N

N

Importance de la protéase mitochondriale Lon dans le
maintien de I’homéostasie protéique et de la fonction
mitochondriale

Marie-Paule Hamon

» To cite this version:

Marie-Paule Hamon. Importance de la protéase mitochondriale Lon dans le maintien de I'homéostasie
protéique et de la fonction mitochondriale. Biologie cellulaire. Sorbonne Université, 2018. Francais.
NNT: 2018SORUS241 . tel-02476337

HAL Id: tel-02476337
https://theses.hal.science/tel-02476337
Submitted on 12 Feb 2020

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-02476337
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE

CREATEURS DE FUTURS
DEPUIS 1257 Mt !nserm

"N\ SORBONNE
1Uf

Sorbonne Université

Ecole doctorale Complexité du vivant- ED515
UMR 8256 UPMC-CNRS, ERL INSERM U1164
Adaptation biologique et vieillissement

Equipe "Vieillissement cellulaire intégré et inflaration”

Importance de la protéase mitochondriale Lon
dans le maintien de 'homéostasie proteique
et de la fonction mitochondriale

Par Marie-Paule HAMON

These de doctorat de Biologie du vieillissement

Dirigée par Bertrand FRIGUET

Présentée et soutenue publiquement le 12 sept&@b8

Devant un jury compose de :

SERRADAS-PACHECOT Patricia, Professeur, président du jury
BECHET Daniel, Directeur de recherche, rapporteur
BENARD Giovanni, Chargé de recherche, rapporteur
BULTEAU Anne-Laure, Chargé de recherche, examinateur
SERRE Valérie, Professeur, examinate

FRIGUET Bertrand, Professeur, directeurtiese



Sommaire

Y0 ] 1010 F= T[S 1
ADBFEVIALIONS ...ttt st enes 3
(@] 0] 1= o1 11U 6
INEFOAUCTION ...ttt era et enes 7
R o 1S (o] (=0 1 1 RO PP UPPPPPPPPPR 8
[I- Structure et fonctions des MItOChONAIIES..........ueuiiiiiiii e 8
A) Structure des MItOCNONAIIES..........ouuuiiiiiiieei e 8
1) Quatre compartiments MitoChONAIAUX......cceeeeuiiiiiiiieeeieieieeeee e 8
2) Génome et protéome MItOCNONAIAUX......ccorreereeeeeeeeeeiiiiceree e e e e eeeeeeeee 10
3) Importation des protéines dans la mitochondri@............cccccvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeens 12
4) Dynamique mitoChoNdriale...........oooiiieeeeeiiiiee e 14
B) Fonctions des MitOCNONAINES..........uuuueiiiiiee e e e e e e e e e eeees 16
1) MétaboliSMe ENEIrgELIJUE .......uui i e ee e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeees 16
2) Autres fonctions mMItoChoNdriales ... 18
[lI- La mitochondrie dans le StreSs OXYdant. ... 19
A) D€ 'NOMEOSIASIE AU SITESS.....uvvuuuiiiiiiiiie e e e e eeeeeeeeeeeieeeesienaaareeaenr e e e e e eeaeeeaeeeeeeeennnnns 19
B) Stress et eustress oxydants dans la mitochondrie...........ccccceevviieiiiiiiiiiiiiieeiiieees 20
1) Chaine respiratoire et production d’especedikemcde 'OXygene ......cceeeeeeeeeeeeeeee.. 22
2) Les sources d’espéeces réactives de I'oxygeng ldamitochondrie........................... 25
3) La double vie des espéces réactives de 'oXYygene........cccccccvvveeeeeeeeeeeiiiiiiiieees 26
4) Les especes réactives de I'oxygéne dans lalsghan redox mitochondriale.......... 28
5) Les espéces réactives de I'oxygéne dans les dgesraux biomolécules ................ 31
IV- Défenses antioxydantes : I'arsenal mitochondrif................vvviiiiiiieiiiiee, 34
A) Détoxification, réparation, dégradation............ccccccveeeeeeeiiiiiiiccciirrreee e 35
) T D= (0 )] 1 [~ 11 [ U 35
B2y T =T 0= U = 11 o] o 36



1) I =To = To F= L1 o] o P PPUUEPPPPPRR 38

T = LU 1] PR 41
RV = W o] o) (== 1SN 1o o P 43
A) SIrUCIUIE €t FONCHIONS. ... .uueeiiiie e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeaannesd 43
1) Structure et mode opératoire de la protéase. Lon..........cccevvvriiiiiiiiieee e, 43
2) UNE Protéine de SIrESS ..oviiiieei e it e e e e e e e e e e erreneeeeees 46
B) Lon et la dysfonction mitochondriale.............cccoooeiiiiiiiiiiiii e a7
RESUITALS. ......ooiiiieiice ettt 50
[- PUBICALION 1 ...ttt e e e e e e e e e e 51
1R U] o] o= (o] o 2T 65
[H-Résultats SUPPIEMENTAINES. .......cceeeeeeiie i e e e e e e e reeeeeeeeas 107
CoNClUSIONS €1 PEISPECHIVES........oceiieieieieee et 119
ANNEXES ...ttt ettt et et e e et e be e e ree e naeeaeante e reeanteenree s 129
I- Annexe 1 : une approche shRNA inductible pour mduler I'expression de Lon....... 130
lI-Annexe 2 : Préparation des fractions enrichies B mitochondries...............cccvvvveeeen. 135
[FANNEXE 3 : PUDLICALION 3. ..o e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeneennnnns a3
Bibliographie generale..............cccooooiiiiiiiii et 501



Abréviations

Acétyl-CoA : acétyl coenzyme A

AGE : advanced glycation end product

ATPase : adénosine triphosphate synthase

BN-PAGE : blue native polyacrylamide gel electropgsis
CT-L : chymotrypsine-like

2D DIGE : 2-Dimensional Differential in-Gel Elecporesis
2-DG : 2-deoxy-D-glucose

DRP1 : dynamin-related protein 1

ECAR : extracellular acidification rate
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GPx : glutathion peroxydase

Grx : glutaredoxine
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GSSG : glutathion oxydeé

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



MFN 1 et 2 : mitofusines 1 et 2

MPP : mitochondrial processing peptidase

Msr : méthionine sulfoxyde réductase

MSTL1 : 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-relatedtbr
NHS : N-hydroxysuccinimide

OCR : oxygen consumption rate

OMMAD : Outer Mitochondrial Membrane Associated Degation
OPAL1 : 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-1u : peroxisome proliferator activated receptor ganowectivator
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 menmgra



TOM : translocase of the outer membrane
TR : thioredoxine réductase
Trx : thioredoxine

UPR : unfolded protein response



Objectifs

D’'un point de vue étymologique, la protéolyse désid’hydrolyse des protéines.
Considéré sous I'angle de la biologie ce processuisrasse une série de régulations vitales
pour la cellule puisque de la protéolyse dépendetemment le renouvellement du protéome,
les transformations conférant aux protéines leuméo active, le contrle des niveaux de
protéines et, par 1a, le fonctionnement des voiessijnalisation dans lesquelles elles

interviennent.

Activité enzymatique, la protéolyse est I'ceuvre gestéases. Seules deux de ces
enzymes ont pour I'instant été répertoriées audeila matrice mitochondriale. L'une d’elles,
la protéase Lon, s’est fait une spécialité de lgradation des protéines oxydées mais ses
capacités lui ont délégué d’autres terrains d’acti@ompte tenu de I'implication déterminante
de la mitochondrie dans le vieillissement et maigathologies, il nous a paru intéressant de
préciser le réle de Lon dans I’homéostasie progifua fonction de la mitochondrie.

A partir de cellules HeLa permettant I'inductiomudé sous expression de Lon, I'objectif
de cette thése a été d’étudier les effets d'urcdé&fin Lon. Deux aspects ont été privilégiés : la
mise en évidence d'un stress oxydant puisque Lorums protéine de réponse au stress
particulierement dédiée a la lutte contre l'accuatioh des protéines oxydées et la
caractérisation d'une dysfonction mitochondrialeussola forme d’une altération du
métabolisme énergétique. Le premier objectif a geroe constater une modification
significative du statut oxydatif de la mitochonds&accompagnant d'une mobilisation de
certains acteurs du contrdle qualité mitochond@alant au métabolisme énergétique, il souffre
bien d’'une déplétion en Lon. Cette étude a paewrdl abouti a 'identification d’'un certain
nombre de protéines dont I'expression ou le nividamydation est modifiée lorsque Lon est
sous exprimée. Ces résultats sont susceptibleigter les recherches sur la protéase Lon dans
de nouvelles directions telles que la recherche dien avec la composition de la chaine
respiratoire ou la signalisation rétrograde aing tgs effets d’'une surexpression de Lon ou
d’'une sous expression touchant conjointement Lo€IpP, l'autre protéase de la matrice

mitochondriale.



Introduction



|- Histoire d'O 2

L’histoire de la mitochondrie commence des milladlannées plus t6t, dans les eaux
de surface des océans, lorsqu’une bactérie éluicdendans un proto-eucaryote. Bien des
mystéres planent encore sur les premiers instanks ohitochondrie. Toutefois I'origine de la
bactérie dont elle provient et de la cellule qe@ellinvestie fait aujourd’hui I'objet d’'un certain
consensus : le premier serait une alphaprotéol@etda seconde une archée, apparentée, selon
certains auteurs, au super-embranchement des aSganurs est-il que l'un et l'autre y
trouvérent a ce point leur compte que cet arrangechare toujours (Roger, Munoz-Gomez,
and Kamikawa 2017; Thrash et al. 2011; Zachar aadh&ary 2017).

Au cceur de cette théorie de I'endosymbiose, I'orggéDans un environnement ou
celui-ci allait peu a peu devenir I'élément le phltondant, I'endosymbiote savait en tirer profit,
son héte s’en accommodait jusqu’alors moins bieapuls les relations entre ces deux
organismes ont considérablement évolué. Les litardt nessé de se resserrer entre ces deux
organismes devenus depuis une cellule eucaryoteeemitochondrie. L’'on classe méme cette
derniere parmi les acquis qui ont rendu possilele$drmes de vie complexes (Lane and Martin
2010).

[1- Structure et fonctions des mitochondries

A) Structure des mitochondries

1) Quatre compartiments mitochondriaux

La mitochondrie fait partie de la panoplie de ldute eucaryote au méme titre qu’un
certain nombre d’autres organelles. L’on ne peutetois affirmer que la cellule eucaryote ne
peut se passer de ses services sous quelque foeneecsoit, notamment depuis la récente
découverte d'un eucaryote totalement dépourvu detocmdndries, I'oxymonade
Monocercomonoides sfKarnkowska et al. 2016) . A I'exception des gli@surouges, tous les
types cellulaires contiennent des mitochondriesguamtités variant généralement de 1000 a
3000 selon les catégories de cellules, de formelkstussi variable, souvent globulaire ou

filamenteuse.



Localisée dans le cytoplasme, principalement daaszbnes de forte consommation
énergétique, la mitochondrie est pourvue d’'une @oufiembrane : une membrane externe
uniforme et continue, une membrane interne forndast crétes lui permettant d’accroitre sa
surface de facon sensible. Ces crétes sont aunsinoimbreuses dans les tissus a forte activité
respiratoire. Ces deux membranes délimitent dews-sompartiments : I'espace inter-
membranaire entre les deux membranes et la mdtlogritée par la membrane interne (Figure
1).

Membrane exteme :
Espave intermembranaire

Membrane inteme

1pm
Figure 1 : structure de la mitochondrie A) Schéma de la structure d’une mitochondrie
(Source : "Principes de Biochimie" Hortenal (1994) Ed. DeBoeck Universités). B) section
longitudinale d’une mitochondrie de pancréas deregaouris vue au microscope €électronique
(Source : https://icm-institute.org/fr/actualitelivel-espoir-parkinson-et-maladie-
neurodegeneratives/ ; Mitochondrie — organelle detules — centrales énergétiques des
cellules © INSERM/Torpier, Gérard).

Bicouche lipidique de 5 a 7 nm d’épaisseur, la nramé externe a une composition
assez proche de celle de la membrane plasmiqeeegiltonstituée pour 50 a 60% de protéines
et 40 a 50 % de lipides, principalement des phdggtes insaturés et peu de cholestérol. Elle
est riche en porines ce qui la rend perméable ang €t molécules de masse moléculaire

inférieure a 10 kDa.

Cette perméabilité aux petites molécules, parngjuelies les protons, vaut a I'espace
inter-membranaire de présenter un pH équivalentlai du cytosol. Enserré entre les
membranes mitochondriales externe et interne spetoe, bien que trés étroit, remplit diverses
fonctions essentielles a I'accomplissement de miffés processus tels que le transport de
protéines, électrons et ions métalliques, I'assagdide protéines de la membrane interne, la

respiration cellulaire, le métabolisme énergétiquencore I'apoptose.

L’organisation de la membrane interne est tréesébfite de celle de la membrane

externe. Constituée pour 80% de protéines et 208pides, elle est pauvre en cholestérol mais



riche en cardiolipine (diphosphatidyl-glycerol). rS@rotéome comprend notamment des
protéines de transport et les complexes protéigeregymatiques des phosphorylations

oxydatives. Sa composition lipidique la rend traperméable et son franchissement nécessite

un transport actif.

Cette différence de perméabilité entre les deux bmanes se traduit par une
concentration en protons plus basse - donc un pbigleveé - dans la matrice mitochondriale
gue dans I'espace inter-membranaire et le cytbsahatrice renferme un contenu relativement
dense, a savoir le génome mitochondrial, des ARNssagers et de transfert, des
mitorobosomes, des granules de phosphate de caldasgweations Ca+2 et Mg+2, de nombreux

systémes enzymatiques,...

2) Génome et protéome mitochondriaux

D-loop

ND5

12337 ARNt Ley (CUN)
ARNI Ser [AGY)
7 ARNI His

Nog

5
S Z
<

Mécanismes moléculaires des cytopathies mitochondtes. Med Therap 1 : 435-447)D-
loop : boucle de déplacement. OH, OL : origines&dication des brins lourd et Iéger ; ND1,

ND2, ND3, ND4, ND5, ND6 : NADH déshydrogénase leériplexe 1) ; cyt b : cytochrome
b (complexe 1) ; COX I, COX II, COX Il : cytoclume c oxydase | a Ill (complexe V) ; A6,
A8, ATPase 8 (complexe V). Les traits noirs repnémat les 22 ARN de transfert

La mitochondrie posséde son propre génome hérgémerigine endosymbiotique. Ce

double brin d’ADN circulaire est composé de 16 F@%res de bases chez I'homme. Il est

localisé dans la matrice mitochondriale ou sa pr&sen plusieurs copies induit une situation

10



d’hétéroplasmie, hétéroplasmie a laquelle se sogerpn grand polymorphisme.

Pourquoi la mitochondrie a-t-elle conservé son pragnome ? Parmi les différentes
hypotheses susceptibles d’expliquer cette partitéjadeux semblent aujourd’hui se détacher
du lot. L'une repose sur I'intérét d’'une co-locatisn du gene et de son produit dans le cadre
de la régulation redox (co-location for redox regioin (CoRR) hypothesis). Selon cette
hypothese, la modulation de I'expression de geramamt des composants de la chaine
respiratoire doit, pour étre efficace, répondrena perception in situ des variations de I'état
redox (Allen 2015) . La seconde explication en agtiellement se fonde sur le fait que les
protéines codées par le génome mitochondrial sénérglement d’'imposantes structures
hydrophobes a domaines transmembranaires qui sonest déroutées vers le réticulum

endoplasmique lorsqu’elles transitent par le cytBmrkholm et al. 2017).

L’ADN mitochondrial des mammiferes est codant sarté sa longueur excepté au
niveau d’une séquence, la boucle D, qui renfermetgines de réplication des chaines lourde
et Iégére ainsi que les deux promoteurs de trgitgmmide ce génome. Chez ’homme, celui-ci
contient 37 genes codant 13 chaines polypeptidi2ARNLt et les ARNr 12S et 16S des
ribosomes mitochondriaux (Figure 2).

Le code génétique utilisé par la mitochondrie efférént de celui qui préside a la
traduction des géenes nucléaires (Boos, Wollin, dadmann 2016). Comparée a la synthése
protéique cytoplasmique, la machinerie de tradactiotochondriale a recours a un nombre
d’ARN de transfert beaucoup plus restreint. En ocemsgtion, ceux-ci sont capables de
déchiffrer plus de codons. Pour I'exemple, 'ARRitqui, canoniquement, reconnait le codon
AUG, se lie aussi au codon AUA dans la mitochondee mammiferes ainsi qu’au codon AUU
dans le cas particulier du codon d'initiation dedais-unité ND2 de la NADH déhydrogénase.
Il en résulte un contenu en méthionines plus ingpdrtlans les protéines mitochondriales que
dans le reste de la cellule. Il s’agirait la d’usteatégie antioxydante de la mitochondrie
exploitant les aptitudes des méthionines a I'oxigaapuis a étre réduites par un systeme dédié
a cette opération (Bender A 2008).

Cependant, la part du protéome mitochondrial caaléepgénome mitochondrial est tres
minoritaire puisque, chez I'homme, on estime gest a I'origine de moins de 1% des 1000 a
1500 protéines différentes recensées dans la roioicle. Les quelque 99% restants sont le

fait du génome nucléaire. Environ 6% des protéméschondriales sont localisées dans la
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membrane externe, a peu prés autant dans I'espieceriembranaire, 21% dans la membrane
interne et donc environ les deux tiers dans laioe(Distler, Kerner, and Hoppel 2008). Cette
prépondérance du génome nucléaire dans la syntlegsgrotéines mitochondriales nécessite

donc l'intervention d’'un systéme de transport efgreytoplasme et la mitochondrie.

3) Importation des protéines dans la mitochondrie

Nuclear-encoded precursor proteins

Internal targeting signals Cieaval;‘s,ecieie\/\/c

a-helical
p-barrel

OM proteins
OM proteins

Metabolite @I

carriers

IMS ng_
proteins /

£

a-helical
IM proteins

Mitochondrial-encoded %Q Matrix

precursor proteins proteins

Figure 3: importation des protéines en provenanceucytoplasme dans la mitochondrie
(d’aprés Straub et al. 2016)_es protéines en provenance du cytosol emprulgeainal TOM
(translocase of the outer membrane). Divers conasl@xocédent ensuite au tri des précurseurs
et a leur transformation en protéines matures delandestination : membrane externe (OM),
espace inter-membranaire (IMS), membrane interh§ @u matrice. Ces complexes sont
notamment : MIA (mitochondrial IMS assembly), TIMBBTIM22 (translocases of the inner
membrane), PAM (presequence translocase-assoaomated), MPP (mitochondrial processing
peptidase), SAM (sorting and assembly machineryM Nmitochondrial import complex) et

la translocase OXA (oxidase assembly).

La grande majorité des protéines mitochondrialésntaainsi le jour dans le cytosol
sous la forme de précurseurs dotés d’'un signateisadge vers la mitochondrie. Ces séquences
signal sont de différentes natures, le plus souuaatpréséquence clivable en N-ter, parfois

une séquence interne non clivable. Il existe dffiées voies de translocation dans la
mitochondrie (Straub et al. 2016), (Dudek, Rehlemgy] van der Laan 2013).
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Quelle que soit leur destination finale dans le partiment mitochondrial, les protéines
importées doivent d’'abord intégrer la membraneragtéFigure 3). La plupart le font via le
canal Tom40 de la translocase TOM (translocaseeobuter membrane) dont les récepteurs

reconnaissent les séquences d’adressage a la onttrd

Les protéines destinées a la matrice sont enguigées vers TIM23 (translocase of the
inner mitochondrial membrane). Elles perdent alets préséquence sous l'action de la
peptidase MPP puis sont transférées dans la maiveele concours de la translocase PAM.
Ce transport mobilise des protéines chaperonnss @ile deux sources d’énergie, 'ATP et la
différence de potentiel de part et d’autre de lanfm@ne interne.

