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Abréviations 
 

Acétyl-CoA : acétyl coenzyme A 

AGE : advanced glycation end product 

ATPase : adénosine triphosphate synthase 

BN-PAGE : blue native polyacrylamide gel electrophoresis 

CT-L : chymotrypsine-like 

2D DIGE : 2-Dimensional Differential in-Gel Electrophoresis 

2-DG : 2-deoxy-D-glucose 

DRP1 : dynamin-related protein 1 

ECAR : extracellular acidification rate 

ERO : espèce réactive de l’oxygène 

ETF-QOR : electron transferring flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase 

FAD : flavine adénine dinucléotide 

FADH2 : flavine adénine dinucléotide réduit 

FOXO : Forkhead box O 

GPx : glutathion peroxydase 

Grx : glutaredoxine 

GSH : glutathion réduit 

GSSG : glutathion oxydé 

HIF-1 : Hypoxia-Inducible Factor 1 

HNE : hydroxynonénal 

Hsp : heat shock protein 

HtrA2 : high temperature requirement protein A2 

IPG : immobilized pH gradient 

JNK : Jun-N-terminal kinase 

MAPK : mitogen-activated protein kinase 

MDA : malondialdéhyde 

MIA : mitochondrial intermembrane space assembly 

MIM : mitochondrial import complex 
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MFN 1 et 2 : mitofusines 1 et 2 

MPP : mitochondrial processing peptidase 

Msr : méthionine sulfoxyde réductase 

MST1 : mammalian STE20-like protein kinase 1 

NAD : nicotinamide adénine nucléotide 

NADH : nicotinamide adénine nucléotide réduit 

NADP : nicotinamide adénine nucléotide phosphate 

NOX4 : NADPH oxydase 4 

NRF2 : nuclear factor erythroid-derived 2-related factor 

NHS : N-hydroxysuccinimide 

OCR : oxygen consumption rate 

OMMAD : Outer Mitochondrial Membrane Associated Dégradation 

OPA1 : optic atrophy 1 

OXA : oxidase assembly 

PA : peptidylglutamyl-peptide hydrolase 

PAM : presequence translocase-associated motor 

PARL : presenilins-associated rhomboid-like protein 

PCR : polymerase chain reaction 

PGC-1α : peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator 1α 

PINK1 : PTEN-induced putative kinase 1 

Prx : peroxyredoxine 

SAM : sorting and assembly machinery 

shRNA : short hairpin RNA  

siRNA : small interfering RNA 

SOD : superoxyde dismutase 

StAR : steroidogenic acute regulatory protein 

Succinate-CoA : succinate coenzyme A 

tBH : tert-butyl hydroperoxide 

TFAM : transcription factor A, mitochondrial 

TIM : translocase of the inner mitochondrial membrane 



 

5 

 

TOM : translocase of the outer membrane 

TR : thioredoxine réductase 

Trx : thioredoxine 

UPR : unfolded protein response 
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Objectifs 

D’un point de vue étymologique, la protéolyse désigne l’hydrolyse des protéines. 

Considéré sous l’angle de la biologie ce processus embrasse une série de régulations vitales 

pour la cellule puisque de la protéolyse dépendent notamment le renouvellement du protéome, 

les transformations conférant aux protéines leur forme active, le contrôle des niveaux de 

protéines et, par là, le fonctionnement des voies de signalisation dans lesquelles elles 

interviennent. 

Activité enzymatique, la protéolyse est l’œuvre des protéases. Seules deux de ces 

enzymes ont pour l’instant été répertoriées au sein de la matrice mitochondriale. L’une d’elles, 

la protéase Lon, s’est fait une spécialité de la dégradation des protéines oxydées mais ses 

capacités lui ont délégué d’autres terrains d’action. Compte tenu de l’implication déterminante 

de la mitochondrie dans le vieillissement et maintes pathologies, il nous a paru intéressant de 

préciser le rôle de Lon dans l’homéostasie protéique et la fonction de la mitochondrie. 

A partir de cellules HeLa permettant l’induction d’une sous expression de Lon, l’objectif 

de cette thèse a été d’étudier les effets d’un déficit en Lon. Deux aspects ont été privilégiés : la 

mise en évidence d’un stress oxydant puisque Lon est une protéine de réponse au stress 

particulièrement dédiée à la lutte contre l’accumulation des protéines oxydées et la 

caractérisation d’une dysfonction mitochondriale sous la forme d’une altération du 

métabolisme énergétique. Le premier objectif a permis de constater une modification 

significative du statut oxydatif de la mitochondrie s’accompagnant d’une mobilisation de 

certains acteurs du contrôle qualité mitochondrial. Quant au métabolisme énergétique, il souffre 

bien d’une déplétion en Lon. Cette étude a par ailleurs abouti à l’identification d’un certain 

nombre de protéines dont l’expression ou le niveau d’oxydation est modifiée lorsque Lon est 

sous exprimée. Ces résultats sont susceptibles d’orienter les recherches sur la protéase Lon dans 

de nouvelles directions telles que la recherche d’un lien avec la composition de la chaîne 

respiratoire ou la signalisation rétrograde ainsi que les effets d’une surexpression de Lon ou 

d’une sous expression touchant conjointement Lon et ClpP, l’autre protéase de la matrice 

mitochondriale. 
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I- Histoire d’O 2 

L’histoire de la mitochondrie commence des milliards d’années plus tôt, dans les eaux 

de surface des océans, lorsqu’une bactérie élut domicile dans un proto-eucaryote. Bien des 

mystères planent encore sur les premiers instants de la mitochondrie. Toutefois l’origine de la 

bactérie dont elle provient et de la cellule qu’elle a investie fait aujourd’hui l’objet d’un certain 

consensus : le premier serait une alphaprotéobactérie et la seconde une archée, apparentée, selon 

certains auteurs, au super-embranchement des asgard. Toujours est-il que l’un et l’autre y 

trouvèrent à ce point leur compte que cet arrangement dure toujours (Roger, Munoz-Gomez, 

and Kamikawa 2017; Thrash et al. 2011; Zachar and Szathmary 2017). 

Au cœur de cette théorie de l’endosymbiose, l’oxygène. Dans un environnement où 

celui-ci allait peu à peu devenir l’élément le plus abondant, l’endosymbiote savait en tirer profit, 

son hôte s’en accommodait jusqu’alors moins bien. Depuis les relations entre ces deux 

organismes ont considérablement évolué. Les liens n’ont cessé de se resserrer entre ces deux 

organismes devenus depuis une cellule eucaryote et une mitochondrie. L’on classe même cette 

dernière parmi les acquis qui ont rendu possibles les formes de vie complexes (Lane and Martin 

2010). 

II- Structure et fonctions des mitochondries 

A) Structure des mitochondries 

1) Quatre compartiments mitochondriaux 

La mitochondrie fait partie de la panoplie de la cellule eucaryote au même titre qu’un 

certain nombre d’autres organelles. L’on ne peut toutefois affirmer que la cellule eucaryote ne 

peut se passer de ses services sous quelque forme que ce soit, notamment depuis la récente 

découverte d’un eucaryote totalement dépourvu de mitochondries, l’oxymonade 

Monocercomonoides sp. (Karnkowska et al. 2016) . A l’exception des globules rouges, tous les 

types cellulaires contiennent des mitochondries, en quantités variant généralement de 1000 à 

3000 selon les catégories de cellules, de forme est elle aussi variable, souvent globulaire ou 

filamenteuse. 
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Localisée dans le cytoplasme, principalement dans les zones de forte consommation 

énergétique, la mitochondrie est pourvue d’une double membrane : une membrane externe 

uniforme et continue, une membrane interne formant des crêtes lui permettant d’accroître sa 

surface de façon sensible. Ces crêtes sont ainsi plus nombreuses dans les tissus à forte activité 

respiratoire. Ces deux membranes délimitent deux sous-compartiments : l’espace inter-

membranaire entre les deux membranes et la matrice délimitée par la membrane interne (Figure 

1).  

Figure 1 : structure de la mitochondrie. A) Schéma de la structure d’une mitochondrie 
(Source : "Principes de Biochimie" Horton et al. (1994) Ed. DeBoeck Universités). B) section 
longitudinale d’une mitochondrie de pancréas de chauve-souris vue au microscope électronique 
(Source : https://icm-institute.org/fr/actualite/nouvel-espoir-parkinson-et-maladie-
neurodegeneratives/ ; Mitochondrie – organelle des cellules – centrales énergétiques des 
cellules © INSERM/Torpier, Gérard). 

Bicouche lipidique de 5 à 7 nm d’épaisseur, la membrane externe a une composition 

assez proche de celle de la membrane plasmique. Elle est constituée pour 50 à 60% de protéines 

et 40 à 50 % de lipides, principalement des phospholipides insaturés et peu de cholestérol. Elle 

est riche en porines ce qui la rend perméable aux ions et molécules de masse moléculaire 

inférieure à 10 kDa.  

Cette perméabilité aux petites molécules, parmi lesquelles les protons, vaut à l’espace 

inter-membranaire de présenter un pH équivalent à celui du cytosol. Enserré entre les 

membranes mitochondriales externe et interne, cet espace, bien que très étroit, remplit diverses 

fonctions essentielles à l’accomplissement de différents processus tels que le transport de 

protéines, électrons et ions métalliques, l’assemblage de protéines de la membrane interne, la 

respiration cellulaire, le métabolisme énergétique ou encore l’apoptose. 

L’organisation de la membrane interne est très différente de celle de la membrane 

externe. Constituée pour 80% de protéines et 20% de lipides, elle est pauvre en cholestérol mais 

A B
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riche en cardiolipine (diphosphatidyl-glycerol). Son protéome comprend notamment des 

protéines de transport et les complexes protéiques enzymatiques des phosphorylations 

oxydatives. Sa composition lipidique la rend très imperméable et son franchissement nécessite 

un transport actif.  

Cette différence de perméabilité entre les deux membranes se traduit par une 

concentration en protons plus basse - donc un pH plus élevé - dans la matrice mitochondriale 

que dans l’espace inter-membranaire et le cytosol. La matrice renferme un contenu relativement 

dense, à savoir le génome mitochondrial, des ARN messagers et de transfert, des 

mitorobosomes, des granules de phosphate de calcium, des cations Ca+2 et Mg+2, de nombreux 

systèmes enzymatiques,… 

2) Génome et protéome mitochondriaux 

Figure 2 : structure de l'ADN mitochondrial (d’après P. Rustin, A. Rötig. 1995. 
Mécanismes moléculaires des cytopathies mitochondriales. Med Therap 1 : 435-447). D-
loop : boucle de déplacement. OH, OL : origines de réplication des brins lourd et léger ; ND1, 
ND2, ND3, ND4, ND5, ND6 : NADH déshydrogénase 1-6 (complexe 1) ; cyt b : cytochrome 
b (complexe III) ; COX I, COX II, COX III : cytochrome c oxydase I à III (complexe IV) ; A6, 
A8, ATPase 8 (complexe V). Les traits noirs représentent les 22 ARN de transfert 

La mitochondrie possède son propre génome hérité de son origine endosymbiotique. Ce 

double brin d’ADN circulaire est composé de 16 569 paires de bases chez l’homme. Il est 

localisé dans la matrice mitochondriale où sa présence en plusieurs copies induit une situation 
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d’hétéroplasmie, hétéroplasmie à laquelle se superpose un grand polymorphisme. 

Pourquoi la mitochondrie a-t-elle conservé son propre génome ? Parmi les différentes 

hypothèses susceptibles d’expliquer cette particularité, deux semblent aujourd’hui se détacher 

du lot. L’une repose sur l’intérêt d’une co-localisation du gène et de son produit dans le cadre 

de la régulation redox (co-location for redox regulation (CoRR) hypothesis). Selon cette 

hypothèse, la modulation de l’expression de gènes codant des composants de la chaîne 

respiratoire doit, pour être efficace, répondre à une perception in situ des variations de l’état 

redox (Allen 2015) . La seconde explication en vue actuellement se fonde sur le fait que les 

protéines codées par le génome mitochondrial sont généralement d’imposantes structures 

hydrophobes à domaines transmembranaires qui sont souvent déroutées vers le réticulum 

endoplasmique lorsqu’elles transitent par le cytosol (Bjorkholm et al. 2017). 

L’ADN mitochondrial des mammifères est codant sur toute sa longueur excepté au 

niveau d’une séquence, la boucle D, qui renferme les origines de réplication des chaînes lourde 

et légère ainsi que les deux promoteurs de transcription de ce génome. Chez l’homme, celui-ci 

contient 37 gènes codant 13 chaînes polypeptidiques, 22 ARNt et les ARNr 12S et 16S des 

ribosomes mitochondriaux (Figure 2).  

Le code génétique utilisé par la mitochondrie est différent de celui qui préside à la 

traduction des gènes nucléaires (Boos, Wollin, and Herrmann 2016). Comparée à la synthèse 

protéique cytoplasmique, la machinerie de traduction mitochondriale a recours à un nombre 

d’ARN de transfert beaucoup plus restreint. En compensation, ceux-ci sont capables de 

déchiffrer plus de codons. Pour l’exemple, l’ARNtMet qui, canoniquement, reconnaît le codon 

AUG, se lie aussi au codon AUA dans la mitochondrie des mammifères ainsi qu’au codon AUU 

dans le cas particulier du codon d’initiation de la sous-unité ND2 de la NADH déhydrogénase. 

Il en résulte un contenu en méthionines plus important dans les protéines mitochondriales que 

dans le reste de la cellule. Il s’agirait là d’une stratégie antioxydante de la mitochondrie 

exploitant les aptitudes des méthionines à l’oxydation puis à être réduites par un système dédié 

à cette opération (Bender A 2008). 

Cependant, la part du protéome mitochondrial codé par le génome mitochondrial est très 

minoritaire puisque, chez l’homme, on estime qu’il est à l’origine de moins de 1% des 1000 à 

1500 protéines différentes recensées dans la mitochondrie. Les quelque 99% restants sont le 

fait du génome nucléaire. Environ 6% des protéines mitochondriales sont localisées dans la 
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membrane externe, à peu près autant dans l’espace inter-membranaire, 21% dans la membrane 

interne et donc environ les deux tiers dans la matrice (Distler, Kerner, and Hoppel 2008). Cette 

prépondérance du génome nucléaire dans la synthèse des protéines mitochondriales nécessite 

donc l’intervention d’un système de transport entre le cytoplasme et la mitochondrie. 

3) Importation des protéines dans la mitochondrie 

Figure 3: importation des protéines en provenance du cytoplasme dans la mitochondrie 
(d’après Straub et al. 2016).Les protéines en provenance du cytosol empruntent le canal TOM 
(translocase of the outer membrane). Divers complexes procèdent ensuite au tri des précurseurs 
et à leur transformation en protéines matures selon leur destination : membrane externe (OM), 
espace inter-membranaire (IMS), membrane interne (IM) ou matrice. Ces complexes sont 
notamment : MIA (mitochondrial IMS assembly), TIM23 et TIM22 (translocases of the inner 
membrane), PAM (presequence translocase-associated motor), MPP (mitochondrial processing 
peptidase), SAM (sorting and assembly machinery), MIM (mitochondrial import complex) et 
la translocase OXA (oxidase assembly). 

La grande majorité des protéines mitochondriales voient ainsi le jour dans le cytosol  

sous la forme de précurseurs dotés d’un signal d’adressage vers la mitochondrie. Ces séquences 

signal sont de différentes natures, le plus souvent une préséquence clivable en N-ter, parfois 

une séquence interne non clivable. Il existe différentes voies de translocation dans la 

mitochondrie (Straub et al. 2016), (Dudek, Rehling, and van der Laan 2013). 
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Quelle que soit leur destination finale dans le compartiment mitochondrial, les protéines 

importées doivent d’abord intégrer la membrane externe (Figure 3). La plupart le font via le 

canal Tom40 de la translocase TOM (translocase of the outer membrane) dont les récepteurs 

reconnaissent les séquences d’adressage à la mitochondrie. 

Les protéines destinées à la matrice sont ensuite dirigées vers TIM23 (translocase of the 

inner mitochondrial membrane). Elles perdent alors leur préséquence sous l’action de la 

peptidase MPP puis sont transférées dans la matrice avec le concours de la translocase PAM. 

Ce transport mobilise des protéines chaperonnes ainsi que deux sources d’énergie, l’ATP et la 

différence de potentiel de part et d’autre de la membrane interne. 

Des précurseurs contenant une séquence hydrophobe d’arrêt de transfert empruntent eux 

aussi le canal TIM23 d’où ils sont latéralement libérés dans la membrane interne. Non clivables, 

les précurseurs des protéines de transport des métabolites ancrées dans cette même membrane, 

sont eux d’abord pris en charge par le complexe Tim9-Tim10 (small TIMs) dans l’espace inter-

membranaire, à la sortie de TOM. Ces protéines sont ensuite insérées par la translocase TIM22 

sous l’action du seul potentiel de membrane. La translocase OXA (oxidase assembly) a elle 

aussi un rôle central dans la biogénèse de la membrane interne. En charge de l’intégration des 

composants de la chaîne respiratoire codés par le génome mitochondrial, elle intervient 

également dans l’import de nombreuses protéines à domaines transmembranaires codées par 

l’ADN nucléaire. Pour cette seconde mission, OXA coopère avec le module TIM23-PAM 

(Stiller et al. 2016). 

De nombreuses protéines de l’espace inter-membranaire doivent leur localisation à des 

motifs cystéine caractéristiques. Après leur passage par le canal TOM, ces protéines sont 

adressées à la machinerie MIA (Mitochondria Intermembrane space Assembly) qui assure 

l’oxydation de ces motifs cystéine via l’oxydoréductase Mia40. S’en suit la formation de ponts 

disulfure et l’acquisition d’une conformation qui garantit la séquestration de ces protéines dans 

l’espace inter-membranaire (Koch and Schmid 2014). 

Les précurseurs des protéines en tonneau β de la membrane externe gagnent d’abord 

l’espace inter-membranaire via TOM puis leur destination finale par l’intermédiaire des 

complexes Tim9-Tim10 et SAM (sorting and assembly machinery). La membrane externe 

renferme également des protéines membranaires à segments transmembranaires en hélice α. 

Une partie d’entre elles est insérée par le complexe MIM (mitochondrial import complex) sans 
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passer par TOM qui peut toutefois intervenir dans la reconnaissance des précurseurs de ces 

protéines (Wenz et al. 2014). Il semble que certaines protéines, en particulier des précurseurs 

portant une ancre en C-ter, intègrent la membrane interne sans l’intercession d’un dispositif 

d’importation (Dudek, Rehling, and van der Laan 2013). 

4) Dynamique mitochondriale 

Les mitochondries sont des organelles très dynamiques dont la morphologie, la 

distribution et l’activité peuvent être régulées par des phénomènes de fusion et de fission. Les 

mitochondries peuvent ainsi revêtir des formes variées allant d’un réseau de longs tubules 

interconnectés à un ensemble de petites sphères individuelles, d’où leur nom issu de deux mots 

grecs : mitos (filament) et chondros (granule) (Malka F 2004). La morphologie du réseau 

mitochondrial varie selon le type tissulaire. Dans le foie, les mitochondries apparaissent comme 

des organelles individuelles arrondies. Dans les fibroblastes, 80% des mitochondries sont sous 

forme filamenteuse, 5 à 6% sous forme intermédiaire et le reste est fragmenté. 

Figure 4 : dynamique du compartiment mitochondrial (d’après Malka et al., 2004) 

Les méthodes d’analyse in vivo, avec des marqueurs fluorescents des mitochondries, 

ont montré que les variations de la morphologie mitochondriale sont constantes dans les cellules 

vivantes (Figure 4). Ces changements reposent sur le mouvement des mitochondries mais aussi 

sur des phénomènes de fusion et de fission membranaires. 

A 

B 

A : compartiment mitochondrial 
d’une cellule Hela vivante 
visualisé avec une protéine 
fluorescente adressée à la matrice 
mitochondriale 
B : la région encadrée dans A 
observée au cours du temps 
(indiqué en min:sec) ; les 

mitochondries modifient leur 
forme  



15 

 

Chez l’homme les principaux acteurs de cette dynamique mitochondriale sont les 

GTPases DRP1 pour la fission, OPA1, Mitofusines 1 et 2 (MFN1 et 2) pour la fusion (Thornton 

et al. 2017), (Meyer, Leuthner, and Luz 2017), (Gottlieb and Bernstein 2016). En régulant la 

morphologie du compartiment mitochondrial, ces mécanismes de fusion-fission influencent le 

nombre, la distribution subcellulaire et la fonction des mitochondries. Leur contribution à 

l’homéostasie mitochondriale et à la réponse au stress est cruciale. Les mouvements de fission 

sont nécessaires à la division cellulaire, la biogénèse mitochondriale et participent du contrôle 

qualité dans la mitochondrie. Les épisodes de fusion permettent d’accroître la production 

d’énergie et de brasser le contenu mitochondrial. 

Figure 5 : fusion, fission, biogénèse et dégradation mitochondriales (d’après Seo et al. 
2010). La dynamique mitochondriale est rythmée par des phénomènes de fusion et fission 
contribuant au maintien de l’homéostasie. Les mitochondries dysfonctionnelles sont éliminées 
par mitophagie et la population mitochondriale est renouvelée par biogénèse. 

La masse et les effectifs mitochondriaux sont régulés par cette dynamique puisque son 

intervention est indispensable à la biogénèse des mitochondries et à leur dégradation par 

mitophagie (Figure 5). La biogénèse mitochondriale dépend à la fois de la fission de 

mitochondries existantes et d’un programme de transcription et traduction principalement 

régulé par trois facteurs de transcription : PGC-1α et NRF-2 au niveau nucléaire, TFAM au 

niveau mitochondrial (Thornton et al. 2017), (Gottlieb and Bernstein 2016). Destinée à 

débarrasser la cellule des mitochondries endommagées, la mitophagie est elle aussi amorcée 

par des mouvements de fission. Le relai est pris par la kinase mitochondriale PINK1 qui 

s’accumule dans les mitochondries dysfonctionnelles et recrute l’ubiquitine ligase Parkin. Le 
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processus se poursuit par la séquestration de la mitochondrie dans un autophagosome et sa 

dégradation par la voie lysosomale (Meyer, Leuthner, and Luz 2017). 

B) Fonctions des mitochondries 

1) Métabolisme énergétique 

Les missions de la mitochondrie sont multiples mais s’il en est une qui s’impose comme 

"la" fonction mitochondriale c’est bien celle de centrale énergétique de la cellule. C’est dans la 

mitochondrie qu’ont rendez-vous deux voies métaboliques majeures, la glycolyse et la 

phosphorylation oxydative. Brièvement la première exerce dans le cytosol où elle se charge de 

l’oxydation du glucose en pyruvate. Ce dernier pénètre ensuite dans la matrice mitochondriale 

où, en conditions aérobies, il est transformé en acétyl-CoA avant que son oxydation complète 

soit effectuée par le cycle de Krebs. Il en résulte une production de NADH, H+ et/ou FADH2 

qui seront à leur tour oxydés par la chaîne respiratoire.  

Figure 6 : voies du métabolisme énergétique impliquant la mitochondrie 
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Bilan : une molécule de glucose fournit 2 ATP via la glycolyse dans le cytoplasme et 38 

ATP au terme de la phosphorylation oxydative dans la mitochondrie. L’on comprend dès lors 

l’importance de ce qui se joue dans le secret de la matrice mitochondriale d’autant que celle-ci 

abrite d’autres sources d’énergie plus ou moins actives selon les tissus (Demine et al. 2014), à 

savoir (Figure 6) 

- la β-oxydation : dans le cytosol, les acides gras sont convertis en acyl-CoA ; importé 

dans la mitochondrie par la carnitine-acylcarnitine translocase, celui-ci subit une oxydation qui 

contribue au ravitaillement du cycle de Krebs en acétyl-CoA et de la chaîne respiratoire en 

NADH et FADH2 (Houten et al. 2016) 

- la glutaminolyse : la glutamine importée dans la mitochondrie est transformée en 

glutamate par la glutaminase ; la déamination du glutamate aboutit à la formation d’α-

cétoglutarate que le cycle de Krebs va pouvoir utiliser (Altman, Stine, and Dang 2016) 

- le catabolisme des acides aminés ramifiés : outre la dégradation de la glutamine, la 

mitochondrie est aussi impliquée dans le catabolisme de l’isoleucine, la leucine et la valine ; 

leur transformation, soit en acétyl-CoA soit en succinate-CoA, alimente également le cycle de 

Krebs (Zhang et al. 2017) 

- le métabolisme des corps cétoniques peut aussi être ajouté à cette liste de sources 

d’énergie : issus de la β-oxydation, ils peuvent être dégradés en acétyl-CoA par la mitochondrie, 

une transformation qui libère du NADH (Grabacka et al. 2016) 

Le métabolisme énergétique participe des multiples fluctuations qui accompagnent les 

divers événements de la vie de la cellule et que la mitochondrie relaie bien souvent compte tenu 

de sa position stratégique dans la production d’énergie. Principalement dépendante de la 

phosphorylation oxydative mitochondriale en conditions normales, la cellule différenciée se 

met à privilégier la glycolyse lorsqu’elle entre en prolifération sous l’influence d’un processus 

cancéreux. C’est ce que l’on appelle l’effet Warburg (de Alteriis et al. 2018). Bien que les 

raisons de cette politique énergétique ne soient toujours pas clairement élucidées, il est évident 

que ce choix est particulièrement bénéfique à la prolifération cellulaire. La cellule sénescente 

en culture adopte la même tactique (Wiley and Campisi 2016). Certes elle ne prolifère pas mais 

elle grossit et il s’agirait pour elle, comme pour la cellule cancéreuse, de favoriser la glycolyse 

pour sa capacité à procurer les précurseurs nécessaires pour satisfaire une forte demande en 
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protéines, lipides et autres composants de la cellule. La mitochondrie peut même être à l’origine 

du changement de métabolisme énergétique constaté dans la cellule en sénescence puisqu’une 

dysfonction mitochondriale peut induire un phénotype sécrétoire associé à la sénescence (Wiley 

et al. 2016). Quant au stress oxydant issu d’une dysfonction mitochondriale, il en résulte une 

reprogrammation métabolique qui se traduit par une activité accrue de la glycolyse anaérobie. 

Cette réorientation peut également être assimilée à une stratégie de défense anti oxydante via 

la production de NADPH par le segment oxydatif de la voie des pentoses phosphates (Wu, Wu, 

and Wei 2014). 

2) Autres fonctions mitochondriales 

Les compétences de la mitochondrie ne se limitent pas au métabolisme énergétique. Ses états 

de service témoignent de fonctions variées, plus ou moins développées selon les lignées 

eucaryotes et les tissus d’un même organisme (Sack 2011), parmi lesquelles : 

- l’apoptose : l’une des voies de l’apoptose passe par la mitochondrie ; cette voie 

mitochondriale, encore appelée voie intrinsèque, est stimulée par des événements menaçant 

l’homéostasie cellulaire ; s’en suit une activation de la BH3-only protéine qui va et inhiber 

l’action du facteur anti-apoptotique Bcl-2 et activer les pro-apoptiques Bax et Bak au niveau de 

la membrane mitochondriale externe dont l’étanchéité est alors altérée ; la sortie du cytochrome 

c dans le cytosol déclenche alors une cascade apoptotique caspase-dépendante (Lomonosova 

and Chinnadurai 2008), (Wang and Youle 2009). Il existe aussi une mort cellulaire caspase-

indépendante impliquant la mitochondrie (Tait and Green 2008). 

