paragraphe 1.1.d). Les souris « Parkine/Mutator »
résultant de ce croisement présentent des dégénérescences des neurones
dopaminergiques, associées a des déficits moteurs, pouvant étre compensés par la
L-Dopa. Tout comme les souris « Mutator », elles présentent des mutations
ponctuelles de PADN™ mais beaucoup plus pathogénes, ainsi que des
accumulations spécifiques d’ubiquitine phosphorylée dans les neurones. Ceci
suggere que l'activation des protéines Parkine par PINK1 existe lors d’'une

dysfonction mitochondriale dans les neurones de souris [Pickrell et al., 2015], créé ici
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par la déficience de la polymérase POLG. Nous pouvons noter que les souris
« Mutator » et les souris « Parkine/Mutator » ont une apparence normale hormis un

poids lIégérement plus faible chez les souris « Parkine/Mutator ».

Dans l'idée d’étudier in vivo les conséquences d’une dysfonction de la chaine
respiratoire mitochondriale sur la morphologie des mitochondries, ainsi que leur
turnover dans les neurones dopaminergiques, une équipe a créé un modéle murin
permettant I'’étude de cette morphologie mitochondriale. Pour modéliser
I'accumulation d’ADN™ dans les neurones, ils ont utilisé la souris « MitoPark »
knockout conditionnel pour le facteur de transcription Tfam [Ekstrand et al., 2007],
dont il est connu que la perte de fonction de Tfam résulte en la déplétion en ADN™,
reliée a une déficience sévere de la chaine respiratoire. Cette souris apparait
cependant en bonne santé a la naissance, mais développe une dégénérescence
lente mais progressive des neurones dopaminergiques lorsqu’elle est adulte avec
une perte de l'activité motrice [Ekstrand et al., 2007 ; Galter et al., 2010]. En utilisant
cette souris, les auteurs montrent qu’une déficience de la chaine respiratoire résulte
en une fragmentation et une agrégation mitochondriale [Sterky et al., 2011].
Cependant, ils ne mettent pas en évidence de recrutement de la Parkine au niveau
mitochondrial, et 'absence de Parkine ne modifie pas I'aspect des mitochondries de
la souris « MitoPark ». Le facteur de transcription Tfam étant un facteur clé au
processus de biogenése mitochondriale, il se peut que la Parkine n’ai pas les

capacité de protéger/sauver les mitochondries qui ne peuvent répliquer leur ADN.

Ensemble, et en prenant également en compte I'étude de Vincow et al.
mentionnée ci-dessus qui confirme I'existence d’une mitophagie dépendante de la
Parkine in vivo chez la drosophile [Vincow et al., 2013], ces résultats vont dans le
sens d’une validation in vivo des processus de translocation mitochondriale et de

mitophagie dépendants de la Parkine dans les neurones.
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Chapitre 6 : Conclusion

Les formes familiales autosomiques de maladie de Parkinson représentent
moins de 10% des cas cliniques. Depuis 20 ans, la découverte de genes
responsables de ces formes, ainsi que I'’étude des fonctions des protéines qu'ils
codent incluant PINK1 et Parkine, apportent un grand espoir, non seulement en
améliorant nos connaissances des voies pathogéniques impliquées dans ces formes
rares, mais aussi dans l'identification de marqueurs pathogéniques qui seraient en

commun avec les formes sporadiques.

Des avancées majeures ont été réalisées ces dernieres années quant a la
compréhension du/des role(s) clé(s) de la voie PINK1/Parkine dans la régulation et
la préservation de ’lhoméostasie mitochondriale. De plus, nous démontrons dans ces
études une nouvelle fonction de cette voie, ou la Parkine serait impliquée dans la
facilitation de l'import mitochondrial des protéines a signal d’adressage N-terminal,
dans des conditions physiologiques. Cependant, la preuve formelle d’'un mécanisme
d’action commun a I'’ensemble des fonctions de cette voie manque, et I'orchestration

spatio-temporelle des différents processus qu’elle régule reste mal comprise.

Les résultats obtenus au cours de ma thése ouvrent dans ce sens de
nouvelles perspectives sur le mode d’action de la voie PINK1/Parkine. En effet, nous
montrons dans un modele neuronal, plus pertinent que les cellules de lignées pour
I’étude des fonctions de cette voie dans la maladie de Parkinson qu’un stress
mitochondrial induit non seulement le processus de mitophagie mais également
d’autres réponses (mitochondriales et non mitochondriales), telles que la biogenése
mitochondriales, 'TUPR™ et la réponse antioxydante. A I'image du facteur ATFS-1,
suspecté jouer un réle d’intégrateur des différentes réponses mises en place par les
cellules chez Caenorfhabditis elegans, il sera dans un avenir proche trés important

d’identifier le ou les facteurs qui pourraient jouer ce role chez ’lHomme.

Ensemble, ces résultats obtenus, couplés avec ceux de la littérature,

approfondissent notre connaissance des mécanismes moléculaires mis en jeu par la
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voie PINK1/Parkine en apportant une meilleure compréhension des conséquences
de la perte de fonction de cette voie, et permettent d’élargir notre compréhension de
la physiopathologie des formes autosomiques récessives et possiblement des

formes sporadiques de maladie de Parkinson.
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Résumé

Perte de fonction de la voie « PINK1/Parkine » dans la physiopathologie de la
maladie de Parkinson : mécanismes et conséquences

La maladie de Parkinson (MP) est la seconde affection neurodégénérative en terme de
fréquence. Son étiologie est inconnue et elle caractérisée par une dégénérescence
spécifique des neurones dopaminergiques de la substance noire. Dans la majorité des cas,
la maladie est sporadique mais il existe des formes familiales monogéniques dues a des
mutations de génes spécifiques. L’ubiquitine-protéine ligase cytosolique Parkine (PARK2) et
la sérine/thréonine kinase mitochondriale PINK1, dont les fonctions sont perdues dans les
formes autosomiques récessives de MP, jouent un réle essentiel dans le contrOle de la
qualité mitochondriale, et en particulier dans la dégradation de mitochondries endommagées
par un processus nommé mitophagie.