Des précurseurs contenant une ségquence hydroplaokét de transfert empruntent eux
aussi le canal TIM23 d’ou ils sont latéralemengids dans la membrane interne. Non clivables,
les précurseurs des protéines de transport debaohiéta ancrées dans cette méme membrane,
sont eux d’abord pris en charge par le complexedTTim10 (small TIMs) dans I'espace inter-
membranaire, a la sortie de TOM. Ces protéineseusuite insérées par la translocase TIM22
sous l'action du seul potentiel de membrane. Lastorase OXA (oxidase assembly) a elle
aussi un réle central dans la biogénése de la namalinterne. En charge de I'intégration des
composants de la chaine respiratoire codés paemenge mitochondrial, elle intervient
également dans I'import de nombreuses protéinesnzaihes transmembranaires codées par
I’ADN nucléaire. Pour cette seconde mission, OX/Admere avec le module TIM23-PAM
(Stiller et al. 2016).

De nombreuses protéines de I'espace inter-memlieadaivent leur localisation a des
motifs cystéine caractéristiques. Aprés leur pasgaay le canal TOM, ces protéines sont
adressées a la machinerie MIA (Mitochondria Inteniane space Assembly) qui assure
I'oxydation de ces motifs cystéine via I'oxydoréthge Mia40. S’en suit la formation de ponts
disulfure et 'acquisition d’une conformation quargntit la séquestration de ces protéines dans

I'espace inter-membranaire (Koch and Schmid 2014).

Les précurseurs des protéines en tonifeda la membrane externe gagnent d’abord
I'espace inter-membranaire via TOM puis leur dedion finale par lintermédiaire des
complexes Tim9-Tim10 et SAM (sorting and assembBhchmnery). La membrane externe
renferme également des protéines membranairesndeségy transmembranaires en hélice

Une partie d’entre elles est insérée par le conephM (mitochondrial import complex) sans
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passer par TOM qui peut toutefois intervenir danselconnaissance des précurseurs de ces
protéines (Wenz et al. 2014). Il semble que cezm@protéines, en particulier des précurseurs
portant une ancre en C-ter, integrent la membrategne sans l'intercession d’'un dispositif

d’'importation (Dudek, Rehling, and van der Laan201
4) Dynamique mitochondriale

Les mitochondries sont des organelles trés dynasicgdont la morphologie, la
distribution et I'activité peuvent étre régulées gas phénomeénes de fusion et de fisdi@s
mitochondries peuvent ainsi revétir des formeséeariallant d’'un réseau de longs tubules
interconnectés a un ensemble de petites sphergalunglles, d'ou leur nom issu de deux mots
grecs : mitos (filament) et chondros (granule) (aF 2004). La morphologie du réseau
mitochondrial varie selon le type tissulaire. DEnfoie, les mitochondriegpparaissent comme

des organelles individuelles arrondies. Dans le®lfilastes, 80% des mitochondries sont sous

forme filamenteuse, 5 a 6% sous forme intermédgtite reste est fragmente.

d'une cellule Hela vivante
visualisé avec une protéine
fluorescente adressée a la matrice
mitochondriale

B : la région encadrée dans A
observée au cours du temps

(indiqué en minisec) ; les
mitochondries  modifient leur
forme B

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

Les méthodes d’analyse in vivo, avec des marquiwosescents des mitochondries,
ont montré que les variations de la morphologi@amiondriale sont constantes dans les cellules
vivantes (Figure 4). Ces changements reposené snolivement des mitochondries mais aussi

sur des phénomenes de fusion et de fission menkeana
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Chez I'homme les principaux acteurs de cette dygaenimitochondriale sont les
GTPases DRP1 pour la fission, OPAL, Mitofusines2(@FN1 et 2) pour la fusion (Thornton
et al. 2017), (Meyer, Leuthner, and Luz 2017), (Bt and Bernstein 2016). En régulant la
morphologie du compartiment mitochondrial, ces mé&raes de fusion-fission influencent le
nombre, la distribution subcellulaire et la fonatides mitochondries. Leur contribution a
I’'homéostasie mitochondriale et a la réponse asstest cruciale. Les mouvements de fission
sont nécessaires a la division cellulaire, la bn@gé mitochondriale et participent du contréle
qualité dans la mitochondrie. Les épisodes de fugpiermettent d’accroitre la production

d’énergie et de brasser le contenu mitochondrial.

Fusion:
increase in @
mitochondrial mass
Biogenesis
(synthesis)

Mitochondrial
% fusion—fission @%

Fused mitochondria cycle Fissioned mitochondria
\ C
_ Fission; Mitophagy
iIncrease In (degradation)

mitochondrial number
Figure 5 : fusion, fission, biogénese et dégradatiomitochondriales (d’aprés Seo et al.

2010) La dynamigue mitochondriale est rythmée par desnpmeénes de fusion et fission
contribuant au maintien de ’lhoméostasie. Les ribociries dysfonctionnelles sont éliminées
par mitophagie et la population mitochondrialereabuvelée par biogénése.

La masse et les effectifs mitochondriaux sont régplar cette dynamique puisque son
intervention est indispensable a la biogénese déscmondries et a leur dégradation par
mitophagie (Figure 5). La biogénése mitochondridépend a la fois de la fission de
mitochondries existantes et d’'un programme de ¢rgteon et traduction principalement
régulé par trois facteurs de transcription : PGCefilNRF-2 au niveau nucléaire, TFAM au
niveau mitochondrial (Thornton et al. 2017), (Getil and Bernstein 2016). Destinée a
débarrasser la cellule des mitochondries endommsatgenitophagie est elle aussi amorcée
par des mouvements de fission. Le relai est prislgp&inase mitochondriale PINK1 qui

s’accumule dans les mitochondries dysfonctionnatecrute I'ubiquitine ligase Parkin. Le
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processus se poursuit par la séquestration dettecmoindrie dans un autophagosome et sa
dégradation par la voie lysosomale (Meyer, Leuthaed Luz 2017).

B) Fonctions des mitochondries
1) Métabolisme énergétique

Les missions de la mitochondrie sont multiples rsédlign est une qui s'impose comme
“la" fonction mitochondriale c’est bien celle dentrale énergétique de la cellule. C'est dans la
mitochondrie qu’ont rendez-vous deux voies métajo@s majeures, la glycolyse et la
phosphorylation oxydative. Brievement la premiéteree dans le cytosol ou elle se charge de
I'oxydation du glucose en pyruvate. Ce dernier pénénsuite dans la matrice mitochondriale
ou, en conditions aérobies, il est transformé eéty&€oA avant que son oxydation compléte
soit effectuée par le cycle de Krebs. Il en résuite production de NADH, Het/ou FADH

qui seront a leur tour oxydeés par la chaine respieaa

glucose ——» glycolyse
=~
\\~
A
v NADH+H*, ATP
pyruvate
acides gras
v glutamine
acylcarnitine acétyl-CoA
y
l/
acyl-CoA "/ acylcarnitine l .
glutaminolyse
acyl-CoA B-oxydation Cycle de l
krebs a-cétoglutarate «—— glutamate
corps
cétoniques acétyl-CoA
.- NADH-+H*, FADH, succinate-CoA
NADH+H®, FADH, - T

=

catabolisme des acides
aminés ramifiés

Figure 6 : voies du métabolisme énergétique implicant la mitochondrie
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Bilan : une molécule de glucose fournit 2 ATP aalycolyse dans le cytoplasme et 38
ATP au terme de la phosphorylation oxydative danmitochondrie. L’'on comprend dés lors
I'importance de ce qui se joue dans le secret deal@ice mitochondriale d’autant que celle-ci
abrite d’autres sources d’énergie plus ou moinsesselon les tissus (Demine et al. 2014), a

savoir (Figure 6)

- la B-oxydation : dans le cytosol, les acides gras sonvertis en acyl-CoA ; importé
dans la mitochondrie par la carnitine-acylcarnitia@slocase, celui-ci subit une oxydation qui
contribue au ravitaillement du cycle de Krebs eéat@deCoA et de la chaine respiratoire en
NADH et FADH; (Houten et al. 2016)

- la_glutaminolyse : la glutamine importée dansriochondrie est transformée en

glutamate par la glutaminase ; la déamination dutagiate aboutit a la formation od’

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

- le_catabolisme des acides aminés ramifiés : datdggradation de la glutamine, la

mitochondrie est aussi impliquée dans le catabelidml'isoleucine, la leucine et la valine ;
leur transformation, soit en acétyl-CoA soit encsnate-CoA, alimente également le cycle de
Krebs (Zhang et al. 2017)

- le_ métabolisme des corps cétoniques peut aussiafiuté a cette liste de sources

d’énergie : issus de froxydation, ils peuvent étre dégradés en acétyl-garda mitochondrie,

une transformation qui libere du NADH (Grabackale2016)

Le métabolisme énergétique participe des multifiletuations qui accompagnent les
divers événements de la vie de la cellule et quatiachondrie relaie bien souvent compte tenu
de sa position stratégique dans la production dgee Principalement dépendante de la
phosphorylation oxydative mitochondriale en comdis normales, la cellule différenciée se
met a privilégier la glycolyse lorsqu’elle entre mlifération sous I'influence d’'un processus
cancéreux. C’est ce que I'on appelle I'effet Wago(ue Alteriis et al. 2018). Bien que les
raisons de cette politique énergétique ne soiefbtos pas clairement €lucidées, il est évident
gue ce choix est particulierement bénéfique a ddifpration cellulaire. La cellule sénescente
en culture adopte la méme tactique (Wiley and Can2il6). Certes elle ne prolifere pas mais
elle grossit et il s’agirait pour elle, comme ptaicellule cancéreuse, de favoriser la glycolyse

pour sa capacité a procurer les précurseurs néesspaur satisfaire une forte demande en
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protéines, lipides et autres composants de laleella mitochondrie peut méme étre a I'origine
du changement de métabolisme énergétique constaséla cellule en sénescence puisqu’une
dysfonction mitochondriale peut induire un phénetgpcrétoire associé a la sénescence (Wiley
et al. 2016). Quant au stress oxydant issu d’'uséodgtion mitochondriale, il en résulte une
reprogrammation métabolique qui se traduit paractité accrue de la glycolyse anaérobie.
Cette réorientation peut également étre assimiléeesdstratégie de défense anti oxydante via
la production de NADPH par le segment oxydatifaledie des pentoses phosphates (Wu, Wu,
and Wei 2014).

2) Autres fonctions mitochondriales

Les compétences de la mitochondrie ne se limitaatgu métabolisme énergétique. Ses états
de service témoignent de fonctions variées, plusnmins développées selon les lignées

eucaryotes et les tissus d’'un méme organisme (Z3LK), parmi lesquelles :

- 'apoptose : 'une des voies de l'apoptose pgssela mitochondrie ; cette voie
mitochondriale, encore appelée voie intrinsequestsulée par des événements menagant
I’'homéostasie cellulaire ; s’en suit une activats la BH3-only protéine qui va et inhiber
I'action du facteur anti-apoptotique Bcl-2 et aetiles pro-apoptiques Bax et Bak au niveau de
la membrane mitochondriale externe dont I'étanéhgst alors altérée ; la sortie du cytochrome
c dans le cytosol déclenche alors une cascadeappe caspase-dépendante (Lomonosova
and Chinnadurai 2008), (Wang and Youle 2009). istexaussi une mort cellulaire caspase-

indépendante impliquant la mitochondrie (Tait ardeh 2008).

- 'noméostasie calcique : la mitochondrie est lulempde la gestion des stocks de

calcium et de la signalisation calcique ; équipéarpollecter et relacher les ions?Geelle
utilise cette ressource pour intervenir dans lalagn de divers processus mitochondriaux et
cellulaires tels que le métabolisme énergétiquerdesssance, la prolifération, la différenciation
et la mort cellulaires, la libération des neurosraetteurs, la dynamique mitochondriale,...
(Bravo-Sagua et al. 2017), (Arduino and PerocchiB20

- la_stéroidogénése : la contribution de la mitochie a la stéroidogénese est

importante ; la synthése des hormones stéroidegssgtée dans différents tissus a partir du
cholestérol ; celui-ci est importé dans la mitoaiom par le transporteur StAR (steroidogenic

acute regulatory protein) ; il est alors transforemeprégnénolone sous l'action de I'enzyme
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P450scc ; la prégnénolone est ensuite exportéa datbchondrie, les étapes finales de la
stéroidogénése se déroulant hors du compartiméncmoindrial (Miller 2013), (Papadopoulos
and Miller 2012)

Pour en terminer avec le savoir-faire de la mitochi®, on peut également citer sa
contribution a la signalisation redox (cf infra), la synthese des phospholipides, des
cytochromes et des centres fer-soufre, au cyclaidie, a ’'homeéostasie ionique, des lipides,

glucides et protéines ainsi qu’a la thermogénese.
lll- La mitochondrie dans le stress oxydant

A) De I'homéostasie au stress

La notion de stress est liée a celle d’homéostsiee sens que le premier nait d’'une
situation qui vient perturber la seconde. L’homasist découle du concept de milieu intérieur
décrit au XIXeme siecle par le célébre physiolagisancais Claude Bernard (Cooper 2008).
Selon lui, thez les étres vivants élevés, il y a au moins delieux a considérér: le milieu
intérieur 'tdans lequel vivent les éléments des tissetsle milieu extérieurdans lequel est

placé I'organismé

Considérant qu'il existe différentes formes de s&on 'le mode des relations entre
I'étre vivant et les conditions cosmiques ambidht€taude Bernard attribuatix animaux les
plus élevés en organisatibmne ‘forme de vie constante ou lilren ce sens que leur vie
"s’écoule d’'un cours constant et indifférent en appae aux... changements des conditions
matérielles qui entourent I'animal. Les organes &ppareils, les tissus fonctionnent d’une
maniére sensiblement égale... Il en est ainsi parcengréalité le milieu intérieur qui
enveloppe les organes, les tissus, les élémentisdas, ne change pas... La fixité du milieu
intérieur est la condition de la vie libre, indéplamte : le mécanisme qui la permet est celui
qui assure dans le milieu intérieur le maintientdetes les conditions nécessaires a la vie des
éléments... La fixité du milieu suppose un perfeagorent de l'organisme tel que les
variations externes soient a chaque instant congemnset équilibréés(Bernard 1865),

(Bernard 1878).

Cette fixité du milieu, c’est I'homéostasie telleegla définira dans les années 1920 le
physiologiste américain Walter Cannon. Puisquet &dai que I'on doit ce terme, laissons-le
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s’en expliquer : les réactions physiologiques coordonnées qui assueeplupart des états
d’équilibre dans le corps sont si complexes etastipulieres aux organismes vivants qu'il a
été suggeré (Cannon, 1926) d’employer une désigmaspécifique pour ces états,
I’'homéostasie(Cannon 1929). Quant a la justification étymotpg de ce terme qui assemble
deux mots d'origine grecque, Cannon précise qu'ithmisi stasis (“"immobilisme, état

d’inertie") pour évoquer la constance et homeon(lsdable") pour nuancer cette invariabilité.

L’homéostasie impose donc a une seérie de paranmetrespect de valeurs qui peuvent
toutefois varier a l'intérieur d’un intervalle. Dealeurs en dehors de cet intervalle générent un
stress auquel I'organisme doit répondre pour restdthoméostasie (Goldstein and Kopin
2007). C’est a Hans Selye, médecin d’origine hoisgtoque I'on doit la popularisation du
concept de stress dans les années 1950. Selerstuess est la réponse non spécifique du corps
a une demande. Pour lui sont non spécifiques f[EnBes identiques apportées a des stimuli
différents (figure 7) (Selye 1976).

Lamp (light) /Waterfall Figure 7 : le stress selon

Hans Selye (d’aprés Selye
Air conditionex‘\\_JkPetroleum ye (d’ap y

(cold, heat) ENERGY et al. 1976). "Chaque
Loud speaker <~/ \‘\\Coal résultat (2 gauche) est
(sound) / spécifique, chaque agent

Automobile Nuclear fission . :

(motion) causal (a  droite) est
spécifique. Toutefois, iln’y a
la que des résultats non
spécifiques du fait qu’ils
doivent tous en passer par

Peptic ulcer Marital disagreement une voie commune. Aucune
Psychiatric <e—— gTRESS < Frustration by boss connexion directe n’est

disease . .
Hyper toneion ‘7/——\“§ Combat fatigue possible entre un résultat et

une cause."

Cardiac accident Burns

Depuis la notion de stress a évolué. La versionamale considere comme une menace
a 'homéostasie détectée consciemment ou non ettiassl’'une réponse dont le degré de
spécificité dépend entre autres du défi particplaesé a I’'homéostasie ainsi que de la perception
par I'organisme et du facteur de stress et de pact& a y faire face (Goldstein and Kopin
2007).

B) Stress et eustress oxydants dans la mitochondrie

Qu’elles soient internes a la cellule ou le frué thcteurs environnementaux, les

catégories de stress ne manquent pas que ce foidlela chaleur, I'exercice, la privation de
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nourriture, I’hypoxie ou I'anoxie, les toxines, Ip¥taux lourds, le stress mécanique, le sel,
I'alcool, le stress osmotique,.(Davies 2016). Toutefois s‘il est un type de stragquel la

mitochondrie est particulierement exposée c’estriess oxydant.

Le concept de stress oxydant a été introduit damsdherche en biologie il y a un peu
plus de 30 ans comme un déséquilibre de la balamecexydants-antioxydants en faveur des
premiers (Sies, Berndt, and Jones 2017). Depwdinetes de cette définition ont peu a peu
eémergé. Des conclusions peu convaincantes quariiénéfices du recours a des thérapies a
base d'antioxydants, le constat de systemes remwtibnnant sur des pools en déséquilibre et
la prise de conscience de l'importance du réleviéss de signalisation redox ont amené a
considérer désormais le stress oxydant comme uriaripation de la signalisation et du
contrdle redox (Jones 2006), (Sies 2015)

radicaux libres Espéces non radicalaires

O™ anion superoxyde D, peroxyde d’hydrogene

HO.' radical hydroperoxyle ROOH hydroperoxyde

OH' radical hydroxyle HOBr acide hypobromeux

RO, radical peroxyle HOCI acide hypochloreux

RO radical alkoxyle O3 ozone

CQOs™ anion carbonate 10, oxygéne singulet

CO," dioxyde de carbone ONO@nion peroxynitrite

O2 anion oxygéne singulet ONOOH acide peroxynitrique
O2NOQO anion peroxynitrate
ONOCOQ anion
HOOCG anion

Tableau 1 : nomenclature des principales especesaddives de I'oxygéene (d’'apres
Halliwell et al. 2008)

Une évolution qui a débouché sur I'entrée en san& notion d’eustress oxydant.
Comme l'indique le préfixe "eu”, que la langue gpee utilise pour signifier bien ou bon,
I'eustress oxydant désigne une production d’agexydants dans des proportions compatibles
avec une signalisation redox controlée et donc akeire a préserver I’homéostasie. Par
opposition, le stress oxydant qualifie une formatibagents oxydants ayant atteint un niveau
dépassant les capacités de réponse de la cell@deoquant ainsi une perturbation de la
signalisation redox et des dommages a l'origingatitépathologiques (Go and Jones 2017),
(Roy et al. 2017).
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Les espéces réactives de I'oxygene (ERO) figuranmnples protagonistes majeurs du
versant redox de la vie de la cellule, qu’ellegsbies docteurs Jekyll de I'eustress oxydant ou
les misters Hyde du stress oxydant. On peut lesefaen deux catégories : les radicaux libres
qui possédent au moins un électron non appari@sucouche périphérique et les especes non

radicalaires qui sont dépourvues de ces électrélitsataires (Tableau 1).