- l’homéostasie calcique : la mitochondrie est un pilier de la gestion des stocks de 

calcium et de la signalisation calcique ; équipée pour collecter et relâcher les ions Ca2+, elle 

utilise cette ressource pour intervenir dans la régulation de divers processus mitochondriaux et 

cellulaires tels que le métabolisme énergétique, la croissance, la prolifération, la différenciation 

et la mort cellulaires, la libération des neurotransmetteurs, la dynamique mitochondriale,… 

(Bravo-Sagua et al. 2017), (Arduino and Perocchi 2018) 

- la stéroïdogénèse : la contribution de la mitochondrie à la stéroïdogénèse est 

importante ; la synthèse des hormones stéroïdes est assurée dans différents tissus à partir du 

cholestérol ; celui-ci est importé dans la mitochondrie par le transporteur StAR (steroidogenic 

acute regulatory protein) ; il est alors transformé en prégnénolone sous l’action de l’enzyme 
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P450scc ; la prégnénolone est ensuite exportée de la mitochondrie, les étapes finales de la 

stéroïdogénèse se déroulant hors du compartiment mitochondrial (Miller 2013), (Papadopoulos 

and Miller 2012) 

Pour en terminer avec le savoir-faire de la mitochondrie, on peut également citer sa 

contribution à la signalisation redox (cf infra), à la synthèse des phospholipides, des 

cytochromes et des centres fer-soufre, au cycle de l’urée, à l’homéostasie ionique, des lipides, 

glucides et protéines ainsi qu’à la thermogénèse. 

III- La mitochondrie dans le stress oxydant 

A) De l’homéostasie au stress 

La notion de stress est liée à celle d’homéostasie en ce sens que le premier naît d’une 

situation qui vient perturber la seconde. L’homéostasie découle du concept de milieu intérieur 

décrit au XIXème siècle par le célèbre physiologiste français Claude Bernard (Cooper 2008). 

Selon lui, "chez les êtres vivants élevés, il y a au moins deux milieux à considérer" : le milieu 

intérieur "dans lequel vivent les éléments des tissus", et le milieu extérieur "dans lequel est 

placé l’organisme". 

Considérant qu’il existe différentes formes de vie selon "le mode des relations entre 

l’être vivant et les conditions cosmiques ambiantes", Claude Bernard attribue "aux animaux les 

plus élevés en organisation" une "forme de vie constante ou libre" en ce sens que leur vie 

"s’écoule d’un cours constant et indifférent en apparence aux… changements des conditions 

matérielles qui entourent l’animal. Les organes, les appareils, les tissus fonctionnent d’une 

manière sensiblement égale… Il en est ainsi parce qu’en réalité le milieu intérieur qui 

enveloppe les organes, les tissus, les éléments des tissus, ne change pas… La fixité du milieu 

intérieur est la condition de la vie libre, indépendante : le mécanisme qui la permet est celui 

qui assure dans le milieu intérieur le maintien de toutes les conditions nécessaires à la vie des 

éléments… La fixité du milieu suppose un perfectionnement de l’organisme tel que les 

variations externes soient à chaque instant compensées et équilibrées" (Bernard 1865), 

(Bernard 1878). 

Cette fixité du milieu, c’est l’homéostasie telle que la définira dans les années 1920 le 

physiologiste américain Walter Cannon. Puisque c’est à lui que l’on doit ce terme, laissons-le 
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s’en expliquer : "les réactions physiologiques coordonnées qui assurent la plupart des états 

d’équilibre dans le corps sont si complexes et si particulières aux organismes vivants qu’il a 

été suggéré (Cannon, 1926) d’employer une désignation spécifique pour ces états, 

l’homéostasie" (Cannon 1929). Quant à la justification étymologique de ce terme qui assemble 

deux mots d’origine grecque, Cannon précise qu’il a choisi stasis ("immobilisme, état 

d’inertie") pour évoquer la constance et homeo ("semblable") pour nuancer cette invariabilité.  

L’homéostasie impose donc à une série de paramètres le respect de valeurs qui peuvent 

toutefois varier à l’intérieur d’un intervalle. Des valeurs en dehors de cet intervalle génèrent un 

stress auquel l’organisme doit répondre pour restaurer l’homéostasie (Goldstein and Kopin 

2007). C’est à Hans Selye, médecin d’origine hongroise, que l’on doit la popularisation du 

concept de stress dans les années 1950. Selon lui le stress est la réponse non spécifique du corps 

à une demande. Pour lui sont non spécifiques les réponses identiques apportées à des stimuli 

différents (figure 7) (Selye 1976).  

Depuis la notion de stress a évolué. La version moderne le considère comme une menace 

à l’homéostasie détectée consciemment ou non et assortie d’une réponse dont le degré de 

spécificité dépend entre autres du défi particulier posé à l’homéostasie ainsi que de la perception 

par l’organisme et du facteur de stress et de sa capacité à y faire face (Goldstein and Kopin 

2007). 

B) Stress et eustress oxydants dans la mitochondrie 

Qu’elles soient internes à la cellule où le fruit de facteurs environnementaux, les 

catégories de stress ne manquent pas que ce soit le froid, la chaleur, l’exercice, la privation de 

Figure 7 : le stress selon 

Hans Selye (d’après Selye 

et al. 1976). "Chaque 

résultat (à gauche) est 

spécifique, chaque agent 

causal (à droite) est 

spécifique. Toutefois, il n’y a 

là que des résultats non 

spécifiques du fait qu’ils 

doivent tous en passer par 

une voie commune. Aucune 

connexion directe n’est 

possible entre un résultat et 

une cause." 
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nourriture, l’hypoxie ou l’anoxie, les toxines, les métaux lourds, le stress mécanique, le sel, 

l’alcool, le stress osmotique,… (Davies 2016). Toutefois s‘il est un type de stress auquel la 

mitochondrie est particulièrement exposée c’est le stress oxydant.  

Le concept de stress oxydant a été introduit dans la recherche en biologie il y a un peu 

plus de 30 ans comme un déséquilibre de la balance pro-oxydants-antioxydants en faveur des 

premiers (Sies, Berndt, and Jones 2017). Depuis, les limites de cette définition ont peu à peu 

émergé. Des conclusions peu convaincantes quant aux bénéfices du recours à des thérapies à 

base d’antioxydants, le constat de systèmes redox fonctionnant sur des pools en déséquilibre et 

la prise de conscience de l’importance du rôle des voies de signalisation redox ont amené à 

considérer désormais le stress oxydant comme une perturbation de la signalisation et du 

contrôle redox (Jones 2006), (Sies 2015) 

Tableau 1 : nomenclature des principales espèces réactives de l’oxygène (d’après 
Halliwell et al. 2008) 

Une évolution qui a débouché sur l’entrée en scène de la notion d’eustress oxydant. 

Comme l’indique le préfixe "eu", que la langue grecque utilise pour signifier bien ou bon, 

l’eustress oxydant désigne une production d’agents oxydants dans des proportions compatibles 

avec une signalisation redox contrôlée et donc de nature à préserver l’homéostasie. Par 

opposition, le stress oxydant qualifie une formation d’agents oxydants ayant atteint un niveau 

dépassant les capacités de réponse de la cellule, provoquant ainsi une perturbation de la 

signalisation redox et des dommages à l’origine d’états pathologiques (Go and Jones 2017), 

(Roy et al. 2017).  

radicaux libres Espèces non radicalaires 

O2
•- anion superoxyde H2O2 peroxyde d’hydrogène 

HO2
• radical hydroperoxyle ROOH hydroperoxyde 

OH• radical hydroxyle HOBr acide hypobromeux 

RO2
• radical peroxyle HOCl acide hypochloreux 

RO• radical alkoxyle O₃ ozone 

CO3
•- anion carbonate 1O2 oxygène singulet 

CO2
•- dioxyde de carbone ONOO- anion peroxynitrite 

O2
- anion oxygène singulet ONOOH acide peroxynitrique 

 O2NOO- anion peroxynitrate 

 ONOCOO2
- anion 

 HOOCO2
- anion 
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Les espèces réactives de l’oxygène (ERO) figurent parmi les protagonistes majeurs du 

versant redox de la vie de la cellule, qu’elles soient les docteurs Jekyll de l’eustress oxydant ou 

les misters Hyde du stress oxydant. On peut les classer en deux catégories : les radicaux libres 

qui possèdent au moins un électron non apparié sur leur couche périphérique et les espèces non 

radicalaires qui sont dépourvues de ces électrons célibataires (Tableau 1). 

1) Chaîne respiratoire et production d’espèces réactives de l’oxygène 

Figure 8 : schéma de la chaîne respiratoire (source: http://encyclopedie-
energie.org/articles/conversion-de-l’énergie-chimique-des-plantes-en-énergie-musculaire ; De 
Leiris J, Boucher F, Tanguy S ,2015). Complexe I : NADH-coenzyme Q réductase ; complexe 
II : succinate-coenzyme Q réductase ; complexe III : coenzyme Q-cytochrome c réductase ; 
complexe IV : cytochrome c oxydase. 

Grande pourvoyeuse d’espèces réactives de l’oxygène, la mitochondrie doit cette 

réputation au fonctionnement de la chaine respiratoire. 

Localisée dans la membrane interne mitochondriale, la chaîne respiratoire est constituée 

de quatre complexes (Figure 8) :  

- complexe I à activité NADH-coenzyme Q oxidoréductase : il récupère les électrons du 

NADH qu’il oxyde en NAD+, réduit l’ubiquinone en ubiquinol et permet le transport de 4 

protons de la matrice vers l’espace inter-membranaire.  



23 

 

- complexe II à activité succinate-coenzyme Q oxidoréductase : il récupère les électrons 

du FADH2 qu’il oxyde en FAD, réduit aussi l’ubiquinone en ubiquinol mais n’assure pas le 

transport de protons ; il exécute également une des réactions du cycle de Krebs, à savoir 

l’oxydation du succinate en fumarate 

- complexe III à  activité coenzyme Q-cytochrome c oxidoréductase : il transfère les 

électrons de l’ubiquinol au cytochrome c et permet le transport de 4 protons de la matrice vers 

l’espace inter-membranaire 

- complexe IV à activité cytochrome c oxydase : il permet le transport de 2 protons de 

la matrice vers l’espace inter-membranaire et utilise quatre électrons pour réduire complètement 

en eau une molécule de dioxygène selon la réaction O2 + 4 e- + 4 H+ → 2 H2O  

Le transfert des électrons issus du NADH et du FADH2 entre ces différents complexes 

est assuré par deux transporteurs mobiles : le coenzyme Q (ou ubiquinone) entre les complexes 

I ou II d’une part et le complexe III d’autre part, le cytochrome c entre les complexes III et IV. 

Il existe également un flux reverse d’électrons au travers du complexe I. Sur mitochondries 

isolées, lorsque le succinate est le seul substrat énergétique de la chaîne respiratoire, ce flux 

reverse d’électrons permet la réduction du NAD en NADH. Les facteurs contrôlant ce 

mécanisme sont la force protomotrice, le rapport NADH/NAD et le statut d’oxydoréduction des 

quinones (Batandier et al. 2006). 

La chaîne respiratoire ré-oxyde ainsi les molécules de coenzymes qui ont été réduites 

lors des différentes réactions d’oxydation subies par les substrats métaboliques dans le cytosol 

et dans la matrice mitochondriale. Le transfert d’électrons consécutif à cette chaîne de réactions 

d’oxydoréduction s’accompagne d’une accumulation de protons dans l’espace inter-

membranaire à l’origine d’un gradient électrochimique de part et d’autre de la membrane 

mitochondriale interne. Le passage de protons de l’espace intermembranaire vers la matrice, à 

travars le canal à protons de l’ATP synthétase (complexe V), permet la dissipation de ce 

gradient et la catalyse de la réaction de synthèse d’ATP à partir d’ADP et de phosphate 

inorganique (Pi).  

La circulation d’électrons au long de la chaîne respiratoire s’accompagne donc d’un 

pompage de protons de la matrice vers l’espace inter-membranaire. Le gradient de pH et le 

potentiel membranaire qui en résultent constituent une force protomotrice utilisée par l’ATP 
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synthétase pour phosphoryler l’ADP en ATP. La chaîne respiratoire est donc le siège d’une 

série de phosphorylations oxydatives couplant l’oxydation du NADH et du FADH2 à la 

phosphorylation de l’ADP. Selon la théorie chimio-osmotique formulée par Peter Mitchell en 

1961, le gradient de concentration de protons créé à travers la membrane sert de réservoir 

d'énergie libre pour la synthèse d'ATP (Mitchell 1961). 

Cependant, une partie de l’oxygène parvenant à la mitochondrie n’est pas totalement 

réduite en eau par la phosphorylation oxydative. La formation d’ERO résultant de cette 

réduction incomplète vaut à la mitochondrie de se classer en tête des sources d’ERO dans la 

cellule.  

Figure 9 : formation des espèces réactives de l’oxygène dans la mitochondrie. Des anions 
superoxydes se forment suite à la réaction de dioxygène avec des électrons célibataires circulant 
dans la chaîne respiratoire. Une réaction de dismutation catalysée par la Sod2 aboutit ensuite à 
la formation de peroxyde d’hydrogène dont la décomposition via une réaction de Fenton peut 
générer le radical hydroxyle OH• (Sod2 : superoxyde dismutase 2 ; Gpx : glutathion 
peroxydase ; Cat : catalase). 

Comment se produisent ces réductions incomplètes de l’oxygène (Figure 9) ? Les 

électrons issus des substrats réduits par les complexes I, II et autres déshydrogénases entrent 

par paires dans la chaîne respiratoire. Toutefois, certains sites de cette chaîne, comme les 

centres fer-soufre, les flavines ou les quinones, n’acceptent les électrons qu’un par un. Ces 

électrons célibataires sont alors susceptibles de réagir directement avec l’oxygène plutôt que de 
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continuer leur parcours dans la chaîne respiratoire en direction du complexe IV. Cette réduction 

monoélectrique du dioxygène aboutit à la formation d’anions superoxydes selon la réaction : 

O2 + e- → O2
•- 

Deux anions superoxydes peuvent ensuite former du peroxyde d’hydrogène par un 

processus de dismutation catalysé par une superoxyde dismutase, la Mn-Sod2 en l’occurrence 

puisqu’il s’agit de l’isoforme de superoxyde dismutase présente dans la mitochondrie. On 

obtient la réaction : 

2 O2
•- + 2H+ → O2 + H2O2  

Enfin, l’oxydation du fer ferrique par le peroxyde d’hydrogène génère le radical 

hydroxyle OH• via la réaction de Fenton :  

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH• + OH- 

2) Les sources d’espèces réactives de l’oxygène dans la mitochondrie 

Les différents complexes assurant la phosphorylation oxydative n’ont pas tous la même 

responsabilité dans la production des ERO. Têtes de liste au banc des accusés : les complexes 

I et III (Chen et al. 2003), (Lambert and Brand 2009).  

Les centres redox du complexe I sont constitués d’une flavine mononucléotide, de 

nombreux centres fer-soufre et d’un site de fixation de l’ubiquinone. Ce complexe peut 

engendrer des ERO, semble-t-il exclusivement dans la matrice mitochondriale, dans deux 

modes de fonctionnement : en flux classique et en flux reverse d’électrons, ce dernier étant 

particulièrement générateur d’anions superoxides. En flux classique, la production d’anions 

superoxides par le complexe I est liée au ratio NADH/NAD+. Plus ce ratio est élevé et plus il 

génère d’anions superoxides (Hirst 2013), (Lambert and Brand 2009). 

En ce qui concerne le complexe III, son principal site de production d’anions 

superoxides est apparemment le centre de fixation de l’ubiquinone Qo. Situé près de la face 

externe de la membrane mitochondriale interne, il fixe préférentiellement la semiquinone 

résultant de la réduction de l’ubiquinone par capture d’un seul électron. Cette forme 

intermédiaire entre l’ubiquinone, forme oxydée du coenzyme Q, et l’ubiquinol, forme 

complètement réduite du coenzyme Q, est génératrice de radicaux libres (Bleier and Drose 
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2013). On considère que les anions superoxides issus du complexe III rejoignent pour moitié la 

matrice mitochondriale, l’autre moitié investissant l’espace intermembranaire. 

Bien que pourvus d’une solide réputation de faiseurs d’ERO, les complexes I et III n’ont 

pas le monopole de cette production au sein de la chaîne respiratoire. Le complexe II contribue 

lui aussi à la formation d’anions superoxydes et de peroxyde d’hydrogène, en flux classique 

comme en flux reverse d’électrons. Peu élevée en conditions normales, la production d’ERO 

de cette unité peut atteindre des niveaux importants dans certaines circonstances (Quinlan et al. 

2012). 

Enfin, d’autres sites mitochondriaux apportent leur lot d’ERO parmi lesquels les 

complexes 2-oxoacide déshydrogénase, la glycérophosphate déshydrogénase mitochondriale, 

le système ETF/ETF-QOR impliqué dans la β-oxidation des acides gras, la dihydroorotate 

déshydrogénase (Murphy 2009), (Brand 2016), (Wong et al. 2017), l’oxydase NADPH NOX4 

(Skonieczna et al. 2017) ou encore les monoamine oxydases implantées dans la membrane 

externe (Edmondson 2014). 

Les quantités d’ERO produites ne dépendent pas seulement des divers sites qui les 

produisent. Elles varient également avec les tissus et les substrats du métabolisme. Dans le 

cerveau, le cœur, le rein et le muscle squelettique du rat, environ 0,1 à 0,2% de l’oxygène 

consommé par la chaîne respiratoire est à l’origine des fuites d’électrons impliquées dans la 

production d’ERO. Dans le foie, ce chiffre atteint les 2% (Tahara, Navarete, and Kowaltowski 

2009). Quant au substrat qui génère généralement les taux les plus élevés d’anion superoxyde, 

c’est le succinate (Lambert and Brand 2009). Un effet qui s’explique notamment par le flux 

reverse d’électrons impulsé par le succinate dans le complexe I. 

3) La double vie des espèces réactives de l’oxygène  

La production mitochondriale d’ERO consiste donc essentiellement en anion 

superoxyde, peroxyde d’hydrogène et radical hydroxyle. Des propriétés différentes leur valent 

toutefois d’exercer des rôles différents. Si l’anion superoxyde se trouve en première ligne des 

ERO produites dans la mitochondrie, c’est au peroxyde d’hydrogène que revient la tête 

d’affiche dans la signalisation redox, le radical hydroxyle se distinguant quant à lui par son 

agressivité (Gardès-Abert 2003). 
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Bien que doté d’une durée de vie l’autorisant à atteindre ses cibles bien au-delà de son 

lieu de formation, l’anion superoxyde n’est pas le plus redoutable des oxydants, du moins de 

façon directe. D’une part, il a peu de cibles biologiques privilégiées. D’autre part, sa charge 

électrique négative l’empêche de franchir les membranes. C’est plutôt indirectement, en étant 

à l’origine de la formation d’autres radicaux libres ou d’espèces non radicalaires, qu’il déploie 

son activité pro-oxydante (Gardès-Abert 2003). 

Figure 10 : le peroxyde d’hydrogène dans l’eustress et le stress oxydant (d’après Sies 
2016). Les sources endogènes de H2O2 comprennent notamment la mitochondrie, les NADPH 
oxydases ainsi que d’autres oxydases liées ou non à des membranes. Le peroxyde d’hydrogène 
peut franchir les membranes en empruntant des aquaporines (AQP) appelées peroxiporines. Son 
action au sein de la cellule relève ensuite soit de l’eustress oxydant (en vert) à des concentrations 
de l’ordre de 10 nM soit du stress oxydant (en rouge) à des concentrations dépassant les 100 
nM. (SOD : superoxyde dismutase). 

La formation de H2O2 résulte soit de la dismutation de l’anion superoxyde soit de la 

réduction à deux électrons de l’oxygène (O2). Stable et extrêmement réactif, il possède un fort 

pouvoir oxydant. Sa durée de vie relativement longue et sa neutralité électrique lui permettent 

de traverser les membranes biologiques et de migrer dans les divers compartiments de la cellule. 
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Autant de propriétés qui lui confèrent un important rôle de second messager dans la 

signalisation cellulaire (Forman 2008). 

Une grande partie de la toxicité du peroxyde d’hydrogène lui vient de sa capacité à 

générer le radical hydroxyle. Puissant oxydant, ce dernier est néanmoins très instable, d’où une 

durée de vie et une capacité à diffuser très réduites.  

Au cours des dernières décennies, la mise en lumière de l’importance des phénomènes 

redox dans les mécanismes cellulaires essentiels à la vie a redoré le blason des ERO. Ces 

fauteurs de troubles à l’origine des dommages générés par le stress oxydant avaient en fait une 

double vie. Produits à des niveaux physiologiques, ils sont aussi capables du meilleur, à savoir 

concourir au moyen de la signalisation redox à l’eustress oxydant nécessaire au maintien de 

l’homéostasie de la cellule (Go and Jones 2017) (Figure 10). 

4) Les espèces réactives de l’oxygène dans la signalisation redox mitochondriale 

Figure 11 : potentiels d’équilibre redox (en mV) des couples Trx-(SH)2/Trx-SS, 
GSH)/GSSG et Cys/CySS dans différents compartiments intra et extracellulaires (d’après 
Hansen et al. 2005). En répertoriant ces compartiments du plus réducteur au plus oxydant, on 
obtient le classement suivant : mitochondrie, noyau, cytoplasme, réticulum endoplasmique, 
milieu extracellulaire. 
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La signalisation redox désigne les processus utilisant les ERO (ainsi que d’autres 

espèces radicalaires) comme messagers afin d’obtenir une réponse d’un système biologique. 

Cette réponse repose sur des réactions d’oxydoréduction impliquant des macromolécules 

contenant des éléments oxydables tels que les résidus cystéine et méthionine des protéines. A 

l’aune du nombre des publications qui lui sont consacrées et de l’avis de leurs auteurs, c’est le 

peroxyde d’hydrogène qui s’avère l’ERO la plus influente en matière de signalisation redox. 

Une emprise qui découle des propriétés évoquées ci-dessus et des aptitudes de celui-ci à réagir 

avec les thiols des protéines. 

Le couple redox thiol/disulfure est un relai primordial de la signalisation redox. Les 

tandems thioredoxine réduite (Trx-(SH)2/thioredoxine oxydée (Trx-SS), glutathion 

(GSH)/glutathion disulfure GSSG) et cystéine (Cys)/cystine (CySS) y occupent donc une place 

centrale. Ces couples fonctionnent dans un contexte de déséquilibre thermodynamique puisque 

chacun d’eux affiche des potentiels redox différents à l’intérieur d’un même compartiment 

cellulaire (Figure 11). Chacun d’eux exerce donc un contrôle qui lui est propre sur les différents 

flux redox traversant un même compartiment. De plus, le potentiel d’équilibre redox d’un même 

couple variant d’un compartiment à l’autre, le rôle régulateur d’un couple redox varie avec sa 

localisation dans la cellule (Kemp, Go, and Jones 2008). 

A l’examen des potentiels des différents couples redox, la mitochondrie s’avère être un 

milieu particulièrement réducteur. Ses composants sont donc fortement sensibles à l’oxydation 

et c’est dans ce compartiment que l’on observe l’activité de transfert d’électrons la plus intense.  

Dans des conditions physiologiques, donc compatibles avec un contexte d’eustress 

oxydant, les quantités de H2O2 générées par les sources d’ERO sont maintenues à des niveaux 

permettant au peroxyde d’hydrogène de jouer un rôle de molécule signal. Ces niveaux 

dépendent et des cadences de production d’ERO et de l’activité des systèmes antioxydants 

éliminant H2O2, soit, dans la mitochondrie, la catalase ainsi que les systèmes glutathion et 

thioredoxine (Aon et al. 2012) (Figure 12). 

La fonction de molécule signal de H2O2 consiste à oxyder les thiols des résidus cystéines 

des protéines. Les protéines ainsi modifiées vont alors réagir avec diverses molécules. 

Néanmoins, le peroxyde d’hydrogène réagissant beaucoup plus lentement avec une grande 

partie des thiols des protéines qu’avec la peroxyredoxine et la glutathion peroxydase, on peut 

considérer qu’il exerce son activité de signal redox de deux façons : par une action directe sur 
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les protéines et de manière indirecte en modulant l’action des systèmes antioxydants eux aussi 

impliqués dans l’oxydation des protéines (Gergondey et al. 2017), (Mailloux and Treberg 

2016), (Winterbourn 2015). C’est ainsi que la modulation du niveau de glutathionylation de 

certains sites de la chaîne respiratoire constitue une des voies de régulation redox du 

métabolisme énergétique mitochondrial (Mailloux et al. 2014). 

Figure 12 : gestion du peroxyde d’hydrogène dans la mitochondrie (d’après Mailloux et 
al. 2015). Une partie du peroxyde d’hydrogène généré dans la mitochondrie va servir à la 
signalisation en réagissant avec un certain nombre de molécules. Une autre partie est éliminée 
dans la mitochondrie par différents moyens : par une réaction de Fenton, sous l’action de la 
catalase ou par les systèmes glutathion et thioredoxine. Dans le cycle redox du glutathion, une 
molécule de H2O2 est réduite en deux molécules d’eau pendant que deux molécules de 
glutathion réduit (GSH) sont oxydées en GSSG dans une réaction qui peut être catalysée par la 
glutathion peroxydase (Gpx) ; le glutathion oxydé est ensuite réduit sous l’action de la 
glutathion réductase (GR). Dans le cycle redox de la thioredoxine, les composés dithiol de la 
thioredoxine (Trx) sont réduits par l’apport d’électrons provenant du NADPH sous l’action de 
la thioredoxine réductase (TR) ; la thioredoxine est également un donneur d’électrons pour la 
peroxyredoxine (Prx) dont les deux fonctions thiol peuvent former un pont disulfure ; cette 
seconde boucle d’oxydo-réduction permet la régénération de la peroxyredoxine après qu’elle 
ait réduit H2O2 en eau. 

Beaucoup de processus biologiques fondamentaux étant pourvus d’une composante 

redox, la signalisation redox intervient dans de nombreux mécanismes de la vie de la cellule et 

ses incidences physiologiques touchent des domaines tout aussi variés. Au niveau de la 

mitochondrie, figurent au nombre des cibles de cette régulation l’apoptose, la mitophagie, la 

dynamique et la biogénèse mitochondriales, la respiration, la réponse à l’hypoxie,… (Handy 

and Loscalzo 2012). 

Enfin, si la littérature accorde un rôle prépondérant au peroxyde d’hydrogène dans la 

signalisation cellulaire, l’action de l’anion superoxyde ne doit pas pour autant être négligée. 
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Capable de modifier l’activité enzymatique de tyrosine et sérine/thréonine kinases telles que les 

MAPK, O2
•- est à l’origine d’une activation de facteurs de transcription initiant l’expression de 

gènes "redox-sensibles". C’est ainsi que l’anion superoxyde se retrouve impliqué dans des 

processus tels que l’apoptose, la croissance, la prolifération et la différenciation cellulaires, 

l’adhésion des monocytes aux cellules endothéliales ou encore l’agrégation des plaquettes 

(Gardès-Abert 2003), (Buetler 2004). 

5) Les espèces réactives de l’oxygène dans les dommages aux biomolécules 

Figure 13 : principales modifications oxydatives irréversibles des protéines. 
Caractéristiques des conditions de stress oxydant, les modifications oxydatives irréversibles des 
protéines sont notamment provoquées par des réactions de carbonylation. Cette formation de 
groupements carbonyles peut être engendrée par une oxydation directe d’acides aminés 
touchant plus particulièrement les prolines, les arginines, les lysines, les thréonines, les 
histidines et les cystéines, par conjugaison avec des produits issus de la peroxydation lipidique 
ciblant les histidines, les cystéines et les lysines, par glycoxydation de protéines ayant 
préalablement fait l’objet d’une glycation survenant majoritairement sur des lysines et des 
arginines. 

Les modifications opérées par les ERO sur les biomolécules peuvent aussi atteindre des 

niveaux qui, débordant les capacités de réponse de la cellule, induisent des dommages installant 

un stress oxydant. Un phénomène auquel la mitochondrie est particulièrement exposée compte 

tenu de sa situation stratégique dans la production des ERO. L’accumulation de ces lésions 
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oxydatives est impliquée dans un nombre important de pathologies ainsi que dans le 

vieillissement (Bulteau, Szweda, and Friguet 2006).  

Les ERO exercent une action oxydante prégnante sur les protéines, les lipides et les 

acides nucléiques. Certaines des modifications qu’elles opèrent sont réversibles, d’autres sont 

définitives. Particulièrement redoutables et caractéristiques du stress oxydant, les dommages 

irréversibles infligés aux protéines se manifestent essentiellement par l’ajout de groupements 

carbonyles, soit par oxydation directe d’acides aminés, soit par conjugaison avec des produits 

de peroxydation lipidique tels le 4-hydroxynonenal (HNE), soit par une glycoxydation générant 

des AGE (Le Boulch et al. 2018), (Bakala et al. 2003) (Figure 13).  