L’'objectif de ce travail était d’élucider certains mécanismes moléculaires sous-jacents a la
régulation de ’lhoméostasie mitochondriale par PINK1 et Parkine. Par différentes approches
de biologie moléculaire, cellulaire, et d'imagerie, nous avons ainsi mis I'accent sur I’étude du
réle l'interaction de PINK1 et Parkine au niveau de la membrane mitochondriale externe,
mais aussi dans le processus de biogenése mitochondriale, ainsi que les conséquences de
leur perte de fonction.

Dans la premiére partie du travail, nous avons découvert que PINK1 et Parkine s’associaient
lors d’'un stress mitochondrial au niveau du complexe d’import mitochondrial TOM,
permettant I'import de la grande majorité des protéines adressées a la mitochondrie ; et que
déstabiliser ce complexe suffisait a initier la mitophagie. Nous avons également montré que
la Parkine, par sa fonction d’E3 ubiquitine-protéine ligase permettait, lorsqu’elle est activée
par PINK1, de faciliter I'import de son substrat HSD17310. La Parkine facilite également
I'import d’un biosenseur moléculaire inductible permettant d’étudier la voie d’'import classique
des protéines a pré-séquence, développé au laboratoire.

La mitophagie n’est qu’un type de réponse mis en ceuvre par la cellule lors d’'un stress
mitochondrial. Nous nous sommes alors intéressé, dans un modéle neuronal, au rdle de la
Parkine dans ces différentes réponses, dont la biogenése mitochondriale, 'TUPR (Unfolded
Protein Response) et la réponse antioxydante. En particulier, nous montrons qu’un stress
mitochondrial induit une forte augmentation de I'expression de génes clés de la biogenése
mitochondriale, uniqguement en présence de Parkine. Nous avons aussi observé une up-
régulation basale dans les neurones PARK2-/-, reflétant possiblement une altération de la
réponse aigle au stress, liée a la dérégulation chronique de la voie de biogenése
mitochondriale.

Ensemble, ces résultats approfondissent notre connaissance des mécanismes moléculaires
mis en jeu par la voie PINK1/Parkine dans le contréle de la qualité mitochondriale, en
mettant en évidence deux fonctions : I'import et la biogenése mitochondriale. Ceci permet
d’élargir notre compréhension de la physiopathologie des formes autosomiques récessives
de MP, et possiblement de I'étendre aux formes sporadiques.

Mots clés : Parkine, PINK1, maladie de Parkinson, contréle qualité mitochondriale,
machinerie TOM, import mitochondrial, biogenése mitochondriale



Abstract

Loss of function of the « PINK1/Parkin » signaling pathway in the
pathophysiology of Parkinson’s disease : mechanisms and consequences

Parkinson’s disease (PD) is the second most common neurodegenerative disorder
worldwide. Etiology is unknown and a specific loss of dopaminergic neurons of the
substancia nigra is observed. In most cases, the disease is sporadic but familial monogenic
forms due to mutations of specific genes exist. The cytosolic ubiquitin-protein ligase Parkin
(PARK2) and the mitochondrial serine/threonine kinase PINK1, whose functions are lost in
the autosomal recessive forms of PD, play an essential role in mitochondrial quality control,
and particularly in the degradation of damaged mitochondria by a process called mitophagy.

The aim of this work was to elucidate some of the molecular mechanisms underlying the
regulation of mitochondrial homeostasis by PINK1 and Parkin. Using different approaches of
molecular biology, cell biology, and imaging, we have focused our study on the role of PINK1
and Parkin interaction at the outer mitochondrial membrane, in the mitochondrial biogenesis
process and on the consequences of loss of function of the pathway.

In the first part of the work, we found that PINK1 and Parkin were associated during a
mitochondrial stress in vicinity of the mitochondrial import TOM complex, implicated in the
import of most proteins targeted to mitochondria; and that destabilizing this complex is
sufficient to initiate mitophagy. We also showed that Parkin, when activated by PINK1
facilitates, through its function of E3 ubiquitin-protein ligase, the import of its substrate,
HSD17310. Parkin facilitates also the import of an inducible BRET-based molecular
biosensor involving the classical pre-sequence import pathway, developed in the laboratory.

Mitophagy is only one type of response to a mitochondrial stress. We also focused, in a
neuronal model, on the role of Parkin in different other responses, including mitochondrial
biogenesis, unfolded protein response and the antioxidant response. In particular, we
showed that mitochondrial stress induced a strong increase in the expression of
mitochondrial biogenesis key genes, only in the presence of Parkin. We also observed a
basal up-regulation of these genes PARKZ2-/- neurones, possibly reflecting an alteration of
acute stress response, associated with chronic deregulation of the mitochondrial biogenesis
pathway.

Together, these results increase our understanding of the molecular mechanisms exerted by
the PINK1/Parkin pathway in mitochondrial quality control, with a highlight on two functions:
mitochondrial import and mitochondrial biogenesis. This expands our knowledge of the
pathophysiology of autosomal recessive forms of PD, and possibly, sporadic ones.

Keywords : Parkin, PINK1, Parkinson’s disease, mitochondrial quality control, TOM
machinery, mitochondrial import, mitochondrial biogenesis.