1) Chaine respiratoire et production d’especedixemcde I'oxygene

(Espace intermembranaire)

(
N
) >
& &
& &
R ¢ Ubiguinone
g .“r '\ 0000 &8 =
XS ROCX X0 X X (I
. ~
qﬁ, AL | - ,-f_a_ﬁw

{Matrice mitochondriale)

Figure 8 : schéma de la chaine respiratoire (source: http://encyclopedie-
energie.org/articles/conversion-de-I'énergie-chinegles-plantes-en-énergie-musculaire ; De
Leiris J, Boucher F, Tanguy S ,2015). Complex®lADH-coenzyme Q réductase ; complexe
Il : succinate-coenzyme Q réductase ; complexe ddenzyme Q-cytochrome c réductase ;
complexe IV : cytochrome ¢ oxydase.

Grande pourvoyeuse d’espéces réactives de l'oxygenenitochondrie doit cette

réputation au fonctionnement de la chaine respreato

Localisée dans la membrane interne mitochondielghaine respiratoire est constituée

de quatre complexes (Figure 8) :

- complexe | a activité NADH-coenzyme Q oxidorédiset : il récupére les électrons du
NADH qu’il oxyde en NAD, réduit I'ubiquinone en ubiquinol et permet lensport de 4

protons de la matrice vers I'espace inter-membranai
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- complexe Il a activité succinate-coenzyme Q orédactase : il récupére les électrons
du FADH: qu’il oxyde en FAD, réduit aussi I'ubiquinone ehiguinol mais n’assure pas le
transport de protons ; il exécute également uneréastions du cycle de Krebs, a savoir

I'oxydation du succinate en fumarate

- complexe Il a activité coenzyme Q-cytochromexidoréductase : il transféere les
électrons de l'ubiquinol au cytochrome c et pertegtansport de 4 protons de la matrice vers

I'espace inter-membranaire

- complexe IV a activité cytochrome ¢ oxydasepdtmet le transport de 2 protons de
la matrice vers I'espace inter-membranaire etsgtiljuatre électrons pour réduire complétement

en eau une molécule de dioxygéne selon la réa®ion4 € + 4 H — 2 H.O

Le transfert des électrons issus du NADH et du FABre ces différents complexes
est assuré par deux transporteurs mobiles : lezgoenQ (ou ubiquinone) entre les complexes
I ou Il d’'une part et le complexe Ill d'autre pdd,cytochrome c entre les complexes Il et IV.
Il existe également un flux reverse d’électrongtravers du complexe I. Sur mitochondries
isolées, lorsque le succinate est le seul subStatgétique de la chaine respiratoire, ce flux
reverse d’électrons permet la réduction du NAD eADN. Les facteurs contrblant ce
mécanisme sont la force protomotrice, le rapporDINMNAD et le statut d’oxydoréduction des
quinones (Batandier et al. 2006).

La chaine respiratoire ré-oxyde ainsi les molécdkesoenzymes qui ont été réduites
lors des différentes réactions d’oxydation sub#sl@s substrats métaboliques dans le cytosol
et dans la matrice mitochondriale. Le transferted'#ons consécutif a cette chaine de réactions
d’oxydoréduction s’accompagne d’'une accumulation mtetons dans l'espace inter-
membranaire a l'origine d’'un gradient électrochiogqgde part et d’autre de la membrane
mitochondriale interne. Le passage de protonsedpdice intermembranaire vers la matrice, a
travars le canal a protons de 'ATP synthétase fiexe V), permet la dissipation de ce
gradient et la catalyse de la réaction de syntlie&&P a partir d’ADP et de phosphate

inorganique (B.

La circulation d’électrons au long de la chaingiresoire s’accompagne donc d’un
pompage de protons de la matrice vers I'espace-nméenbranaire. Le gradient de pH et le

potentiel membranaire qui en résultent constitugret force protomotrice utilisée par 'ATP
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synthétase pour phosphoryler 'ADP en ATP. La chawspiratoire est donc le siege d’'une
série de phosphorylations oxydatives couplant kation du NADH et du FADHa la
phosphorylation de 'ADP. Selon la théorie chimgrwtique formulée par Peter Mitchell en
1961, le gradient de concentration de protons aré@vers la membrane sert de réservoir

d'énergie libre pour la synthese d'ATP (Mitchel61p

Cependant, une partie de I'oxygéne parvenant aitechondrie n’est pas totalement
réduite en eau par la phosphorylation oxydative.fdanation d’ERO résultant de cette

réduction incomplete vaut a la mitochondrie delasser en téte des sources d’ERO dans la

b

cellule.

¢ Sod2
20:¢ e- ¢ 2- 20:" « 2H+ 2 + H:0:
Fenton \lk,
Fefe Gpx/Cet ™ H:0
% —aaa ERO it S _ ol OH o
“IA; oxydée \

Figure 9 : formation des especes réactives de I'aygne dans la mitochondrieDes anions
superoxydes se forment suite a la réaction de denxg avec des électrons célibataires circulant
dans la chaine respiratoire. Une réaction de distiont catalysée par la Sod2 aboutit ensuite a
la formation de peroxyde d’hydrogene dont la déamsitfpn via une réaction de Fenton peut
générer le radical hydroxyle OHSod2 : superoxyde dismutase 2 ; Gpx : glutathion
peroxydase ; Cat : catalase).

Comment se produisent ces réductions incomplétekogiggene (Figure 9) ? Les
électrons issus des substrats réduits par les eseml, Il et autres déshydrogénases entrent
par paires dans la chaine respiratoire. Toutef@gains sites de cette chaine, comme les
centres fer-soufre, les flavines ou les quinoné&s;ceptent les électrons qu’un par un. Ces

électrons célibataires sont alors susceptiblegagmrdirectement avec I'oxygene plutot que de
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continuer leur parcours dans la chaine respiragmirdirection du complexe IV. Cette réduction
monoélectrigue du dioxygéne aboutit a la formatiamions superoxydes selon la réaction :

02 +e— O

Deux anions superoxydes peuvent ensuite formereadaxgde d’hydrogene par un
processus de dismutation catalysé par une supezakgchutase, la Mn-Sod2 en I'occurrence
puisqu’il s’agit de I'isoforme de superoxyde diskamg présente dans la mitochondrie. On
obtient la réaction :

20"+ 2H — O2 + HO2

Enfin, 'oxydation du fer ferriqgue par le peroxydehydrogéne génére le radical

hydroxyle OH via la réaction de Fenton :
Fe* + HO; — Fe* + OH + OH
2) Les sources d’especes réactives de I'oxygeng ldanitochondrie

Les différents complexes assurant la phosphorylatiydative n’ont pas tous la méme
responsabilité dans la production des ERO. Tétdistdeau banc des accusés : les complexes
I et lll (Chen et al. 2003), (Lambert and Brand 200

Les centres redox du complexe | sont constituéselflavine mononucléotide, de
nombreux centres fer-soufre et d’'un site de fixatae I'ubiquinone. Ce complexe peut
engendrer des ERO, semble-t-il exclusivement dansidtrice mitochondriale, dans deux
modes de fonctionnement : en flux classique etlenreverse d’électrons, ce dernier étant
particulierement générateur d’anions superoxidesflli classique, la production d’anions
superoxides par le complexe | est liée au ratio NADAD*. Plus ce ratio est élevé et plus il
génere d’anions superoxides (Hirst 2013), (Laméed: Brand 2009).

En ce qui concerne le complexe Ill, son principaé ge production d’anions
superoxides est apparemment le centre de fixagobfubtiquinone Qo. Situé prés de la face
externe de la membrane mitochondriale internejxé préférentiellement la semiquinone
résultant de la réduction de l'ubiquinone par ceptd’'un seul électron. Cette forme
intermédiaire entre l'ubiquinone, forme oxydée doemzyme Q, et l'ubiquinol, forme

completement réduite du coenzyme Q, est générateceadicaux libres (Bleier and Drose
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2013). On considere que les anions superoxides tasaomplexe Il rejoignent pour moitié la

matrice mitochondriale, 'autre moitié investissbespace intermembranaire.

Bien que pourvus d’une solide réputation de faselERO, les complexes | et 11l n’ont
pas le monopole de cette production au sein dedme respiratoire. Le complexe Il contribue
lui aussi a la formation d’'anions superoxydes epemxyde d’hydrogene, en flux classique
comme en flux reverse d’électrons. Peu élevée adittons normales, la production d’ERO
de cette unité peut atteindre des niveaux imp@dans certaines circonstances (Quinlan et al.
2012).

Enfin, d’autres sites mitochondriaux apportent léatr dERO parmi lesquels les
complexes 2-oxoacide déshydrogénase, la glycérpphats déshydrogénase mitochondriale,
le systtme ETF/ETF-QOR impliqué dansplaxidation des acides gras, la dihydroorotate
déshydrogénase (Murphy 2009), (Brand 2016), (Warad. 017), 'oxydase NADPH NOX4
(Skonieczna et al. 2017) ou encore les monoamilydases implantées dans la membrane
externe (Edmondson 2014).

Les quantités d’'ERO produites ne dépendent paemsent des divers sites qui les
produisent. Elles varient également avec les tigsuss substrats du métabolisme. Dans le
cerveau, le ceeur, le rein et le muscle squelettdqueat, environ 0,1 a 0,2% de I'oxygene
consommé par la chaine respiratoire est a I'origie® fuites d’électrons impliquées dans la
production d’'ERO. Dans le foie, ce chiffre attded 2% (Tahara, Navarete, and Kowaltowski
2009). Quant au substrat qui génére généralemeuea les plus élevés d’anion superoxyde,
c’est le succinate (Lambert and Brand 2009). Ueteflii s’explique notamment par le flux
reverse d’électrons impulsé par le succinate dagstplexe |.

3) La double vie des espéces réactives de I'oxygéne

La production mitochondriale d’ERO consiste doncseesiellement en anion
superoxyde, peroxyde d’hydrogene et radical hydeoxyes propriétés différentes leur valent
toutefois d’exercer des roles différents. Si 'ansuperoxyde se trouve en premiére ligne des
ERO produites dans la mitochondrie, c’est au patexg’hydrogene que revient la téte
d’affiche dans la signalisation redox, le radicgtitoxyle se distinguant quant a lui par son
agressivité (Gardes-Abert 2003).
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Bien que doté d’'une durée de vie I'autorisant ailadire ses cibles bien au-dela de son
lieu de formation, I'anion superoxyde n’est paplies redoutable des oxydants, du moins de
facon directe. D’'une part, il a peu de cibles hjidoes privilégiées. D’autre part, sa charge
électriqgue négative 'empéche de franchir les mamés. C’est plutdt indirectement, en étant
a l'origine de la formation d’autres radicaux lisreu d’espéces non radicalaires, qu’il déploie

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

_— H202 02" 02 Mitochondrial Electron,
Membrane | éﬁ & | s e Ciasas
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Methionine Oxidation DNA, Protein and
Short-lived oxidized Lipids Lipid Damage
} v
Redox Signaling Disrupted Redox Signaling
Oxidative Eustress Oxidative Distress

Adaptive Responses
Physiology / Pathophysiology

Health / Disease

Figure 10 : le peroxyde d’hydrogéne dans l'eustresst le stress oxydant (d’'aprés Sies
2016).Les sources endogenes dg&blcomprennent notamment la mitochondrie, les NADPH
oxydases ainsi que d’autres oxydases liées ou des enembranes. Le peroxyde d’hydrogéne
peut franchir les membranes en empruntant des agnap (AQP) appelées peroxiporines. Son
action au sein de la cellule reléve ensuite sdiedistress oxydant (en vert) & des concentrations
de 'ordre de 10 nM soit du stress oxydant (en edugdes concentrations dépassant les 100
nM. (SOD : superoxyde dismutase).

La formation de HO> résulte soit de la dismutation de I'anion supedsxgoit de la
réduction a deux électrons de I'oxygene)(Gtable et extrémement réactif, il possede un for
pouvoir oxydant. Sa durée de vie relativement lengusa neutralité électrique lui permettent
de traverser les membranes biologiques et de ndgres les divers compartiments de la cellule.
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Autant de propriétés qui lui conférent un importadte de second messager dans la
signalisation cellulaire (Forman 2008).

Une grande partie de la toxicité du peroxyde d’bgéne lui vient de sa capacité a
générer le radical hydroxyle. Puissant oxydanteraier est néanmoins trés instable, d’ou une
durée de vie et une capacité a diffuser tres résluit

Au cours des derniéres décennies, la mise en lard@t'importance des phénomeénes
redox dans les mécanismes cellulaires essentiklsvie a redoré le blason des ERO. Ces
fauteurs de troubles a 'origine des dommages géngar le stress oxydant avaient en fait une
double vie. Produits a des niveaux physiologiqiesont aussi capables du meilleur, a savoir
concourir au moyen de la signalisation redox asfess oxydant nécessaire au maintien de
I’'hnoméostasie de la cellule (Go and Jones 201 gufEi 10).

4) Les especes réactives de I'oxygéne dans lalsgtian redox mitochondriale

Plasma — milieu interstitiel

GSH/GSSG = -140 Cytosol

Cys/CySS = -80 Trx1(-SH),/SS = -280
GSH/GSSG = -220 to -260
Cys/CySS = 0 (0]

Mitochondrie

TI'X2(-SH)2/SS Noyau

=2 Trx(-SH),/SS

GSH/G =. "
SSG = -270 ﬁ S

Réticulum endoplasmique
GSH/GSSG = -150

Figure 11: potentiels d'équilibre redox (en mV) de couples Trx-(SHYTrx-SS,
GSH)/GSSG et Cys/CySS dans différents compartimenistra et extracellulaires (d’aprées
Hansen et al. 2005)En répertoriant ces compartiments du plus rédueteyius oxydant, on
obtient le classement suivant : mitochondrie, noyatoplasme, réticulum endoplasmique,
milieu extracellulaire.
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La signalisation redox désigne les processus anilises ERO (ainsi que d’autres
especes radicalaires) comme messagers afin d’ohteairéponse d’'un systéme biologique.
Cette réponse repose sur des réactions d’oxydaréducnpliquant des macromolécules
contenant des éléments oxydables tels que lesugésidtéine et méthionine des protéines. A
I'aune du nombre des publications qui lui sont e@nées et de I'avis de leurs auteurs, c’est le
peroxyde d’hydrogene qui s'avére 'ERO la plusuefite en matiere de signalisation redox.
Une emprise qui découle des propriétés évoquédsssids et des aptitudes de celui-ci a réagir

avec les thiols des protéines.

Le couple redox thiol/disulfure est un relai primiiat de la signalisation redox. Les
tandems thioredoxine réduite (Trx-(SHhioredoxine oxydée (Trx-SS), glutathion
(GSH)/glutathion disulfure GSSG) et cystéine (Gymfine (CySS) y occupent donc une place
centrale. Ces couples fonctionnent dans un contiextgséquilibre thermodynamique puisque
chacun d’eux affiche des potentiels redox diffé&semtl’intérieur d’'un méme compartiment
cellulaire (Figure 11). Chacun d’eux exerce doncamtréle qui lui est propre sur les différents
flux redox traversant un méme compartiment. De,pdugotentiel d’équilibre redox d’'un méme
couple variant d’un compartiment a I'autre, le rédgulateur d'un couple redox varie avec sa

localisation dans la cellule (Kemp, Go, and Jori32.

A 'examen des potentiels des différents couplédexela mitochondrie s’avere étre un
milieu particulierement réducteur. Ses composamts donc fortement sensibles a I'oxydation
et c’est dans ce compartiment que I'on observéiVia€ de transfert d’électrons la plus intense.

Dans des conditions physiologiques, donc compatibec un contexte d’eustress
oxydant, les quantités de® générées par les sources d’ERO sont maintenues @divkaux
permettant au peroxyde d’hydrogéne de jouer un d@emolécule signal. Ces niveaux
dépendent et des cadences de production d’ERO Edd®ité des systemes antioxydants
éliminant BO», soit, dans la mitochondrie, la catalase ainsi lggesystémes glutathion et
thioredoxine (Aon et al. 2012) (Figure 12).

La fonction de molécule signal de®b consiste a oxyder les thiols des résidus cystéines
des protéines. Les protéines ainsi modifiées vdotsaréagir avec diverses molécules.
Néanmoins, le peroxyde d’hydrogene réagissant loeguplus lentement avec une grande
partie des thiols des protéines qu’avec la peragxime et la glutathion peroxydase, on peut

considérer gu’il exerce son activité de signal kede deux facons : par une action directe sur
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les protéines et de maniére indirecte en modulaction des systéemes antioxydants eux aussi
impliqués dans I'oxydation des protéines (Gergondewl. 2017), (Mailloux and Treberg
2016), (Winterbourn 2015). C’est ainsi que la matioh du niveau de glutathionylation de
certains sites de la chaine respiratoire constitne des voies de régulation redox du

métabolisme énergétique mitochondrial (Maillouale2014).

20,
métabolisme le - X
énergétique Mn#SOD 2H
201‘1 - e
Mn*SOD H,0, signalisation
dégradation -
‘y W‘
H,0 / \ OH"
H,0 -3 -3
2 Prx ~g Trx i NADP* H,0 GSSG NADP*
TR Gpx GR
- SH - SH
H,0, Prx o T T, NADPH H,0, 2GSH NADPH
systeme thiorédoxine systeme glutathion

Figure 12 : gestion du peroxyde d’hydrogéene dans laitochondrie (d’aprés Mailloux et

al. 2015) Une partie du peroxyde d’hydrogene généré damsita@chondrie va servir a la
signalisation en réagissant avec un certain nommolécules. Une autre partie est éliminée
dans la mitochondrie par différents moyens : pa gaction de Fenton, sous I'action de la
catalase ou par les systemes glutathion et thiameeoDans le cycle redox du glutathion, une
molécule de kL. est réduite en deux molécules d'eau pendant que dealécules de
glutathion réduit (GSH) sont oxydées en GSSG daergéaction qui peut étre catalysée par la
glutathion peroxydase (Gpx) ; le glutathion oxyds ensuite réduit sous l'action de la
glutathion réductase (GR). Dans le cycle redoxadihibredoxine, les composés dithiol de la
thioredoxine (Trx) sont réduits par I'apport d’éens provenant du NADPH sous I'action de
la thioredoxine réductase (TR) ; la thioredoxineégmlement un donneur d’électrons pour la
peroxyredoxine (Prx) dont les deux fonctions thpelvent former un pont disulfure ; cette
seconde boucle d’oxydo-réduction permet la régéio@rae la peroxyredoxine apres qu’'elle
ait reduit Oz en eau.