La carbonylation des protéines est le résultat d’un processus au cours duquel des 

aldéhydes ou des cétones sont introduites par oxydation. Elle se produit sur la chaîne 

polypeptidique ou les chaînes latérales nucléophiles ou redox sensibles des acides aminés. En 

raison de leur constitution certains acides aminés y sont plus sensibles que d’autres. C’est le cas 

de la proline, l’arginine, la lysine, la thréonine, l’histidine et la cystéine. (Wong et al. 2012), 

(Cattaruzza and Hecker 2008). 

Autre facteur de carbonylation des protéines, la peroxydation lipidique désigne une 

oxydation des lipides polyinsaturés selon un processus radicalaire de réactions en chaîne 

(Hauck and Bernlohr 2016). Il en résulte dans un premier temps une vaste gamme de produits 

oxydés, parmi lesquels les hydroperoxydes lipidiques qui vont ensuite donner naissance à divers 

aldéhydes tels que les HNE (4-hydroxyl-2-nonénal) et MDA (malondialdéhyde). Les 

perturbations engendrées par la peroxydation lipidique ne se limitent pas aux membranes dont 

elles altèrent la fluidité et au sein desquelles elles inactivent des récepteurs et des enzymes 

(Michel et al. 2008). Les aldéhydes issus de ce mécanisme oxydant sont des produits stables 

capables d’attaquer des cibles relativement éloignées de leur lieu de formation, au nombre 

desquelles les protéines sur lesquelles ils vont former des adduits au terme d’une addition de 

Michael. Particulièrement délétères, ces adduits carbonylés se forment sur les histidines, les 

cystéines et les lysines. 

Enfin la carbonylation des protéines peut être le fait d’une glycoxydation survenant sur 

une protéine ayant préalablement subi une glycation (Vistoli et al. 2013). Cette cascade 

d’événements commence par un processus de glycation, c'est-à-dire la formation d’une base de 

Schiff par interaction entre l’aldéhyde d’un glucose et la fonction amine libre d’un acide aminé, 
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généralement une lysine ou une arginine. Jusque-là le processus est réversible. Cependant, s’il 

se poursuit, la base de Schiff fait l’objet d’un réarrangement d’Amadori qui stabilise la 

condensation du résidu osidique sur la chaîne protéique. Ces produits d’Amadori peuvent 

ensuite être la cible de réactions de glycoxydation responsables de la formation de composés 

carbonylés réactifs, notamment des aldéhydes tels le méthylglyoxal, puis de la constitution de 

produits de glycation avancés, les fameux AGE. Fameux et redoutables si l’on en juge par la 

liste des méfaits qu’on leur attribue dès lors qu’ils s’accumulent, à commencer par diverses 

dysfonctions cellulaires pour terminer par de nombreuses pathologies (complications 

diabétiques, maladies cardiovasculaires, neurodégénératives, inflammatoires,…) (Byun et al. 

2017). 

Coupable d’adjonction de groupes généralement réactifs, la carbonylation exerce un 

double effet sur les protéines : des altérations de leurs propriétés se répercutant sur leur fonction 

et un adressage vers des systèmes de protéolyse qui vont assurer leur dégradation. Néanmoins, 

l’apparition des protéines carbonylées peut atteindre des niveaux dépassant les capacités de 

réaction des protéases chargées de les éliminer. L’accumulation de protéines endommagées 

résultant de cette situation est un phénomène observé au cours de multiples stress oxydants, 

lors du vieillissement et dans de nombreuses pathologies. A tel point que la carbonylation peut 

être considérée comme un marqueur de choix du stress oxydant. 

Au niveau de la mitochondrie le duo stress oxydant-dysfonction mitochondriale a déjà 

largement fait ses preuves (Islam 2017). Les impacts du stress oxydant sont toutefois pour une 

part modulés par les caractéristiques de chaque compartiment mitochondrial. L’environnement 

redox est effectivement différent selon que l’on se trouve dans la matrice ou l’espace 

intermembranaire, les deux compartiments aqueux de la mitochondrie. La matrice est dotée de 

systèmes glutathion et thioredoxyne conservant les résidus cystéines à l’état réduit en 

conditions d’équilibre. En revanche, l’espace intermembranaire abrite une machinerie, le 

complexe MIA (Mitochondria Intermembrane space Assembly), spécialisée dans l’introduction 

de ponts disulfures. Une grande partie des protéines importées dans la mitochondrie sont prises 

en charge par MIA. Certaines de leurs cystéines sont alors oxydées par l’oxydoréductase Mia40, 

ce qui leur attribue une conformation assurant leur séquestration dans l’espace 

intermembranaire (cf § Importation des protéines dans la mitochondrie). Néanmoins beaucoup 

de protéines résidant dans ce compartiment contiennent des résidus cystéines réduits. Il 

semblerait donc que, dans cet espace, ce ne soit pas l’environnement apparemment oxydant qui 
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soit en cause dans l’oxydation des protéines. Celle-ci serait plutôt due à la conformation des 

protéines, à savoir la présence de sites de fixation à Mia40 (Peleh et al. 2014). 

Par ailleurs, la modulation des effets de la carbonylation en fonction du compartiment 

mitochondrial où elle se commet s’explique aussi par le fait que, dans la matrice, elle affecte 

non seulement le fonctionnement des protéines mais également celui de l’ADN mitochondrial. 

De même, dans la membrane interne se trouvent des phospholipides polyinsaturés et donc 

particulièrement susceptibles de peroxydation lipidique sous l’action des ERO (Lambert and 

Brand 2009). Selon qu’elles soient émises côté matrice de la membrane interne, à l’intérieur de 

cette membrane interne où côté espace intermembranaire de la membrane interne, les ERO 

auront donc vraisemblablement des effets physiologiques et pathologiques différents. 

IV- Défenses antioxydantes : l’arsenal mitochondrial 

Figure 14 : la balance redox. La production des ERO est étroitement contrôlée par les 
systèmes antioxydants dans le but de maintenir l’homéostasie cellulaire. L’équilibre de ce 
système dépend donc des niveaux d’expression et/ou d’activité de ces deux protagonistes. Que 
la balance redox en vienne à pencher du côté des ERO et le stress oxydant s’installe. 

Face aux ERO les systèmes de défense antioxydants constituent le second acteur clé de 

la sphère redox (Figure 14). Pour que la balance redox bascule de l’homéostasie vers le stress 

oxydant, il ne suffit pas que le niveau des ERO s’élève. Il faut aussi que les défenses 

antioxydantes soient défaillantes. Pour en arriver là dans la mitochondrie, il faut faire tomber 

un certain nombre de résistances. Face à l’oxydation des protéines, ce compartiment de la 

cellule ne manque effectivement pas de pare-feu (Hamon, Bulteau, and Friguet 2015).  
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A) Détoxification, réparation, dégradation 

1) Détoxification 

La première ligne de défense contre les attaques oxydantes est constituée d’un réseau 

de dispositifs de détoxification enzymatiques et non enzymatiques (Friguet, Bulteau, and 

Petropoulos 2008), (Andreyev 2005). A ce niveau-là il s’agit d’intervenir directement sur les 

ERO afin de les neutraliser. Parmi les systèmes de détoxification recensés dans la mitochondrie, 

on peut ainsi citer:  

- la superoxyde dismutase à manganèse (Mn-SOD) : localisée dans la matrice 

mitochondriale, elle s’attaque à la première ligne d’ERO produites par la chaîne respiratoire, à 

savoir l’anion superoxyde qu’elle transforme en peroxyde d’hydrogène (Azadmanesh and 

Borgstahl 2018). 

- la catalase : en charge de l’élimination du peroxyde d’hydrogène qu’elle transforme 

en eau et dioxygène, elle est cependant surtout présente dans les peroxysomes d’un certain 

nombre de tissus ; plus rare dans le compartiment mitochondrial, elle a été notamment repérée 

dans les mitochondries des cellules cardiaquess (Liao et al. 2017) 

- l’ α-tocopherol : en piégeant les radicaux libres dans les membranes mitochondriales, 

cette forme liposoluble de vitamine E contribue notamment à contrer la peroxydation lipidique 

(Lauridsen and Jensen 2012) 

- le cytochrome c et l’ubiquinol : bien que ce ne soit pas leur vocation première, ces 

deux composantes de la chaîne respiratoire exercent une action antioxydante ; réduit par la 

chaîne respiratoire, le cytochrome c peut aussi l’être par l’anion superoxyde dans une réaction 

libérant du dioxygène ; il est ensuite régénéré par son accepteur d’électrons naturel, la 

cytochrome c oxydase ; l’ubiquinol (QH2) fait également œuvre antioxydante, spécialement 

contre la peroxydation lipidique (Cervellati and Greco 2016) 

- la phospholipide hydroperoxyde glutathion peroxydase GPx4 : cette sélénoenzyme est 

particulièrement impliquée dans la lutte contre la peroxydation lipidique dans les membranes ; 

son rôle dans l’élimination des peroxydes lipidiques semble toutefois restreint par une 

expression détectée dans un nombre limité de tissus (Conrad et al. 2007)    
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- la glutathion peroxydase GPx1 : autre isoforme de glutathion peroxydase active dans 

la mitochondrie, Gpx1 opère dans la matrice où elle neutralise le peroxyde d’hydrogène ; pour 

cela cette sélénoprotéine utilise le glutathion comme source d’équivalents réducteurs (Handy et 

al. 2009). 

- le système gluthation : relai de la signalisation redox mitochondriale (cf § Les espèces 

réactives de l’oxygène dans la signalisation redox mitochondriale), le système glutathion a 

recours au NADH, à la glutathion réductase et au glutathion réduit (GSH) pour réduire 

également le peroxyde d’hydrogène (Figure 12) ; s’il existe des glutathion réductases et 

peroxidases mitochondriales, en revanche, la mitochondrie est dépourvue des enzymes 

nécessaires à la synthèse du GSH qu’elle doit donc importer (Hansen, Go, and Jones 2006) 

- les peroxyredoxines Prx3 et 5 : également capables de réduire les peroxydes, les 

peroxyredoxines fonctionnent en couplage avec les thioredoxines, les secondes transférant des 

électrons aux premières (Figure 15) ; deux formes de peroxyredoxines ont été identifiées dans 

la mitochondrie, Prx3, dont la mitochondrie a l’exclusivité, et Prx5 que l’on retrouve dans le 

cytoplasme et les peroxysomes (Detienne et al. 2018)  

2) Réparation 

Figure 15 : cycle redox du système thioredoxine (d’après Mahmood et al. 2013). Les 
composés dithiol de la thioredoxine (Trx) sont réduits par l’apport d’électrons provenant du 
NADPH sous l’action de la thioredoxine réductase (TrxR). La thioredoxine réduite réduit à son 
tour les protéines oxydées porteuses de ponts disulfures par l’intermédiaire de réactions 
d’échanges thiol/disulfure. NADPH, TrxR et Trs forment ainsi ce que l’on appelle le système 
thioredoxine qui permet parallèlement de piéger les ERO par l’entremise de la peroxiredoxine. 
H2O2 est réduit en eau simultanément à l’oxydation de la peroxyredoxine qui est ensuite réduite 
par la thioredoxine oxydée. 

Autre ligne de défense contre le stress oxydant, la réparation des protéines oxydées se 

résume dans la mitochondrie à une réduction catalysée de certains produits d’oxydation apparus 

sur les acides aminés soufrés, autrement dit les cystéines et les méthionines. Les cystéines 

oxydées (ponts disulfures, acides sulféniques et sulfiniques) sont prises en charge par le système 



37 

 

thioredoxine, les glutaredoxines et les sulfiredoxines, les méthionines sulfoxydes réductases se 

chargeant des méthionines oxydées. Voici un tour d’horizon de ce dispositif : 

- le système thioredoxine-thioredoxine réductase (Figure 15) : dans la mitochondrie ce 

système est composé de la thioredoxine 2 (Trx2) et de son pendant réductase TR2. Dans des 

cellules HeLa cette paire a démontré une plus grande rapidité de réaction à l’oxydation que le 

duo TR1/Trx1 opérant dans le cytosol et le noyau (Kim et al. 2004). Comparé aux diverses 

fonctions exercées par Trx1, le rôle de Trx2 apparaît plus centré sur l’élimination des ERO par 

l’intermédiaire des deux formes de peroxyredoxine exprimées dans la mitochondrie, Prx3 et 

Prx5 (Hansen, Go, and Jones 2006) 

- la glutaredoxine Grx2 : les glutaredoxines sont des petites oxydoréductases dont le 

fonctionnement dépend du glutathion qui assure leur réduction après qu’elles aient été oxydées 

par leurs substrats ; cependant, Grx2, l’isoforme présente dans la mitochondrie, peut également 

accepter des électrons en provenance de la thioredoxine réductase 2; Grx2 catalyse l’oxydation 

réversible et la glutathionylation de protéines membranaires mitochondriales et semble jouer 

un rôle central dans la régulation redox du glutathion (Ren et al. 2017), (Hansen, Go, and Jones 

2006) 

- les sulfiredoxines : les réactions d’oxydoréduction dans lesquelles les peroxyredoxines 

sont impliquées donnent parfois lieu à des hyperoxydations de ces dernières en acide sulfinique, 

une transformation réversible sous l’action des sulfiredoxines ; l’importation dans la 

mitochondrie de ces oxydoréductases requiert l’intervention de la chaperone Hsp90 ; les 

niveaux de sulfoxiredoxines dans la mitochondrie contribuent donc au contrôle de l’activité des 

peroxiredoxines mitochondriales et de la libération de peroxyde d’hydrogène (Kil et al. 2015) 

- les méthionines sulfoxydes réductases (Msr) : deux systèmes majeurs de Msr, les Msr 

A et B, réduisent en méthionine les méthionines sulfoxides (MetSO) apparues sous l’effet de 

l’oxydation des protéines ; les MetSO existent sous les deux formes S et R et chacun des deux 

systèmes MsrA et B est spécifique de l’un ou l’autre de ces deux diastéréoisomères ; les Msr 

utilisent généralement le pouvoir réducteur fourni par des oxydoréductases à thiol de type 

thioredoxine pour régénérer leur activité ; MsrB1 peut être réduite par les glutaredoxines 

moyennant une étape de glutathionylation ; deux catégories de Msr cohabitent dans la 

mitochondrie, la MsrA et la version MsrB2 des 3 isoformes de MsrB recensées chez les 

eucaryotes (Weissbach, Resnick, and Brot 2005), (Tarrago et al. 2009) 
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Le terme de réparation utilisé pour désigner l’action de ces systèmes peut néanmoins 

sembler quelque peu réducteur. Réparer suggère qu’un dommage a préalablement été commis. 

Or les oxydations qu’il s’agit ici de corriger ne sont pas forcément nuisibles. Elles peuvent 

s’avérer momentanément utiles à des voies de signalisation (Hoshi 2001), (Wani, Nagata, and 

Murray 2014). 

3) Dégradation 

Figure 16 : les protéases mitochondriales impliquées dans le contrôle qualité des protéines. 
En raison de leurs activités protéolytique et/ou de chaperone, certaines protéases 
mitochondriales sont impliquées dans un ou plusieurs processus de contrôle qualité. En 
conditions de stress HtrA2/Omi migre dans le cytosol où elle intervient dans l’apoptose. En 
revanche, l’interaction de PARL avec HtrA2/Omi protège de l’apoptose. Oma1 et i-AAA 
modulent la dynamique du réseau mitochondrial par l’intermédiaire de la GTPase Opa1 
impliquée dans les mécanismes de fusion mitochondriale. (AAA : ATPase associated with 
diverse cellular activities ; Clp : caseinolytic protease ; EMI : espace intermembranaire ; M : 
matrice ; ME : membrane externe ; MI : membrane interne ; OMMAD : outer mitochondrial 
membrane associated degradation ; PARL : presenilin-associated rhomboid-like protease ; 
mtUPR : mitochondrial unfolded protein response). 
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Enfin, quand les dommages résultant de l’oxydation sont irréversibles, la dégradation 

par protéolyse constitue une stratégie de choix pour éviter l’accumulation de protéines 

endommagées. Cette élimination est assurée par diverses protéases. Réparties entre les 

différents compartiments mitochondriaux, elles assurent des fonctions distinctes dont les 

répercussions dépassent l’espace intra mitochondrial (Figure 16). Sont ainsi répertoriées :  

- dans la membrane externe : bien qu’aucune protéase n’ait été jusqu’ici identifiée dans 

ce compartiment, il n’est pas pour autant exempt de protéolyse ; il bénéficie effectivement des 

services du protéasome par l’intermédiaire du système OMMAD (outer mitochondrial 

membrane associated degradation) situé sur la face cytosolique de la membrane externe ; 

OMMAD est notamment constitué d’ubiquitines ligases E3 et de l’ATPase Cdc48/p97 qui se 

lie aux protéines ubiquitinylées pour les transporter vers le protéasome ; celui-ci assure 

également la dégradation de protéines provenant d’autres compartiments mitochondriaux et 

transférées jusqu’à la membrane externe (Baker 2014) ; des perturbations dans la dégradation 

sous ubiquitinylation des protéines mitochondriales de levure ou de mammifères ont été 

associées à un stress oxydant, une défaillance mitochondriale et une longévité diminuée (Heo 

et al. 2010) 

- dans l’espace intermembranaire : HtrA2/Omi et Atp23. HtrA2/Omi est une sérine 

protéase impliquée dans l’apoptose lorsqu’elle est relâchée dans le cytosol ; elle a 

vraisemblablement aussi une fonction de chaperone dans la mitochondrie ; une régulation de 

l’ubiquitine ligase E3 Mulan par HtrA2/Omi a été montrée chez la souris de même qu’une 

intensification de la mitophagie lorsque Mulan s’accumule sous l’effet d’une sous expression 

de HtrA2/Omi (Ambivero et al. 2014) ; une fonction mitochondriale perturbée et un 

vieillissement prématuré ont été remarqués chez la souris en absence de HtrA2/Omi 

fonctionnelle (Goo, Rhim, and Kang 2014). Quant à Atp23, chez la levure, elle a démontré une 

double activité de protéase et de chaperone impliquée dans la biogénèse de l’ATP synthase ; 

Atp23 intervient aussi dans le métabolisme des phospholipides puisqu’elle dégrade UPS1, une 

protéine contribuant à la régulation des niveaux mitochondriaux de phosphatidylethanolamine 

et de cardiolipine (Teixeira and Glaser 2013) 

- dans la membrane interne : i-AAA, m-AAA, Oma1 et PARL. Piliers du contrôle qualité 

dans la membrane interne, i-AAA et m-AAA dressent leur domaine catalytique respectivement 

vers l’espace intermembranaire et la matrice ; leurs activités dépassent le cadre de la protéolyse 

puisqu’elles s’emploient également dans la biogénèse de certaines protéines, la régulation de la 
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traduction du génome mitochondrial et le métabolisme des lipides (Gerdes, Tatsuta, and Langer 

2012), (Nolden et al. 2005), (Potting et al. 2010) ; des anomalies de ces deux protéases sont 

associées à la progression de pathologies neurodégénératives (Luce 2010) et, chez P. anserina, 

des délétions du gène codant i-AAA ont induit un effet sur le vieillissement dépendant de la 

température (Weil et al. 2011). i-AAA s’associe par ailleurs à Oma1 pour moduler la dynamique 

mitochondriale au moyen d’un conditionnement protéolytique de la GTPase Opa1 (Baker 

2014). Dans la levure, Oma1 joue un rôle important dans la réponse au stress en préservant la 

fonction mitochondriale en conjonction avec d’autres acteurs du contrôle qualité ; Oma1 joue 

un rôle critique dans la survie de la levure en empêchant l’accumulation d’ERO (Bohovych et 

al. 2014). PARL aussi intervient dans la dynamique mitochondriale ainsi que dans l’apoptose ; 

chez la souris cette protéase peut protéger de l’apoptose via une interaction avec HtrA2 (Chao 

et al. 2008) ; une sous expression de PARL semble être impliquée dans le vieillissement et le 

diabète de type 2 (Civitarese et al. 2010) 

- dans la matrice : Lon et ClpP. Les protéases Clp constituent une famille de peptidases 

actives sous la forme de complexes comprenant une sous-unité protéolytique – ClpP ou ClpQ 

selon les expèces - prise en sandwich entre deux anneaux de sous-unités chaperones ; ClpP peut 

être considérée comme une protéine de stress puisque elle est induite en conditions de stress ; 

elle a démontré une capacité à réduire l’oxydation des protéines  (Fredriksson et al. 2005); son 

implication la plus documentée dans le contrôle qualité mitochondrial provient de son rôle dans 

la réponse UPR mitochondriale ; une fonction qui la place au cœur de la maintenance des 

fonctions mitochondriales et des processus impliquées dans le vieillissement et diverses 

pathologies ; un phénotype de vieillissement et une survie diminuée ont été observées chez des 

souris privées de ClpP (Gispert et al. 2013) ; Lon sera largement abordée plus loin, dans un 

section qui lui est spécialement consacrée 

L’apport des systèmes protéolytiques dans la maintenance de la fonction mitochondriale 

ne se limite pas à l’enlèvement des protéines endommagées. La régulation de certains processus 

essentiels au maintien de l’homéostasie mitochondriale lui doit aussi beaucoup (Patron, 

Sprenger, and Langer 2018). Pour l’exemple, la dynamique du réseau mitochondrial ne peut 

faire l’économie des transformations post-traductionnelles que certaines protéases 

mitochondriales administrent aux GTPases impliquées dans les mouvements de fusion et de 

fission des mitochondries (Ali and McStay 2018). 
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4) Et aussi… 

La mitochondrie est pourvue d’une large palette en matière de contrôle qualité et sa 

gestion du stress oxydant peut aussi emprunter diverses voies qui ne sont pas nécessairement 

dédiées à cette cause. Le recours aux chaperones et à la réponse UPR (Unfolded Protein 

Response) mitochondriale est l’une de ces voies (Baqri et al. 2014). Cette contribution des 

chaperones au contrôle qualité mitochondrial peut entre autres prendre la forme d’une 

collaboration avec des protéases (Voos 2009). Certaines protéases telles ClpP et HtrA2/Omi 

déploient du reste une activité de chaperone (Hamon, Bulteau, and Friguet 2015). Outre la 

protéolyse, l’éviction des protéines oxydées peut également se faire via un transport vésiculaire 

de la mitochondrie vers les lysosomes (Sugiura et al. 2014).  

Autre solution, éliminer les mitochondries en difficulté. Quand le stress oxydant a atteint 

un niveau de nature à engendrer une dysfonction mitochondriale, les mitochondries défaillantes 

peuvent être détruites par mitophagie. La fragmentation du réseau mitochondrial offre un autre 

moyen d’écarter les mitochondries déficientes, en les séparant des autres mitochondries dans 

un premier temps avant, éventuellement, de les évacuer par mitoptose (Hammerling and 

Gustafsson 2014). 

La conformation des protéines mitochondriales peut aussi être considérée comme une 

stratégie mitochondriale antioxydante. Il apparaît effectivement que le protéome mitochondrial 

contient moins de motifs sujets à l’oxydation que les protéines non mitochondriales. Une 

particularité peut être due à la pression de sélection compte tenu des niveaux élevés d’ERO 

produits dans la mitochondrie (Bonham-Carter, Pedersen, and Bastola 2014).  

Enfin, la mitochondrie entretient avec le noyau une communication constante désignée 

sous le nom de signalisation rétrograde et constituant un moyen de réponse au stress. En cas de 

dysfonction mitochondriale, les signaux envoyés dans le cytoplasme activent des voies 

déclenchant la transcription de gènes nucléaires impliqués dans le maintien de l’homéostasie 

mitochondriale (Hill and Van Remmen 2014). 

Face au stress oxydant, la réponse rétrograde majeure passe par le facteur de 

transcription Nrf2 (Nuclear factor erythroid-derived 2-related factor) (Figure 17). Enclenchée 

par une augmentation des niveaux intracellulaires d’ERO, cette réponse aboutit à la 

transcription d’un certain nombre d’enzymes de détoxification, parmi lesquelles divers acteurs 
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des systèmes glutathion et thioredoxine, la catalase et la superoxyde dismutase. Nrf2 serait ainsi 

un interlocuteur privilégié de la mitochondrie et son influence sur la biogénèse mitochondriale 

et la phosphorylation oxydative a été démontrée (Itoh 2015).  

Figure 17 : activation de la voie Nrf2 par les ERO (d’après Chen et al.). En conditions 
d’homéostasie, Keap1 (kelch-like ECH-associated protein 1) se lie à Nrf2 et active son 
ubiquitinylation. Nrf2 ubiquitinylé est alors dégradé par le protéasome. En conditions de stress 
oxydant, l’élévation des niveaux d’ERO entraîne la séparation de Keap1 et Nrf2 et la 
phosphorylation de Nrf2 par des kinases. Nrf2 phosphorylé gagne alors le noyau où il se fixe à 
des séquences ARE (Antioxydant Response Element) présentes sur des gènes codant des 
protéines de détoxification. 

Les facteurs de transcription FOXO (Forkhead box O) constituent également un moyen de 

réponse au stress oxydant. L’accumulation d’ERO induit une phosphorylation de FOXO3 par 

les kinases JNK (Jun-N-terminal kinase) et MST1 (mammalian STE20-like protein kinase). 

FOXO3 phosphorylé intègre le noyau où il va induire la transcription d’enzymes telles que la 

catalase, la superoxyde dismutase, les isoformes mitochondriales de la thioredoxine et de la 

thioredoxine réductase, ou encore les peroxiredoxines Prx3 et 5. A l’image de Nrf2, FOXO3 

intervient dans la fonction mitochondriale, notamment dans la dynamique mitochondriale, la 

mitophagie, l’apoptose et la réponse UPR mitochondriale. A côté de son rôle pro détoxification, 

FOXO3 peut également réduire la production d’ERO au moyen d’un ralentissement de 

l’activité respiratoire (Kim and Koh 2017) 
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V- La protéase Lon 

La protéase Lon a fait l’objet d’une revue écrite dans le cadre de ces travaux de doctorat. 

Insérée en annexe, cette revue détaille la structure et le fonctionnement de Lon ainsi que son 

implication dans le contrôle qualité mitochondrial, avec la bibliographie afférente. Le contenu 

de cette publication sera donc seulement résumé ci-après, enrichi des informations sur Lon 

parues depuis. 

A) Structure et fonctions 

1) Structure et mode opératoire de la protéase Lon 

Première protéase ATP-dépendante identifiée, Lon est une protéase à sérine présente 

chez les bactéries, les archées, dans les mitochondries des cellules eucaryotes et dans les 

chloroplastes des cellules des algues et des plantes. Codée par un gène nucléaire, elle est active 

sous la forme d’un anneau homo-oligomérique composé d’un nombre d’unités variable selon 

les espèces, le plus souvent six ou sept chaînes polypeptidiques (Figure 18). 

Chaque polypeptide de Lon comporte au moins deux domaines, un domaine 

protéolytique et un domaine AAA+ de liaison et d’hydrolyse de l’ATP. Le domaine 

protéolytique porte une dyade catalytique sérine-lysine. Chez l’homme cette sérine nucléophile 

est la S855 et c’est la lysine K898 qui assure le rôle de catalyseur acide-base en déprotonant le 

groupe hydroxyle de cette S855.  

Les protéases Lon se répartissent en deux familles. Les protéases Lon A, présentes 

principalement chez les bactéries et dans les cellules eucaryotes, sont caractérisées entre autres 

par une constitution monomérique déclinée en trois parties (Figure 19). Aux deux domaines 

évoqués ci-dessus s’ajoute effectivement en N-ter un grand domaine d’interaction avec les 

substrats d’environ 300 acides aminés. Essentiellement identifiées chez les archées, Lon B n’a 

pas de séquence d’interaction avec les substrats en N-ter mais dispose d’une région 

transmembranaire insérée dans le domaine AAA+ qui permet l’orientation de son pore central 

vers la face interne de la membrane cellulaire. L’on trouve aussi Lon B dans certaines bactéries 

abritant les deux catégories de protéase Lon. 
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Figure 18 : structure de la protéase Pim1/Lon de S. cerevisiae observée en cryo-
microscopie électronique (d’après Stahlberg et al., 1999). La protéase Lon a une structure 
en anneau. L’hydrolyse de l’ATP induit un changement de conformation de Lon : l’anneau 
dissymétrique présentant deux protrusions adjacentes en absence d’ATP devient symétrique en 
présence d’ATP. Ces variations de forme suggèrent que des modifications de conformation sont 
nécessaires au dépliement et à la translocation des substrats vers le site actif de Lon. 