Beaucoup de processus biologiques fondamentaux gtamvus d’une composante
redox, la signalisation redox intervient dans dembeux mécanismes de la vie de la cellule et
ses incidences physiologiques touchent des domamgsaussi variés. Au niveau de la
mitochondrie, figurent au nombre des cibles deecetgulation I'apoptose, la mitophagie, la
dynamique et la biogénese mitochondriales, la raspn, la réponse a I'’hypoxie,.(Handy
and Loscalzo 2012).

Enfin, si la littérature accorde un réle prépondéi@ peroxyde d’hydrogene dans la
signalisation cellulaire, I'action de I'anion supryde ne doit pas pour autant étre négligée.
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Capable de modifier I'activité enzymatique de tymeset sérine/thréonine kinases telles que les
MAPK, O2™ est a l'origine d’'une activation de facteurs dascription initiant I'expression de
genes "redox-sensibles”. C’est ainsi que I'aniopesoxyde se retrouve impliqué dans des
processus tels que lI'apoptose, la croissance,didifgration et la différenciation cellulaires,
I'adhésion des monocytes aux cellules endothélialesencore I'agrégation des plaquettes
(Gardés-Abert 2003), (Buetler 2004).

5) Les espeéces réactives de I'oxygéne dans les dgaesraux biomolécules

'*‘L? \ Proline,arginine, lysine, thréonine, histidine,cystéine, .. =0
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Figure 13 : principales modifications oxydatives iréversibles des protéines.
Caracteéristiques des conditions de stress oxyltantodifications oxydatives irréversibles des
protéines sont notamment provoquées par des raadi® carbonylation. Cette formation de
groupements carbonyles peut étre engendrée paroxyaation directe d’acides aminés
touchant plus particulierement les prolines, leginemes, les lysines, les thréonines, les
histidines et les cystéines, par conjugaison aesgdoduits issus de la peroxydation lipidique
ciblant les histidines, les cystéines et les lysingar glycoxydation de protéines ayant
préalablement fait I'objet d’une glycation survenhamajoritairement sur des lysines et des
arginines.

Les modifications opérées par les ERO sur les bi@otes peuvent aussi atteindre des
niveaux qui, débordant les capacités de réponkeaddiule, induisent des dommages installant
un stress oxydant. Un phénoméne auquel la mitocheast particulierement exposée compte
tenu de sa situation stratégique dans la productesnERO. L’accumulation de ces lésions
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oxydatives est impliguée dans un nombre importamt pdthologies ainsi que dans le
vieillissement (Bulteau, Szweda, and Friguet 2006).

Les ERO exercent une action oxydante prégnantéesyprotéines, les lipides et les
acides nucléiques. Certaines des modificationsllga’eperent sont réversibles, d’autres sont
définitives. Particulierement redoutables et camastiques du stress oxydant, les dommages
irréversibles infligés aux protéines se manifesessentiellement par I'ajout de groupements
carbonyles, soit par oxydation directe d’acidesrgsi soit par conjugaison avec des produits
de peroxydation lipidique tels le 4-hydroxynonef#NE), soit par une glycoxydation générant
des AGE (Le Boulch et al. 2018), (Bakala et al.20Figure 13).

La carbonylation des protéines est le résultat @dumcessus au cours duquel des
aldéhydes ou des cétones sont introduites par trydaElle se produit sur la chaine
polypeptidique ou les chaines latérales nucléopluileredox sensibles des acides aminés. En
raison de leur constitution certains acides amyrszmnt plus sensibles que d’autres. C’est le cas
de la proline, I'arginine, la lysine, la thréoniddijstidine et la cystéine. (Wong et al. 2012),
(Cattaruzza and Hecker 2008).

Autre facteur de carbonylation des protéines, leyglation lipidique désigne une
oxydation des lipides polyinsaturés selon un prewggadicalaire de réactions en chaine
(Hauck and Bernlohr 2016). Il en résulte dans wenper temps une vaste gamme de produits
oxydés, parmilesquels les hydroperoxydes lipidsgyue vont ensuite donner naissance a divers
aldéhydes tels que les HNE (4-hydroxyl-2-nonénadl) MDA (malondialdéhyde). Les
perturbations engendrées par la peroxydation tpieline se limitent pas aux membranes dont
elles alterent la fluidité et au sein desquelldsseinactivent des récepteurs et des enzymes
(Michel et al. 2008). Les aldéhydes issus de ceaméme oxydant sont des produits stables
capables d’attaquer des cibles relativement élegrie leur lieu de formation, au nombre
desquelles les protéines sur lesquelles ils vamhdo des adduits au terme d’'une addition de
Michael. Particulierement délétéres, ces adduitsorg/lés se forment sur les histidines, les
cystéines et les lysines.

Enfin la carbonylation des protéines peut étraied’une glycoxydation survenant sur
une protéine ayant préalablement subi une glycafitstoli et al. 2013). Cette cascade
d’événements commence par un processus de glycatstra-dire la formation d’'une base de

Schiff par interaction entre I'aldéhyde d’un gluea la fonction amine libre d’un acide amineg,
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généralement une lysine ou une arginine. Jusqleedeocessus est réversible. Cependant, s'il
se poursuit, la base de Schiff fait 'objet d’'uram@ngement d’Amadori qui stabilise la
condensation du résidu osidique sur la chaine iguaé Ces produits d’Amadori peuvent
ensuite étre la cible de réactions de glycoxydatesponsables de la formation de composés
carbonylés réactifs, notamment des aldéhydesdatgthylglyoxal, puis de la constitution de
produits de glycation avanceés, les fameux AGE. fenet redoutables si I'on en juge par la
liste des méfaits qu’on leur attribue des lors Igusiaccumulent, a commencer par diverses
dysfonctions cellulaires pour terminer par de naubes pathologies (complications
diabétiques, maladies cardiovasculaires, neurodégtves, inflammatoires,...) (Byun et al.
2017).

Coupable d’adjonction de groupes généralementifeale carbonylation exerce un
double effet sur les protéines : des altératiorsules propriétés se répercutant sur leur fonction
et un adressage vers des systemes de protéolyserqssurer leur dégradation. Néanmoins,
I'apparition des protéines carbonylées peut atteirttes niveaux dépassant les capacités de
réaction des protéases chargées de les éliminecclunulation de protéines endommagees
résultant de cette situation est un phénomeéne wbser cours de multiples stress oxydants,
lors du vieillissement et dans de nombreuses pagied. A tel point que la carbonylation peut

étre considérée comme un marqueur de choix dusstsgslant.

Au niveau de la mitochondrie le duo stress oxydistonction mitochondriale a déja
largement fait ses preuves (Islam 2017). Les ingpdigtstress oxydant sont toutefois pour une
part modulés par les caractéristiques de chaqueaaiment mitochondrial. L’environnement
redox est effectivement différent selon que I'ontesuve dans la matrice ou l'espace
intermembranaire, les deux compartiments aqueua ogtochondrie. La matrice est dotée de
systémes glutathion et thioredoxyne conservantréssdus cystéines a I'état réduit en
conditions d’équilibre. En revanche, I'espace imembranaire abrite une machinerie, le
complexe MIA (Mitochondria Intermembrane space Adsky), spécialisée dans I'introduction
de ponts disulfures. Une grande partie des praémportées dans la mitochondrie sont prises
en charge par MIA. Certaines de leurs cystéinesadors oxydées par I'oxydoréductase Mia40,
ce qui leur attribue une conformation assurant led@qguestration dans I'espace
intermembranaire (cf 8§ Importation des protéinessda mitochondrie). Néanmoins beaucoup
de protéines résidant dans ce compartiment corigndes résidus cystéines réduits. Il
semblerait donc que, dans cet espace, ce ne sdiepaironnement apparemment oxydant qui
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soit en cause dans l'oxydation des protéines. @ekerait plutdét due a la conformation des
protéines, a savoir la présence de sites de fixatiblia40 (Peleh et al. 2014).

Par ailleurs, la modulation des effets de la caylation en fonction du compartiment
mitochondrial ou elle se commet s’explique aussil@dait que, dans la matrice, elle affecte
non seulement le fonctionnement des protéines éggilement celui de ’ADN mitochondrial.
De méme, dans la membrane interne se trouvent lesppolipides polyinsaturés et donc
particulierement susceptibles de peroxydation iépid sous l'action des ERO (Lambert and
Brand 2009). Selon qu’elles soient émises coOtéiosatie la membrane interne, a l'intérieur de
cette membrane interne ou cbté espace intermemigata la membrane interne, les ERO

auront donc vraisemblablement des effets physiglazs et pathologiques différents.

IV- Défenses antioxydantes : I'arsenal mitochondria

Figure 14 : la balance redox La production des ERO est étroitement controlge lps
systemes antioxydants dans le but de mainteniméustasie cellulaire. L'équilibre de ce
systeme dépend donc des niveaux d’expression @&#otivité de ces deux protagonistes. Que
la balance redox en vienne a pencher du c6té désdEle stress oxydant s’installe.

Face aux ERO les systemes de défense antioxydamgstaent le second acteur clé de
la sphere redox (Figure 14). Pour que la balandexréascule de 'homéostasie vers le stress
oxydant, il ne suffit pas que le niveau des ERQés& Il faut aussi que les défenses
antioxydantes soient défaillantes. Pour en arf@eatans la mitochondrie, il faut faire tomber
un certain nombre de résistances. Face a I'oxydates protéines, ce compartiment de la

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

1) Détoxification

La premiére ligne de défense contre les attaqugdamtes est constituée d'un réseau
de dispositifs de détoxification enzymatiques eh remzymatiques (Friguet, Bulteau, and
Petropoulos 2008), (Andreyev 2005). A ce niveail-$gagit d’intervenir directement sur les
ERO afin de les neutraliser. Parmi les systemeietiification recensés dans la mitochondrie,

on peut ainsi citer:

- la_superoxyde dismutase a manganése (Mn-SOD)ali$ée dans la matrice

mitochondriale, elle s’attaque a la premiére ligteRO produites par la chaine respiratoire, a
savoir I'anion superoxyde gu’elle transforme enopgde d’hydrogene (Azadmanesh and
Borgstahl 2018).

- la _catalase : en charge de I'élimination du pgdexd’hydrogéne qu’elle transforme
en eau et dioxygene, elle est cependant surtosepie dans les peroxysomes d’'un certain
nombre de tissus ; plus rare dans le compartimé@othondrial, elle a été notamment repérée

dans les mitochondries des cellules cardiaques® (i al. 2017)

- I a-tocopherol : en piégeant les radicaux libres demsnembranes mitochondriales,

cette forme liposoluble de vitamine E contribueanaient a contrer la peroxydation lipidique

(Lauridsen and Jensen 2012)

- le cytochrome c et 'ubiquinol : bien que ce m#& pas leur vocation premiere, ces

deux composantes de la chaine respiratoire exeorentiction antioxydante ; réduit par la
chaine respiratoire, le cytochrome c peut aussel@ar I'anion superoxyde dans une réaction
libérant du dioxygene ; il est ensuite régénéré smar accepteur d’électrons naturel, la
cytochrome ¢ oxydase ; l'ubiquinol (QHfait également ceuvre antioxydante, spécialement

contre la peroxydation lipidique (Cervellati andeGo 2016)

- la phospholipide hydroperoxyde glutathion peras@ GPx4 : cette sélénoenzyme est

particulierement impliquée dans la lutte contrpdaoxydation lipidique dans les membranes ;
son rble dans I'élimination des peroxydes lipidsjusemble toutefois restreint par une

expression détectée dans un nombre limité de t{€wwad et al. 2007)
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- la glutathion peroxydase GPx1 : autre isoformgldéathion peroxydase active dans

la mitochondrie, Gpx1 opére dans la matrice ouradigtralise le peroxyde d’hydrogéene ; pour
cela cette sélénoprotéine utilise le glutathion m@nsource d’équivalents réducteurs (Handy et
al. 2009).

- le systeme gluthation : relai de la signalisatieiox mitochondriale (cf § Les espéces

réactives de lI'oxygéne dans la signalisation regwtochondriale), le systeme glutathion a
recours au NADH, a la glutathion réductase et auatiion réduit (GSH) pour réduire

également le peroxyde d’hydrogéne (Figure 12) |; eXiste des glutathion réductases et
peroxidases mitochondriales, en revanche, la nutodhie est dépourvue des enzymes

nécessaires a la synthése du GSH qu’elle doit mheporter (Hansen, Go, and Jones 2006)

- les peroxyredoxines Prx3 et 5 : également capatdderéduire les peroxydes, les

peroxyredoxines fonctionnent en couplage avedliesadoxines, les secondes transférant des
électrons aux premiéres (Figure 15) ; deux forneepatoxyredoxines ont été identifiees dans
la mitochondrie, Prx3, dont la mitochondrie a I'eisivité, et Prx5 que I'on retrouve dans le

cytoplasme et les peroxysomes (Detienne et al.)2018

2) Réparation

Trx Reductase

S5

Figure 15: cycle redox du systeme thioredoxine (dprés Mahmood et al. 2013)Les
composés dithiol de la thioredoxine (Trx) sont i&dpar I'apport d’électrons provenant du
NADPH sous I'action de la thioredoxine réductasexRl). La thioredoxine réduite réduit a son
tour les protéines oxydées porteuses de pontsfulissl par lI'intermédiaire de réactions
d’échanges thiol/disulfure. NADPH, TrxR et Trs fam ainsi ce que I'on appelle le systeme
thioredoxine qui permet parallelement de piégeEIR® par I'entremise de la peroxiredoxine.
H>O. est réduit en eau simultanément a I'oxydation geelfaxyredoxine qui est ensuite réduite
par la thioredoxine oxydée.

Autre ligne de défense contre le stress oxydangparation des protéines oxydées se
résume dans la mitochondrie a une réduction catalgls certains produits d’oxydation apparus
sur les acides aminés soufrés, autrement dit Isiogs et les méthionines. Les cystéines

oxydées (ponts disulfures, acides sulféniquesfisues) sont prises en charge par le systeme
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thioredoxine, les glutaredoxines et les sulfiredesi les méthionines sulfoxydes réductases se
chargeant des méthionines oxydées. Voici un tdusrifon de ce dispositif :

- le systeme thioredoxine-thioredoxine réductasgufeé 15) : dans la mitochondrie ce

systéme est composé de la thioredoxine 2 (Trx#peton pendant réductase TR2. Dans des
cellules HelLa cette paire a démontré une plus graapidité de réaction a I'oxydation que le
duo TR1/Trx1 opérant dans le cytosol et le noyaun(l€t al. 2004). Comparé aux diverses
fonctions exercées par Trx1, le role de Trx2 agpalas centré sur I'élimination des ERO par
I'intermédiaire des deux formes de peroxyredoxirgrienées dans la mitochondrie, Prx3 et
Prx5 (Hansen, Go, and Jones 2006)

- la glutaredoxine Grx2 : les glutaredoxines sogg getites oxydoréductases dont le
fonctionnement dépend du glutathion qui assurerk=duction apres qu’elles aient été oxydées
par leurs substrats ; cependant, Grx2, l'isofornésgnte dans la mitochondrie, peut également
accepter des électrons en provenance de la thiireda@ductase 2; Grx2 catalyse I'oxydation
réversible et la glutathionylation de protéines rheamaires mitochondriales et semble jouer
un réle central dans la régulation redox du gludetiiRen et al. 2017), (Hansen, Go, and Jones
2006)

- les sulfiredoxines : les réactions d’oxydoréduttians lesquelles les peroxyredoxines
sont impliquées donnent parfois lieu a des hypetatigns de ces derniéres en acide sulfinique,
une transformation réversible sous l'action desfiredioxines ; I'importation dans la
mitochondrie de ces oxydoréductases requiert Fwetgtion de la chaperone Hsp90 ; les
niveaux de sulfoxiredoxines dans la mitochondrigigbuent donc au contrdle de I'activité des

peroxiredoxines mitochondriales et de la libératierperoxyde d’hydrogéne (Kil et al. 2015)

- les méthionines sulfoxydes réductases (Msr) xdgstemes majeurs de Msr, les Msr

A et B, réduisent en méthionine les méthioninefogides (MetSO) apparues sous l'effet de
I'oxydation des protéines ; les MetSO existent deasleux formes S et R et chacun des deux
systemes MsrA et B est spécifique de I'un ou l'aute ces deux diastéréoisoméréess Msr
utilisent généralement le pouvoir réducteur foysar des oxydoréductases a thiol de type
thioredoxine pour régénérer leur activité ; MsrBdup étre réduite par les glutaredoxines
moyennant une étape de glutathionylation ; deuxguates de Msr cohabitent dans la
mitochondrie, la MsrA et la version MsrB2 des 3fasmes de MsrB recensées chez les
eucaryotes (Weissbach, Resnick, and Brot 2005jr4da et al. 2009)
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Le terme de réparation utilisé pour désigner lattile ces systémes peut néanmoins
sembler quelque peu réducteur. Réparer suggere goimmage a préalablement été commis.
Or les oxydations qu’il s'agit ici de corriger nens pas forcément nuisibles. Elles peuvent
s’avérer momentanément utiles a des voies de sgtiah (Hoshi 2001), (Wani, Nagata, and
Murray 2014).

3) Dégradation

apoptose
incidence sur la
mitochondrie dynamique du réseau
mitophagie mitochondrial

incidence
moléculaire
mt UPR

‘-\ 7N )
[:] EIM
Omal Opal
i-AAA
Ml
HtrA2/Omi
PARL M

&e m-AAA

ClpP °

Lon

Figure 16 : les protéases mitochondriales impliquéadans le contréle qualité des protéines.
En raison de leurs activités protéolytique et/ou deaperone, certaines protéases
mitochondriales sont impliguées dans un ou plusiqamocessus de contrdle qualité. En
conditions de stress HtrA2/Omi migre dans le cytaspelle intervient dans I'apoptose. En
revanche, l'interaction de PARL avec HtrA2/Omi gge de I'apoptose. Omal ieAAA
modulent la dynamique du réseau mitochondrial patetmédiaire de la GTPase Opal
impliquée dans les mécanismes de fusion mitochaledr(AAA : ATPase associated with
diverse cellular activities ; Clp : caseinolytiofgase ; EMI : espace intermembranaire ; M :
matrice ; ME : membrane externe ; Ml : membranermg¢ ; OMMAD : outer mitochondrial
membrane associated degradation ; PARL : presasbociated rhomboid-like protease ;
MtUPR : mitochondrial unfolded protein response).
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Enfin, quand les dommages résultant de I'oxydasiont irréversibles, la dégradation
par protéolyse constitue une stratégie de choixr gditer I'accumulation de protéines
endommagées. Cette élimination est assurée parsdg/gprotéases. Réparties entre les
différents compartiments mitochondriaux, elles emsudes fonctions distinctes dont les

répercussions dépassent I'espace intra mitochdr{Birgure 16). Sont ainsi répertoriées :

- dans la membrane externe : bien qu'aucune p®itgag été jusqu’ici identifiée dans
ce compartiment, il n’est pas pour autant exemgardeéolyse ; il bénéficie effectivement des
services du protéasome par lintermédiaire du syst®OMMAD (outer mitochondrial
membrane associated degradation) situé sur la dgiosolique de la membrane externe ;
OMMAD est notamment constitué d’'ubiquitines ligag&et de 'ATPase Cdc48/p97 qui se
lie aux protéines ubiquitinylées pour les transgroners le protéasome ; celui-ci assure
également la dégradation de protéines provenantrd® compartiments mitochondriaux et
transférées jusqu’a la membrane externe (Baker)20des perturbations dans la dégradation
sous ubiquitinylation des protéines mitochondriadies levure ou de mammiferes ont été
associées a un stress oxydant, une défaillancemoibalriale et une longévité diminuée (Heo
et al. 2010)

- dans l'espace intermembranaire : HtrA2/0Omi et 28pHtrA2/Omi est une sérine
protéase impliquée dans l'apoptose lorsqu’elle edfchée dans le cytosol; elle a
vraisemblablement aussi une fonction de chaperans h mitochondrie ; une régulation de
I'ubiquitine ligase E3 Mulan par HtrA2/Omi a été niiee chez la souris de méme qu’une
intensification de la mitophagie lorsque Mulan si@mule sous I'effet d’'une sous expression
de HtrA2/Omi (Ambivero et al. 2014); une fonctianitochondriale perturbée et un
vieillissement prématuré ont été remarqués chezoaris en absence de HtrA2/Omi
fonctionnelle (Goo, Rhim, and Kang 2014). Quantp2®, chez la levure, elle a démontré une
double activité de protéase et de chaperone imggdiqlans la biogénése de I'ATP synthase ;
Atp23 intervient aussi dans le métabolisme des gitnagides puisqu’elle dégrade UPS1, une
protéine contribuant & la régulation des niveautochiondriaux de phosphatidylethanolamine
et de cardiolipine (Teixeira and Glaser 2013)

- dans la membrane interneAAA, mAAA, Omal et PARL. Piliers du contréle qualité
dans la membrane internedAA et m-AAA dressent leur domaine catalytique respectivame
vers I'espace intermembranaire et la matrice slaativités dépassent le cadre de la protéolyse

puisqu’elles s’emploient également dans la biogéxescertaines protéines, la régulation de la
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traduction du génome mitochondrial et le métabadisies lipides (Gerdes, Tatsuta, and Langer
2012), (Nolden et al. 2005), (Potting et al. 2018¢s anomalies de ces deux protéases sont
associées a la progression de pathologies neuno@iegges (Luce 2010) et, chBzanserina

des délétions du géne cod&®AA ont induit un effet sur le vieillissement démkant de la
température (Weil et al. 2011)AAA s’associe par ailleurs a Omal pour modulehlaamique
mitochondriale au moyen d’'un conditionnement priytique de la GTPase Opal (Baker
2014). Dans la levure, Omal joue un role importkamts la réponse au stress en préservant la
fonction mitochondriale en conjonction avec d’asitaeteurs du contrdle qualité ; Omal joue
un role critique dans la survie de la levure en@&hpnt 'accumulation d’ERO (Bohovych et
al. 2014). PARL aussi intervient dans la dynamigui@chondriale ainsi que dans I'apoptose ;
chez la souris cette protéase peut protéger dedtape via une interaction avec HtrA2 (Chao
et al. 2008) ; une sous expression de PARL senttdarépliquée dans le vieillissement et le
diabéte de type 2 (Civitarese et al. 2010)

- dans la matrice : Lon et ClpP. Les protéasescGhstituent une famille de peptidases
actives sous la forme de complexes comprenant auemité protéolytique — ClpP ou ClpQ
selon les expéces - prise en sandwich entre deweaar de sous-unités chaperones ; ClpP peut
étre considérée comme une protéine de stress puidiguest induite en conditions de stress ;
elle a démontré une capacité a réduire I'oxydadies protéines (Fredriksson et al. 2005); son
implication la plus documentée dans le controldituaitochondrial provient de son réle dans
la réponse UPR mitochondriale ; une fonction qupliace au coeur de la maintenance des
fonctions mitochondriales et des processus impégudans le vieillissement et diverses
pathologies ; un phénotype de vieillissement etaumeie diminuée ont été observées chez des
souris privées de ClpP (Gispert et al. 2013) ; kera largement abordée plus loin, dans un

section qui lui est spécialement consacrée

L’apport des systemes protéolytiques dans la naamee de la fonction mitochondriale
ne se limite pas a I'enlévement des protéines entigges. La régulation de certains processus
essentiels au maintien de I'hnoméostasie mitochaledrui doit aussi beaucoup (Patron,
Sprenger, and Langer 2018). Pour I'exemple, la ohygae du réseau mitochondrial ne peut
faire I'économie des transformations post-traducigles que certaines protéases
mitochondriales administrent aux GTPases impliquises 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 paletterattiere de contréle qualité et sa
gestion du stress oxydant peut aussi empruntersgige/oies qui ne sont pas nécessairement
dédiées a cette cause. Le recours aux chaperorgesaetéponse UPR (Unfolded Protein
Response) mitochondriale est 'une de ces voiegr(Ba al. 2014). Cette contribution des
chaperones au contrdle qualité mitochondrial peniteeautres prendre la forme d’une
collaboration avec des protéases (Voos 2009). i@edarotéases telles ClpP et HtrA2/Omi
déploient du reste une activité de chaperone (Hamaheau, and Friguet 2015). Outre la
protéolyse, I'éviction des protéines oxydées pgate&ment se faire via un transport vésiculaire

de la mitochondrie vers les lysosomes (Sugiurd @044).

Autre solution, éliminer les mitochondries en diffité. Quand le stress oxydant a atteint
un niveau de nature a engendrer une dysfonctiarchoindriale, les mitochondries défaillantes
peuvent étre détruites par mitophagie. La fragntemtau réseau mitochondrial offre un autre
moyen d’écarter les mitochondries déficientes,esnséparant des autres mitochondries dans
un premier temps avant, éventuellement, de lesuévapar mitoptose (Hammerling and
Gustafsson 2014).

La conformation des protéines mitochondriglesit aussi étre considérée comme une
stratégie mitochondriale antioxydanteaiparait effectivement que le protéome mitochohdria
contient moins de motifs sujets a I'oxydation ges protéines non mitochondriales. Une
particularité peut étre due a la pression de sélecompte tenu des niveaux élevés d’'ERO

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

Enfin, la mitochondrie entretient avec le noyau aommunication constante désignée
sous le nom de signalisation rétrograde et comstitun moyen de réponse au stress. En cas de
dysfonction mitochondriale, les signaux envoyéssdém cytoplasme activent des voies
déclenchant la transcription de génes nucléairpigomés dans le maintien de 'homéostasie

mitochondriale (Hill and Van Remmen 2014).

Face au stress oxydant, la réponse rétrograde maajeasse par le facteur de
transcription Nrf2 (Nuclear factor erythroid-deri@-related factor) (Figure 17). Enclenchée
par une augmentation des niveaux intracellulairdsR@, cette réponse aboutit a la

transcription d’un certain nombre d’enzymes de xi&tmtion, parmi lesquelles divers acteurs
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des systémes glutathion et thioredoxine, la catatak superoxyde dismutase. Nrf2 serait ainsi
un interlocuteur privilégié de la mitochondrie ehsnfluence sur la biogénese mitochondriale

et la phosphorylation oxydative a été démontrésh (2015).
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Figure 17 : activation de la voie Nrf2 par les ERQ(d’'aprés Chen et al.).En conditions
d’homéostasie, Keapl (kelch-like ECH-associatedemmol) se lie a Nrf2 et active son
ubiquitinylation. Nrf2 ubiquitinylé est alors dégapar le protéasome. En conditions de stress
oxydant, I'élévation des niveaux d’ERO entraineskparation de Keapl et Nrf2 et la
phosphorylation de Nrf2 par des kinases. Nrf2 phoggé gagne alors le noyau ou il se fixe a
des séquences ARE (Antioxydant Response Elemeé$eptes sur des genes codant des
protéines de détoxification.

Les facteurs de transcription FOXO (Forkhead boxc@)stituent également un moyen de
réponse au stress oxydant. L’accumulation d’ER@itnghe phosphorylation de FOXO3 par
les kinases JNK (Jun-N-terminal kinase) et MST1rtmelian STE20-like protein kinase).
FOXO3 phosphorylé integre le noyau ou il va indlér¢ranscription d’enzymes telles que la
catalase, la superoxyde dismutase, les isoformexcinoindriales de la thioredoxine et de la
thioredoxine réductase, ou encore les peroxire@sxi?rx3 et 5. A I'image de Nrf2, FOXO3
intervient dans la fonction mitochondriale, notamingans la dynamique mitochondriale, la
mitophagie, 'apoptose et la réponse UPR mitochiatedrA c6té de son réle pro détoxification,
FOXO3 peut également réduire la production d’'EROnamyen d’'un ralentissement de

I'activité respiratoire (Kim and Koh 2017)
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V- La protéase Lon

La protéase Lon a fait I'objet d’'une revue écriémslle cadre de ces travaux de doctorat.
Insérée en annexe, cette revue détaille la strigule fonctionnement de Lon ainsi que son
implication dans le contréle qualité mitochondratec la bibliographie afférente. Le contenu
de cette publication sera donc seulement résura@res, enrichi des informations sur Lon

parues depuis.
A) Structure et fonctions
1) Structure et mode opératoire de la protéase Lon

Premiere protéase ATP-dépendante identifiée, Lomrms protéase a sérine présente
chez les bactéries, les archées, dans les mitodkendes cellules eucaryotes et dans les
chloroplastes des cellules des algues et des plabbelée par un géne nucléaire, elle est active
sous la forme d’'un anneau homo-oligomérique complas® nombre d’unités variable selon

les especes, le plus souvent six ou sept chaimgsepdidiques (Figure 18).

Chaque polypeptide de Lon comporte au moins deumadtes, un domaine
protéolytique et un domaine AAA+ de liaison et dlnglyse de I'ATP. Le domaine
protéolytique porte une dyade catalytique sérims@mbly. Chez I’'homme cette sérine nucléophile
est la 355 et c’est la lysine kos qui assure le réle de catalyseur acide-base emtdé@ant le
groupe hydroxyle de cettess

Les protéases Lon se répartissent en deux familkes.protéases Lon A, présentes
principalement chez les bactéries et dans lesleslaucaryotes, sont caractérisées entre autres
par une constitution monomérique déclinée en ftpaisies (Figure 19). Aux deux domaines
évoqués ci-dessus s’ajoute effectivement en N-4tegrand domaine d’interaction avec les
substrats d’environ 300 acides aminés. Essentieliéndentifiées chez les archées, Lon B n'a
pas de séquence dinteraction avec les substratiN-&ar mais dispose d’'une région
transmembranaire insérée dans le domaine AAA+ eumpt I'orientation de son pore central
vers la face interne de la membrane cellulairenlitouve aussi Lon B dans certaines bactéries

abritant les deux catégories de protéase Lon.
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Figure 18: structure de la protéase Piml/Lon de Scerevisiae observée en cryo-
microscopie électronique (d’aprés Stahlberg et al1999).La protéase Lon a une structure
en anneau. L’hydrolyse de 'ATP induit un changetrda conformation de Lon : 'anneau
dissymétrique présentant deux protrusions adjasemeabsence d’ATP devient symétrique en
présence d’ATP. Ces variations de forme suggérantigs modifications de conformation sont
nécessaires au dépliement et a la translocatiosutesrats vers le site actif de Lon.

structure oligomérique structure monomérique
N-ter
l N : interaction avec les
protéines substrats
— module AAA+: liaison et
hydrolyse de I'ATP
) P protéolyse (dyade
catalytique ser-lys)
C-ter

Figure 19 : schéma des structures oligomérique etanomeérique des protéases Lon A.
Chaque monomeére de Lon porte les trois domainesseates a son fonctionnement : de N-ter
vers C-ter, un domaine d’interaction avec les sabstun module de liaison et d’hydrolyse de
I’ATP, un domaine protéolytique.
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La séquence N-ter de Lon A joue un role importamisd’association avec les substrats.
Des variants de Lon affectés de délétions dans céffion ont démontré une incapacité a se
lier avec leurs substrats tandis que leur actidiiBPase est maintenue. Aucun signal
d’adressage vers la dégradation n'ayant été idérddns la mitochondrie, c’est la perte de
structure secondaire des protéines substrats igii seconnue par Lon. Elle interagit ainsi avec
des séquences hydrophobes normalement enfouies@udes protéines et rarement exposées
en surface. Les protéines mal repliées ne soneftmatpas les seules proies de Lon puisque
celle-ci dégrade également des protéines nativgslaitices porteuses d'un signal de
dégradation a leur extrémité N ou C-ter. C’estdg de la protéine SulAE: coliqui arbore un
tel signal de dégradation en C-ter. Cette séquédiackkessage est modérément hydrophobe et
se termine par une tyrosine suivie d’'une histidaeyx résidus particulierement sensibles en
matiere de liaison a Lon. L’adjonction a une pnoéémodele des vingt derniers résidus de
I'extrémité C-ter de SulA s’est d’ailleurs révélgeffisante pour induire une dégradation par
Lon. Une fois reconnues, les protéines cibles dedant dépliées si nécessaire puis transférées
de facon ATP-dépendante dans le pore centralgtetéase, direction la chambre protéolytique

que la fixation de I'ATP au module AAA+ aura renchctive.

substrat
oligomérique
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Figure 20 : rbole potentiel des hexameéres et "dodéogres” de Lon dans la dégradation
des protéines (d’aprés Vieux et al., 2013 association de deux hexameres de Lon au niveau
des domaines de reconnaissance des substratstabtauformation d’un "dodécamere”. Les
domaines N-ter forment alors une sorte de portapéchant I'accés des protéines de grande
taille.

— noyau
enzymatique

— domaines de
reconnaissance
des substrats

L’extrémité N-ter de Lon ne sert pas uniquemerat tonnaissance des substrats. Elle
régule aussi I'activité de la protéase. En effdiXation du substrat a ce domaine enclenche
une réponse modulable qui ne se traduit pas auigueatent par une dégradation et qui
mobilise les deux autres domaines du monomere leo des intensités variables. L’activité
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de Lon peut aussi étre contrdlée par ses subgtBats 2009), par des modifications post-
traductionnelles (Zhou 2018) ou par ses propragtsires quaternaires. Ch&z coli, deux

hexameéres de Lon peuvent interagir au niveau de demaine N-ter formant ainsi un
"dodécamére” muni en son centre d’'une sorte deaipartii semble limiter I'acces a la

dégradation aux protéines de petite taille (Figdke

Quant aux inhibiteurs de Lon, aucun de ceux décisigu’ici ne sont spécifigues méme

si quelques molécules ont révélé des résultats gitenrs.

2) Une protéine de stress

Postée dans la matrice mitochondriale, donc dansnuitonnement particulierement
exposé aux dommages engendrés par les ERO, laageotéon est considérée comme la
premiere ligne de défense contre I'accumulation mteseines oxydées. Une fonction qui la
place au cceur des processus impligués dans ldisgethent et un certain nombre de

pathologies.

L’investissement de Lon dans I'élimination des prnoés oxydées a été maintes fois
observé. Bayot et al. (2010) ont ainsi identifié deotéines telles que Hsp60 ou Sod2 montrant
un niveau d’oxydation accru chez des levures sgpsmant Lon. Une fois endommagées, les
enzymes dotées de groupes prosthétiques sensiblesydation font partie des cibles
privilégiées par Lon. De plus, que ce soit danfile de rats agés, dans la levure ou dans des
cellules HelLa, une accumulation de cellules carlgmsya été remarquée concomitamment

avec une baisse de l'activité de Lon.

L’apport de Lon dans le contréle qualité de la wiitendrie déborde du cadre de la
dégradation des protéines modifiées. La protéassviant également auprés de I'ADN
mitochondrial et des protéines mal repliées. ClaefeVure, Lon dégrade ces dernieres en
coopération avec des chaperones ou lorsque célesrcdéfaillantes. Toujours chez la levure
mais aussi chez les mammiféres et les bactériespeoat empécher 'accumulation de protéines
mal repliées grace a une activité de chaperongerntiante de sa fonction protéolytique. Cette
activité de chaperone I'améne par ailleurs a pepdrt a 'assemblage des complexes de la
chaine respiratoire (Rep 1996). Quant a I’ADN ntitmredrial, Lon a la capacité de s’y lier sur
des séquences spécifiques. Dans les cellules demifenes en culture, il s’agit

préférentiellement de la région contréle conterlastorigines de réplication ainsi que les
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promoteurs des brins lourd et Iéger. Lon interféeeplus avec certaines composantes du
nucléoide, a savoir la polyméragk, I'hélicase Twinkle et le facteur de transcriptidFAM
gu’elle dégrade, ce qui suggere qu’elle est im@eydans la maintenance et la régulation de la
réplication et de la transcription du génome mitsahrial. La perte de Lon se traduit d’ailleurs

par des délétions et une altération de I'expressamngenes mitochondriaux de la levure.

Autant de constats qui permettent d’accorder a s fonction de protéine de stress.
D’autant que des sites de fixation de facteursrdastription tels que HIF-1 (Hypoxia-
Inducible Factor 1) ou Nrf 2 ont été détectés syprbmoteur de Lon (Pinti et al. 2011). Cette
vocation, Lon n’en a pas seulement donné la préasaa un stress oxydant. Elle a également
déemontré qu’elle est capable de répondre a unttigomique ou a une carence en sérum (Ngo
and Davies 2009).

B) Lon et la dysfonction mitochondriale

Acteur clé du contrble qualité mitochondrial, laoi@ase Lon occupe un poste
stratégique dans le maintien de I'homéostasie dedtice mitochondriale et, de 1a, dans la
fonction et l'intégrité structurale de la mitochoied D’ou les perturbations enregistrées au
niveau de la morphologie et la fonction mitochoal#s dans des fibroblastes de poumon
appauvris en Lon, perturbations accompagnées dictivation de I'apoptose. A l'inverse une
hausse des niveaux de Lon a été associée a urtimfomitochondriale conservée et une survie
cellulaire améliorée dans des cellules de patigmi$frant de rhabdomyosarcome exposees a
différents stress. De méme, une stimulation dadgémése mitochondriale a été observée en
méme temps qu’'une plus forte expression de Lon deszrats atteints d’hyperthyroidie ou
d’'un hépatome de Zadjela.

L’on comprend une bonne partie de ce que la mitodtie doit & Lon a I'inventaire de
ses cibles identifiées a ce jour. Cette liste negegplusieurs fleurons des divers compartiments
de la vie des mitochondries. L’on peut ainsi cR&éNK1 dans le domaine de la mitophagie,
(Thomas et al. 2014), I'aconitase mitochondriale @yruvate déhydrogénase kinase 4 (PDK4)
dans le métabolisme énergétiqdeta and Davies 2002), (Crewe et al. 2017), TFAMdgla
réplication et la transcription de I'ADN mitochormalr (Lu et al. 2013), ou encore les
sulfiredoxines importées dans la mitochondrie densadre de la signalisation redox (Kil,
2015).
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Cette contribution de Lon a I'homéostasie mitochiaie lui vaut une part de
responsabilité significative dans la dysfonctiortatihondriale, en général et, en particulier,
dans la longévité et le vieillissement. La duréevigeréplicative est diminuée chez la levure
subissant une déficience en Lon (Erjavec, 2013)in&kerse, une surexpression de Lon a
allongé la durée de vie en bonne sant® danserinaLuce, Osiewacz 2009). Par ailleurs, les
mutations du génome mitochondrial s’accumulant dedemps, le réle de maintenance que
Lon exerce sur ’ADN mitochondrial constitue luissii un moyen d’agir sur les effets du

vieillissement.