Figure 19 : schéma des structures oligomérique et monomérique des protéases Lon A. 
Chaque monomère de Lon porte les trois domaines nécessaires à son fonctionnement : de N-ter 
vers C-ter, un domaine d’interaction avec les substrats, un module de liaison et d’hydrolyse de 
l’ATP, un domaine protéolytique. 



45 

 

La séquence N-ter de Lon A joue un rôle important dans l’association avec les substrats. 

Des variants de Lon affectés de délétions dans cette région ont démontré une incapacité à se 

lier avec leurs substrats tandis que leur activité ATPase est maintenue. Aucun signal 

d’adressage vers la dégradation n’ayant été identifié dans la mitochondrie, c’est la perte de 

structure secondaire des protéines substrats qui serait reconnue par Lon. Elle interagit ainsi avec 

des séquences hydrophobes normalement enfouies au cœur des protéines et rarement exposées 

en surface. Les protéines mal repliées ne sont toutefois pas les seules proies de Lon puisque 

celle-ci dégrade également des protéines natives régulatrices porteuses d’un signal de 

dégradation à leur extrémité N ou C-ter. C’est le cas de la protéine SulA d’E. coli qui arbore un 

tel signal de dégradation en C-ter. Cette séquence d’adressage est modérément hydrophobe et 

se termine par une tyrosine suivie d’une histidine, deux résidus particulièrement sensibles en 

matière de liaison à Lon. L’adjonction à une protéine modèle des vingt derniers résidus de 

l’extrémité C-ter de SulA s’est d’ailleurs révélée suffisante pour induire une dégradation par 

Lon. Une fois reconnues, les protéines cibles de Lon sont dépliées si nécessaire puis transférées 

de façon ATP-dépendante dans le pore central de la protéase, direction la chambre protéolytique 

que la fixation de l’ATP au module AAA+ aura rendue active. 

Figure 20 : rôle potentiel des hexamères et "dodécamères" de Lon dans la dégradation 
des protéines (d’après Vieux et al., 2013). L’association de deux hexamères de Lon au niveau 
des domaines de reconnaissance des substrats aboutit à la formation d’un "dodécamère". Les 
domaines N-ter forment alors une sorte de portail empêchant l’accès des protéines de grande 
taille. 

L’extrémité N-ter de Lon ne sert pas uniquement à la reconnaissance des substrats. Elle 

régule aussi l’activité de la protéase. En effet la fixation du substrat à ce domaine enclenche 

une réponse modulable qui ne se traduit pas automatiquement par une dégradation et qui 

mobilise les deux autres domaines du monomère Lon avec des intensités variables. L’activité 
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de Lon peut aussi être contrôlée par ses substrats (Gur 2009), par des modifications post-

traductionnelles (Zhou 2018) ou par ses propres structures quaternaires. Chez E. coli, deux 

hexamères de Lon peuvent interagir au niveau de leur domaine N-ter formant ainsi un 

"dodécamère" muni en son centre d’une sorte de portail qui semble limiter l’accès à la 

dégradation aux protéines de petite taille (Figure 20).  

Quant aux inhibiteurs de Lon, aucun de ceux décrits jusqu’ici ne sont spécifiques même 

si quelques molécules ont révélé des résultats prometteurs. 

2) Une protéine de stress 

Postée dans la matrice mitochondriale, donc dans un environnement particulièrement 

exposé aux dommages engendrés par les ERO, la protéase Lon est considérée comme la 

première ligne de défense contre l’accumulation des protéines oxydées. Une fonction qui la 

place au cœur des processus impliqués dans le vieillissement et un certain nombre de 

pathologies. 

L’investissement de Lon dans l’élimination des protéines oxydées a été maintes fois 

observé. Bayot et al. (2010) ont ainsi identifié des protéines telles que Hsp60 ou Sod2 montrant 

un niveau d’oxydation accru chez des levures sous exprimant Lon. Une fois endommagées, les 

enzymes dotées de groupes prosthétiques sensibles à l’oxydation font partie des cibles 

privilégiées par Lon. De plus, que ce soit dans le foie de rats âgés, dans la levure ou dans des 

cellules HeLa, une accumulation de cellules carbonylées a été remarquée concomitamment 

avec une baisse de l’activité de Lon. 

L’apport de Lon dans le contrôle qualité de la mitochondrie déborde du cadre de la 

dégradation des protéines modifiées. La protéase intervient également auprès de l’ADN 

mitochondrial et des protéines mal repliées. Chez la levure, Lon dégrade ces dernières en 

coopération avec des chaperones ou lorsque celles-ci sont défaillantes. Toujours chez la levure 

mais aussi chez les mammifères et les bactéries, Lon peut empêcher l’accumulation de protéines 

mal repliées grâce à une activité de chaperone indépendante de sa fonction protéolytique. Cette 

activité de chaperone l’amène par ailleurs à prendre part à l’assemblage des complexes de la 

chaîne respiratoire (Rep 1996). Quant à l’ADN mitochondrial, Lon a la capacité de s’y lier sur 

des séquences spécifiques. Dans les cellules de mammifères en culture, il s’agit 

préférentiellement de la région contrôle contenant les origines de réplication ainsi que les 
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promoteurs des brins lourd et léger. Lon interfère de plus avec certaines composantes du 

nucléoïde, à savoir la polymérase γA, l’hélicase Twinkle et le facteur de transcription TFAM 

qu’elle dégrade, ce qui suggère qu’elle est impliquée dans la maintenance et la régulation de la 

réplication et de la transcription du génome mitochondrial. La perte de Lon se traduit d’ailleurs 

par des délétions et une altération de l’expression des gènes mitochondriaux de la levure. 

Autant de constats qui permettent d’accorder à Lon une fonction de protéine de stress. 

D’autant que des sites de fixation de facteurs de transcription tels que HIF-1 (Hypoxia-

Inducible Factor 1) ou Nrf 2 ont été détectés sur le promoteur de Lon (Pinti et al. 2011). Cette 

vocation, Lon n’en a pas seulement donné la preuve face à un stress oxydant. Elle a également 

démontré qu’elle est capable de répondre à un choc thermique ou à une carence en sérum (Ngo 

and Davies 2009). 

B) Lon et la dysfonction mitochondriale 

Acteur clé du contrôle qualité mitochondrial, la protéase Lon occupe un poste 

stratégique dans le maintien de l’homéostasie de la matrice mitochondriale et, de là, dans la 

fonction et l’intégrité structurale de la mitochondrie. D’où les perturbations enregistrées au 

niveau de la morphologie et la fonction mitochondriales dans des fibroblastes de poumon 

appauvris en Lon, perturbations accompagnées d’une activation de l’apoptose. A l’inverse une 

hausse des niveaux de Lon a été associée à une fonction mitochondriale conservée et une survie 

cellulaire améliorée dans des cellules de patients souffrant de rhabdomyosarcome exposées à 

différents stress. De même, une stimulation de la biogénèse mitochondriale a été observée en 

même temps qu’une plus forte expression de Lon chez des rats atteints d’hyperthyroïdie ou 

d’un hépatome de Zadjela.  

L’on comprend une bonne partie de ce que la mitochondrie doit à Lon à l’inventaire de 

ses cibles identifiées à ce jour. Cette liste regroupe plusieurs fleurons des divers compartiments 

de la vie des mitochondries. L’on peut ainsi citer PINK1 dans le domaine de la mitophagie, 

(Thomas et al. 2014), l’aconitase mitochondriale et la pyruvate déhydrogénase kinase 4 (PDK4) 

dans le métabolisme énergétique (Bota and Davies 2002), (Crewe et al. 2017), TFAM dans la 

réplication et la transcription de l’ADN mitochondrial (Lu et al. 2013), ou encore les 

sulfiredoxines importées dans la mitochondrie dans le cadre de la signalisation redox (Kil, 

2015). 
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Cette contribution de Lon à l‘homéostasie mitochondriale lui vaut une part de 

responsabilité significative dans la dysfonction mitochondriale, en général et, en particulier, 

dans la longévité et le vieillissement. La durée de vie réplicative est diminuée chez la levure 

subissant une déficience en Lon (Erjavec, 2013). A l’inverse, une surexpression de Lon a 

allongé la durée de vie en bonne santé de P. anserina (Luce, Osiewacz 2009). Par ailleurs, les 

mutations du génome mitochondrial s’accumulant avec le temps, le rôle de maintenance que 

Lon exerce sur l’ADN mitochondrial constitue lui aussi un moyen d’agir sur les effets du 

vieillissement.  

De plus, une baisse d’expression et/ou d’activité de Lon a été notée chez la souris (Bota, 

Davies 2002). Comme si cela ne suffisait pas, les effets néfastes que le temps inflige à Lon sont 

exacerbés par l’amplification d’un stress oxydant chronique. Ngo et al. (2013) se prononcent à 

ce sujet pour une régulation de Lon en deux phases, à savoir une intensification de son action 

sous l’effet d’un stress transitoire suivie par un affaiblissement lorsque ce stress devient 

chronique. De plus, dans un modèle murin d’insuffisance cardiaque, Lon a démontré une 

propension aux modifications oxydatives amoindrissant sa capacité protéolytique. Les 

propriétés de Lon varient toutefois d’un tissu à l’autre. Une augmentation des niveaux de Lon 

liée à l’âge a ainsi été détectée dans des cœurs de rat en même temps qu’une activité inchangée 

laissant supposer une accumulation de protéases Lon inactives. Enfin, une sous expression de 

Lon a induit des anomalies morphologiques sur des mitochondries de fibroblastes pulmonaires 

humains ainsi qu’une stimulation de la mitophagie dans des cellules HeLa. Une augmentation 

des niveaux de PINK1-Parkin dirigeant la mitochondrie vers la mitophagie a d’ailleurs été 

démontrée chez la drosophile déficiente en Lon. 

Revers de la médaille, le bénéfice que l’homéostasie mitochondriale tire de la présence 

de Lon semble profiter aussi à la stratégie proliférative de la cellule cancéreuse. En effet, sans 

Lon, cette dernière semble se porter moins bien. En témoigne la moindre susceptibilité à 

développer des tumeurs décelée chez des souris hétérozygotes pour Lon et le phénotype de 

sénescence observé dans des cellules murines de mélanome sous exprimant Lon (Quiros et al. 

2014).  

Pour conclure, deux pathologies attribuées chez l’homme à des mutations de Lon 

attestent du lien étroit qui unit cette protéase à la fonction mitochondriale. Des mutations de 

Lon ont été récemment décelées chez un enfant présentant une acidose lactique congénitale, 

une faiblesse musculaire et des anomalies observées en IRM (Imagerie par Résonance 
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Magnétique) suggérant un syndrome de Leigh (Peter et al. 2018). Le tableau clinique de ce bébé 

décédé à l’âge de 7 mois rassemblait donc les signes d’une pathologie mitochondriale. Une 

biopsie musculaire a d’ailleurs révélé d’importantes déficiences de la phosphorylation 

oxydative ainsi qu’une sévère déplétion de l’ADN mitochondrial. 

Quatre mutations de Lon ont été trouvées chez dix personnes souffrant du syndrome 

Codas (Strauss et al. 2015). Les lignées cellulaires lymphoblastoïdes générées à partir de ces 

patients ont notamment révélé des anomalies de la morphologie mitochondriale, des inclusions 

intra mitochondriales denses aux électrons, des agrégats de sous-unités 2 du complexe IV de la 

chaîne respiratoire et une capacité de réserve respiratoire diminuée. Le tout aboutissant à une 

homéostasie protéique et une fonction mitochondriales altérées. 

Les manifestations caractéristiques de la maladie sont des troubles psychomoteurs, une 

cataracte, une dentition anormale, un retard d'éruption dentaire, des malformations auriculaires, 

une surdité neurosensorielle, une petite taille avec une dysplasie épiphysaire marquée et un 

phénotype facial peu commun caractérisé par une ptôse palpébrale, des yeux bridés et des 

narines antéversées. Certains de ces signes cliniques sont retrouvés dans d’autres maladies 

mitochondriales mais ce n’est pas le cas de tous. Ces derniers troubles pourraient provenir de 

processus dépendant de l’activité de Lon et étendant son influence au-delà de la mitochondrie. 

Ils rappellent en tous cas, si besoin était, que la protéase Lon est encore loin d’avoir livré tous 

ses secrets. Un nouveau champ d’action n’a-t-il pas été récemment ajouté à son répertoire, à 

savoir les microdomaines membranaires inter-organites formés entre le réticulum 

endoplasmique et les mitochondries (Polo et al. 2017).  



 

50 

 

 

 

 

Résultats 

  



 

51 

 

 

 

 

 

Publication 1 

 

 

 

Effect of Lon protease knockdown  

on mitochondrial function in HeLa cells 

 
Aurélien Bayot, Monique Gareil, Laurent Chavatte, Marie-Paule Hamon, Caroline L’Hermitte-
Stead, Florian Beaumatin, Muriel Priault, Pierre Rustin, Anne Lombès, Bertrand Friguet, Anne-
Laure Bulteau 

  



 

52 

 

Introduction 

Principal producteur d’énergie de la cellule eucaryote, la mitochondrie est également 

une source majeure d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) et une cible privilégiée des 

dommages oxydatifs infligés aux protéines. Les processus responsables d’une augmentation 

des niveaux d’ERO et de protéines oxydées sont facteurs d’altérations du fonctionnement de la 

chaîne respiratoire, de la dynamique, de la biogénèse et de l’autophagie mitochondriales. Autant 

de perturbations qui placent la mitochondrie au cœur des mécanismes impliqués dans diverses 

pathologies et dans le vieillissement tant celui-ci paie un lourd tribut à l’accumulation de 

protéines endommagées et aux déficiences des systèmes de maintenance des protéines (Hamon, 

Bulteau, and Friguet 2015), (Murphy 2016), (Cedikova 2016). 

En charge de l’élimination des protéines endommagées au sein de la matrice 

mitochondriale, la protéase Lon est un acteur clé du contrôle qualité des protéines 

mitochondriales. Plus particulièrement impliquée dans l’élimination des protéines oxydées et 

la maintenance de l’ADN mitochondrial, elle joue à ce titre un rôle prépondérant dans le 

maintien des fonctions mitochondriales et, de là, dans un certain nombre de pathologies ainsi 

que dans les processus liés au vieillissement (Bota and Davies 2016). Lon peut elle aussi être 

victime du vieillissement puisqu’elle a démontré des déficiences liées à l’âge, déficiences 

s’accompagnant d’une accumulation de protéines modifiées sous l’effet d’une oxydation 

(Delaval, Perichon, and Friguet 2004) ainsi que d’une baisse de la durée de vie réplicative chez 

la levure (Erjavec et al. 2013). 

Les études présentées dans cette publication ont été menées dans le but de préciser le 

rôle de Lon dans le maintien de la fonction mitochondriale. Elles ont été réalisées sur des 

cellules HeLa transfectées de manière à obtenir une sous expression stable de Lon en induisant 

l’expression d’un shRNA anti-Lon. 

Résultats 

Les résultats obtenus ont montré des variations phénotypiques modérées dans les 

cellules HeLa sous exprimant Lon.  

Une déficience de Lon ne modifie pas la viabilité de ces cellules. Que ce soit au niveau 

de la transcription ou à celui de la traduction, une sous-expression de Lon ne s’accompagne pas 

non plus d’une augmentation des niveaux d’expression mesurés sur un certain nombre de 
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protagonistes des différents secteurs du contrôle qualité mitochondrial, à savoir la protéolyse, 

la détoxification, la réparation et le chaperonnage des protéines. L’on remarque cependant une 

augmentation de l’activité protéolytique dans la matrice mitochondriale des cellules déplétées 

en Lon alors que, dans cette condition, l’activité du protéasome baisse légèrement. Autres 

acteurs du contrôle qualité dans la mitochondrie, puisqu’ils peuvent éliminer les mitochondries 

endommagées (Meyer, Leuthner, and Luz 2017), (Redmann et al. 2018), la dynamique du 

réseau mitochondrial et le flux autophagique n’apparaissent pas affectés par une déficience de 

Lon. 

Lon intervenant dans la composition de la chaîne respiratoire (Sepuri et al. 2017), on 

pouvait s’attendre à un impact de sa raréfaction sur la fonction respiratoire. Les différentes 

explorations de cette fonction effectuées dans le cadre de ces travaux n’ont rien révélé de tel. 

Concernant le métabolisme énergétique, nous avons noté une hausse des niveaux d’aconitase 

mitochondriale en absence de Lon. Un résultat en accord avec les travaux de Bota et al. (Bota, 

Ngo, and Davies 2005), même si ce n’est pas le cas de leurs observations sur l’effet d’une sous 

expression de Lon en matière de survie cellulaire. 

La mitochondrie se plaçant en tête des producteurs d’ERO dans la cellule et Lon ayant 

démontré des aptitudes à réguler cette production d’ERO (Kuo et al. 2015), cette étude s’est 

donc penchée sur les variations redox susceptibles d’assortir une sous expression de Lon. Une 

légère augmentation des niveaux d’ERO et de carbonylation des protéines a ainsi été notée sans 

impact sur l’expression des diverses enzymes antioxydantes analysées. 

Discussion 

Sous exprimer la protéase Lon dans des cellules HeLa n’induit pas de réponse marquée 

au stress protéotoxique dans la mitochondrie. Le maintien de la viabilité cellulaire n’est donc 

pas dû à une riposte des systèmes de contrôle qualité. Cette absence de réaction semble indiquer 

que la carence en Lon générée ici n’engendre ni menace pour l’homéostasie protéique 

mitochondriale ni une surcharge en protéines défectueuses suffisante pour recruter la réponse 

mitochondriale aux protéines mal repliées, un processus notamment orchestré par ClpXP (Al-

Furoukh et al. 2015). Quant à l’intensification de l’activité protéolytique observée dans la 

matrice, elle peut être due à l’activation d’autres protéases telles ClpP ou m-AAA. Elle peut 

aussi être le fait des niveaux de Lon qui persistent malgré le silencing appliqué pour cette étude.  
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La sous expression de Lon peut néanmoins installer un certain de niveau de stress. En 

témoigne la baisse d’activité du protéasome qui peut être la conséquence d’un stress oxydant 

(Ding 2015) et nuire à la fonction mitochondriale (Bragoszewski, Turek, and Chacinska 2017). 

Certes les effets d’un silencing de Lon sur la fonction respiratoire mitochondriale ne permettent 

pas ici de conclure à une dysfonction mitochondriale importante. Toutefois, l’augmentation des 

niveaux d’aconitase constatée en absence de Lon peut correspondre à une accumulation 

d’aconitase mitochondriale oxydée donc inactive et de nature à perturber la fonction 

mitochondriale (Quiros 2018). 

La hausse des niveaux d’ERO et de protéines oxydées ne semble pas non plus atteindre 

un degré suffisant pour déclencher une dysfonction mitochondriale. L’on n’observe pas là le 

niveau de stress oxydant relevé chez la levure privée des services de Lon, ce qui peut s’expliquer 

par une compensation provenant de l’activité accrue d’autres protéases comme Clp, absente 

chez S. cerevisiae (Erjavec et al. 2013). 

En conclusion, les cellules HeLa n’apparaissent pas aussi affectées par une déplétion en 

Lon que d’autres types cellulaires tels que les cellules hépathiques SK-HEP-1 ou les 

fibroblastes pulmonaires humains (Bota, Ngo, and Davies 2005), (Lee et al. 2011). Les effets 

d’un déclin de Lon sont donc dépendants des espèces et/ou des types cellulaires. Différents 

facteurs peuvent expliquer ces disparités, tels le niveau de compensation procuré par d’autres 

protéases ou par les effectifs persistants de Lon. Il n’en reste pas moins qu’une défaillance de 

Lon a montré ici une influence sur le statut oxydatif de la cellule invitant à poursuivre les 

investigations sur le rôle de cette protéase mitochondriale. 
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Introduction 

Les fonctions assurées par la mitochondrie sont multiples. Parmi elles, et non la 

moindre, la production d’ATP par la chaîne respiratoire lui a valu la qualification de centrale 

énergétique de la cellule. Ce rôle vital, ajouté à d’autres activités telles que la régulation des 

flux de calcium dans la cellule, la synthèse de l’hème et des phospholipides,…amène la 

mitochondrie à exercer une influence déterminante sur le fonctionnement de la cellule. C’est 

ainsi qu’elle intervient dans la croissance, la différentiation, la mort et le contrôle du cycle 

cellulaires. Maillon de diverses voies de signalisation, elle se retrouve au centre d’une bonne 

partie des stress qui agitent la vie de la cellule (Javadov and Kuznetsov 2013). Compartiment 

particulièrement exposé au stress, elle est aussi facteur de troubles, une dysfonction 

mitochondriale pouvant menacer l’équilibre de tout un organisme (Barbour and Turner 2014). 

Parce qu’elle se charge d’éliminer les protéines oxydées dans un environnement pavé 

d’ERO, parce qu’elle déploie aussi une activité de chaperone limitant l’accumulation de 

protéines mal repliées, parce qu’elle est induite en conditions de stress, parce qu’elle intervient 

dans la maintenance de l’ADN, enfin parce qu’elle et ClpP constituent les seules forces de 

protéolyse pour l’instant repérées dans la matrice mitochondriale, la protéase Lon fait partie des 

piliers sur lesquels repose le fonctionnement de la mitochondrie. Il n’est donc pas étonnant 

d’identifier des altérations de son fonctionnement dans certaines pathologies ainsi que dans le 

vieillissement (Bota and Davies 2016). Récemment identifiés, les premiers malades atteints de 

mutations de Lon présentent d’ailleurs des troubles sévères (Strauss et al. 2015), (Peter et al. 

2018). 

Afin d’approfondir les résultats que nous avons obtenus sur des cellules HeLa porteuses 

d’un shRNA anti-Lon (Bayot et al. 2014), nous avons poursuivi nos recherches en misant plus 

particulièrement sur les propriétés de protéine de stress affichées par Lon. A partir du même 

modèle, nous avons donc adopté une stratégie visant à exacerber les aptitudes de cette protéase 

à répondre au stress dans le but de mieux cerner les répercussions de son absence et sur la 

mitochondrie et sur la cellule. 

Résultats 

Pour commencer, un stress oxydant (au tert-butyl hydroperoxide – tBH) et trois stress 

métaboliques (au galactose, au 2-deoxy-D-glucose (2-DG) et à l’oligomycine) ont été 

appliqués. Le stress oxydant a confirmé les aptitudes de Lon à éliminer les protéines 
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carbonylées. Parmi les stress métaboliques, l’un a plus particulièrement retenu notre attention, 

celui au galactose qui induit un pic d’oxydation des protéines, que ce soit avec ou sans Lon. Il 

nous était alors permis de penser que, connu pour réduire la production d’ATP par la glycose, 

le galactose avait stimulé la chaîne respiratoire et donc la production mitochondriale d’ERO. 

Certes cette dernière s’est bien révélée en hausse sous galactose mais l’on verra plus loin que 

le recours au galactose n’a pas activé la chaîne respiratoire. Par ailleurs, que ce soit sous glucose 

ou sous galactose, l’absence de Lon se traduit par une une production d’ERO mitochondriales 

accrue et une intensification des niveaux de  protéines carbonylées dans les fractions 

mitochondriales.  

Ces fluctuations du statut oxydatif pouvaient-elles s’expliquer par une modulation de la 

masse mitochondriale sous l’effet du niveau d’expression de Lon et/ou du milieu de culture 

cellulaire ? Si la masse mitochondriale s’est effectivement avérée plus importante sous 

galactose, c’est bien l’absence de Lon qui fait monter les indicateurs d’oxydation puisque, 

comparées aux cellules contrôles (avec Lon), les cellules mutantes (sans Lon) voient leur masse 

mitochondriale ou inchangée sous glucose ou baisser sous galactose. Quant aux modifications 

de la morphologie du compartiment mitochondrial associées à une sous expression de Lon, c’est 

sous galactose que l’on a obtenu la tendance à la fragmentation la plus marquée entre cellules 

contrôles et mutantes. D’où la décision de poursuivre cette étude avec deux milieux de culture, 

l’un supplémenté en glucose, l’autre en galactose. 

Il s’est alors avéré que le galactose entravait la prolifération cellulaire et que ce 

phénotype état aggravé par une défaillance de Lon. En revanche, c’est indifféremment des 

conditions de culture que les niveaux d’ATP baissent chez les mutants. Quant à une réaction 

d’autres acteurs du contrôle qualité, l’on note une augmentation des niveaux d’expression de la 

protéase mitochondriale ClpP sous galactose, augmentation amplifiée chez le mutant, alors que 

c’est seulement la déficience en Lon qui est associée à une expression amplifiée de MsrB2. 

Afin d’explorer plus avant les modifications affectant l’expression du protéome en 

absence de Lon, nous avons effectué une expérience de 2D DIGE qui a abouti à l’identification 

d’un certain nombre de protéines sur ou sous exprimées chez les mutants. Nous avons alors 

remarqué que deux domaines étaient particulièrement concernés par ces variations du protéome, 

le métabolisme énergétique ainsi que la réponse au stress et le contrôle qualité des protéines. 

Corroborant ces résultats, des mesures de l’activité de la chaîne respiratoire et de la glycolyse 

ont montré un métabolisme énergétique diminué chez les mutants. Il s’est également avéré que 
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et la chaîne respiratoire et la glycolyse étaient moins actives lorsque le galactose remplace le 

glucose. 

Discussion 

Cette étude a tout d’abord confirmé l’importance de Lon sur le statut oxydatif de la 

mitochondrie et de la cellule. Sans cette protéase, les niveaux d’ERO et de carbonylation 

augmentent. Constatée dans différentes conditions de stress, cette réaction atteste également 

des capacités de Lon à répondre à des situations de nature à perturber l’homéostasie protéique. 

Si d’autres acteurs du contrôle qualité semblent eux aussi réagir à une sous-expression de Lon 

et/ou à un changement des conditions de culture, aucun n’apparaît en mesure de se substituer 

entièrement à Lon en matière de régulation redox. 

L’augmentation des niveaux d’indicateurs de stress oxydants observée sans Lon est-elle 

liée à une dysfunction mitochondriale ? Les différents résultats obtenus au cours de ces travaux 

vont dans ce sens. Tout d’abord, le réseau mitochondrial des cellules privées de Lon présente 

un aspect plus fragmenté. Cette fragmentation constitue l’un des outils du contrôle qualité 

mitochondrial. Il permet d’isoler les éléments défectueux du reste de la population 

mitochondriale (Youle and van der Bliek 2012). La diminution des niveaux d’ATP enregistrée 

chez les mutants peut également indiquer des altérations de la fonction mitochondriale comme 

c’est le cas dans le vieillissement (Chistiakov 2014). Quant à la baisse de prolifération cellulaire 

particulièrement ressentie par les mutants sous galactose, elle peut s’expliquer par un 

supplément de stress puisque ces cellules doivent simultanément faire face à une privation de 

Lon et une supplémentation en galactose. La surexpression de ClpP et de MsrB2 chez le mutant 

sous galactose va d’ailleurs dans le sens d’un stress protéotoxique plus important dans cette 

condition.  

Les variations du protéome mises en évidence par 2D DIGE plaident aussi pour 

l’installation d’un stress face à une déficience en Lon puisqu’une bonne partie des protéines 

montrant une expression modifiée interviennent dans la réponse au stress et le contrôle qualité, 

en condition glucose comme en condition galactose. On remarque notamment une 

surexpression de la protéase mitochondriale HtrA2 susceptible d’être activée par un stress 

oxydant (Krick 2008). Le métabolisme énergétique est l’autre secteur arrivant en tête des 

domaines concernés par ces variations du protéome, là aussi quelles que soient les conditions 

de culture. Ce résultat permet également de conclure à une dysfonction mitochondriale associée 
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à une sous expression de Lon puisque notre étude démontre une baisse de l’activité de la chaîne 

respiratoire chez les mutants. Ils doivent de même faire face à une moindre productivité de la 

glycolyse. Quant au remplacement du glucose par le galactose si, comme escompté, il est 

associé une diminution d’activité de la glycolyse, il ne suscite pas la compensation espérée de 

la part de la chaîne respiratoire puisque la respiration mitochondriale s’avère ici 

particulièrement diminuée sous galactose. 