De plus, une baisse d’expression et/ou d’activétéah a été notée chez la souris (Bota,
Davies 2002). Comme si cela ne suffisait pas,fletsenéfastes que le temps inflige a Lon sont
exacerbés par I'amplification d’un stress oxyddmbaique. Ngo et al. (2013) se prononcent a
ce sujet pour une régulation de Lon en deux phassayoir une intensification de son action
sous l'effet d’'un stress transitoire suivie par affaiblissement lorsque ce stress devient
chronique. De plus, dans un modele murin d’insaffce cardiaque, Lon a démontré une
propension aux modifications oxydatives amoindrissaa capacité protéolytique. Les
propriétés de Lon varient toutefois d’'un tissuaautre. Une augmentation des niveaux de Lon
liée a I'age a ainsi été détectée dans des cceuas e méme temps gu’une activité inchangée
laissant supposer une accumulation de protéasemhbotives. Enfin, une sous expression de
Lon a induit des anomalies morphologiques sur deschondries de fibroblastes pulmonaires
humains ainsi qu’une stimulation de la mitophagiasides cellules HeLa. Une augmentation
des niveaux de PINK1-Parkin dirigeant la mitochdmdrers la mitophagie a d’ailleurs été

démontrée chez la drosophile déficiente en Lon.

Revers de la médaille, le bénéfice que 'homéastamiochondriale tire de la présence
de Lon semble profiter aussi a la stratégie pnaifée de la cellule cancéreuse. En effet, sans
Lon, cette derniére semble se porter moins bientéamigne la moindre susceptibilité a
développer des tumeurs décelée chez des souri®h@étes pour Lon et le phénotype de
sénescence observé dans des cellules murines deami sous exprimant Lon (Quiros et al.
2014).

Pour conclure, deux pathologies attribuées cheandine a des mutations de Lon
attestent du lien étroit qui unit cette protéada fonction mitochondriale. Des mutations de
Lon ont été récemment décelées chez un enfantnpaésaine acidose lactique congénitale,

une faiblesse musculaire et des anomalies obsem@elRM (Imagerie par Résonance

48



Magnétique) suggérant un syndrome de Leigh (Petdr2018). Le tableau clinique de ce bébé
décédé a I'dage de 7 mois rassemblait donc les sidlume pathologie mitochondriale. Une
biopsie musculaire a d'ailleurs révélé dimportantdeficiences de la phosphorylation

oxydative ainsi qu’une sévere déplétion de ’ADNaouhondrial.

Quatre mutations de Lon ont été trouvées chez éiggmnes souffrant du syndrome
Codas (Strauss et al. 2015). Les lignées cellddymphoblastoides générées a partir de ces
patients ont notamment révélé des anomalies deiphmlogie mitochondriale, des inclusions
intra mitochondriales denses aux électrons, desgatg de sous-unités 2 du complexe IV de la
chaine respiratoire et une capacité de réservaatspe diminuée. Le tout aboutissant a une

homeéostasie protéique et une fonction mitochoresialtérées.

Les manifestations caractéristiques de la malaahie des troubles psychomoteurs, une
cataracte, une dentition anormale, un retard di&mgdentaire, des malformations auriculaires,
une surdité neurosensorielle, une petite taillecauge dysplasie épiphysaire marquée et un
phénotype facial peu commun caractérisé par unsgeppalpébrale, des yeux bridés et des
narines antéversées. Certains de ces signes dmispnt retrouvés dans d’autres maladies
mitochondriales mais ce n’est pas le cas de toes.dérniers troubles pourraient provenir de
processus dépendant de I'activité de Lon et étarstaninfluence au-dela de la mitochondrie.
lIs rappellent en tous cas, si besoin était, quedééase Lon est encore loin d’avoir livré tous
ses secrets. Un nouveau champ d’action n’'a-t-ilgg@gécemment ajouté a son répertoire, a
savoir les microdomaines membranaires inter-organiformés entre le réticulum

endoplasmique et les mitochondries (Polo et al7201
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Introduction

Principal producteur d’énergie de la cellule euoteyla mitochondrie est également
une source majeure d’espéeces réactives de I'oxygER®) et une cible privilégiée des
dommages oxydatifs infligés aux protéines. Les ggous responsables d’'une augmentation
des niveaux d’'ERO et de protéines oxydées sorddext altérations du fonctionnement de la
chaine respiratoire, de la dynamique, de la bicggeéde I'autophagie mitochondriales. Autant
de perturbations qui placent la mitochondrie aurodes mécanismes impliqués dans diverses
pathologies et dans le vieillissement tant celupaie un lourd tribut a I'accumulation de
protéines endommagées et aux déficiences des gstiemmaintenance des protéines (Hamon,
Bulteau, and Friguet 2015), (Murphy 2016), (Cedk@016).

En charge de [I'élimination des protéines endommmagde sein de la matrice
mitochondriale, la protéase Lon est un acteur alé contrble qualité des protéines
mitochondriales. Plus particulierement impliquéagigélimination des protéines oxydées et
la maintenance de I’ADN mitochondrial, elle joueca titre un réle prépondérant dans le
maintien des fonctions mitochondriales et, de #énsdun certain nombre de pathologies ainsi
gue dans les processus liés au vieillissement (8adaDavies 2016). Lon peut elle aussi étre
victime du vieillissement puisqu’elle a démontrés dieficiences liees a I'age, déficiences
s’accompagnant d’une accumulation de protéines fidedi sous l'effet d’'une oxydation
(Delaval, Perichon, and Friguet 2004) ainsi quend’baisse de la durée de vie réplicative chez
la levure (Erjavec et al. 2013).

Les études présentées dans cette publication @mé&hées dans le but de préciser le
réle de Lon dans le maintien de la fonction mitouiriale. Elles ont été réalisées sur des
cellules HelLa transfectées de maniere a obtenisang expression stable de Lon en induisant

I'expression d’un shRNA anti-Lon.

Résultats

Les résultats obtenus ont montré des variation\qifipiques modérées dans les

cellules HelLa sous exprimant Lon.

Une déficience de Lon ne modifie pas la viabiliéecgs cellules. Que ce soit au niveau
de la transcription ou a celui de la traductiorge saus-expression de Lon ne s’accompagne pas

non plus d'une augmentation des niveaux d’expressiesurés sur un certain nombre de
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protagonistes des différents secteurs du contndddit§ mitochondrial, a savoir la protéolyse,
la détoxification, la réparation et le chaperonndeg protéines. L'on remarque cependant une
augmentation de l'activité protéolytique dans lanma mitochondriale des cellules déplétées
en Lon alors que, dans cette condition, I'activdté protéasome baisse Iégerement. Autres
acteurs du contréle qualité dans la mitochondréqu’ils peuvent éliminer les mitochondries
endommagées (Meyer, Leuthner, and Luz 2017), (Redned al. 2018), la dynamique du
réseau mitochondrial et le flux autophagique n’agisaent pas affectés par une déficience de

Lon.

Lon intervenant dans la composition de la chaiseiratoire (Sepuri et al. 2017), on
pouvait s’attendre a un impact de sa raréfactiagnlastionction respiratoire. Les différentes
explorations de cette fonction effectuées danstiecde ces travaux n’ont rien révelé de tel.
Concernant le métabolisme énergétique, nous avadésume hausse des niveaux d’'aconitase
mitochondriale en absence de Lon. Un résultat eardavec les travaux de Bota et al. (Bota,
Ngo, and Davies 2005), méme si ce n’est pas ldedsurs observations sur I'effet d’'une sous

expression de Lon en matiere de survie cellulaire.

La mitochondrie se placant en téte des product&RO dans la cellule et Lon ayant
démontré des aptitudes a réguler cette producteR@ (Kuo et al. 2015), cette étude s’est
donc penchée sur les variations redox susceptibdassortir une sous expression de Lon. Une
légére augmentation des niveaux d’ERO et de catatioly des protéines a ainsi été notée sans
impact sur I'expression des diverses enzymes aydantes analysées.

Discussion

Sous exprimer la protéase Lon dans des cellulesidgéhduit pas de réponse marquée
au stress protéotoxique dans la mitochondrie. Limtiea de la viabilité cellulaire n’est donc
pas dd a une riposte des systemes de controledyizditte absence de réaction semble indiquer
que la carence en Lon générée ici n'engendre niaoeempour 'homéostasie protéique
mitochondriale ni une surcharge en protéines dééestes suffisante pour recruter la réponse
mitochondriale aux protéines mal repliées, un megs notamment orchestré par ClpXP (Al-
Furoukh et al. 2015). Quant a l'intensification Itkctivité protéolytique observée dans la
matrice, elle peut étre due a I'activation d’autpestéases telles ClpP oAAA. Elle peut

aussi étre le fait des niveaux de Lon qui persisteigreé le silencing appliqué pour cette étude.
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La sous expression de Lon peut néanmoins instatierertain de niveau de stress. En
témoigne la baisse d’activité du protéasome qut pare la conséquence d’un stress oxydant
(Ding 2015) et nuire a la fonction mitochondriaBrggoszewski, Turek, and Chacinska 2017).
Certes les effets d’'un silencing de Lon sur la famcrespiratoire mitochondriale ne permettent
pas ici de conclure a une dysfonction mitochondrimportante. Toutefois, 'augmentation des
niveaux d’aconitase constatée en absence de Loncgoetespondre a une accumulation
d’aconitase mitochondriale oxydée donc inactivedet nature a perturber la fonction
mitochondriale (Quiros 2018).

La hausse des niveaux d’'ERO et de protéines oxywg&esmble pas non plus atteindre
un degré suffisant pour déclencher une dysfonatidochondriale. L’on n’observe pas la le
niveau de stress oxydant relevé chez la levuréeiiles services de Lon, ce qui peut s’expliquer
par une compensation provenant de l'activité acdaatres protéases comme Clp, absente
chezS. cerevisiag¢Erjavec et al. 2013).

En conclusion, les cellules HelLa n'apparaissentpasi affectées par une déplétion en
Lon que d'autres types cellulaires tels que ledules hépathiques SK-HEP-1 ou les
fibroblastes pulmonaires humains (Bota, Ngo, andi€¥a2005), (Lee et al. 2011). Les effets
d’'un déclin de Lon sont donc dépendants des esptfms des types cellulaires. Différents
facteurs peuvent expliquer ces disparités, tetsMeau de compensation procuré par d’'autres
protéases ou par les effectifs persistants de lLoren reste pas moins qu’une défaillance de
Lon a montré ici une influence sur le statut oxifdd¢ la cellule invitant & poursuivre les

investigations sur le role de cette protéase mdodhale.
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ATP-dependent proteases are currently emerging as key regulators of mitochondrial functions. Among
these proteolytic systems, Lon protease is involved in the control of selective protein turnover in the
mitochondrial matrix. In the absence of Lon, yeast cells have been shown to accumulate electron-dense
inclusion bodies in the matrix space, to loose integrity of mitochondrial genome and to be respiratory
deficient. In order to address the role of Lon in mitochondrial functionality in human cells, we have set up
a Hela cell line stably transfected with a vector expressing a shRNA under the control of a promoter
which is inducible with doxycycline. We have demonstrated that reduction of Lon protease results in a
mild phenotype in this cell line in contrast with what have been observed in other cell types such as WI-
38 fibroblasts. Nevertheless, deficiency in Lon protease led to an increase in ROS production and to an
accumulation of carbonylated protein in the mitochondria. Our study suggests that Lon protease has a

wide variety of targets and is likely to play different roles depending of the cell type.

© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Mitochondria are a major source of intracellular reactive oxygen
species (ROS), the production of which increases with ageing and
cancer. The deleterious effects of ROS may be responsible for the
impairment of mitochondrial function observed during various
pathophysiological states associated with oxidative stress, ageing
and cancer. These organelles are also targets of oxidative damage
(oxidation on mtDNA, lipids, proteins) [1]. An important factor for

Abbreviations: ROS, reactive oxygen species; MTT, 3,4,5-dimethylthiazol-2-yl-
2,5-diphenyltetrazoliumbromide; COX, cytochrome c oxidase; VO,, oxygen con-
sumption rate; FCCP, carbonyl cyanide-trifluoromethoxy phenylhydrazine; CCCP,
carbonyl cyanide-chloro phenylhydrazine; HBSS, Hank’s buffered salt solution.
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6, case courrier 256, 4 Place Jussieu, 75252 Paris Cedex 05, France. Tel.: +33 144 27
32 05; fax: +33 1 44 27 51 40.

E-mail address: bertrand.friguet@snv.jussieu.fr (B. Friguet).
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ronnement, CNRS/UPPA, UMR5254, 64053 Pau Cedex, France.

0300-9084/$ — see front matter © 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2013.12.005

protein maintenance in the presence of oxidative stress is the
enzymatic removal of oxidative modifications and/or protein
degradation. Two soluble ATP-dependent proteases, Lon and ClpXP,
are found in the matrix of mammalian mitochondria. Lon is a
homo-oligomeric complex whereas CIpXP is a hetero-oligomeric
complex. This hetero-oligomer of ClpXP is comprised of two sub-
units: CIpP, the proteolytic component, and ClpX, the ATPase
component [2]. Currently, information regarding the role and the
identity of specific protein substrates for each of the ATP-
dependent proteases is limited [3—7]. The Lon protease is espe-
cially efficient in the recognition and proteolysis of misfolded and
damaged protein structures [8]. Reduced Lon activity has been
associated with insufficient degradation and accumulation of
oxidized protein, impaired mitochondrial function and cell death in
WI-38 fibroblasts [9]. The Lon protease has been reported to exhibit
an age-related impairment in skeletal muscle, liver and heart that
was associated with a buildup of oxidatively modified protein
[10,11]. Age-dependent increases in the levels of oxidatively
modified protein may therefore be due, in part, to decreased
clearance of damaged protein by proteases such as Lon. Lon
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protease expression is enhanced in mammalian cells exposed to
stresses such as heat shock, oxidative stress, endoplasmic reticulum
stress and hypoxia while transient overexpression of Lon protease
partially prevents mitochondrial dysfunction [12—15]. In addition
to its proteolytic activity, mammalian Lon has also been shown to
display chaperone properties and to specifically bind sequences of
human mitochondrial DNA and RNA, as well as to interact with
mitochondrial DNA polymerase vy, the twinkle helicase and to
degrade TFAM [16,17]. Therefore, Lon may participate in replica-
tion/transcription of mDNA. Lon is emerging as an important player
in the mitochondria by operating in protein quality control and
stress response pathways. The effects of its down regulation have
been preferentially evaluated in Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae and Drosophila melanogaster [18—20]. Few studies
investigated the effects of Lon down-regulation in human cells
[9,16,21—23]. We have recently shown that Lon activity declines in
old yeast and that Lon deficiency shortens the replicative life span
of yeast mother cells [24]. This accelerated ageing of cells disrupted
for Lon is accompanied by elevated cytosolic levels of oxidized and
aggregated proteins, as well as reduced proteasome activity. In
order to address the role of Lon in mitochondrial functionality in
human cells, we have set up a HeLa cell line stably transfected with
a vector expressing a sShRNA under the control of a promoter, which
is inducible by Doxycycline. We demonstrated that reduction of Lon
protease results in a mild phenotype. Indeed, we have found no
change in respiration, as well as in the enzymatic activities of the
electron transport system complexes in cell disrupted for Lon. No
changes in mitochondrial dynamics and no increase of mitophagy
were observed. Although down regulation of Lon protease is not
associated with a severe phenotype in HelLa cells, we have found
that Lon deficiency leads to an increase ROS production and an
increased level of oxidatively modified protein.

2. Material and methods
2.1. Materials and cells

All reagents were of the highest purity and purchased from
(Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) unless otherwise stated. HeLa
T-Rex™ cells were transfected (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) with a 68-base Lon-specific oligonucleotide (5'-
gatctccgttcgtctcgeccagecttttcaagagaaaggetgggega-
gacgaactttttggaaagctt-3’) annealed to its complementary sequence
pENTR/H1/T0+ (Block it-Invitrogen) and inserted into pENTR/H1/
TO+ (Block it-Invitrogen) as previously reported [25]. Clones of
HeLa-tet-on-shLon cells were selected in Dulbecco’s Modified Ea-
gle’s Medium (Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) 1 g/L
glucose supplemented with 10% fetal bovine serum, 50 pg/ml uri-
dine (Invitrogen), 5 pg/ml blasticidin (Invitrogen), and 200 pg/ml
zeocin (Invitrogen) and cultured in the presence or absence of 2 g/
ml Doxycycline.

2.2. Cell viability analysis

Cell viability analysis was performed by MTT assay. Cells were
stained with MTT reagent (5 mg/mL). After 2 h incubation with MTT
reagent, the crystals were dissolved with DMSO. Two hundred
microliters of the final solutions were analysed at 562 nm on a
spectrophotometer (Fluostar Galaxy; bMG, Stuttgart, Germany).

2.3. RNA isolation and real-time quantitative PCR analysis
Total RNA from cultured cells was extracted using a NucleoSpin®

RNA II kit (Macherey Nagel, Diiren, Germany). A reverse tran-
scription was performed on 3 pg of total RNA using a SuperScript®

56

39

11l First-Strand Synthesis System (Invitrogen). PCRs were performed
on a LightCycler® 480 Real-Time PCR system (Roche Applied Sci-
ence, Mannheim, Germany) at the technical platform of the IFR 83
at Université Pierre et Marie Curie-Paris 6. Each reaction was car-
ried out in 10 pl with 2 pl of cDNA (equivalent to 10 ng of reverse
transcribed RNA), 500 nM primer concentration, and 1X Light-
Cycler® 480 SYBR Green I master mix (Roche Applied Science).
Serial dilutions of cDNA (40-2 ng) were used to generate a quan-
titative PCR standard curve. To normalise gene expression, ACTB
was used as a reference gene and was amplified with GCTAC-
GAGCTGCCTGACG as forward primer and GGCTGGAAGAGTGCCTCA
as reverse primer. The LightCycler protocol was as follows: 5 min of
95 °C hot start enzyme activation; 45 cycles of 95 °C denaturation
for 10 s, 60 °C annealing for 10 s, and 72 °C elongation for 10 s; and
melting at 95 °C for 10 s, 65 °C for 60 s, and then heating to 97 °C.
Water was used as the template for negative control amplifications
included with each PCR run. All reactions were performed in trip-
licate. Data were analysed using Roche LightCycler® 480 Software,
and CP was calculated by the second derivative maximum method.
The amount of the target gene mRNA was examined and normal-
ised to the ACTB gene mRNA. The relative expression ratio of a
target gene was calculated as described [26], based on real-time
PCR efficiencies. Primers pairs are listed in Table 1 and were
designed using Probe Finder software (available on-line from Roche
Applied Science).

2.4. Morphological analyses

For immunofluorescent labelling of the mitochondrial
compartment, cells were plated at subconfluence on glass cover-
slips at least 72 h before their rapid wash in warm PBS followed by
fixation in 4% paraformaldehyde and 0.1% glutaraldehyde. Mito-
chondrial compartment was visualized using polyclonal antibodies
against cytochrome c oxidase subunit 2 (anti-COX2) [27]. Coverslips
were mounted in Mowiol containing 0.15 pug/mL DAPI. Fluorescent
images were acquired as previously described [28].

2.5. mtROS assay

mtROS production was determined using MitoSOX Red mito-
chondrial superoxide indicator (Invitrogen), which is selectively
targeted to the mitochondria and is fluorescent upon ROS
oxidation. MitoSOX was used according to the manufacturer’s
protocol and published literature [29]. Briefly, cells were incu-
bated with MitoSOX (5 uM) in cell culture media. Cells were then
pretreated or not with inhibitors (2.5 pg/mL antimycin) as indi-
cated. Fluorescence intensity was recorded immediately after the
addition of the probe (t0), and then during a kinetic measurement
of 15 min. Fluorescent signal emitted from the oxidized Mito-
SOXTM Red reagent was detected by flow cytometry (BD Accuri™
C6, BD Biosciences, CA, USA). Rate of superoxide production
during the kinetic measurement was quantified by plotting the
fluorescent values with time and by calculating the slope of the
fitted curve.