En conclusion, une sous expression induit ici une série d’effets en accord avec une 

dysfonction mitochondriale survenant dans un contexte de stress oxydant. Cette dysfonction se 

manifeste de façon particulièrement significative par un métabolisme énergétique affaibli. Par 

ailleurs l’impact d’une déficience en Lon s’avère dépendant des conditions de culture (glucose 

ou galactose), ce qui souligne l’importance de cette protéase dans la réponse au stress et le 

maintien de l’homéostasie mitochondriale. 
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Abstract 

The ATP-dependent Lon protease is located in the mitochondrial matrix and oxidized proteins 

are among its primary targets for their degradation. Impairment of mitochondrial morphology 

and function together with apoptosis were observed in lung fibroblasts depleted for Lon 

expression while accumulation of carbonylated mitochondrial proteins has been reported for 

yeast and HeLa cells with Lon deficiency. In addition, age-related mitochondrial dysfunction 

has been associated with an impairment of Lon expression. Using a HeLa cell line stably 

transfected with an inducible shRNA directed against Lon, we have previously observed that 

Lon depletion results in a mild phenotype characterized by an increase of both production of 

reactive oxygen species and level of oxidized proteins (Bayot et al., 2014, Biochimie, 100: 38-

47). In this study using the same cell line, we now show that Lon knockdown leads to alteration 

of mitochondrial mass and morphology, and to modification of the expression of a number of 

proteins involved in protein quality control, stress response and regulation of energy 

metabolism. We show that such effects are correlated with decreased proliferation and can be 

modulated by culture conditions in galactose versus glucose containing medium. 
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Highlights 

• Lon protease knockdown in HeLa cells promotes oxidative stress and protein oxidation 

• Lon deficiency affects mitochondrial mass and morphology and cell proliferation 

• Lon depletion impacts on stress response and energy metabolism protein expression  

• Lon protease depletion decreases cell energy metabolic activity and ATP production 
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Introduction 

Mitochondrial functions are various such as aerobic energy metabolism, regulation of 

intracellular calcium homeostasis, phospholipids and heme synthesis, contribution to cell 

growth and differentiation, cell cycle control and cell death. This broad repertoire includes ATP 

production by the respiratory chain for which mitochondria is often referred to as powerhouse 

of the cell, a role that also makes it the main provider of reactive oxygen species (ROS) in the 

cell due to incomplete reduction of O2 by the respiratory chain [1]. Although critical as signaling 

molecules when they are present at physiological levels [2], ROS can have detrimental effects 

when their generation exceeds the antioxidant defense capacities, an imbalance that leads to 

oxidative injury involved in numerous diseases and in the ageing process. Due to their close 

proximity with the respiratory chain, mitochondrial proteins are highly susceptible to oxidative 

damage. To counteract the deleterious effects of accumulation of damaged and misfolded 

proteins, mitochondria are equipped with quality control systems such as the Lon protease. 

known to be a key player in managing oxidized proteins degradation [3] [4] [5]. 

 First ATP-dependent protease to be identified, Lon is located in the mitochondrial 

matrix. It is active in form of homo-oligomeric ring complexe. Each of its polypeptide chains 

contains both an AAA+ domain and a protease domain with a Ser-Lys catalytic dyad. Up to 

now, only another protease has been identified in the mitochondrial matrix, ClpP protease. If 

ClpP is particularly involved in the mitochondrial unfolded protein response, Lon is very active 

in oxidized proteins degradation. Enzymes prone to oxidative damage are among its primary 

targets for degradation [5]. Proteins showing increased oxidation level have been detected in 

yeast depleted for PIM1/Lon as well as accumulation of carbonylated proteins in mitochondria 

of yeast and HeLa cells with Lon deficiency [3], [6].  

Due to its contribution to the mitochondrial quality control, Lon has a critical role in the 

maintenance of mitochondrial matrix protein homeostasis and hence in mitochondrial 
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functional and structural integrity [7]. Thus, it is not surprising that impairment of 

mitochondrial morphology and function and activation of apoptosis were observed in lung 

fibroblasts with Lon depletion [8]. Moreover, mitochondrial dysfunction noted in aged tissues 

has been associated with an age-associated impairment of the Lon protease [9]. The quality 

control activities of Lon are not only restricted to modified protein degradation. They are also 

mediated through Lon action on misfolded proteins and mitochondrial DNA [4]. Therefore it 

may be expected that mitochondrial dysfunction in response to Lon down-regulation impairs 

several mitochondrial activities with an impact on cellular functions. 

 Using a HeLa cell line stably transfected with a vector expressing a shRNA under the 

control of a promotor which is inducible by doxycycline, we have previously observed that 

reduction of Lon results in a mild phenotype characterized by an increased production of 

reactive oxygen species and an increased level of oxidatively modified proteins. In this study 

using the same HeLa cell line, we have further investigated the effects of Lon depletion on 

protein and redox homeostasis and mitochondrial function in different metabolic conditions and 

stress situations. Here we show that Lon knockdown in HeLa cells does induce oxidative stress 

and promote the occurrence of protein oxidation but also affects mitochondrial mass and 

morphology, slows down cell proliferation, modifies the expression of a number of proteins 

involved in protein quality control and stress response as well as energy metabolism, that are 

impacting on cell function, maintenance and energy production. Interestingly, most of these 

effects, that are indicative of mitochondrial dysfunction, are modulated depending on the cells 

metabolic conditions, i. e. when they are grown in galactose versus glucose containing medium. 
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Material and methods  

 

Materials and cells 

 All reagents were purchased from Sigma (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) unless 

otherwise stated. HeLa T-Rex cells were transfected as previously reported [25] with a 68-base 

Lon-specific oligonucleotide  

(50-gatctccgttcgtctcgcccagccttttcaagagaaaggctgggcgagacgaactttttggaaagctt-30) annealed to its 

complementary sequence pENTR/H1/T0þ (Block it-Invitrogen) and inserted into pENTR/H1/ 

T0þ (Block it-Invitrogen). For the glucose containing medium condition, clones of HeLa-tet-

on-shLon cells were cultivated in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) with 5mM glucose. For the galactose containing medium 

condition, clones of HeLa-tet-on-shLon cells were cultivated in DMEM (Gibco Life 

Technologies) with 5mM galactose and 1mM pyruvate. Both media were supplemented with 

10% fetal bovine serum, 5 mg/ml blasticidin (Invitrogen), 200 mg/ml zeocin (Invitrogen), with 

(Dox+) or without (Dox-) 2 µg/ ml Doxycycline. 

 

Preparation of mitochondrial fractions 

For mitochondria purification, cells were harvested and resuspended in HEPES-sucrose buffer 

(Hepes 10mM sucrose 250mM, pH 7.4). All the subsequent steps were carried out at 4° C. Cells 

were homogenized and then passed through a 22G needle. Membranes and nuclear fractions 

were removed by centrifugation at 1000 g for 5 min and supernatants were centrifuged (11000 

g, 10 min, 4°C). Mitochondrial fraction present in the pellets was immediately used for protein 

extraction or frozen.  
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Protein extracts 

For whole cell extracts, cells were harvested and lysed in Cell Lytic M (Sigma Aldrich C2978) 

according to the manufacturer’s instructions. 

Protein content of whole cell and mitochondrial fractions were determined using the Bradford 

protein assay (Bio-Rad, Marnes la Coquette, France), with bovine serum albumine as a standard. 

 

Detection of carbonylated proteins  

Carbonylated proteins were detected and analyzed after labeling of protein carbonyl groups 

with CF647DI hydrazide (Biotium, Fremont, CA, USA) for 45 min at room temperature under 

medium agitation. Labeled samples were resolved by SDS-PAGE in Any-KD precast gels (Bio-

Rad). After three washes in 7% acetic acid/10% ethanol, gels were scanned with Ettan DIGE 

Imager (GE Healthcare, Saclay, France). 

 

Mitochondrial morphological analysis 

For immunofluorescent labeling of the mitochondrial compartment, cells were plated at 

subconfluence on glass coverslips in different conditions: 2.5 days in DMEM + 5mM glucose, 

1.5 day in DMEM + 1mM pyruvate and 5mM galactose, 20 hours in DMEM + 1mM pyruvate 

and 10mM déoxyglucose, 20 hours in DMEM + 5mM glucose with 1µg/ml oligomycin, 3 hours 

in DMEM + 5mM glucose with 250µM tert-Butyl-hydroperoxide. After fixation (4% 

paraformaldehyde, 0.1% glutaraldehyde), the mitochondrial compartment was visualized by 

immunofluorescence using polyclonal antibody directed against cytochrome c oxidase subunit 

2 (Anti-MTCO2 Abcam ab91317) and then anti-rabbit IgG (H+L) secondary antibody Alexa 

Fluor® 568. The coverslips were mounted in Fluoroshield mounting medium (Sigma) 

containing 0.15µg/mL DAPI. Fluorescent images were acquired using Zeiss microscope (Zeiss, 

Jena, Germany) and processed with Motic Images Advance 3.2. Quantitative analysis of 
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mitochondrial morphology (area and perimeter) was performed according to the protocol 

described by Koopman et al [12] using ImageJ software. 30 individual cells were analyzed per 

cover slip and the aspect ratio (AR), that represents mitochondrial elongation, was calculated 

for each condition.  

 

Mitochondrial ROS and mitochondrial mass evaluation with flow cytometry 

Mitochondrial superoxide anion production and mitochondrial mass were monitored using 

MitoSOX™ Red 5µM and MitoTracker™ Red CMXRos 200nM respectively (Molecular 

probes, Courtaboeuf, France) as previously described [11]. Cell fluorescence was quantified by 

flow cytometry using MACSQuant VYB (MitoSOX™ Red) and MACSQuant X 

(MitoTracker™ Red CMXRos). 

 

Proliferation Assay 

Cell proliferation was quantified by EdU incorporation (10 µM for 15 min in cell culture media). 

For EdU detection, the Click-iT EdU Cell Assay kit (Invitrogen) was used following the 

manufacturer’s instructions. 

 

Cellular ATP assay 

Cellular ATP levels were determined using CellTiter-Glo® Luminescent Assay (Promega, 

Madison, WI, USA) according to the manufacturer’s instructions. 

 

Western blotting 

Proteins were separated by SDS-PAGE using Biorad Any-KD precast gels and electro-

transferred onto Hybond nitrocellulose membrane (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, 

USA). Primary antibodies used were anti-CLPP (Abcam ab124822), anti-MSRB2 (Abcam 
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ab101513), anti-FKHRH-144 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA, sc-11351), anti-

NRF2 (Santa Cruz Biotechnology, sc-365949), and anti Lon prepared as previously described 

[57]. After overnight incubation at 4°C in PBST/milk 5% or PBST/Sea block Blocking buffer 

(37527 Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France ), primary antibodies were detected 

using peroxidase-conjugated secondary antibodies (Bio-Rad) or Goat anti-Rabbit IgG (H+L) 

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Dy Light 800 (Invitrogen). Quantification of western 

blot signals was performed using the ImageJ software. 

 

2D DIGE proteomic analysis 

Frozen mitochondria pellets were resuspended and homogeneized in lysis buffer (8M urea, 2M 

thiourea, 4% CHAPS, 60mM DTT). Then the protein extracts were clarified by ultra-

centrifugation at 100000g for 1 h at 4°C. Samples were treated with the 2D Clean-Up kit (GE 

Healthcare) according to the manufacturer’s instructions. The resulting dry pellets were 

resuspended in lysis buffer (8M urea, 2M thiourea and 4% CHAPS) and adjusted to pH 8.5 

with 1.5M Tris-base. After lysates clarification by centrifugation at 20 000g for 15 min at 4°C, 

protein concentrations of the supernatants were determined by the Bradford method, and were 

in the range of 6–10µg/µL. 

For 2D DIGE experiment, protein labelling with CyDyesTMFluor minimal dyes (GE 

Healthcare) and 2D-electrophoresis were done as previously described [58] using 50µg 

mitochondrial extracts.  

Image analysis, relative quantification, statistical evaluation and PCA (Principal Component 

Analysis) were carried out using DeCyderTM 2D software (GE Healthcare, version 7.2). The 

fold change (FC) and Student’s t-test p-values were calculated across pairwise comparisons 

(glucose Dox- vs glucose Dox+; galactose Dox- vs galactose Dox+) and considered significant 
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for p values < 0.05 and FC ≥1.3 or ≤1.3. Spots of interest were identified for protein content by 

mass spectrometry. 

 

Mass spectrometry 

In-gel digestion was carried out with trypsin, according to previously published procedure with 

minor modifications [59]: samples were destained twice with a mixture of 100mM ammonium 

bicarbonate (ABC) and 50 % (vol/vol) acetonitrile (ACN) for 45 min at room temperature. 

After dehydration using 100 % ACN for 15 min, sample were reduced with 25mM ABC (10mM 

DTT) for 1 h at 57 °C and alkylated (55mM iodoacetamide in 25mM ABC) for 30 min in the 

dark at room temperature. Gel pieces were washed twice with 25mM ABC, dehydrated twice 

with 100% ACN (15 min each) and dried (20 min). Gel cubes were incubated with sequencing 

grade-modified trypsin (Promega; 12.5 ng/µl in 40mM ABC with 10% ACN, pH 8.0) overnight 

at 37 °C. After digestion, peptides were extracted twice from gel pieces, first with a mixture of 

50 % ACN – 5 % formic acid (FA) and second with 100% ACN. All these steps were done 

with a robot (Tecan, Mannedorf, Switzerland). Extracts were then dried using a vacuum 

centrifuge concentrator plus (Eppendorf, Hamburg, Germany). 

Mass spectrometry analyses were performed using an Ultimate 3000 Rapid Separation Liquid 

Chromatographic (RSLC) system (Thermo Fisher Scientific) online with a Q Exactive Plus 

hybrid quadrupole Orbitrap mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific). Briefly, peptides 

were solubilized in 3.5 µL of 10 % ACN - 0.1 % TriFluoroAcetic acid (TFA). Then, peptides 

were loaded and washed on a C18 reverse-phase precolumn (3 µm particle size, 100 Å pore size, 

75 µm i.d., 2 cm length). The loading buffer contained 98% H2O, 2% ACN and 0.1% TFA. 

Peptides were then separated on a C18 reverse-phase resin (2 µm particle size, 100 Å pore size, 

75 µm i.d., 25 cm length) with a 20 min gradient from 99 % A (0.1 % FA and 100 % H2O) to 

50 % B (80 % ACN, 0.085 % FA and 20% H2O). 
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The mass spectrometer acquired data throughout the elution process and operated in a data-

dependent scheme with full MS scans acquired with the Orbitrap, followed by up to 10 MS/MS 

HCD spectra in the Orbitrap. Mass spectrometer settings were: full MS (AGC: 3 × 10e6, 

resolution: 7 × 10e4, m/z range 400–2000, maximum ion injection time: 100 ms) and MS/MS 

(AGC: 1 × 10e5, maximum injection time: 100 ms, isolation window: 4m/z, dynamic exclusion 

time setting: 15 s). The fragmentation was permitted for precursors with a charge state of 2, 3 

and 4. For the spectral processing, the software used to generate .mgf files was Proteome 

discoverer 1.4. Database searches were carried out using Mascot version 2.5.1 (Matrix Science, 

London, UK) on ‘human’ proteins (20,273 sequences) from the SwissProt databank containing 

550 552 sequences (196 472 675 residues) (February 2016). The search parameters were as 

follows: the enzyme specificity as trypsin, carbamidomethylation as a variable modification for 

cysteins and oxidation as a variable modification for methionines. Up to 1 missed cleavage was 

tolerated, and mass accuracy tolerance levels of 4 ppm for precursors and 20 mmu for fragments 

were used for all tryptic mass searches. Positive identification was based on a Mascot score 

above the significance level (i.e. 5%). The reported proteins were always those with the highest 

number of peptide matches. Analysis, integration and interpretation of proteomic data derived 

from this 2D-DIGE were performed with the Ingenuity Pathway Analysis software. 

 

Seahorse analysis 

Oxygen consumption rate (OCR) and extracellular acidification rate (ECAR) were analyzed on 

a Seahorse XFe24 extracellular flux analyser (Seahorse Biosciences, North Billerica, MA, USA) 

according to the manufacturer's instructions. Briefly, control and mutant cells were seeded at a density 

of 80 000 cells per well in a Seahorse XF24 plate and cultured for 12 hrs. The seeding density was 

based on initial assays that optimized both OCR and ECAR. One hour before the assay, cultured cells 

were washed three times in DMEM minimal assay media (Seahorse Biosciences, 37 °C, pH 7.40) 

supplemented with 1mM pyruvate and 2mM glutamine for ECAR measurements and with 5mM 
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glucose or 5mM galactose for OCR essays, and equilibrated for 1 h at 37 °C in a non-CO2 incubator. 

OCR and ECAR were measured in control condition (basal rates) and after successive injections of 

oligomycin 1µM, FCCP 1µM and rotenone 10µM for OCR measurements, and 5mM glucose 

or 5mM galactose, 1µm oligomycin and 100µM 2 deoxy-D-glucose for ECAR measurements. 

At the end of the experiment, proteins were extracted using 10µl of lysis buffer and quantified using the 

Bradford assay. OCR and ECAR values were then normalized to protein concentration in order to 

compare different conditions. 

 

Statistical analysis 

Results are presented as mean ± SEM. Differences between two groups were assessed by 

Student’s t-test or Mann-Whitney test for non Gaussian distributions. Comparisons between 

more than two groups were assessed using one-way Anova test or Kruskal-Wallis test for non 

Gaussian distributions. Principal component analysis (PCA) was performed using the Decyder 

software. PCA is a mathematical procedure that can convert a set of variables (here proteome 

maps) into a coordinate system so that the greatest variance is depicted on the first coordinate 

(called first component or PC1), the second greatest variance on the second coordinate (PC2). 
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Results 

Oxidative stress and metabolic conditions are modulating the effect of Lon depletion on 

carbonylated protein levels in HeLa cells 

Fig 1. Detection of oxidatively modified proteins, mitochondrial ROS production and 
mitochondrial mass. Mitochondrial or total cell extracts were prepared from control (Dox-) or 
Lon depleted (Dox+) cells after 10 days of induction with doxycycline, under different 
conditions (glucose, galactose, 2-DG, oligomycin, tBH). A) Carbonylated proteins levels of 
cell extracts. Data represent the mean ± SEM (n=3 to 7); student t test: *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001 versus glucose Dox-. B) Carbonylated proteins levels of mitochondrial fractions 
extracts. Data are normalized to the glucose Dox- condition and represent the mean ± SEM 
(n=3 to 4); student t test: **p<0.01. C) Superoxide production measured using MitoSox 
fluorescent intensity levels. Data are normalized to the glucose Dox- condition  and represent 
the mean ± SEM (n=3 to 6); student t test: **p<0.01. D) Mitochondrial mass measured using 
MitoTracker-Red CMXRos fluorescence Data are normalized to the glucose Dox- condition 
and represent the mean ± SEM (n=4 to 7); student t test: *p<0.05, **p<0.01. 
 

We have previously reported that Lon depletion in HeLa cells is associated with an increase of 

oxidatively modified proteins when cells are cultured in the presence of glucose as carbon 

source [6]. In order to follow up with this observation and get further insights on oxidized 

protein accumulation, the effect of Lon depletion on oxidized proteins levels in total HeLa 

cellular extracts and mitochondrial fractions has been investigated under oxidative stress and 

different metabolic conditions. As protein carbonylation is a major hallmark of protein 
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oxidative damage [10], we used protein carbonyls as a marker of irreversible protein oxidation 

[11]. As previously shown, in glucose condition, Lon depleted cells (Dox+) showed a small but 

significant increase in total (Fig 1A) and mitochondrial (Fig 1B) protein carbonylation 

compared to control cells (Dox-). When glucose was replaced by galactose in order to promote 

mitochondrial respiration, we observed a similar increase in protein carbonylation in Lon 

depleted cells as compared to control cells,. We then investigated control and Lon depleted cells 

responses to several stresses. While treatment with tert-butyl hydroperoxide, a well-known 

oxidant, led to moderate increased protein carbonylation in control cells, the accumulation of 

carbonylated proteins reached excessive levels in the absence of Lon protease (Dox+). In 

contrast, cells treatment with 2-deoxy-D-glucose and oligomycin, two inhibitors of glycolysis 

and mitochondrial respiration respectively, did not result in increased protein oxidation either 

in control or in Lon depleted cells. Similar observations or, on the contrary, increased oxidative 

stress have already been noted with both reagents [16], [17], [18], [19], [20], [21]. Accordingly, 

increased mitochondrial protein carbonylation levels (Fig 1B) as well as increased 

mitochondrial superoxide production (Fig 1C) was found when HeLa cells were grown in 

galactose containing medium. Mitochondrial mass was found more important in galactose than 

in glucose (Fig 1D) but this biogenesis cannot explain the levels of oxidative injury in Lon 

depleted cells cultured in galactose since they have less mitochondrial content than controls. 
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Lon depletion is associated with an increased fragmentation of the mitochondrial network 

Beside the mass, another morphologic factor revealing the status of mitochondria is the aspect 

of the mitochondrial network. Hence we evaluated mitochondrial morphology using the aspect 

ratio (AR) defined by Koopman et al [10] which is aimed at reporting changes in length of the 

mitochondrion. In the same conditions than above (glucose, galactose, 2-deoxy-D-glucose, 

oligomycin and tert-butyl hydroperoxide), we observed that Lon depletion was associated with 

increased fragmentation of the mitochondrial network but for the 2-Deoxy-D-glucose treatment 

(Fig 2). The biggest variation in mitochondrial shape associated with Lon deficiency was 

observed when glucose was replaced by galactose. Relevant with the measurements of the 

mitochondrial mass, an increase in mitochondrial network fragmentation has been previously 

associated, like elevated protein carbonylation rates, with oxidative stress and ageing [27]. 

Taken together, these results led us to further address the effects of Lon depletion with HeLa 

cells cultured in galactose versus glucose containing medium. 

Fig 2. Quantitative analysis of mitochondrial morphology. After 10 days of induction with 
doxycycline, under different conditions (glucose, galactose, 2-DG, oligomycin, tBH), control 
(Dox-) or Lon depleted (Dox+) cells were plated at subconfluence. After fixation in 4% 
paraformaldehyde and 0.1% glutaraldehyde, mitochondrial compartment was visualized using 
polyclonal antibodies against cytochrome c oxidase subunit 2 . After acquisition and 
binarization of fluorescent Images, mitochondrial network morphology was measured using the 
calculation of the Aspect ratio (AR). Data represent the mean ± SEM (n=30); Mann-Whitney 
test: *p<0.05, ***p<0.001. 
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Lon depletion is differentially affecting HeLa cells proliferation, ATP levels and 

mitochondrial protein maintenance in galactose versus glucose containing medium 

Fig 3. Cell proliferation and ATP production. A)  Detection of proliferation in control (Dox-) 
or Lon depleted (Dox+) cells after 10 days of induction with doxycycline, under glucose or 
galactose conditions. Cells were treated with 10 µM EdU for 4 hr, then detected an Alexa 
Fluor™ 488 azide (green). Cells were counterstained with DAPI (blue). B) Quantification of 
EdU-positive cells. Data represent the mean ± SEM (n=3 to 5); student t test: *p<0.05. C) 
CellTiter-Glo assay measuring cellular ATP levels of control (Dox-) or Lon depleted (Dox+) 
cells after 10 days of induction with doxycycline, under glucose or galactose conditions. Data 
are normalized to the glucose Dox- condition and represent the mean ± SEM (n=3); student t 
test: *p<0.05, **p<0.01.  
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Since increased ROS and carbonylated proteins levels, variation of mitochondrial mass and 

mitochondrial network fragmentation can indicate mitochondrial dysfunction, we searched for 

a possible impact of Lon knock down at the cellular level. Following the incorporation of EdU 

(Fig 3A), we saw asignificant decrease of cell proliferation of the mutants in galactose (Fig 3B) 

as already reported for cancer cells in this medium [24] [32]. ATP levels were lower in mutants 

of both conditions, especially in galactose. (Fig 3 C).  

Fig 4. Stress response. Western blot analysis of proteins involved in protein quality control 
and oxidative stress response in whole cells homogenate of control (Dox-) or Lon depleted 
(Dox+) cells after 10 days of induction with doxycycline, under glucose or galactose conditions. 
Representative Western blots of the amount of A) ClpP, Mann-Whitney test: *p<0.05, 
**p<0.01; B) MsrB2, student t test: **p<0.01; C) FoxO3, student t test: **p<0.01; D) Nrf2, 
student t test: **p<0.01. Data are normalized to glucose Dox- condition and represent the mean 
± SEM (n=3 to 6).  
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Looking for variations of others components of the quality control systems acting in 

mitochondria, we noted an over expression of the mitochondrial ClpP protease of Lon depleted 

cells in galactose (Fig 4A) while levels of the methionine sulfoxide reductase MsrB2, involved 

in the repair of oxidized proteins, [4] [13], increased in Lon depleted cells in both glucose and 

galactose conditions (Fig 4B). Here too it is the galactose containing medium conjugated with 

Lon deficiency that is associated with the most important response. We also looked at two 

potential regulators of the stress response and redox signaling, i.e. FoxO3 and Nrf2 [14]. In 

both glucose and galactose conditions, Nrf2 was only slightly up-regulated upon Lon depletion 

(Fig 4D) while FoxO3 showed the opposite, namely a small decrease in expression in Lon 

depleted cells (Fig 4C), also noted in galactose compared to glucose condition. 

 

Lon depletion results in modification of the expression of proteins involved in mitochondrial 

function and energy metabolism 

To fully explore protein expression modifications arising with Lon depletion, we used the 2D 

DIGE technology (Fig 5A). Four samples of each group (glucose Dox-, glucose Dox+, 

galactose Dox-, galactose Dox+) were compared in order to identify proteins, the expression of 

which is affected by Lon depletion. The Principal component analysis (PCA) grouped together 

the samples belonging to the same category (Fig 5B) revealing that each group have its own 

profile determined by both culture medium and expression level of the Lon protease. In glucose 

containing medium, protein spots submitted to mass spectrometry analysis resulted in the 

identification of 43 proteins exhibiting an over-expression when Lon is down regulated (Table 

1). More than half of them are operating exclusively or at least in part in mitochondria. 

Concerning the 35 down-expressed proteins listed in glucose condition, only 20% are found in 

mitochondria (Table 2). The same trend was observed in Lon depleted cells in galactose 

containing medium, with about half of the 31 over-expressed proteins that are mitochondrial 
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(Table 3), and 19 down-expressed proteins, 15% of which are present in mitochondria (Table 

4). In all cases, about half of the identified proteins are involved in two processes, energy 

metabolism as well as stress response and protein quality control (Tables 1 to 4 in 

supplementary data). 

 

Analysis of the 2D DIGE expression proteomics results with the Ingenuity Pathway Analysis 

software showed that glycolysis and mitochondrial dysfunction are the most impacted pathways 

by Lon depletion in glucose containing medium. These pathways are equally affected in 

Fig 5. 2D DIGE and Decyder analysis of 

proteomes of mitochondrial fractions. A) 

Representative 2D-DIGE gel images of proteins 

of mitochondrial fractions of HeLa cells cultured 

in glucose medium with or without Lon 

depletion. After being labeled with CyDyes, 

proteins were electrofocused, separated on 

gradient acrylamide SDS-PAGE and scanned. The 

combined protein profile of internal standard, 

Glucose Dox+1 and Glucose Dox-5 samples 

shows green spots (proteins up-expressed in the 

Glucose Dox+1 sample), red spots (proteins up-

expressed in the Glucose Dox-5 sample) and 

white spots (unchanged expression). B) 

Principal component analysis (PCA) showing the 

distribution of Cy3- and Cy5-labeled DIGE spots 

of interest (fold change ≥1.3 ; p value ≤ 0,05) of 

14 samples separated on the basis of the 

differentially expressed protein. 
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galactose containing medium upon Lon depletion. Others cellular networks linked with 

mitochondrial function and energy metabolism are also affected such as gluconeogenesis, TCA 

cycle, oxidative phosphorylation (OXPHOS), apoptosis signaling, fatty acid β-oxidation, urea 

cycle and calcium transport. Five enzymes involved in glycolysis were found under-expressed 

when Lon is down-regulated in glucose condition while this number was three in galactose 

containing medium (Fig 6A). Concerning mitochondrial dysfunction, oxidative 

phosphorylation and the role of mitochondria in cell function and maintenance, the number of 

proteins with modified expression upon Lon depletion was also more important in glucose 

compared to galactose containing medium (Fig 6 B and C). 
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Fig 6. Cellular pathways analysis of proteins reported to be modified by Lon down-
regulation through the use of Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity Systems, 
http://www.ingenuity.com/). A), B), C) Analysis of protein pathways with Ingenuity Pathway. 
Proteins in red and green correspond respectively to some of the proteins identified as 
overexpressed or under-expressed when Lon is down-regulated. Proteins in grey correspond to 
some of the proteins modified but not significantly when Lon is down-regulated. White open 
nodes indicate proteins not identified in this analysis, but associated with the regulation of some 
of the proteins identified. A line denotes binding of proteins, whereas a line with an arrow 
denotes “acts on.” A dotted line denotes an indirect interaction. Abbreviations: HK, hexokinase; 
PGI, phosphoglucose isomerase; PFK, phosphofructo-kinase-1; ALDO, aldolase; TPI, triose 
phosphate isomerase; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; PGK, 
phosphoglycerate kinase; PGM, phosphoglycero-mutase; ENO, enolase; PK, pyruvate kinase 
 

Lon depletion results in alterations of the energetic metabolism 

Based on this expression proteomic results pointing to modifications of energy metabolism, we 

next performed functional studies using the Seahorse metabolic analyzer to assess the 

contribution of the mitochondrial respiratory chain and glycolysis to the energetic status of Lon 

depleted cells, in glucose and galactose containing media. In both conditions, Lon depleted cells 

demonstrated less active energy metabolism both in terms of oxygen consumption (OCR) and 

extracellular acidification (ECAR) (Fig 7 A & B). Considered with the ratio OCR versus ECAR 
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taken as a measure of the relative magnitude of OXPHOS versus glycolysis, Lon depleted cells 

in glucose exhibited a higher preference for glycolysis (Fig 7C). As expected, compared to 

glucose condition, cells in galactose demonstrated a decline of glycolysis activity (Fig. 7A) but, 

more surprisingly, this decline was not really compensated by a burst of OXPHOS activity (Fig. 

7B). 

Concerning cells responses to drugs injections performed during the Seahorse metabolic 

analyzer experiments, both mutants presented with decreased productivity in term of OCR 

(basal respiration, ATP linked respiration, maximal respiratory capacity, reserve respiratory 

capacity and proton leak respiration) and ECAR (glycolysis, glycolytic capacity and glycolytic 

reserve) (Fig. 7 D to K). However Lon depleted cells in glucose showed the lowest reserve 

respiratory capacity (Fig. 7G) and no impact on their glycolysis activity (Fig. 7I), that may be 

related with their more glycolytic profile (Fig. 7C).  
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Fig 6. OCR and ECAR in glucose or galactose medium with or without Lon knockdown. 
A) Extracellular acidification rate (ECAR) and B) oxygen consumption rate (OCR) were 
measured in a Seahorse XF24 analyzer. Each data-point represents mean +/- SEM, n=3. Cells 
were seeded at a density of 80,000. Glucose 10mM, galactose 10µM, oligomycin 1µM,  2-
Deoxy-D-glucose 100mM, FCCP 1µM and rotenone 10µM were injected at the times indicated 
by the arrows. C)  Basal OCR versus basal ECAR calculated from the  data points 4,5,6 after 
glucose or galactose injection. D) The basal respiration OCR was calculated using the 
difference between the mean OCR of time points 1 to 3 (baseline) and the mean OCR of time 
points 10 to 12 (rotenone treatment). E) The ATP linked respiration OCR was calculated using 
the difference between the mean OCR of time points 1 to 3 (baseline) and the mean OCR of 
time points 4 to 6 (oligomycin treatment). F) The maximal respiratory capacity respiration OCR 
was calculated using the difference between the mean OCR of time points 7 to 9 (FCCP 
treatment) and the mean OCR of time points 10 to 12 (rotenone treatment). G) The reserve 
respiratory capacity OCR was calculated using the difference between the mean OCR of time 
points 7 to 9 (FCCP treatment) and the mean OCR of time points 1 to 3 (baseline). H) The 
proton leak respiration OCR was calculated using the difference between the mean OCR of 
time points 4 to 6 (oligomycin treatment) and the mean OCR of time points 10 to 12 (rotenone 
treatment). I)  The glycolysis ECAR was calculated using the difference between the mean OCR 
of time points 4 to 6 (glucose or galactose treatment) and the mean OCR of time points 10 to 
12 (2-DG treatment). J) The glycolytic capacity ECAR was calculated using the difference 
between the mean OCR of time points 7 to 9 (oligomycin treatment) and the mean OCR of time 
points 10 to 12 (2-DG treatment). K)  The glycolytic reserve ECAR was calculated using the 
difference between the mean OCR of time points 7 to 9 (oligomycin treatment) and the mean 
OCR of time points 4 to 6 (glucose or galactose treatment). One-way ANOVA test or Kruskal-
Wallis test: *p<0.05, **p<0.01. 
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Discussion 

In this study, we have investigated the effects of Lon depletion on protein and redox 

homeostasis as well as mitochondrial function in different metabolic conditions and stress 

situations. The observed increase in carbonylated protein levels concomitant with Lon 

knockdown, without and with different stresses, validates the important role of this 

mitochondrial protease in oxidized protein homeostasis, particularly when it comes to oxidative 

stress [15], i. e. with tert-butyl hydroperoxide (Fig.1A). Concerning the different metabolic 

conditions with 2-deoxy-D-glucose (2-DG), oligomycin, and galactose, they did not seem to 

impose on Lon depleted cells more oxidative injury than in glucose condition. The highest 
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levels of protein carbonylation in both control and Lon depleted cells were obtained with 

galactose which is consistent with galactose propensity to generate ageing in some animal 

models [22] particularly through increased oxidative stress [23].  

The oxidative peaks observed in galactose (Fig 1B and 1C) can only be partially explained by 

a biggest mitochondrial mass. Indeed increase in mitochondrial mass noted with control cells 

in galactose (Fig 1D) is in agreement with previous observations for cells facing the absence of 

glucose, i.e. to compensate for the diminished supply of glycolytic ATP [32]. However, with 

less mitochondrial content and increased oxidative stress indicators, Lon depleted cells in 

galactose exhibited a different regulation of their mitochondrial mass that is operated through 

mitochondrial biogenesis and degradation by quality control [33]. 

Mitochondrial network modifications to Lon deficiency (Fig. 2) also support a deleterious effect 

of Lon down expression. Mitochondrial dynamics is a part of quality control system as fusion 

allows mitochondria to compensate defects in some of them while fission segregates healthy 

from damaged mitochondria when a certain threshold of damage is reached [28]. Fragmentation 

observed here with Lon down-regulation can thus indicate a mitochondrial dysfunction that 

appears more important in galactose than in glucose. Furthermore oxidative phosphorylation 

deficiency has been proven to be responsible for mitochondrial fragmentation [29]. A 

mitochondrial dysfunction was also found in Lon depleted melanoma cells that displayed an 

increase in mitochondrial fragmentation and ROS production, which caused the proteolytic 

processing of OPA1 [30]. Indeed, an excessive OPA1 processing can also promote 

mitochondrial fragmentation [31]. Concerning the network elongation exhibited by control 

cells in galactose and 2-DG, this has already been reported in HeLa cells upon glucose 

deprivation [24] [25]. This is most likely due to a switch from anaerobic to aerobic energy 

production, an adaptative response accompanied by a more extended mitochondrial network 

[26]. 
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Based on the oxidative status, the mitochondrial abundance and network morphology of the 

Lon depleted cells, we can propose that Lon knockdown created a situation affecting 

mitochondrial function with a more important effect in galactose. This may explain why Lon 

depleted cells have less energy resource in the form of ATP levels (Fig 3C), especially in 

galactose medium where they showed the worst proliferation ability (Fig 3B). In galactose, 

energy metabolism is more dependent on oxidative phosphorylation [34] [35]. Hence the 

mitochondrial failure linked to Lon knockdown is more pronounced in galactose conditions that 

cumulate the decreased ATP production and proliferative capacity yet noted in cells with 

OXPHOS anomalies [36].  

This mitochondrial dysfunction appeared to be underlined by mitochondrial quality control 

actors since a proteotoxic stress response arose in Lon depleted cells from MsrB2 (Fig 4B) and, 

in a lesser extent, the ClpP protease (Fig. 4A). Concerning the decreased expression of FoxO3 

in cells with galactose and upon Lon depletion (Fig 4C), this has already been found in ageing 

cells and animals [37] [22]. The signaling pathway response may rather come from Nrf2 (Fig 

4D), well-known for its role in antioxidant defense, particularly in case of threatened 

mitochondrial homeostasis [38], even if galactose induced a decreased expression of Nrf2 [39]. 

Moreover, a binding site for Nrf2 was found on the Lon promoter in a region essential for 

upregulating Lon in the presence of oxidative stress [40]. 

Analysis of the 2D DIGE results showed that two processes were particularly affected by Lon 

depletion, namely energy metabolism as well as stress response and protein quality control 

(Tables 1-4). Concerning protein quality control and stress response, Lon depletion induced 

variations in expression of proteins related to the role of mitochondria in cell function and 

maintenance (Fig. 6C), that were mainly up-regulations. In particular, without Lon, another 

mitochondrial serine protease showed enhanced expression, i.e. HtrA2 which is known for 

acting in case of oxidative stress [41]. Concerning energy metabolism, down-regulated proteins 
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upon Lon depletion are essentially located in cytosol and implicated in glycolysis. A down 

expression of enzymes involved in glycolysis has yet been found in muscle of old women with 

decreased energy metabolism [60]. Up-regulated proteins are rather situated in the 

mitochondria and involved in OXPHOS (Tables 1 to 4) (Fig. 6A & B). Such a transcriptional 

activation of proteins involved in composition, functioning and assembly of respiratory chain 

has already been reported in response to mitochondrial OXPHOS deficiencies [49]. In glucose 

condition, this remodeling is accompanied by over expression of β-oxidation components and 

reduced levels of lipid synthesis proteins. A similar metabolic reorganization has already been 

reported in cancer cells [42] and obesity-resistant mice [43] showing decreased lipid 

biosynthesis and increased lipid utilization in the mitochondria through fatty acid oxidation. 

This could counterbalance the reduced glycolysis and OXPHOS activities observed with Lon 

depletion (Fig. 7A and B) through increased production of lipolytic products and 

downregulation of lipid/sterol synthetic pathways.  

Reduced energy metabolic activity noted in Lon depleted cells (Fig. 7) confirmed the 

hypothesis of mitochondrial dysfunction related to Lon deficiency and more importantly in 

galactose medium. This is consistent with the fall in ATP levels and the decrease in 

mitochondrial mass observed in Lon depleted cells in galactose condition (Fig. 1D and 3C). 

Both drops can be explained by the close link between energy metabolism and mitochondrial 

removal [50] and the benefit of degradation of damaged and free radical generating 

mitochondria [61]. 

Lon depleted cells revealed less active energy metabolic activity for nearly all parameters 

measured in this study (Fig. 7 D to K). Such an hypometabolism have been noted in a mouse 

model of Alzheimer’s disease exhibiting oxidative stress and mitochondrial dysfunction [52]. 

Among the parameters that can indicate mitochondrial anomalies are respiratory reserve (Fig. 

7G) the exhaustion of which has been reported with altered mitochondrial function [51], and 
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decreased glycolytic reserve (Fig. 7K) also indicating less tolerance to metabolic stress. By 

contrast, levels of proton leak respiration were not affected by Lon deficiency (Fig. 7H) which 

is in accordance with the increase of mitochondrial ROS production observed in Lon depleted 

cells and that are known to activate proton leak [53] [54]. This stimulation may minimize 

oxidative damage by tempering electrical potential and mitochondrial superoxide production 

[55].  

Oxidative stress has been shown to inhibit glycolysis [44] and to impair oxidative 

phosphorylation [45]. Due to the complex interplay between protein oxidative damage and 

energy metabolism defect, it is not easy to determine how each of them share the responsibility 

of the decline of mitochondrial function observed here. Actually a decline of mitochondrial 

function is found in numerous diseases and the ageing process [46]. Decreased mitochondrial 

respiration can also be an adaptive stress response to face a redox stress [47] as well as reduced 

flux of the lower part of glycolysis [48]. It was mainly in this part of glycolysis that we found 

a down regulation of some glycolytic enzymes when Lon is depleted. 

In conclusion, Lon knockdown induced a number of effects indicative of mitochondrial 

dysfunction in a context of oxidative stress. This mitochondrial dysfunction manifests in a 

particularly significant way through impaired energy metabolism. Such a picture is often 

associated with ageing and certain age-associated diseases as neurodegenerative diseases [56]. 

Moreover, the effects of Lon deficiency vary depending on the metabolic conditions showing 

a more pronounced dysfunction in galactose condition that underscores the importance of the 

Lon protease in mitochondrial homeostasis and stress response. 
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Supplementary data 

Table 1. Protein over-expressed in glucose 

condition when Lon is down-regulated. Protein 

identification of 2D-DIGE-identified differentially 

expressed spots in mitochondrial fractions of HeLa 

cells cultured in glucose medium with or without Lon 

depletion. Spots of interest (fold change ≥ 1.2; test p ≤ 

5%, n = 4) were identified by mass spectrometry as 

described in Materials and methods. Proteins 

expressed in whole or in part in mitochondria are 

mentioned in red. Pie chart shows the main functions 

performed by the proteins listed here.  
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Table 2. Protein down-expressed in glucose 

condition when Lon is down-regulated. 

Protein identification of 2D-DIGE-identified 

differentially expressed spots in mitochondrial 

fractions of HeLa cells cultured in glucose 

medium with or without Lon depletion. Spots of 

interest (fold change ≥ 1.2; test p ≤ 5%, n = 4) 

were identified by mass spectrometry as 

described in Materials and methods. Proteins 

expressed in whole or in part in mitochondria 

are mentioned in red. Pie chart shows the main 

functions performed by the proteins listed here.  
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Table 3. Protein over-expressed 

in galactose condition when Lon 

is down-regulated. Protein 

identification of 2D-DIGE-identified 

differentially expressed spots in 

mitochondrial fractions of HeLa 

cells cultured in galactose medium 

with or without Lon depletion. Spots 

of interest (fold change ≥ 1.2; test p 

≤ 5%, n = 4) were identified by mass 

spectrometry as described in 

Materials and methods. Proteins 

expressed in whole or in part in 

mitochondria are mentioned in red. 

Pie chart shows the main functions 

performed by the proteins listed 

here.  
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Table 4. Protein down-

expressed in galactose condition 

when Lon is down-regulated. 

Protein identification of 2D-DIGE-

identified differentially expressed 

spots in mitochondrial fractions of 

HeLa cells cultured in galactose 

medium with or without Lon 

depletion. Spots of interest (fold 

change ≥ 1.2; test p ≤ 5%, n = 4) 

were identified by mass 

spectrometry as described in 

Materials and methods. Proteins 

expressed in whole or in part in 

mitochondria are mentioned in 

red. Pie chart shows the main 

functions performed by the 

proteins listed here.  
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1) Peroxydation lipidique et glycoxydation dans les cellules HeLa déficientes en Lon 

Les systèmes protéolytiques constituent l’un des outils préférentiellement utilisés par la 

cellule pour se protéger des dommages irréversibles infligés aux protéines. Notamment 

engendrée en situation de stress oxydant, la carbonylation figure au nombre des atteintes 

oxydatives majeures portées aux protéines (Tanase et al. 2016) . Nous avons observé 

précédemment (cf publication 2) que les protéines des cellules HeLa déficientes en Lon 

affichaient des niveaux de carbonylation supérieurs à ceux mesurés en présence de Lon. Un 

résultat cohérent avec les capacités de Lon à éliminer les protéines oxydées (Bayot et al. 2010). 

Il s’agissait là de cibler la carbonylation des protéines en général. En effet, la carbonylation 

peut aussi provenir d’une conjugaison avec des produits de peroxydation lipidique tels le 4-

hydroxynonénal (HNE), ou d’une glycoxydation générant des AGE, deux processus également 

délétères (Hauck and Bernlohr 2016), (Vanhooren 2015) (cf Introduction, paragraphe "Les 

espèces réactives de l’oxygène dans les dommages aux biomolécules"). 

Figure RS1 : niveaux de marqueurs de la peroxydation lipidique et de la glycoxydation 
dans des fractions enrichies en mitochondries de cellules déficientes ou non en Lon. Les 
niveaux des adduits HNE, produit de la peroxydation lipidique (A) et d’AGE, produit de 
glycation avancée (B) ont été analysés par western blot après 10 jours d’induction (Dox+) ou 
non (Dox-) à la doxycycline dans des milieux supplémentés en glucose ou galactose. Les 
résultats concernant les HNE sont normalisés par rapport à la condition glucose Dox-. Les 
résultats correspondent aux moyennes de 3 à 5 expériences indépendantes. Statistiques : test de 
Student : **p<0.01. 

Nous nous sommes donc penchés sur les niveaux d’adduits HNE, quantitativement l’un 

des plus importants produits de la peroxydation lipidique (Castro et al. 2017), et d’AGE (Figure 

RS1 A et B) dans des fractions enrichies en mitochondries de cellules HeLa déficientes ou non 
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en Lon. La sous expression de Lon ne s’est pas traduite par une augmentation significative des 

protéines affectées par la glycoxydation. Quant au niveau des protéines modifiées par l’ajout 

de HNE, il s’élève sous l’effet d’une déplétion en Lon en condition glucose. Il apparaît donc 

que l’effet d’une sous expression de Lon se manifeste plus par une accumulation de protéines 

présentant une carbonylation issue d’une oxydation que par une élévation des contingents de 

protéines modifiées par des adduits de peroxydation lipidique ou par glycoxydation. 

En revanche le recours à un milieu supplémenté en galactose se traduit par la hausse des 

niveaux de HNE et AGE préalablement décrite avec cette source de carbone (Pawar and Jadhav 

2017), (Shwe et al. 2018). 

2) Activité du protéasome dans les cellules HeLa déficientes en Lon 

 

 

Système protéolytique majeur du cytosol et du noyau, le protéasome est un complexe 

multienzymatique jouant un rôle clé dans la dégradation des protéines endommagées (Friguet 

2000). Il fonctionne sous deux formes : 26S et 20S. Le protéasome 20S porte la composante 

protéolytique. Le protéasome 26S est pour sa part constitué par l’ensemble comprenant une 

unité 20S prise en sandwich entre deux particules régulatrices 19S. Ces deux particules 19S 

sont composées d’un domaine ATPase et d’un domaine de reconnaissance de l’ubiquitine 

Figure 21 : réprésentation 
schématique de la 
dégradation par la 
protéasome (d’après 
Carrard et al. 2002). La 
majeure partie des substrats du 
protéasome sont ubiquitinylés 
préalablement à leur 
dégradation par le protéasome 
26S quoique certains substrats 
de la machinerie 26S puissent 
être dégradés sans 
ubiquitinylation. Pour sa part, 
Le protéasome 20S dégrade les 
protéines oxydées de façon 
ATP et ubiquitine 
indépendante. 
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(Figure 21). Le protéasome 20S déploie trois principales activités protéolytiques : l’activité 

trypsine-like qui catalyse l’hydrolyse de la liaison peptidique située après les résidus basiques 

comme l’arginine ou la lysine, l’activité chymotrypsine-like qui agit après les larges résidus 

hydrophobes comme la tyrosine ou la phénylalanine, l’activité peptidylglutamyl-peptide 

hydrolase qui agit après les résidus acides comme le glutamate. 

Différentes études ont démontré une baisse des activités du protéasome au cours du 

vieillissement (Carrard 2002) ainsi que suite à un stress oxydant. En effet, les protéines les plus 

affectées par l’oxydation peuvent devenir résistantes à la dégradation par protéolyse et former 

ainsi des agrégats susceptibles d’inhiber l’activité du protéasome, vraisemblablement en 

empêchant les substrats d’accéder aux unités protéolytiques (Friguet 1994), (Bulteau et al. 

2001). Des modifications oxydatives du protéasome lui-même peuvent également altérer son 

fonctionnement (Carrard et al. 2003), (Hohn and Grune 2014).  

Figure RS2 : activité chymotrypsine-like (CT-L) et peptidylglutamyl-peptide hydrolase 
(PA) du protéasome dans des cellules déficientes ou non en Lon. Les activités CT-L (A) et 
PA (B) ont été mesurées après 10 jours d’induction (Dox+) ou non (Dox-) à la doxycycline 
dans des milieux supplémentés en glucose ou galactose. Les résultats sont normalisés par 
rapport à la condition glucose Dox-. Ils correspondent aux moyennes de 4 à 5 expériences 
indépendantes. Statistiques : test de Student : **p<0.01. 

En vue d’approfondir nos premiers travaux consacrés à l’effet d’une déplétion en Lon 

sur l’activité du protéasome (cf publication 1), nous avons ici approfondi les effets d’une 

déplétion en Lon sur deux activités du protéasome, les activités chymotrypsine-like (CT-L) et 

peptidylglutamyl-peptide hydrolase (PA), et dans deux conditions. Cette étude a confirmé 

qu’une défaillance en Lon est associée à une moindre activité du protéasome, de façon 

significative seulement en condition glucose (Figure RS2 A et B). Il apparaît donc qu’une 
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défaillance de la protéase Lon dans la mitochondrie soit de nature à perturber la dégradation et 

le renouvellement des protéines dans d’autres compartiments cellulaires. 

3) Identification de protéines présentant des niveaux d’oxydation modifiés par une 

déficience en Lon 

Après avoir identifié un certain de nombre de protéines dont l’expression est modifiée 

en absence de Lon (cf publication 2), et compte tenu du contexte de stress oxydant associé à 

cette carence, nous avons souhaité ouvrir des perspectives en recherchant des protéines 

présentant des niveaux d’oxydation augmentés ou diminués dans le cadre d’une sous-

expression de Lon dans un milieu supplémenté en glucose.  

Figure RS3 A et B : analyse par la technique de 2D DIGE des modifications d’oxydation 
des protéines entre fractions enrichies en mitochondries de cellules déficientes ou non en 
Lon. Après focalisation isoélectrique et séparation des protéines sur gel SDS-PAGE, les gels 
ont été numérisés suivant les longueurs d’ondes des fluorophores utilisés : une cyanine 5 
hydrazide marquant les groupes carbonyls des protéines pour évaluer les niveaux d’oxydation 
(A) ; une cynine 3 NHS marquant les groupes amines des protéines pour évaluer les niveaux 
d’expression (B). 

Dans ce but, nous avons adapté le protocole de 2D DIGE utilisé pour identifier des 

protéines affichant des variations de niveau d’expression (cf publication 2). Si le niveau 

d’expression des protéines a été mesuré au moyen de la fluorescence émise par une cyanine 

marquant les protéines (Figure RS3 B), le niveau d’oxydation des protéines a quant à lui été 

évalué en utilisant une autre cyanine porteuse d’une fonction hydrazide se fixant spécifiquement 

aux groupes carbonyls libres des protéines (Figure RS3 A). Ce double marquage permet de 

normaliser les niveaux d’oxydation par rapport aux niveaux d’expression des protéines. Après 

une séparation des protéines en deux dimensions (focalisation isoélectrique puis sur gel SDS 
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PAGE) et détermination des spots d’intérêt (Figure RS3 C), le recours à la spectrométrie de 

masse a permis d’identifier les protéines présentant une variation de niveau d’oxydation lorsque 

l’on compare les fractions enrichies en mitochondries de cellules HeLa exprimant Lon à celle 

qui sont privées de cette protéase  (Figure RS3 D).  

Figure RS3 D : protéines identifiées avec des niveaux de carbonylation plus ou moins 
élevées dans des fractions enrichies en mitochondries de cellules déficientes en Lon. Les 
spots d’intérêt ont été identifiés par MS/MS Orbitrap à partir de fractions enrichies en 
mitochondries de cellules collectées après 10 jours d’induction (Dox+) ou non (Dox-) à la 
doxycycline dans un milieu supplémenté en glucose ; Anova ≤ 0,05, fold change ≥ 1,5 ; n = 4. 

Figure RS3 C : gel préparatif 
coloré au bleu de Coomassie. 
Un gel préparatif a été réalisé 
avec 150 µg de protéines issues 
du standard interne (mélange 
équimolaire de tous les 
échantillons) puis coloré au bleu 
de Coomassie pour repérer les 
spots d’intérêt (numérotés en 
rouge ; Anova ≤ 0,05, fold 
change ≥ 1,5) qui seront ensuite 
identifiés par spectrométrie de 
masse. 
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De façon intéressante, on remarque que les résultats de cette 2D oxiDIGE recoupent 

ceux de la 2D DIGE effectuée précédemment (cf publication 2). Là aussi, le métabolisme 

énergétique et le contrôle qualité  des protéines font partie des domaines les plus concernés par 

les variations de modifications oxydatives des protéines associées à une déplétion en Lon. Deux 

autres secteurs sont également affectés, le cytosquelette et l’expression des gènes. Là aussi, la 

glycolyse est particulièrement touchée par une sous expression de Lon puisque deux enzymes 

intervenant dans cette voie sont modifiées, la pyruvate kinase et la fructose bisphosphate 

aldolase A. Quant au contrôle qualité des protéines, sans Lon, la chaperone Hsp90β, qui s’est 

révélée sous exprimée, se retrouve ici plus oxydée. Pour sa part moins oxydée en absence de 

Lon, la cochaperone Stip1 intervient dans la régulation des chaperones Hsp90 et Hsp70 

(Odunuga, Longshaw, and Blatch 2004). La régulation de l’activité de Hsp90 peut donc être 

influencée à deux niveaux par un knock down de Lon. 

4) Dommages à l’ADN mitochondrial dans les cellules HeLa déficientes en Lon 

Rechercher d’éventuels dommages à l’ADN mitochondrial associés à une sous 

expression de Lon nous a semblé une autre perspective intéressante pour approfondir les 

fonctions assurées par cette protéase. Lon est connue pour interagir directement avec l’ADN 

mitochondrial. Outre un rôle de maintenance de ce génome, elle concourt à la régulation de la 

réplication et de la transcription de l’ADN mitochondrial (Pomatto, Raynes, and Davies 2017) 

et des lésions de cet ADN ont été repérées chez la levure privée de la protéase PIM1/Lon (Van 

Dyck 1998)  

Afin de vérifier si l’intégrité de l’ADN mitochondrial est ou non préservée dans nos 

cellules HeLa déficientes en Lon, nous avons procédé à des expériences de PCR longue 

extension (LX PCR). Cette technique se fonde sur le principe que des lésions de l’ADN (sites 

abasiques, ruptures de brin, dimères de thymine) peuvent ralentir, voire bloquer la progression 

de l’ADN polymérase. L’amplification d’une séquence endommagée donnera donc des 

résultats moins bons que celle d’une séquence indemne. Pour repérer de façon relativement 

précise les sites d’éventuelles lésions, l’ADN mitochondrial a été divisé en neuf séquences 

consécutives (Figure 22) et neuf paires de primers ont été utilisées pour amplifier ces séquences 

séparément. 

Selon nos résultats, une déplétion en Lon se traduit par une amplification moindre de 

l’ADN mitochondrial dans deux secteurs, entre les nucléotides 4155 et 4175 et entre les 
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nucléotides 11614 et 520 (Figure RS 4). Ces résultats laissent donc augurer de dommages à 

l’ADN dans deux sites codant pour des sous-unités des complexes I et III de la chaîne 

respiratoire. Aucune des protéines codées par ces deux séquences ne figurent dans la liste des 

protéines modifiées identifiées à l’issue de nos expériences de 2D DIGE et 2D oxiDIGE. 

Toutefois, cette liste comprend des protéines en lien avec trois complexes de la chaîne 

respiratoire, parmi lesquels les complexes I et III (cf publication 2).  