2.6. Isolation of mitochondria and preparation of protein extracts

Cells were harvested and resuspended in MST buffer (210 mM
mannitol, 70 mM sucrose, 5 mM Tris—HCI, pH 7.5). All the subse-
quent steps were carried out at 4 °C. Cells were homogenized using
a dounce. Unbroken cells were removed by centrifugation at 1000 g
for 5 min and supernatants were centrifuged (14,000 g, 10 min,
4 °C). Mitochondria pellets were resuspended with MST. Protein
content was determined using the Bradford method (Bio-Rad,
Marnes la coquette, France). Submitochondrial fractionation and
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Analysis of the expression level of genes of interest. The expression level of genes of interest was determined in control and HeLa cells depleted for Lon by quantitative PCR
experiments, as described in Material and methods. For each gene, the relative expression (Lon depleted cells/control) was determined by calculating the ratio between the
expression level from Lon depleted cells and control cells at day 10 after doxycycline induction. Sequences of primers used are depicted: the first is the forward and the second

is the reverse.

Genes Primers (5'—3') Expression level Expression level Average ratio
in non inducted cells in inducted cells induced/non induced

LON TCATGGTGGAGGTAGAGAACG 0.86 = 0.03 0.08 + 0.00 0.09
TCACGATCTCTGCAGTCAGG

HSP70 CCCTCTTCGCCATCTCCT 0.59 + 0.03 0.65 + 0.04 1.10
GCCCTCATCAACACAGAGAAG

HSP60 GTGGAAAAAGGAATCATTGACC 0.90 + 0.10 0.88 + 0.08 0.98
GTAGTTAACAGAGAGGCCACACC

HSP90 GCAGGGCAACACCTCTACA 0.56 + 0.03 0.78 + 0.11 1.39
TTCCTCAGGCATCAGTAGCC

CLPP GGCCAAGCCACAGACATT 0.72 + 0.04 0.73 + 0.04 1.01
AGAGCTGCTTCTTGAGCTTCAT

CLPX GGTGCTTTCAATGGTTTAGACAG 0.98 + 0.06 0.85 + 0.10 0.87
GATGGTGTTCCAAATCCAAGA

AFG TCATCTCCGACCGCTAAAAC 1.16 + 0.07 1.04 + 0.09 0.90
ATGCCAGTTTTCTTGCCAAT

HTRA2 GGGCAGTGCTGTTGTTGTT 0.88 + 0.05 0.89 + 0.08 1.01
CATCTGCGATGAAGTTGTACTGA

PHB1 GTGGCTCGCTTTGATGCT 1.03 + 0.05 0.94 + 0.05 0.91
GCTCGCTCTGTAAGGTCGTC

PHB2 GATGCTTGGAGAAGCACTGA 0.79 + 0.06 0.65 + 0.06 0.82
GTGATGTGGCGATCGTCTT

ACO2 CAGTGGGACAGGAAGGACAT 0.84 + 0.06 0.84 + 0.06 1.00
TCCTGTTGTAGGAGGTGACGA

OPA1 CCGTTAGCCCTGAGACCATA 0.75 + 0.15 0.72 + 0.05 0.96
CACCTGGTAAGTCAACAAGCAC

MFN1 AGATTTTCAAGAGGATATTGTATTTCG 0.92 + 0.17 1.24 + 0.06 1.35
TTCTAGGGCCCAAAAATCG

MFN2 GCTCTGGGACAAAGTTCTGC 0.82 + 0.05 0.59 + 0.03 0.72
GGCCATCTGTGCCCTCTA

MSRA AAACTGGCCATGCAGAAGTC 0.88 + 0.04 0.68 + 0.09 0.77
TTGAGCAGTTCCTCAAAACTCA

MSRB GGGAGGCAGGGTCTCTTG 1.05 + 0.13 0.84 + 0.05 0.80
CTGCTCCGGGGTTAGTTTCT

GPX1 CCCTCTCTTCGCCTTCCT 0.97 £ 0.12 0.72 + 0.07 0.74
CAACATCGTTGCGACACAC

SOD2 GCAAGGAACAACAGGCCTTA 0.62 + 0.02 0.69 + 0.03 1.11
GTAGTAAGCGTGCTCCCACAC

CAT TTTAACGCCATTGCCACAG 0.81 + 0.07 0.60 + 0.03 0.74
AATGTCATGACCTGGATGTAAAAA

OMAT1 CATTGTAGGCAGGGGCATAA 0.76 + 0.12 0.79 + 0.04 1.04
CAAACCAAGGAATAGCTTCCA

GPX4 CACCAAGTTCCTCATCGACA 0.63 + 0.05 0.63 + 0.05 1.00
GGGCAGGTCCTTCTCTATCA

matrix preparation were carried out as previously described [30],
by hypotonic shock followed by sonication (1 min, 3 times) in
10 mM HEPES buffer (without EDTA; pH 7.2) and centrifugation
(100,000 g, 60 min, 4 °C).

2.7. Enzymatic activities and high resolution respirometry

The activity of respiratory complexes I, III, IV, combined II + III,
and citrate synthase were analysed as described [31]. High reso-
lution respirometry was performed on intact cells diluted in culture
medium with 1 g/L glucose as described [32]. Subsequent
sequential additions were: 0.5 pg/mL oligomycin to measure re-
sidual respiration (resting VO3), 7.5 uM CCCP doses up to maximal
respiration rate, and finally 1 mM KCN to evaluate non-respiratory
oxygen consumption.

2.8. Measurement of mitochondrial proteolytic activity

Proteolytic activity was assayed as the rate of fluorescein iso-
thiocyanate (FITC)—casein (Sigma, Saint-Quentin-Fallavier, France)
degradation. Matrix protein were incubated in the assay buffer
containing 10 mM MgCl,, 1 mM DTT and 50 mM Tris, pH 7.9, in the
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presence of 8 mM ATP. Proteolysis of FITC—casein (5 ug) was then
performed at 37 °C. At indicated times, a 20 pL aliquot was removed
and proteins were precipitated with 10% TCA (w/v). The mixture
was then centrifuged at 15,000 g for 30 min at 4 °C. The supernatant
containing the peptide fragments was neutralized by addition of
100 pL of 100 mM potassium borate, pH 10. The level of peptide
fragments was determined by fluorimetric analysis (e = 515 nm
and Aexc = 495 nm). Proteolytic activity was linear for 90 min under
these conditions.

2.9. 20S proteasome peptidase activity

Peptidase activities of the proteasome were assayed with fluo-
rogenic peptides. Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-amidomethylcoumarin
(LLVY-AMC) was used for the chymotrypsin-like activity as previ-
ously described [30]. The mixture, containing 20 pg of cytosolic
total protein in 25 mM Tris, pH 7.5, was incubated at 37 °C with the
appropriate peptide substrate (25 uM LLVY-AMC) in a final volume
of 200 pL. Enzymatic kinetics were monitored in a temperature-
controlled microplate fluorimetric reader (Fluostar Galaxy; bMG,
Stuttgart, Germany). Excitation/emission wavelengths were 350
nm/440 nm for aminomethylcoumarin.
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2.10. Western blotting

Antibodies were anti-COX2, anti-MFN1, anti-MFN2 prepared in
the group of Anne Lombés, France [27,28]; anti-aconitase as pre-
viously described [33]; anti-Hsp70 and Hsp60, anti respiratory
chain complexes (cocktail OXPHOS) from Invitrogen; anti-70 kD,
anti-OPA1 and DRP1 from (BD Biosciences), anti Lon, Clp, HNE and
AGE prepared in the group of Bertrand Friguet [34]; and anti-a
tubulin and actine from Sigma—Aldrich.

For western blotting proteins were separated by 12% SDS-PAGE
and electrotransferred onto a Hybond nitrocellulose membrane
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, USA). Primary anti-
bodies were visualized using peroxidase-conjugated secondary
antibodies from Bio-Rad (Hertfordshire, UK). Quantification of
western blot signals was performed using GeneSnap from Syngene
application.

2.11. Detection of carbonylated proteins

Carbonylated proteins were detected and analysed after the
derivatization of protein carbonyl groups with 2,4-dinitrophenyl
hydrazine (DNPH) (Protein Oxidation Detection Kit, OxyBlot™,
Millipore). Derivatized samples were incubated in Laemmli sample
buffer for 5 min at 100 °C, resolved by SDS-PAGE in a 4—20%
acrylamide gel and electrotransferred onto a Hybond nitrocellulose
membrane (Amersham Pharmacia Biotech). The primary antibody
for western blotting was raised against dinitrophenylhydrazone.

2.12. Autophagy assay by long-lived protein degradation

The degradation of radioactive L-[14C]valine-labelled long-lived
proteins was measured as follows: cells were incubated for 24 h in
complete medium with 0.1 pCi L-[14C]valine to label total proteins.
Radioactivity was further pre-chased for 1 h in complete medium in
the presence of an excess of r-valine (10 mM) to remove the
contribution of short-lived protein degradation. Finally, cells were
incubated for 6 h either in complete medium or in Hank’s Buffered
Salts Solution (HBSS) (autophagy was induced by amino acids and
serum starvation in Hank’s Buffered Salts Solution buffered with
2.2 g/L NaHCO3) in the presence or in the absence of bafilomycin-
A1l and with an excess of r-valine. Supernatants were collected
and free amino acids precipitated with 80% trichloroacetic acid
(TCA), while proteins in adherent cells were precipitated with 10%
TCA. Radioactivity was quantified in a scintillation liquid analyser
Tri-carb 2100TR (Packard). Proteolysis is expressed as the per-
centage of free radioactivity released in the supernatant relative to
the total radioactivity.

2.13. Statistical analyses

Quantitative data were expressed as median with bars showing
the range from 10 to 90 percentiles unless specifically indicated. All
values are expressed as the mean + SEM. Differences in means
between 2 groups were analysed using 2-tailed Student’s t test or,
when data were not normally distributed, with a nonparametric
Mann—Whitney U test. The threshold for significance was set at
p = 0.05.

3. Results and discussion

3.1. Lon deficiency does not induce a mitochondrial proteotoxic
stress response in HeLa cells

To investigate whether a decline in Lon protease expression
affected mitochondrial function in HelLa cells, one specific ShRNA
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was transfected into HeLa T-REx™ cells and after 10 days of in-
duction with doxycycline the degree of Lon reduction (90% of
extinction) was measured by RT-PCR and Western blot analysis in
two selected clones (Fig. 1 and Table 1). For the rest of the study we
have chosen to work on the clone L2. The silencing of Lon did not
alter cell viability as measured by MTT assay (data not shown). We
reasoned that the ability of Lon-depleted cells to maintain cell
viability might be related to adaptative changes in the composition
of the mitochondrial protein control systems. To investigate this,
we measured mRNA levels of the genes encoding the mitochondrial
proteases Clp, HtrA (inner membrane protease), AFG3L2 (m-AAA
protease) and mitochondrial chaperones Hsp60, 70 and prohibitins
(Scaffold proteins). Prior studies have shown that disruption of
mitochondrial protein homeostasis and misfolding of mitochon-
drial protein can induce the transcription of selected nuclear genes
encoding mitochondrial chaperones and proteases [35]. We found
that the mRNA levels of all these genes were similar in Lon-
depleted cells and control cell lines (Table 1). Moreover we
confirmed these observations by western blot analysis (Fig. 1A). We
found no evidence of increased transcription of genes encoding
mitochondrial chaperones in Lon knockdown cells indicating that
the level of protein misfolding is insufficient to activate the mito-
chondrial unfolded protein response [36]. Not much is known to
date about the substrate specificity of the CIpP complex. It has been
shown that ClpP is able to degrade a folding-impaired variant of a
mitochondrial enzyme medium-chain acyl-CoA dehydrogenase
[37]. This observation indicated a role of CIpP in protection against
proteotoxic stress, similar to the Lon protease. However, the func-
tional relationship between the two proteases existing in
mammalian matrix mitochondria, Lon and ClpP, remains to be
clarified. We next examined the fate of ATP-stimulated casein
degradation activity of mitochondrial matrix that is a measure of
both Lon and Clp proteolytic activities. We observed a 3 fold in-
crease of this activity (Fig. 1B) in cells depleted in Lon protease and
no change in basal casein degradation in the absence of ATP
(Fig. S1) suggesting an activation of the other mitochondrial matrix
ATP-dependent protease Clp, without an induction of its expression
(Fig. 1A). In addition to Clp, mitochondrial membrane-associated
proteases of the AAA family such as m-AAA and the remaining
Lon protease could be also involved in the increase in ATP-
stimulated proteolytic activity. We also observed a mild decrease
in proteasome activity in cells depleted for Lon protease (Fig. 1C),
which is in agreement with what we have previously observed in
yeast depleted for Lon [24]. It is well established that proteasome
dysfunction can be a consequence of oxidative stress and that
proteasome inhibition induces mitochondrial dysfunction [38].
This creates a complex picture, in which several pathways are
interconnected [39]. The dual role of Lon may be critical for protein
maintenance and mitochondrial protein degradation to prevent
impairment of the 20S proteasome. This observation highlights the
interdependency between cytosolic and mitochondrial protein
degradation systems.

3.2. Lon depleted HeLa cells show no significant alteration of
mitochondrial activities

Lon protease is a multitasking protein [3,17,40,41]. Aside from its
proteolytic activity it exhibits chaperon-like functions and is
necessary for the assembly of the electron transport chain com-
plexes [40—42]. We expected that respiratory function would be
strongly affected by Lon deficiency. Therefore, we undertook inte-
grated OXPHOS evaluation using spectrophotometric assays and
high-resolution respirometry (Table 2 and Fig. 2). Analyses of intact
cells respiration using Oroboros technology did not show any dif-
ferences between control and Lon-depleted cells. HelLa cells
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Fig. 1. Proteotoxic stress response in Lon depleted cells. Panel A: Western blot analysis of matrix proteases and chaperones of 2 selected clones L2 and L3 in whole cell homogenates
from Lon depleted cells (+-DOX) and control cells (—~DOX) at 10 days after doxycycline induction. Panel B: Mitochondrial proteolytic activity was measured as the rate of degradation
of FITC—casein in the presence of 8.0 mM ATP. White bars: control cells, black bars: Lon depleted cells. Values represent the mean + SEM for 3 separate experiments. Panel C:
Proteasome activity was measured in the cytosolic fraction from control cells (white bars) and Lon depleted cells (black bars). Chymotrypsin-like activities of proteasome present in
the cytoplasmic milieu were evaluated using the fluorogenic peptides LLVY-MCA. The specific inhibitor MG-132 (20 uM) was used to ensure that measured activities were due to the
proteasome. Values represent the mean S.D. p values (¢ test) for Lon depleted cells versus control cells are: *p < 0.05.

disrupted for Lon displayed no changes in the routine oxygen
consumption rate (Basal VO,) compared to control cells grown in
the presence of glucose only (Table 2). The non-coupled respiration
(Resting VO;) induced by the addition of oligomycin and the
maximal respiration (Maximal VO;) induced by FCCP was not
different between both conditions. It has been reported that Lon
deficiency in WI-38 fibroblasts leads to impaired respiration [9]. To
address the apparent discrepancy among OXPHOS alterations
previously reported, we analysed the steady-state amount of
several OXPHOS subunits using Western blot analysis of cell ho-
mogenates (Fig. 2). We did not detect any changes in the abundance
of many components of the respiratory chain or any defects in the
activities of the complexes measured by spectrophotometric assays
(Table 2). We also detected an increase in mitochondrial aconitase
expression suggesting that it is also a substrate on Lon in HeLa cells.
However, our data are not in accordance with Bota et al. [9]
showing that Lon deficiency triggers apoptosis due to
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mitochondrial dysfunction. We postulate that different cells used in
the experiments and the degree of Lon expression may explain this
discrepancy. We have established the Lon knockdown cells over a
period of 10 days in order to get less than 10% of the endogenous
protease and the cells grow for at least 1 month. In human fibro-
blast, depletion of Lon over 4 days resulted in apoptic cell death [9]
whereas Lon knockdown in human carcinoma allows survival for at
least two weeks and Drosophila Schneider cells disrupted for Lon
can grow for at least 6 months [18,25]. Our data suggest that
variation in cell viability as a result of Lon depletion may exhibit
various cellular tolerances. In Arabidopsis thaliana the absence of
Lon protease results in a small growth phenotype but the mutants
are able to develop to maturity and no effects on the respiratory
activity was observed suggesting that the role of Lon is partially
redundant within the protease network of mitochondria [7]. Our
data are still very different from what we and others observed in
yeast. Loss of Lon in yeast is reported to contribute to significant
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Table 2

Mitochondrial activities in Lon depleted cells. Spectrophotometric assays: activities
are expressed as nanomoles per minute and milligram protein in the cell homoge-
nates; complex Il = succinate ubiquinone oxido-reductase; complex Il = antimycin
sensitive ubiquinol cytochrome c oxido-reductase; complex IV = cytochrome c
oxidase; complex II + Il = succinate cytochrome c oxido-reductase. High resolution
respirometry on intact cells in their culture medium; basal VO, (minus cyanide
insensitive VO,) and resting VO, (VO; in the presence of 1 pg/mL oligomycin minus
cyanide insensitive VO,); maximal VO, (highest VO, obtained after graded additions
of CCCP minus cyanide insensitive VO,). Results (nmol O,/mL) expressed as
mean + standard deviation; the number of independent measurements data is
indicated between brackets for each investigation.

Control Lon depleted cells
Spectrophotometry (n=4) (n=4)
Complex II 41.0 £ 5.0 345+75
Complex II + III 415 + 4.0 33,5+ 0.5
Complex III 60 +£7 59 +2
Complex IV 85+7 77 £ 6
Citrate synthase 129 +2 136 + 3
Intact cells (n=3) (n=3)
Basal VO, 35+8 33+3
Resting VO, 14+ 4 13+2
Maximal VO, 82+7 85 +5

overall respiratory defects by affecting the expression and abun-
dance of several elements of the cytochrome c oxidase complex and
cytochrome b/c1 and ATP synthase [3,4,41,43—45]. These observa-
tions may be explained by the fact that yeast has no Clp protease to
compensate its functions and hence Clp may be implicated in the
respiratory chain complexes quality control in Lon-depleted HeLa
cells.

3.3. Lon depleted HeLa cells show an increase in mitochondrial ROS
production

Mitochondria are major sources for the generation of ROS and
mitochondrial dysfunction leads to an increase in ROS production
[46]. Lon regulates ROS generation of hypoxic cells by degrading
COX4-1 [13]. We thus decided to measure mitochondrial ROS
production using MitoSOXred. Depletion of Lon resulted in a slight
increase of ROS production by the mitochondria (Fig. 3A). This
increased level of ROS production did not induce the expression of
mitochondrial antioxidant enzymes such as GPx4; Sod2, methio-
nine sulfoxide reductase A or catalase (Table 1). Our results are in
line with previous studies showing that Lon deficiency in liver and
muscle as well as in Schneider cells from Drosophila causes an
increase in ROS production [18,23,47]. The question arises how Lon
disruption will cause a slight increase in ROS without any defect in
electron transport chain. At this moment with have no clear
answer for this question. We had to measure the mitochondria
respiratory complexes activity on purified mitochondria so we
cannot rule out that we have isolated only mitochondria that were
functional.