Figure RS 4 : niveaux 
d’amplification de neuf 
séquences d’ADN 
mitochondrial  de cellules 
déficientes ou non en Lon. 
Neuf séquences d’ADN 
mitochondrial (A à I) ont été 
amplifiées après 10 jours 
d’induction (Dox+) ou non 
(Dox-) à la doxycycline dans 
un milieu supplémenté en 
glucose. Les résultats sont 
normalisés par rapport à la 
condition glucose Dox- et 
correspondent aux moyennes 
de 2 expériences 
indépendantes. Ci-contre, les 
séquences présentant un déficit 
d’amplification lorsque Lon 
est déficiente sont surlignées 
d’un demi-cercle rouge sur le 
schéma de l’ADN 
mitochondrial. 
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Par ailleurs, l’une de ces deux séquences susceptibles de dommages héberge un site sur 

lequel Lon put se lier, à savoir la région contrôle contenant les origines de réplication ainsi que 

les promoteurs des brins lourd et léger constituant l’ADN mitochondrial.  

Les conséquences d’une déplétion en Lon sur l’apparition de dommages à sl’ADN 

mitochondrial peuvent donc être de nature à perturber le métabolisme énergétique ainsi que la 

réplication et la transcription de ce génome comme cela a été observé dans des fibroblastes 

humains immortalisés (Zurita Rendon 2018). Autant de mécanismes pouvant contribuer aux 

anomalies de la fonction mitochondriale que nous avons relevées au fil de nos travaux. 
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Matériel et méthodes 

1) Mesure des niveaux de HNE et AGE 

Les niveaux de HNE et AGE ont été mesurés par western blot à partir de fractions 

enrichies en mitochondries. Après extraction et dosage des protéines, 30 µg de protéines par 

échantillons ont été séparés sur gel SDS-PAGE puis transférés sur membrane de nitrocellulose 

Hybond (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, USA). HNE et AGE ont été détectés au 

moyen d’anticorps anti-4 Hydroxynonenal (abcam ab46545 ; dilution au 1/1000è) et anti-AGEs 

(TransGenic Inc. KH001 ; dilution au 1/1300è) détectés par des anticorps secondaires anti lapin 

ou anti souris, DyLight 800 ou 700 (InvitrogenTM). La quantification des signaux fluorescents 

a été réalisée avec le logiciel ImageJ. 

 

2) Mesure des activités chymotrypsine-like et peptidylglutamyl-peptide hydrolase du 

protéasome 

Les activités chymotrypsine-like (CT-L) et peptidylglutamyl-peptide hydrolase (PA) 

ont été déterminées en utilisant deux substrats peptidiques fluorogènes spécifiques de chacune 

des deux activités : le N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC (LLVY-AMC) pour l’activité CT-L 

et le N-Cbz-Leu-Leu-Glu-Na (LLE-N) pour l’activité PA. Ces deux activités ont été mesurées 

à partir de la fluorescence émise par la libération des fluorophores AMC (7-amino-4-

méthylcoumarine) et NA (β-Naphthylamine). 

Cette mesure a été effectuée en plaque 96 puits. Dans chaque puits ont été déposés 10 

µg de protéines dans un volume total de 90 µl complété par un tampon Tris 20mM pH 7,5. 10 

µl d’une solution contenant le peptide fluorogène (LLVY-AMC) ou (LLE-N) ont été ajoutés, 

soit une concentration finale du substrat de 20µM. Pour chaque catégorie d’échantillon, un puits 

supplémentaire a reçu en plus un inhibiteur du protéasome, du MG 132 à une concentration 

finale de 100µM. La fluorescence a été mesurée à l’aide d’un fluorimètre (FLUOstar Optima, 

BMG Labtech), λ excitation 355 ; λ émission 460. 
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3) Analyse protéomique 

Les modifications oxydatives subies par les protéines ont été mises en évidence au 

moyen d’une variante de la 2D DIGE permettant de quantifier les modifications d’expression 

du protéome avec un marquage des groupes amines par une cyanine NHS ester (CyNHS) puis 

les modifications d’oxydation des protéines avec une marquage des groupes carbonyls par une 

cyanine hydrazide (CyHz).  

Les protéines ont été extraites à partir de fractions enrichies en mitochondries dans un 

tampon urée 8M, thiourée 2M, CHAPS 4%, DTT 10mM. Un standard interne a été constitué 

par un mélange équimolaire de protéines provenant de chacun des échantillons. Après dosage, 

150µg de protéines de chaque échantillons ont été incubés en présence de CyHz 5. Les protéines 

marquées ont ensuite été soumises à une précipitation, resolubilisées dans un tampon urée 8M, 

thiourée 2M, CHAPS 4% puis 50µg de protéines de chaque échantillon ont été incubés en 

présence de CyNHS 3. 400µg de protéines provenant du SI (jusqu’ici non marquées) ont été 

incubés en présence de CyNHS 2. On a alors procédé à un mélange des échantillons de telle 

sorte que chaque mélange comprenne un échantillon Dox-, un échantillon Dox+ et 50µg de 

protéines provenant du SI. Ces mélanges ont été soumis à une focalisation isoélectrique sur des 

strips IPG pH 3-11 NL. Les strips ont été équilibrés dans un tampon d’équilibration urée 6M, 

SDS 2%, glycérol 30%, Tris-HCl 50 mM pH 8,6 en deux étapes : une première étape avec du 

tampon d’équilibration complété avec du DTT 1%, une seconde étape avec du tampon 

d’équilibration complété avec de l’iodoacétamide 4,7%. Chaque strip a ensuite été placé sur un 

gel pour une étape de séparation des protéines par électrophorèse SDS PAGE.  

L’acquisition des images et l’analyse des données ont été respectivement réalisées sur 

un Ettan DIGE Imager et au moyen du logiciel SameSpots. Les spots d’intérêt ont été retenus 

à partir des critères suivants : Anova ≤ 0,05, fold change ≥ 1,5 et repérés sur un gel préparatif 

réalisé pendant l’expérience avec 150µg de protéines provenant du SI puis coloré au bleu de 

Coomassie. Prélevés manuellement ces spots ont servi à l’identification des protéines modifiées 

par spectrométrie de masse (MS/MS Orbitrap). 
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4) Mesure des niveaux d’amplification de séquences de l’ADN mitochondrial 

Les paires de primers utilisées pour amplifier les séquences d’ADN mitochondrial A à 

I ont été conçues selon le tableau suivant :  

L’amplification des séquences d’ADN mitochondrial a été effectuée puis évaluée à 

partir de 3ng d’ADN total extraits de chaque échantillon selon le protocole utilisé par Terluk et 

al. (Terluk et al. 2015). 
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La protéase Lon constitue un point de convergence entre deux composantes majeures 

de la cellule eucaryote, la mitochondrie et la protéolyse. Indispensable à la vie de la cellule, la 

première ne peut fonctionner correctement sans la seconde. Sans Lon, la mitochondrie perd un 

de ses plus importants moyens de faire face au stress que représente l’accumulation de protéines 

endommagées retrouvées dans le vieillissement et dans certaines pathologies. Le lien entre cette 

accumulation et ces états morbides ? Une dysfonction mitochondriale préjudiciable à la vie de 

la cellule ! Préciser le rôle de Lon dans l’homéostasie protéique et la fonction mitochondriale 

permettrait donc de à mieux cerner les mécanismes en jeu dans un certain nombre de processus 

délétères. 

 En 1944, Evelyn Witkin découvre que la souche mutante B/r d’Escherichia coli résiste 

au rayonnement UV. Alors que les souches B irradiées cessent de se diviser, s’allongent et 

meurent, le mutant B/r soumis aux mêmes conditions reprend la division qu’il avait 

momentanément arrêtée. (Witkin 1947). Il s’avèrera ultérieurement que la souche B/r ne 

possède pas l’inhibiteur de la division cellulaire Sfi. En revanche, si Sfi est exprimée dans la 

souche B, c’est une autre protéine qui lui fait défaut, la protéase Lon qui normalement dégrade 

Sfi. Donc sans Lon plus de division et, comme il y a une limite à la vie d’Escherichia coli en 

absence de division, la souche B irradiée finit par mourir. 

Les premières études sur des mutations de Lon ont été réalisées sur Escherichia. Coli, 

dans les années 1960 (Howard-Flanders 1964), et la plupart des connaissances acquises sur Lon 

proviennent de travaux sur cette bactérie. Une bonne partie des conclusions auxquelles ils ont 

abouti est applicable à la protéase mitochondriale Lon mais ces investigations ne peuvent 

toutefois pas dispenser de recherches menées directement sur la cellule eucaryote. A cette fin, 

les cellules HeLa représente un modèle intéressant. Tout d’abord il a été démontré que Lon est 

exprimée dans les cellules HeLa (Wang 1993) et que cette expression est accrue en conditions 

de stress (Hori et al. 2002). Un certain nombre d’études sur Lon ont d’ailleurs été réalisées en 

utilisant cette lignée cellulaire (König 2017), (Bezawork-Geleta et al. 2015), (Kil et al. 2015), 

(Fukuda et al. 2007),…  

Ensuite, les cellules HeLa constituent des modèles cellulaires appropriés pour étudier 

l’effet de modulations de l’expression de Lon. En effet, les transfections opérées dans ces 

cellules se soldent par des résultats très satisfaisants (Del Carpio 2014). C’est ainsi que grâce 
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au shRNA anti-Lon introduit dans nos cellules HeLa, nous avons obtenu une baisse d’environ 

80% de l’expression de Lon. De plus, l’intégration d’un shRNA est stable, ce qui procure une 

extinction durable de l’expression de la protéine cible, ce qui n’est pas le cas avec un siRNA. 

Il apparaît également que le silencing imposé par un shRNA est plus efficace que lorsqu’il 

provient d’un siRNA (McAnuff, Rettig, and Rice 2007). Un constat entre autres établi dans des 

cellules HeLa (Siolas et al. 2005). 

Par ailleurs, une partie des expérimentations menées dans le cadre de ce doctorat a été 

effectuée sur des fractions de cellules HeLa enrichies en mitochondries. Compte tenu de la 

faible représentation du protéome mitochondrial dans le protéome total, ce choix nous a 

notamment permis de mettre en évidence des variations d’expression ou de modifications de 

protéines mitochondriales qui auraient été trop peu abondantes dans des extraits protéiques 

totaux pour être décelées. Par rapport à des mitochondries purifiées, ces fractions enrichies en 

mitochondries présentent aussi l’avantage de ne pas exclure de l’analyse un certain nombre de 

protéines cytosoliques en lien avec le fonctionnement de la mitochondrie. 

En sous exprimant Lon de façon significative et durable dans notre modèle de cellules 

HeLa, nous avons ainsi obtenu des résultats précisant le rôle de cette protéase dans la réponse 

au stress et le contrôle qualité des protéines et mettant en évidence l’importance de Lon dans 

une fonction majeure de la mitochondrie, le métabolisme énergétique. Nous avons également 

observé que les conséquences d’une déficience en Lon étaient modulées par la source de 

carbone à la disposition des cellules puisque ces effets peuvent varier selon que le milieu de 

culture est supplémenté en glucose ou en galactose. 

 

La protéase Lon dans l’homéostasie protéique et la réponse au stress 

Pour conserver un protéome en état de fonctionnement, la mitochondrie doit faire face 

à plusieurs défis. Tout d’abord, elle doit importer la majeure partie de son protéome et assurer 

à ce protéome une conformation adéquate. Ensuite, les diverses composantes de la chaîne 

respiratoire étant codées par le génome nucléaire ou par le génome mitochondrial, il lui faut 

assurer un équilibre entre les expressions de ces deux génomes. Enfin la production d’ATP par 

la phosphorylation oxydative s’accompagnant d’une formation d’ERO, la chaîne respiratoire 
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doit affronter les dommages que ces dernières infligent aux protéines, à l’ADN mitochondrial 

et aux lipides. 

C’est vraisemblablement face à ce dernier défi que le concours de Lon est le plus 

important. Particulièrement impliquée dans la dégradation des protéines oxydées, Lon constitue 

la première ligne de défense de la matrice mitochondriale contre les dommages oxydatifs. Une 

aptitude que nos résultats confirment puisque c’est avec un agent oxydant, le tert-Butyl 

Hydroperoxyde (Carletti et al. 2018), que nous avons obtenu la plus forte augmentation de 

niveaux de protéines carbonylées en absence de Lon. Une défaillance de Lon a néanmoins suffi 

à engendrer un stress oxydant dont l’amplitude et les conséquences ont varié en fonction des 

sources de carbone. Deux marqueurs caractéristiques du stress oxydant, la carbonylation des 

protéines et la production d’ERO, ont témoigné dans notre étude de l’implication de Lon dans 

la lutte contre les dommages oxydatifs. Si l’accumulation de protéines oxydées peut se 

concevoir comme une conséquence directe de la sous expression de Lon, l’augmentation des 

niveaux d’ERO s’interprète plutôt comme un effet secondaire de cette accumulation de 

protéines modifiées. En altérant la fonction des protéines, ces modifications ont 

vraisemblablement provoqué un dysfonctionnement des systèmes de contrôle qualité et de la 

phosphorylation oxydative aboutissant à une stimulation de la production d’ERO.  

Un tel effet a déjà été observé au niveau du complexe I de la chaîne respiratoire (Sharma 

2009) et les moindres performances de la phosphorylation oxydative que nous avons observées 

dans les cellules déplétées en Lon vont dans ce sens. Quant aux systèmes de contrôle qualité, 

eux aussi ont montré des modifications susceptibles d’amoindrir les défenses des cellules 

déficientes en Lon. Celles-ci ont notamment présenté une baisse d’expression de la chaperone 

Hsp90 qui peut s’expliquer là par le clivage que le stress oxydant opère sur cette protéine (Haase 

and Fitze 2016). D’autant que nos résultats montrent une augmentation des niveaux de Hsp90 

oxydées en absence de Lon. De plus, Hsp70, connue pour former de concert avec Hsp90 une 

machinerie assurant le repliement des protéines (Lackie et al. 2017), est également sous 

exprimée dans les cellules déplétées en Lon en condition glucose. Un résultat cohérent avec 

une défaillance en Hsp90 puisque, sans Hsp90, les protéines travaillant en association avec cette 

chaperone sont dégradées par la protéasome (Beck 2001). 

Intervenant majeur dans la maintenance de l’homéostasie protéique, le protéasome 

semble lui aussi souffrir de l’absence de Lon puisque nous avons observé une baisse de son 

activité dans les cellules déplétées en Lon en condition glucose. Un résultat qui témoigne 
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également en faveur d’un stress oxydant puisque plusieurs études suggèrent une inhibition du 

protéasome par les produits d’oxydation, apparemment par un mécanisme de blocage de 

l’accessibilité des substrats (Friguet and Szweda 1997), (Bulteau et al. 2001). Comment le 

protéasome, qui opère dans le cytosol, peut-il être affecté par une augmentation des contingents 

de protéines oxydées dans la matrice mitochondriale ? Via le système OMMAD (Outer 

Mitochondrial Membrane Associated Dégradation). Ancré sur la face cytosolique de la 

membrane mitochondriale externe, ce complexe est composé d’ubiquitines ligases E3 et 

d’ATPase Cdc48/p97 qui lient les protéines ubiquitinylées pour les transférer au protéasome 

(Benischke et al. 2014). Bien que OMMAD soit situé sur la membrane externe, diverses 

observations accréditent la thèse d’une translocation de protéines de la matrice ou de la 

membrane interne vers la membrane externe à des fins d’ubiquitinylation et de dégradation par 

le protéasome (Taylor and Rutter 2011). 

Le stress engendré par une perte de Lon ne s’est toutefois pas seulement traduit par un 

amoindrissement des capacités des systèmes de maintenance de l’homéostasie protéique. Nous 

avons également noté des réactions de réponse au stress de la part de certains acteurs du contrôle 

qualité. A commencer par HtrA2, une autre sérine protéase mitochondriale surexprimée quand 

Lon fait défaut. A l’égal de Lon, HtrA2 est une protéine de réponse au stress et elle est impliquée 

dans le stress oxydant. Bien que cette protéase soit située dans un autre compartiment 

mitochondrial, l’espace intermembranaire, un renfort de sa part est d’autant plus envisageable 

qu’une surexpression de Lon a été observée dans des souris n’exprimant pas HtrA2 (Goo, Rhim, 

and Kang 2014). De plus ces souris présentent également une surexpression des prohibitines, 

un phénomène que nous avons également observé sans Lon. Impliquées dans la maintenance 

de l’homéostasie mitochondriale, les prohibitines ont déjà prouvé un rôle protecteur contre le 

stress oxydant (Zhou et al. 2013). 

Nos travaux peuvent ainsi conclure à un rôle significatif de Lon dans la maintenance de 

l’homéostasie protéique mitochondriale et la réponse au stress, rôle se manifestant de diverses 

manières. Lon agit donc en utilisant différents réseaux qu’elle est en mesure d’influencer 

directement ou non. C’est ainsi que nous avons noté des répercussions d’une sous expression 

de Lon jusque dans la dynamique du réseau mitochondrial, une activité essentielle de la 

mitochondrie et qu’elle utilise entre autres comme outil de contrôle qualité (Ni, Williams, and 

Ding 2015). 
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La protéase Lon dans la fonction mitochondriale 

Compte tenu des fonctions capitales assurées par la mitochondrie, il n’est pas étonnant 

de retrouver une dysfonction mitochondriale dans un certain nombre de maladies comme c’est 

aussi le cas dans le vieillissement (Moehle, Shen, and Dillin 2018). Maintenir l’homéostasie 

protéique dans la mitochondrie étant un prérequis indispensable à un fonctionnement 

mitochondrial opérant, l’on pouvait s’attendre à une incidence d’une sous expression de Lon 

sur la fonction mitochondriale. 

Activité mitochondriale majeure, le métabolisme énergétique constitue un témoin de 

choix de l’état de la fonction mitochondriale. Or nous avons constaté que, sans Lon, ce 

métabolisme énergétique affiche une baisse d’activité, que ce soit dans la mitochondrie, au 

niveau de la phosphorylation oxydative, ou en dehors, au niveau de la glycolyse. Cette réduction 

de l’activité métabolique se traduit vraisemblablement par une diminution des rendements en 

ATP puisque nous avons constaté une baisse des niveaux d’ATP dans les cellules déficientes 

en Lon. Plusieurs des indicateurs du métabolisme énergétique que nous avons mesurés 

confirment une altération du fonctionnement de la phosphorylation oxydative. C’est ainsi que 

nous avons remarqué que l’absence de Lon s’accompagne d’une baisse importante de la réserve 

respiratoire, un paramètre qui représente les quantités d’ATP que la chaîne respiratoire peut 

fournir en supplément dans le cas d’une augmentation soudaine de la demande en énergie. 

Même constat concernant la capacité respiratoire maximale qui témoigne de plus d’une 

dysfonction mitochondriale durable puisque ce paramètre dépend notamment d’une régulation 

sur le long terme de la phosphorylation oxydative (Desler et al. 2012). Sans Lon, nos cellules 

disposent donc d’une moindre capacité à faire face à des événements nécessitant une dépense 

accrue d’énergie et cette vulnérabilité n’est pas seulement transitoire. 

Conclure à une dysfonction mitochondriale peut sembler contradictoire avec la 

surexpression de certaines sous unités de la chaîne respiratoire que nous avons remarquée en 

absence de Lon. On sait maintenant que les différents complexes de la chaîne respiratoire sont 

organisés en supercomplexes dont la composition est variable. La stœchiométrie de ces 

complexes est donc elle aussi variable et une modulation de cette dernière a déjà été observée 

dans certaines conditions (Greggio et al. 2017). Une réorganisation des supercomplexes a 

également été relevée dans un contexte de stress oxydant avec, par exemple une augmentation 

des complexes I isolés (Anwar et al. 2018). La surexpression de sous unités de complexes I, III 

et IV que nous avons notée en absence de Lon est donc compatible avec une dysfonction 
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mitochondriale. De plus, surexprimer les complexes I et III peut contribuer à expliquer 

l’augmentation des niveaux d’ERO que nous avons relevée dans les cellules déplétées en Lon 

puisque ces deux complexes sont les principaux producteurs d’ERO. 

Conjointement aux anomalies du métabolisme que nous avons repérées en absence de 

Lon nous avons noté une surexpression de protéines susceptibles de venir à la rescousse. C’est 

le cas de 14-3-3 epsilon. Il a été démontré que cette protéine de réponse au stress (Xu et al. 

2013) intervenant dans la régulation du métabolisme interagit entre autres avec la GAPDH 

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) (Liang et al. 2009). Or, de façon intéressante, 

cette enzyme de la glycolyse est sous exprimée dans nos cellules déplétées en Lon. Quant à la 

stimulation de l’expression des prohibitines évoquée plus haut, elle peut aussi contribuer à cette 

stratégie de défense puisque les prohibitines sont impliquées dans la régulation de l’activité de 

la chaîne respiratoire et qu’un stress mitochondrial peut accroître leur expression (Artal-Sanz 

and Tavernarakis 2009). 

Les altérations du génome mitochondrial constituent une autre source importante de 

dysfonction mitochondriale. Les premiers résultats que nous avons obtenus en amplifiant des 

séquences d’ADN mitochondrial laissent à penser qu’une sous expression de Lon est associée 

à des dommages sur certaines séquences de cet ADN. Un constat qui n’est pas surprenant 

puisque Lon entretient des liens étroits avec le génome mitochondrial. N’intervient-elle pas 

dans sa maintenance, sa réplication et sa transcription (Matsushima, Goto, and Kaguni 2010). 

Lon est par ailleurs l’un des constituants du nucléoïde, un complexe protéique impliqué dans la 

maintenance et la transcription du génome mitochondrial. L’absence de Lon et le stress oxydant 

qui en résulte sont donc autant de facteurs qui ont pu affecter l’ADN mitochondrial ainsi que 

sa réplication et sa transcription. De plus, les séquences d’ADN susceptibles d’être 

endommagées ici abritent notamment la région qui contrôle la réplication et la transcription, 

région constituant par ailleurs un site de fixation de Lon. Nos investigations préliminaires 

permettent ainsi de penser qu’une défaillance en Lon inflige à l’ADN mitochondrial des effets 

délétères constituant un facteur supplémentaire de dysfonction mitochondriale. Un lien entre 

des dommages à l’ADN mitochondrial et une altération du fonctionnement de la chaîne 

respiratoire a effectivement déjà été mis en évidence (Ide 2001), (Yakes 1997). 
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Perspectives 

Il est difficile d’évaluer l’intensité de la dysfonction mitochondriale que nous avons 

observée dans nos cellules HeLa sous exprimant Lon. Elle est néanmoins suffisante pour 

diminuer les niveaux d’ATP intracellulaires et entraver en condition galactose la prolifération 

de cellules connues pour leurs remarquables capacités à se multiplier. Il a été prouvé qu’un 

stress oxydant modéré provenant de la mitochondrie pouvait stimuler l’activité du protéasome 

et améliorer la longévité de C. elegans (Bragoszewski, Turek, and Chacinska 2017). La 

dysfonction mitochondriale mise en évidence par nos résultats n’est pas de cette nature. Elle 

n’est effectivement pas associée à un mécanisme de compensation entre ces deux systèmes 

protéolytiques que sont Lon et le protéasome puisque nous avons noté une baisse de l’activité 

du second en absence de la première. 

En condition galactose, les cellules bénéficiant de la présence de Lon ont démontré une 

dysfonction mitochondriale plus prononcée que les cellules privées de Lon en condition 

glucose. Et c’est sans Lon en condition galactose que nous avons constaté la fonction 

mitochondriale la plus perturbée. Par ailleurs, bien qu’appartenant le plus souvent aux mêmes 

domaines d’activité, les protéines modifiées par une sous expression de Lon sont pour la 

majeure partie différentes selon que le milieu de culture est supplémenté en glucose ou en 

galactose. Changer de source de carbone a donc une influence sur les anomalies de la fonction 

mitochondriale engendrées par une sous expression de Lon. La propension du galactose à 

favoriser le vieillissement, notamment par le canal d’un stress oxydant (Delwing-de Lima et al. 

2017), a peut être infligé aux cellules déplétées en Lon un niveau de stress plus élevé. Il serait 

donc intéressant d’explorer plus avant les modifications du métabolisme liées à une extinction 

d’expression de Lon. Nos résultats laissent entrevoir que le métabolisme des lipides n’est pas 

affecté de la même façon par une défaillance de Lon dans les cellules en condition glucose et 

dans celles en condition galactose. Approfondir cette voie ainsi que d’autres axes du 

métabolisme énergétique, telles que la glutaminolyse ou la voie des pentoses phosphates, 

pourrait permettre de préciser le rôle de Lon. Analyser les variations de la composition de la 

chaîne respiratoire lorsque Lon fait défaut permettrait en outre de mieux comprendre ce qui se 

produit au niveau de la phosphorylation oxydative. 

L’étude d’autres fonctions mitochondriales peut également être riche en enseignements 

sur l’action de la protéase Lon. L’on pourrait ainsi examiner les effets d’une déplétion en Lon 
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sur l’apoptose, l’homéostasie du calcium, les systèmes redox (glutathion, thioredoxine), la 

localisation des mitochondries dans la cellule, la signalisation rétrograde et les voies de 

signalisation impliquées dans la réponse au stress. Nos résultats laissent déjà entrevoir une 

mobilisation de la voie Nrf2. L’extinction d’autres systèmes protéolytiques conjointement à 

celle de Lon constituent aussi des voies d’investigation possibles. Il serait notamment opportun 

de se pencher sur les répercussions d’une sous expression de ClpP, l’autre protéase de la matrice 

mitochondriale, lorsque Lon est elle aussi défaillante. Une modification des niveaux 

d’expression de Lon et ClpP a ainsi été trouvée chez un patient atteint d’une forme de paraplégie 

spastique héréditaire (Hansen et al. 2008) ainsi que chez des souris modèles de l’ataxie de 

Friedreich (Guillon et al. 2009). Dans le second cas, il s’agissait d’une surexpression de ces 

deux protéases suggérant là qu’il serait également intéressant d’analyser les conséquences 

d’une stimulation de l’expression de Lon. Maîtriser la modulation des niveaux d’expression de 

Lon peut contribuer à mieux cerner et mieux traiter les mécanismes de certaines maladies. Une 

étude a déjà démontré qu’une surexpression de Lon est favorable au développement des 

tumeurs cancéreuses (Cheng et al. 2013). 
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Figure 22 : effet d’une déplétion en Lon sur l’homéostasie protéique et la fonction 
mitochondriale. Après 10 jours d’induction (Dox+) (B) ou non (Dox-) (A) à la doxycycline 
les cellules déplétées en Lon ont montré une hausse des niveaux d’ERO mitochondriaux et de 
protéines oxydées, des dommages à l’ADN mitochondrial, un réseau mitochondrial moins 
tubulaire et une baisse des niveaux d’ATP. 

 

A 
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Annexe 1 

Une approche shRNA inductible pour moduler l’expression de Lon 

Régulation de l’expression génique par la tétracycline 

Figure 23 : système Tet-on de 
contrôle de l’expression 
génique. A) Un premier plasmide 
permet l’expression du répresseur 
de la tétracycline, Tet R. En se 
fixant sur la séquence contrôlant le 
promoteur du plasmide codant le 
shRNA anti-Lon, Tet R inhibe 
l’expression de ce shRNA. En 
présence de doxycycline, le 
répresseur Tet R perd son affinité 
pour son récepteur et le shRNA est 
exprimé. B) L’expression du sh 
RNA anti-Lon permet de réduire 
d’environ 80% l’expression de la 
protéase Lon. 

A 
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Le plasmide permettant l’expression du répresseur de la tétracycline TetR est un vecteur 

pcDNA6/TR (Invitrogen) (Figure 24) 

Figure 24 : caractéristiques du vecteur pcDNA6/TR. Le vecteur pcDNA6/TR permet 
d’exprimer le répresseur de la tétracycline (TetR) sous le contrôle du promoteur PCMV. Il 
contient également le gène de résistance à la blasticidine rendant possible la sélection des 
lignées cellulaires exprimant TetR. 

La séquence d’ADN double brin codant pour le shRNA d’intérêt, ici un sh RNA anti 

Lon, est quant à elle clonée dans un vecteur d’expression pENTR/H1/TO (Invitrogen) (Figure 

25). Transfecté de façon transitoire ou stable – lorsqu’il est inséré dans le génome – ce vecteur 

permet l’expression d’une séquence shRNA sous le contrôle du promoteur PH1/TO inductible à 

la tétracycline ou à l’un de ses dérivés, telle la doxycycline.  

Cette régulation de l’expression génique par la tétracycline est rendue possible par 

l’insertion dans le promoteur du vecteur pENTR/H1/TO de deux séquences opératrices tetO 

procurant deux sites de fixation pour deux molécules de répresseur TetR. En absence de 

tétracycline (ou doxycycline), les molécules de TetR exprimée par le vecteur pcDNA6/TR se 

présentent sous la forme d’homodimères dotés d’une forte affinité pour les séquences TetO du 

vecteur pENTR/H1/TO. La fixation des homodimères de TetR sur les séquences TetO empêche 

la transcription du shRNA anti-Lon. Lorsque le milieu de culture cellulaire est supplémenté en 

doxycycline, cette dernière se lie avec une forte affinité aux homodimères TetR, induisant alors 
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un changement de leur conformation les rendant inaptes à se fixer sur les séquences TetO. Rien 

n’empêche alors la transcription du shRNA anti-Lon qui va ensuite cibler une région de la 

séquence codante du gène Lon (Figure 26). 

Figure 25 : caractéristiques du vecteur pENTR/H1/TO . Le vecteur pENTR/H1/TO permet 

le clonage orienté d’une séquence shRNA double brin sous le contrôle du promoteur PCMV. Il 
contient le gène de résistance à la zéocine rendant possible la sélection et le maintien de 
transfectants stables. 

La séquence shRNA utilisée dans notre étude pour éteindre l’expression de la protéase 

Lon s’est inspirée des travaux réalisés par l’équipe de Carolyn K. Suzuki aux Etats-Unis (Lu et 

al. 2007). Cette séquence correspond à une région de 19 nucléotides sur l’ADNc (Figure 26). 

ATGGCGGCGAGCACTGGCTACGTGCGACTGTGGGGAGCGGCGCGGTGCTGGGTG
CTGCGGCGGCCGATGCTGGCCGCCGCCGGGGGGCGGGTTCCCACTGCAGCAGGA
GCGTGGTTGCTCCGAGGCCAGCGGACCTGCGACGCCTCTCCTCCTTGGGCACTGT
GGGGCCGAGGCCCGGCAATTGGGGGCCAATGGCGGGGGTTTTGGGAAGCGAGCA
GCCGCGGCGGAGGCGCATTCTCGGGGGGCGAGGACGCCTCCGAGGGCGGCGCGG
AGGAAGGAGCCGGCGGCGCGGGGGGCAGCGCGGGCGCCGGGGAAGGCCCGGTC
ATAACGGCGCTCACGCCCATGACGATCCCCGATGTGTTTCCGCACCTGCCGCTCA
TCGCCATCACCCGCAACCCGGTGTTCCCGCGCTTTATCAAGATTATCGAGGTTAA
AAATAAGAAGTTGGTTGAGCTGCTGAGAAGGAAAGTTCGTCTCGCCCAGCCTTAT
GTCGGCGTCTTTCTAAAGAGAGATGACAGCAATGAGTCGGATGTGGTCGAGAGC
CTGGATGAAATCTACCACACGGGGACGTTTGCCCAGATCCATGAGATGCAGGACC
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TTGGGGACAAGCTGCGCATGATCGTCATGGGACACAGAAGAGTCCATATCAGCA
GACAGCTGGAGGTGGAGCCCGAGGAGCCGGAGGCGGAGAACAAGCACAAGCCC
CGCAGGAAGTCAAAGCGGGGCAAGAAGGAGGCGGAGGACGAGCTGAGCGCCAG
GCACCCGGCGGAGCTGGCGATGGAGCCCACCCCTGAGCTCCCGGCTGAGGTGCTC
ATGGTGGAGGTAGAGAACGTTGTCCACGAGGACTTCCAGGTCACGGAGGAGGTG
AAAGCCCTGACTGCAGAGATCGTGAAGACCATCCGGGACATCATTGCCTTGAACC
CTCTCTACAGGGAGTCAGTGCTGCAGATGATGCAGGCTGGCCAGCGGGTGGTGG
ACAACCCCATCTACCTGAGCGACATGGGCGCCGCGCTCACCGGGGCCGAGTCCCA
TGAGCTGCAGGACGTCCTGGAAGAGACCAATATTCCTAAGCGGCTGTACAAGGC
CCTCTCCCTGCTGAAGAAGGAATTTGAACTGAGCAAGCTGCAGCAGCGCCTGGGG
CGGGAGGTGGAGGAGAAGATCAAGCAGACCCACCGTAAGTACCTGCTGCAGGAG
CAGCTAAAGATCATCAAGAAGGAGCTGGGCCTGGAGAAGGACGACAAGGATGCC
ATCGAGGAGAAGTTCCGGGAGCGCCTGAAGGAGCTCGTGGTCCCCAAGCACGTC
ATGGATGTTGTGGACGAGGAGCTGAGCAAGCTGGGCCTGCTGGACAACCACTCCT
CGGAGTTCAATGTCACCCGCAACTACCTAGACTGGCTCACGTCCATCCCTTGGGG
CAAGTACAGCAACGAGAACCTGGACCTGGCGCGGGCACAGGCAGTGCTGGAGGA
AGACCACTACGGCATGGAGGACGTCAAGAAACGCATCCTGGAGTTCATTGCCGTT
AGCCAGCTCCGCGGCTCCACCCAGGGCAAGATCCTCTGCTTCTATGGCCCCCCTG
GCGTGGGTAAGACCAGCATTGCTCGCTCCATCGCCCGCGCCCTGAACCGAGAGTA
CTTCCGCTTCAGCGTCGGGGGCATGACTGACGTGGCTGAGATCAAGGGCCACAGG
CGGACCTACGTGGGCGCCATGCCCGGGAAGATCATCCAGTGTTTGAAGAAGACC
AAGACGGAGAACCCCCTGATCCTCATCGACGAGGTGGACAAGATCGGCCGAGGC
TACCAGGGGGACCCGTCGTCGGCACTGCTGGAGCTGCTGGACCCAGAGCAGAAT
GCCAACTTCCTGGACCACTACCTGGACGTGCCCGTGGACTTGTCCAAGGTGCTGT
TCATCTGCACGGCCAACGTCACGGACACCATCCCCGAGCCGCTGCGAGACCGTAT
GGAGATGATCAACGTGTCGGGCTACGTGGCCCAGGAGAAGCTGGCCATTGCGGA
GCGCTACCTGGTGCCCCAGGCTCGCGCCCTGTGTGGCTTGGATGAGAGCAAGGCC
AAGCTGTCATCGGACGTGCTGACGCTGCTCATCAAGCAGTACTGCCGCGAGAGCG
GTGTCCGCAACCTGCAGAAGCAAGTGGAGAAGGTGTTACGGAAATCGGCCTACA
AGATTGTCAGCGGCGAGGCCGAGTCCGTGGAGGTGACGCCCGAGAACCTGCAGG
ACTTCGTGGGGAAGCCCGTGTTCACCGTGGAGCGCATGTATGACGTGACACCGCC
CGGCGTGGTCATGGGGCTGGCCTGGACCGCAATGGGAGGCTCCACGCTGTTTGTG
GAGACATCCCTGAGACGGCCACAGGACAAGGATGCCAAGGGTGACAAGGATGGC
AGCCTGGAGGTGACAGGCCAGCTGGGGGAGGTGATGAAGGAGAGCGCCCGCATA
GCCTACACCTTCGCCAGAGCCTTCCTCATGCAGCACGCCCCCGCCAATGACTACC
TGGTGACCTCACACATCCACCTGCATGTGCCCGAGGGCGCCACCCCCAAGGACGG
CCCAAGCGCAGGCTGCACCATCGTCACGGCCCTGCTGTCCCTGGCCATGGGCAGG
CCTGTCCGGCAGAATCTGGCCATGACTGGCGAAGTCTCCCTCACGGGCAAGATCC
TGCCTGTTGGTGGCATCAAGGAGAAGACCATTGCGGCCAAGCGCGCAGGGGTGA
CGTGCATCGTCCTGCCAGCCGAGAACAAGAAGGACTTCTACGACCTGGCAGCCTT
CATCACCGAGGGCCTGGAGGTGCACTTCGTGGAACACTACCGGGAGATCTTCGAC
ATCGCCTTCCCGGACGAGCAGGCAGAGGCGCTGGCCGTGGAACGGTGA 

Figure 26 : séquence codante du gène Lon humain. Cette séquence de 2880 nucléotides 
correspond à l’ADNc codant la protéine Lon humaine. La région ciblée par le shRNA est 
surlignée en jaune (nucléotides 469 à 487 de m’ADNc). 

MAASTGYVRLWGAARCWVLRRPMLAAAGGRVPTAAGAWLLRGQRTCDASPPWAL
WGRGPAIGGQWRGFWEASSRGGGAFSGGEDASEGGAEEGAGGAGGSAGAGEGPVI
TALTPMTIPDVFPHLPLIAITRNPVFPRFIKIIEVKNKKLVELLRRKVRLA QPYVGVFLK
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RDDSNESDVVESLDEIYHTGTFAQIHEMQDLGDKLRMIVMGHRRVHISRQLEVEPEE
PEAENKHKPRRKSKRGKKEAEDELSARHPAELAMEPTPELPAEVLMVEVENVVHED
FQVTEEVKALTAEIVKTIRDIIALNPLYRESVLQMMQAGQRVVDNPIYLSD MGAALT
GAESHELQDVLEETNIPKRLYKALSLLKKEFELSKLQQRLGREVEEKIKQTHRKYLLQ
EQLKIIKKELGLEKDDKDAIEEKFRERLKELVVPKHVMDVVDEELSKLGLL DNHSSEF
NVTRNYLDWLTSIPWGKYSNENLDLARAQAVLEEDHYGMEDVKKRILEFIA VSQLR
GSTQGKILCFYGPPGVGKTSIARSIARALNREYFRFSVGGMTDVAEIKGHRRTYVGA
MPGKIIQCLKKTKTENPLILIDEVDKIGRGYQGDPSSALLELLDPEQNANFLDHYLDVP
VDLSKVLFICTANVTDTIPEPLRDRMEMINVSGYVAQEKLAIAERYLVPQA RALCGLD
ESKAKLSSDVLTLLIKQYCRESGVRNLQKQVEKVLRKSAYKIVSGEAESVEVTPENLQ
DFVGKPVFTVERMYDVTPPGVVMGLAWTAMGGSTLFVETSLRRPQDKDAKGDKDG
SLEVTGQLGEVMKESARIAYTFARAFLMQHAPANDYLVTSHIHLHVPEGATPKDGPS
AGCTIVTALLSLAMGRPVRQNLAMTGEVSLTGKILPVGGIKEKTIAAKRAG VTCIVLP
AENKKDFYDLAAFITEGLEVHFVEHYREIFDIAFPDEQAEALAVER 

Figure 27 : séquence peptidique (959 acides aminés) de la protéine Lon humaine issue de 
la séquence codante du gène Lon humain. 
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Annexe 2 

Préparation des fractions enrichies en mitochondries 

 

Un certain nombre des résultats présentés dans cette thèse ont été obtenus à partir de 

fractions de cellules HeLa enrichies en mitochondries. Cette stratégie nous a permis de mettre 

en évidence des variations du protéome mitochondrial associées à une sous expression de la 

protéase Lon qui n’auraient pu être observées en travaillant sur des cellules entières compte 

tenu de la faible représentation des protéines mitochondriales dans le protéome total. Le choix 

du protocole de préparation de ces fractions enrichies en mitochondries nous a amenés à tester 

plusieurs méthodes avec un objectif : obtenir des extraits améliorant la représentativité des 

protéines mitochondriales sans atteindre un niveau de purification éliminant toutes les protéines 

cytosoliques compte tenu du fait que bon nombre de ces dernières interviennent dans le 

fonctionnement de la mitochondrie. 

Nous avons ainsi comparé les fractions mitochondriales obtenues à partir de trois 

méthodes. A chaque fois, les fractions mitochondriales et cytosoliques ont été séparées par 

centrifugation différentielle au terme des trois procédés suivants :  

− 1) après la lyse des cellules au moyen des réactifs du kit "Mitochondria isolation 

kit for cultured cells" (ThermoFisher Scientific)  

− 2) après une homogénéisation des contenus cellulaires par un choc osmotique et 

barotraumatisme 

− 3) après solubilisation des cellules à la digitonine 

Nous avons ensuite mesuré le rendement de chaque méthode en rapportant la quantité 

de protéines se trouvant dans chaque fraction mitochondriale à la quantité totale de protéines 

contenues au départ dans nos cellules (Figure 28). Nous avons également vérifié la pureté de 

nos fractions mitochondriales et cytosoliques en contrôlant par western blot l’expression d’une 

protéine cytosolique (une sous-unité du protéasome) et d’une protéine mitochondriale 

(l’aconitase mitochondriale) dans ces fractions (Figure 29). 

L’analyse de ces résultats a permis de constater que la solubilisation à la digitonine 

(méthode 3) procurait le meilleur rendement en protéines dans les fractions mitochondriales 

mais les fractions mitochondriales et cytosoliques les moins pures. Nous avons donc opté pour 

la méthode 2 (homogénéisation par choc osmotique et barotraumatisme). Tout en aboutissant à 
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des fractions relativement pures et certes un peu moins bien purifiées qu’avec la méthode 1 (kit 

ThermoScientific), cette méthode 2 permet d’obtenir des fractions mitochondriales avec un 

rendement en protéines plus satisfaisant que la méthode 1. 

Figure 28 : ratio masse protéique de chaque fraction mitochondriale sur masse protéique 
cellulaire totale initiale en fonction des méthodes de préparation des fractions 
mitochondriales. Les protéines ont été extraites puis dosées par la méthode de Bradford avant 
et après la préparation des fractions mitochondriales. Les données représentent la moyenne et 
l’écart-type de 3 échantillons. 

 

Figure 29 : vérification de la pureté des fractions mitochondriales et cytosoliques obtenues 
à l’issue des trois méthodes de préparation. Après migration sur gel SDS-PAGE et transfert 
sur membrane de nitrocellulose, l’expression des protéines d’intérêt a été mise en évidence 
après hybridation avec un anticorps primaire anti sous-unité du protésome (préparé par le 
laboratoire, dilution 1/1000è) et un anticorps primaire anti aconitase mitochondriale (préparé 
par le laboratoire, dilution 1/1000è). Ces anticorps primaires ont été détectés au moyen d’un 
anticorps secondaire anti lapin couplé à la peroxydase (Dy Light 800 Invitrogen). 

Matériel et méthodes 
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Lignée cellulaire 

Les cellules utilisées sont des cellules HeLa cultivées dans du milieu DMEM (Gibco Life 

Technologies) supplémenté avec 2mM L-glutamine (Sigma, G7513), 1% 

pénicilline/streptomycine (Sigma, P4333), 5 µg/ml blasticidine (Invitrogen, R210-01) et 10% 

sérum de veau fœtal (SVF).  

Pour les préparations de fractions mitochondriales et cytosoliques, les cellules sont décollées 

par une solution de trypsine pendant 5 minutes à 37°C ensuite inactivée par l’ajout de SVF dans 

du DMEM. Elles sont ensuite été concentrées par centrifugation (1000g, 8 minutes, 4°C).  

 

Méthode 1 : kit "Mitochondria isolation kit for cultured cells" (ThermoFisher Scientific) 

Les fractions mitochondriales et cytosoliques ont été préparées selon les instructions du 

fabricant (ThermoFisher Scientific, ref 89874) 

 

Méthode 2 : préparation des fractions mitochondriales après homogénéisation des contenus 
cellulaires par un choc osmotique et barotraumatisme  

Les culots cellulaires sont repris dans 1 ml solution 10mM Hepes - 250 mM sucrose à pH 7,4 

puis homogénéisés par allers-retours à travers une aiguille 22G. Les homogénats sont 

centrifugés (1000 g, 5 min, 4°C). Les surnageants sont ensuite centrifugés (11000 g, 10 min, 

4°C). Les culots mitochondriaux et les suspensions cytosoliques ainsi obtenus sont conservés à 

-80°C 

 

Méthode 3 : préparation des fractions mitochondriales après homogénéisation des contenus 
cellulaires par solubilisation à la digitonine  

Les culots cellulaires sont incubés pendant 5 minutes à 4°C dans une solution de digitonine 

respectant un rapport digitonine/masse protéique = 4/5. Avec ce rapport, seules les 

mitochondries ne sont pas solubilisées. Deux volumes de PBS 1X sont ensuite ajoutés. Après 

une centrifugation (10000g, 10 minutes, 4°C), les culots mitochondriaux et les suspensions 

cytosoliques ainsi obtenus sont conservés à -80°C 

Annexe 3 
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^³q]³́ ­̀QTUZ̀h³µkiUWTicUYÙRj�cUXWU�Ye¶·eauf̧fbnbb ��

¹º»��¼�½¾¿�À��

<�=>	
>�?������>�����@@��J>C�?�?JD�?>CJ@�H�HJ����

?�@����=����>C�	>HA��=H��=�K��H�@DK��>H>C=��?�=>����?�K=
�

>C=��H�HJ����K=
���=��H�HJ�����A�	�K=
������H�HJ����

��?=
�H�=������>���>�?>�H��DH�=�J>@�	A�=
��D�KH�=>	
>�E

?��>���A�>?C	������HA>�=��=A��=>�=
������D��BC���?JD

=
�	�@@�£
�������D��A�>��?�?JD=
��@�	=�>�=����A>�=	
���K

=
��C�	=�>����>��
�	
�@�>A�>?C	�����	=���>�D����A�	���

��̈ ��=
�=�����@@��>���>�?�H�����A�>=�����G��	�KH�=>	
>�E

?���@A�>=�������A��=�	C@��@D��A>��?=>H�=>	
>�?���@�̈ ���?

��A�����==����=��>�>��?�=���H>?�Á	�=�>���?�CJ��BC��=@>��

>��C�	=�>���?̄>�����>�=>��	�C�	=�>�?C�=>>��?���?A�>=���

�������=����?	�>��E@����?��	@C��>�J>?����>�H�=�>��£>	>A�

��=
=
��A��=�	C@�������>�H��=KH�=>	
>�?���
���=
���>��

A�>=���BC�@�=D	>�=�>@�D�=�H ���
�	
H�=>	
>�?���@A�>=�����

�����DA@�D�����H�������>��?���?��?H���>@?�?A�>=�����LC	�

�=�@�K
���¥§���=��=�@�K
�����M>=
�		CHC@�=�>�>�?�H���?

A�>=������?H�=>	
>�?���@?D��C�	=�>�
���J�����A>�=�?=>	>�E

=��JC=�=>��������?���E��@�=�??���������D�=�ÂHK
���¥N��>C=

��?N���C�=K
�����<>��>���KH�=>	
>�?�����?H>���A�	�Á	�@@D

H�=>	
>�?���@A�>=���BC�@�=D	>�=�>@	>HA>���=��C	
��=
�L>�

��?=
��@AA�>=�����
����@�>J����HA@�	�=�?�����C@�=���

=
�@>�����=D>��C	
H>?�@>������H���]QlQYmQR̀ T̀YURWT̀ ��?

D���=�LC	���? �̈����	�K
��¤¥�?�H�=�@�K
��
¥̈ �����	���?

M���
��?=K
���¥������	�=�@�K
�������H>��@>�?�H���?A�>=���


��J�����	>�����?���	��=�	�@�C�	=�>��>�	�@@C@��
>H�>�=����

��?�C�����@�M�����=�@�K
���¥L�>������?£�����������K
����

�
�@����@C��>�A�>=���H���=����	������?����?�=�>���?��A����


��J������?��	�?���H��>�	>�=��JC=>�=>=
����E���>	��=�?

�		CHC@�=�>�>�>��?�=���@D?�H���?A�>=�����N��>C=��?N���C�=K


���¥§���=��=�@�K
�����G��	�K=
����E���>	��=�?�HA���H��=>�

H�=>	
>�?���@A�>=���BC�@�=D	>�=�>@�D�=�H�H�D���C@=��H�=>E

	
>�?���@?D��C�	=�>����=
��A�A��KA�>=�����=
�=����HA@�	�=�?

��H�=>	
>�?���@A�>=���
>H�>�=������=
�?�������=	>HA��=E

H��=�>�=
�H�=>	
>�?��>����Á��=?��	��J�?��=
��A�	��@

�HA
����>�=
�H�=>	
>�?���@H�=���L>���?�@AA�>=������£
��K

=
��HA@�	�=�>�>�=
���H�=>	
>�?���@A�>=�������=
����E��@�=�?

�HA���H��=>�H�=>	
>�?���@A�>=���BC�@�=D	>�=�>@��?H�=>E

	
>�?���@?D��C�	=�>����C�=
���??�����?�

ÃºÄÀ��¿Å��½¼ÀÆÇÈ¼�� Æ¡ ¡ÉÆ��Ê ¼ÊÀ Ë

<�=>	
>�?���@A�>=���
>H�>�=������@����>�������Á	��=A��=

>�A�>=�����@>	�=�?��=
�?�������=	>HA��=H��=�>�=
�H�=>E

	
>�?��>��£�J@�����@=
>C�
K�>A�>=����
��J����?��=�Á�?��

=
�>C=��H�HJ����K=
�CJ�BC�=��EA�>=���>H��D�=�H�§F��A��E

�>�H��A�>=���BC�@�=D	>�=�>@=
�>C�
=
�>C=��H�=>	
>�?���@

H�HJ�������>	��=�??����?�=�>��̈<<����==
�	D=>�>@�	��?�

>�=
��H�HJ�����M����	
���=�@�K
�����£
�̈ <<����	>HA>��?

>�H�HJ����E��	
>��?���ªEÁ����=DA���CJ�BC�=��@��������?

=
����E��£F������>	��=�?��=
?������	�@@C@���	=���=�����£F���

�?	��̄A¤�=
�=J��?�=
�CJ�BC�=���=�?H�HJ����A�>=������?

=����A>�=�=
�H =>=
�	D=>�>@�>�?����?�=�>��̈ =
���	=>��>�

=
�̈ <<��
����@�>J����?��=�Á�?K�C	
���H����D���=��?

F�������H�HH�@�=
�=�	=��=
���	�C�=H��=>��?	��̄A¤��£�D@>�

��?�C==��K
�����NC�=
��H>��K=
�§F��D�=�H 
���@�>J���

�HA@�	�=�?��=
�?����?�=�>�>�A�>=������>H >=
��H�=>	
>�E

?���@	>HA��=H��=��M�����=�@�K
�������?��?KCJ�BC�=���=�>�K

��=�>E=����@>	�=�>�=>=
�>C=��H�HJ������??����?�=�>�JD=
�

A�>=���>H�
���J�����A>�=�?�>�������@A�>=������>H����>C�

H�=>	
>�?���@	>HA��=H��=��£�D@>���?�C==��K
�����

£
� ��=��H�HJ���� �A�	� 
>C��� =
� �>@CJ@� A�>=����

G=��
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̄ Ḧ�
��J������>@��?

��=
����C@�=�>�>�=
�H�=>	
>�?���@CJ�BC�=��@�����<C@����K

=
��		CHC@�=�>�>��
�	
��	������H�=>A
��DCA>�G=��
̄ Ḧ�
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tYj�URWj�ẀjQhW��?�=��HA@�	�=�>���A�>=����=�J�@�=D��?�J�>�E

H�@A�>=���?����?�=�>����Á��=?�H>��=��=�?��=
��J�	=����

�ª>==��H���=�@�K�¤��¥�
C����?ª>@?J���K�¤����£
�
CH��

L>����=
���?��=�Á�?���H�=>	
>�?���@A�>=����JDÐ����=�@�

��¤¤����=��A�����=��H>�=J�	=����@�A�	���JC=�@�>����	
�����?

��=
�H�=>	
>�?��>�>��C���D>=�		�@@�����@@����=
�	
@>�>A@��=

>��@�����?A@��=	�@@��

£
�L>�A�>=��������	>?�?JD�����@��C	@�������=>

�>�H
>H>E>@��>H���	����	>HA@�����N��������=�@D=�	�@@D�	=���


CH��L>���BC����
���H���	�����>�H�=�>��ª��	Û�E����Û��=�@�K


�����G>�����>=
��L>�	>HA@����
���J���>J�����?¢
�AE

=�H�����P̀jj�̀RQ­�jUYjURUXWYẀU��=�
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Résumé  
Principal producteur d’énergie de la cellule eucaryote, la mitochondrie est également une source 
majeure d’espèces réactives de l’oxygène et une cible privilégiée des dommages oxydatifs 
causés aux protéines. Pour faire face à ces mécanismes impliqués dans le vieillissement et un 
nombre important de pathologies, la mitochondrie dispose de systèmes de maintenance des 
protéines parmi lesquels la protéase Lon. L’objectif de cette thèse a été de préciser le rôle de 
cette protéase localisée dans la matrice mitochondriale et particulièrement impliquée dans 
l’homéostasie des protéines mitochondriales et l’élimination des protéines oxydées. Cette étude 
a été menée sur des cellules HeLa transformées de manière à pouvoir significativement 
diminuer l’expression de Lon. Nos résultats montrent qu’une absence de Lon affecte 
l’homéostasie protéique en élevant les niveaux de protéines carbonylées. Nous avons par 
ailleurs identifié un certain nombre de protéines présentant une variation des niveaux 
d’expression et des modifications oxydatives en absence de Lon. La fonction mitochondriale 
est elle aussi perturbée par une sous expression de Lon puisque celle-ci s’accompagne d’une 
baisse de l’activité de la chaîne respiratoire. De plus, un peu plus du tiers des protéines affectées 
par une défaillance en Lon sont mitochondriales et environ la moitié d’entre elles interviennent 
dans deux domaines : le métabolisme énergétique et le contrôle qualité des protéines. La 
fragmentation du réseau mitochondrial et de potentielles atteintes à l’intégrité de l’ADN 
mitochondrial notées dans les cellules sans Lon sont d’autres arguments en faveur d’une 
dysfonction mitochondriale. Enfin l’impact d’une déficience en Lon sur l’homéostasie 
protéique et la fonction mitochondriale peut être modulé par la source de carbone à la 
disposition des cellules puisqu’il varie selon que le milieu de culture est supplémenté en glucose 
ou en galactose. 

Mots clés : protéase Lon, homéostasie protéique, oxydation protéique, dysfonction mitochondriale, 
métabolisme énergétique 

Importance of the mitochondrial Lon protease on the maintenance of protein homeostasis 
and mitochondrial function 
Abstract 
As the main energy producer of the eukaryotic cell, mitochondria are also a major source of 
reactive oxygen species and a prime target for oxidative damage to proteins. To cope with these 
mechanisms involved in ageing and a large number of pathologies, the mitochondrion has 
protein maintenance systems among which the Lon protease. The objective of this thesis was 
to clarify the role of this protease localized in the mitochondrial matrix and particularly involved 
in mitochondrial proteins homeostasis and the elimination of oxidized proteins. This study was 
conducted on transformed HeLa cells so that Lon expression could be significantly reduced. 
Our results show that lack of Lon affects protein homeostasis by elevating carbonyl protein 
levels. We have also identified a number of proteins with varying levels of expression and 
oxidative changes in the absence of Lon. The mitochondrial function is also disturbed by Lon 
down expression as this is accompanied by a decrease in the activity of the respiratory chain. 
In addition, slightly more than a third of the proteins affected by Lon failure are mitochondrial 
and about half of them are involved in two areas: energy metabolism and protein quality control. 
Mitochondrial network fragmentation and potential mitochondrial DNA integrity damages 
noted in Lon-free cells are further arguments in favor of mitochondrial dysfunction. Finally, the 
impact of Lon deficiency on protein homeostasis and mitochondrial function can be modulated 
by the carbon source available to the cells since it varies according to whether the culture 
medium is supplemented with glucose or galactose. 

Keywords: Lon protease, protein homeostasis, protein oxydation, mitochondrial dysfunction, 
energy metabolism 