Excessive ROS production can damage mitochondrial proteins
[1]. As previously reported in many cell lines, deletion of Lon in
Hela cells leads to an increase in oxidatively modified proteins
(Fig. 3B) but not in an increase in protein modified by the lipid
peroxidation product 4-HNE or advanced glycated end products
(AGEs) indicating that Lon is involved in the degradation of car-
bonylated proteins [14,22]. However deletion of Lon in HeLa cells
did not induce a heightened oxidative stress in the mitochondria as
compared to the yeast mutant confirming the compensation by
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Fig. 2. Steady-state of mitochondrial OXPHOS proteins in Lon-depleted HeLa cells. Panel A: representative western blot analysis of complex V a-subunit, complex III corel subunit,
complex I NDUFA9 and NDUFBS8 subunit, complex IV COX2 subunits and complex II Rieske and 70kD proteins and aconitase (Panel B) in whole cell homogenates from Lon depleted
and control cells. Panel C: quantitative analysis obtained in at least 3 independent experiments performed on whole cell homogenates from Lon depleted and control cells using
normalisation to CII 70kD protein and to an identical control sample loaded in each gel. Control values in white bars and Lon depleted cells in black bars are shown as mean and

standard deviation.
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Fig. 3. Increased ROS production and carbonylated protein in Lon-depleted cells. Panel A: Superoxide production measured using MitoSox fluorescent intensity levels in control
(white bars) and in Lon depleted cells (black bars). Rate of superoxide production were measured in culture cell media alone or in the presence of 2.5 pg/mL antimycin. Values
represent the mean S.D. p values (t test) for Lon depleted cells versus control cells are: *p < 0.05. Panel B: Detection of oxidatively modified proteins. Mitochondrial (M) or total cell
extracts (T) were prepared from control (—DOX) or Lon depleted (+DOX) cells after 10 days of induction with doxycycline. To detect carbonylated proteins, the extracts (5 pg of
protein per lane) were treated with 2,4 dinitrophenylhydrazine to derivatize protein carbonyls and then evaluated by SDS-PAGE using polyclonal antibodies to 2,4-dinitrophenyl
moiety. Modification of protein by HNE or AGE was detected by Western blot using an anti-HNE or anti-AGE antibody.

others proteases such as Clp [3,24]. It is tempting to speculate that,
although decreased Lon protease level are compatible with well-
functioning mitochondria in HelLa cells, this shortage in protein
quality control may be overwhelming in case of a heat shock stress
or treatment of the cells by H,0,.

3.4. Lon depleted HelLa cells show no alterations in mitochondrial
dynamics

Mitochondrial fusion is generally accepted to play an effective
role in quality control. Mixing the content of impaired mitochon-
dria with fully functional ones can result in dilution of damage and
a functional organelle [48]. Fission is thought to be an important
component for separating parts of an existing mitochondrion that
are severely damaged or contain high amounts of damaged (e.g.
aggregated proteins) components and it is a prerequisite for trig-
gering mitophagy. To get an integrated evaluation of the Lon
knockdown defect in HeLa cells, we analysed the mitochondrial
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morphology by immunocytochemistry using an antibody against
COX2. As shown in Fig. 4A Lon depleted cells present a tubular
network with a filamentous appearance as for control cells. West-
ern Blot analysis and RTPCR-analysis of the main proteins involved
in mitochondrial dynamics show normal amount for MFN1 and
MFN2, OPA1 and DRP1 (Fig. 4B and Table 1).

3.5. Lon depleted HeLa cells show no increased autophagy

Autophagy has been implicated in the elimination of damaged
mitochondria. Mitophagy is a form of selective autophagy, in which
severely impaired mitochondria are degraded [49]. Because cells
depleted for Lon produced slightly more ROS and high levels of
carbonylated proteins, we further tested whether Lon depletion
conditions induced non-selective autophagy. To this end, we
induced bulk autophagy by starvation, a condition known to in-
crease the autophagic flux [50]. The cells were treated as above
either in the presence (+Baf/Inh) or absence (—Baf/Inh) of



A. Bayot et al. / Biochimie 100 (2014) 38—47 45
A B Dox = +
Dox _ % Lon | s
TO KD | ‘st s
PRP1 mmam - =
OPA1 | SN e
ven1 | T
MFEN2 | S s
Anti-Cox2 tubuline m
160
C -Dox [ | +Dox [N
140
5 120
£ 100 |
(&
5 80
§ 60 -
40 *
20
v o N N N a9
9 2 & &
v K & N

Fig. 4. Cells deficient in Lon protease present a normal mitochondrial morphology. Panel A: Representative images of the anti-COX2 labelled mitochondrial compartment in control
(—DOX) and Lon depleted cells (+DOX). Panel B: Representative Western blot of the amount of MFN1, MFN2, OPA1 and DRP1, the four main proteins involved in mitochondrial
morphology, and of tubulin and complex I 70kD, used as loading controls, Control (—DOX) and Lon depleted cells (+DOX). Panel C: quantitative analysis obtained in at least 3
independent experiments performed on whole cell homogenates from Lon depleted (black bars) and control cells (white bars) using normalisation to tubulin and to an identical
control sample loaded in each gel (CII 70kD). Control cells values (white bars) and Lon depleted cells values (black bars) are shown as mean and standard deviation. *p < 0.05 versus

controls.

lysosomal inhibitors. As shown in Fig. 5, deficiency in Lon does
neither increase nor block the autophagic flux, hence we quantified
the degradation of long-lived proteins by a pulse-chase experiment
after starvation. As previously reported for yeast, deletion of Lon
protease did not induce a detectable increase in bulk protein
degradation [24].

3.6. Conclusion

In this study, we have shown that Hela cells depleted for the
mitochondrial Lon protease exhibit only a mild phenotype in
contrast with other cell types that were previously analysed for the
effects of Lon depletion [9,21,23]. Indeed, our data showed that
cancer cells, i.e. the well known uterine adenocarcinoma HelLa cells,
are not susceptible in the same way to Lon depletion as compared,
for instance, to human fibroblasts and liver cell lines [9,23]. Hence,
several factors have been tackled that may explain the discrepancy
observed between cell types for their sensibility to Lon depletion.
Thus, the effects of Lon depletion seem to be species- and/or cell
type-specific [9,10,14—16,21,23,25]. Interestingly, the depletion of
mitochondrial Lon in HeLa cells may be compensated, at least
partially, by the other ATP-dependent mitochondrial proteases
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Fig. 5. Lon deficiency does not trigger autophagy in Hela cells. Quantification of
protein turnover by measuring the degradation and release of L-[14C]-valine derived
from long-lived proteins. Pulse-labelled control or Lon depleted HeLa cells were either
left untreated (white bars), starved (HBSS, black bars), or treated with bafilomycin
(grey bars), each for 4 h. The results of three independent experiments are shown as
mean percentage of free radioactive valine.
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such as the Clp or the m-AAA proteases. Alternatively, the residual
Lon protease activity in knockdown cells may be sufficient to
degrade its primary protein targets. However, although down
regulation of Lon protease is not associated with a severe pheno-
type, we found that Lon deficiency leads to an increase in mito-
chondrial ROS production and a concomitant accumulation of
oxidatively modified proteins. The identifications of the main
oxidized protein substrates of human Lon protease, as we have
previously reported in yeast, are currently on their way [3].

Author contributions

ALB, AB, AL and B.F designed and performed most of the ex-
periments, analysed the data. M.G, MP.H, L.C, P.R, C.LH performed
some of the experiments and participated to the experimental
design. EB and M.P participated in mitophagy experiments. AL.B
and B.F co-wrote the manuscript.

Conflict of interest statement

The authors declare no conflict of interest.

Acknowledgements

The authors are very thankful to the EU-funded projects PRO-
TEOMAGE (no. 518230), under FP7 and FP6, as well as to the COST
Action CM1001. We would like to thank Dr. Emmanuelle Leblanc,
LVMH Recherche, Saint Jean de Braye, France, for her expert advice
and help with the confocal experiments.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data related to this article can be found at http://
dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2013.12.005.

References

[1] B. Friguet, A.L. Bulteau, I. Petropoulos, Mitochondrial protein quality control:

implications in ageing, Biotechnol. J. 3 (2008) 757—764.

W. Voos, Mitochondrial protein homeostasis: the cooperative roles of chap-

erones and proteases, Res. Microbiol. 160 (2009) 718—725.

A. Bayot, M. Gareil, A. Rogowska-Wrzesinska, P. Roepstorff, B. Friguet,

A.L Bulteau, Identification of novel oxidized protein substrates and physio-

logical partners of the mitochondrial ATP-dependent Lon-like protease Pim1,

J. Biol. Chem. 285 (2010) 11445—11457.

T. Major, B. von Janowsky, T. Ruppert, A. Mogk, W. Voos, Proteomic analysis of

mitochondrial protein turnover: identification of novel substrate proteins of

the matrix protease pim1, Mol. Cell. Biol. 26 (2006) 762—776.

T. Bender, C. Leidhold, T. Ruppert, S. Franken, W. Voos, The role of protein

quality control in mitochondrial protein homeostasis under oxidative stress,

Proteomics 10 (2010) 1426—1443.

T. Bender, I. Lewrenz, S. Franken, C. Baitzel, W. Voos, Mitochondrial enzymes

are protected from stress-induced aggregation by mitochondrial chaperones

and the Pim1/LON protease, Mol. Biol. Cell. 22 (2011) 541—-554.

C. Solheim, L. Li, P. Hatzopoulos, A.H. Millar, Loss of Lonl in Arabidopsis

changes the mitochondrial proteome leading to altered metabolite profiles

and growth retardation without an accumulation of oxidative damage, Plant

Physiol. 160 (2012) 1187—1203.

I. Lee, C.K. Suzuki, Functional mechanics of the ATP-dependent Lon protease —

lessons from endogenous protein and synthetic peptide substrates, Biochim.

Biophys. Acta 1784 (2008) 727—735.

D.A. Bota, J.K. Ngo, KJ. Davies, Downregulation of the human Lon protease

impairs mitochondrial structure and function and causes cell death, Free

Radic. Biol. Med. 38 (2005) 665—677.

[10] D.A. Bota, H. Van Remmen, KJ. Davies, Modulation of Lon protease activity
and aconitase turnover during aging and oxidative stress, FEBS Lett. 532
(2002) 103—106.

[11] E. Delaval, M. Perichon, B. Friguet, Age-related impairment of mitochondrial
matrix aconitase and ATP-stimulated protease in rat liver and heart, Eur. J.
Biochem. 271 (2004) 4559—4564.

[12] R. Fukuda, H. Zhang, JW. Kim, L. Shimoda, C.V. Dang, G.L. Semenza, HIF-1
regulates cytochrome oxidase subunits to optimize efficiency of respiration in
hypoxic cells, Cell 129 (2007) 111-122.

2

[3

[4

[5

(6

(7

[8

[9

[13] O. Hori, F. Ichinoda, T. Tamatani, A. Yamaguchi, N. Sato, K. Ozawa, Y. Kitao,
M. Miyazaki, H.P. Harding, D. Ron, M. Tohyama, M. Stern D, S. Ogawa,
Transmission of cell stress from endoplasmic reticulum to mitochondria:
enhanced expression of Lon protease, ]. Cell. Biol. 157 (2002) 1151—1160.

[14] J.K. Ngo, KJ. Davies, Importance of the Lon protease in mitochondrial main-
tenance and the significance of declining Lon in aging, Ann. N. Y. Acad. Sci.
1119 (2007) 78—87.

[15] J.K. Ngo, KJ. Davies, Mitochondrial Lon protease is a human stress protein,
Free Radic. Biol. Med. 46 (2009) 1042—1048.

[16] B. Lu, J. Lee, X. Nie, M. Li, Y.I. Morozov, S. Venkatesh, D.F. Bogenhagen,
D. Temiakov, C.K. Suzuki, Phosphorylation of human TFAM in mitochondria
impairs DNA binding and promotes degradation by the AAA+ Lon protease,
Mol. Cell 49 (2013) 121-132.

[17] S. Venkatesh, ]. Lee, K. Singh, 1. Lee, C.K. Suzuki, Multitasking in the mito-
chondrion by the ATP-dependent Lon protease, Biochim. Biophys. Acta 1823
(2012) 56—66.

[18] Y. Matsushima, Y. Goto, LS. Kaguni, Mitochondrial Lon protease regulates
mitochondrial DNA copy number and transcription by selective degradation
of mitochondrial transcription factor A (TFAM), Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
107 (2010) 18410—18415.

[19] CK. Suzuki, K. Suda, N. Wang, G. Schatz, Requirement for the yeast gene LON
in intramitochondrial proteolysis and maintenance of respiration, Science 264
(1994) 273-276.

[20] L.Van Melderen, A. Aertsen, Regulation and quality control by Lon-dependent
proteolysis, Res. Microbiol. 160 (2009) 645—651.

[21] S.H. Bernstein, S. Venkatesh, M. Li, J. Lee, B. Lu, S.P. Hilchey, K.M. Morse,
H.M. Metcalfe, J. Skalska, M. Andreeff, P.S. Brookes, C.K. Suzuki, The mito-
chondrial ATP-dependent Lon protease: a novel target in lymphoma death
mediated by the synthetic triterpenoid CDDO and its derivatives, Blood 119
(2012) 3321-3329.

[22] D.A. Bota, KJ. Davies, Lon protease preferentially degrades oxidized mito-
chondrial aconitase by an ATP-stimulated mechanism, Nat. Cell. Biol. 4 (2002)
674—680.

[23] HJ. Lee, K. Chung, H. Lee, K. Lee, J.H. Lim, J. Song, Downregulation of mito-
chondrial Lon protease impairs mitochondrial function and causes hepatic
insulin resistance in human liver SK-HEP-1 cells, Diabetologia 54 (2011)
1437—1446.

[24] N. Erjavec, A. Bayot, M. Gareil, N. Camougrand, T. Nystrom, B. Friguet,
A.L Bulteau, Deletion of the mitochondrial Pim1/Lon protease in yeast results
in accelerated aging and impairment of the proteasome, Free Radic. Biol. Med.
56 (2013) 9—16.

[25] B. Ly, S. Yadav, P.G. Shah, T. Liu, B. Tian, S. Pukszta, N. Villaluna, E. Kutejova,
C.S. Newlon, J.H. Santos, C.K. Suzuki, Roles for the human ATP-dependent Lon
protease in mitochondrial DNA maintenance, J. Biol. Chem. 282 (2007)
17363—-17374.

[26] M.W. Pfaffl, A new mathematical model for relative quantification in real-time
RT-PCR, Nucleic Acids Res. 29 (2001) e45.

[27] C. Barthelemy, H.O. de Baulny, A. Lombes, D-loop mutations in mitochondrial
DNA: link with mitochondrial DNA depletion? Hum. Genet. 110 (2002) 479—487.

[28] F. Legros, A. Lombes, P. Frachon, M. Rojo, Mitochondrial fusion in human cells
is efficient, requires the inner membrane potential, and is mediated by
mitofusins, Mol. Biol. Cell. 13 (2002) 4343—4354.

[29] K.M. Robinson, M.S. Janes, J.S. Beckman, The selective detection of mito-
chondrial superoxide by live cell imaging, Nat. Protoc. 3 (2008) 941—-947.

[30] A.L. Bulteau, A. Dancis, M. Gareil, ].J. Montagne, ].M. Camadro, E. Lesuisse,
Oxidative stress and protease dysfunction in the yeast model of Friedreich
ataxia, Free Radic. Biol. Med. 42 (2007) 1561—1570.

[31] F. Medja, S. Allouche, P. Frachon, C. Jardel, M. Malgat, B. Mousson de Camaret,
A. Slama, ]. Lunardi, J.P. Mazat, A. Lombes, Development and implementation
of standardized respiratory chain spectrophotometric assays for clinical
diagnosis, Mitochondrion 9 (2009) 331—339.

[32] E. Hutter, K. Renner, G. Pfister, P. Stockl, P. Jansen-Durr, E. Gnaiger, Senes-
cence-associated changes in respiration and oxidative phosphorylation in
primary human fibroblasts, Biochem. J. 380 (2004) 919—928.

[33] A.L Bulteau, M. Ikeda-Saito, L.I. Szweda, Redox-dependent modulation of aco-
nitase activity in intact mitochondria, Biochemistry 42 (2003) 14846—14855.

[34] E.K. Ahmed, A. Rogowska-Wrzesinska, P. Roepstorff, A.L. Bulteau, B. Friguet,
Protein modification and replicative senescence of WI-38 human embryonic
fibroblasts, Aging Cell 9 (2010) 252—-272.

[35] C.M. Haynes, K. Petrova, C. Benedetti, Y. Yang, D. Ron, ClpP mediates activation
of a mitochondrial unfolded protein response in C. elegans, Dev. Cell 13 (2007)
467—-480.

[36] C.M. Haynes, Y. Yang, S.P. Blais, T.A. Neubert, D. Ron, The matrix peptide
exporter HAF-1 signals a mitochondrial UPR by activating the transcription
factor ZC376.7 in C. elegans, Mol. Cell 37 (2010) 529—540.

[37] J. Hansen, N. Gregersen, P. Bross, Differential degradation of variant
medium-chain acyl-CoA dehydrogenase by the protein quality control
proteases Lon and CIpXP, Biochem. Biophys. Res. Commun. 333 (2005)
1160—-1170.

[38] D. Germain, Ubiquitin-dependent and -independent mitochondrial protein
quality controls: implications in ageing and neurodegenerative diseases, Mol.
Microbiol. 70 (2008) 1334—1341.

[39] P.G. Sullivan, N.B. Dragicevic, J.H. Deng, Y. Bai, E. Dimayuga, Q. Ding, Q. Chen,
AJ. Bruce-Keller, ].N. Keller, Proteasome inhibition alters neural mitochondrial
homeostasis and mitochondria turnover, J. Biol. Chem. 279 (2004) 20699—20707.

63



[40]

[41]

[42]

A. Bayot et al. / Biochimie 100 (2014) 38—47 47

C.K. Suzuki, M. Rep, ].M. van Dijl, K. Suda, L.A. Grivell, G. Schatz, ATP-depen-
dent proteases that also chaperone protein biogenesis, Trends Biochem. Sci.
22 (1997) 118—123.

C.K. Suzuki, K. Suda, N. Wang, G. Schatz, Requirement for the yeast gene LON
in intramitochondrial proteolysis and maintenance of respiration, Science 264
(1994) 891.

A. Bayot, N. Basse, I. Lee, M. Gareil, B. Pirotte, A.L. Bulteau, B. Friguet,
M. Reboud-Ravaux, Towards the control of intracellular protein turnover:
mitochondrial Lon protease inhibitors versus proteasome inhibitors, Bio-
chimie 90 (2008) 260—269.

[43] J.M. van Dijl, E. Kutejova, K. Suda, D. Perecko, G. Schatz, C.K. Suzuki, The

[44]

ATPase and protease domains of yeast mitochondrial Lon: roles in proteolysis
and respiration-dependent growth, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 95 (1998)
10584—10589.

L. van Dyck, W. Neupert, T. Langer, The ATP-dependent PIM1 protease is
required for the expression of intron-containing genes in mitochondria, Genes
Dev. 12 (1998) 1515—1524.

64

[45]

[46]

[47]

(48]

[49]

[50]

L. Van Dyck, D.A. Pearce, F. Sherman, PIM1 encodes a mitochondrial ATP-
dependent protease that is required for mitochondrial function in the yeast
Saccharomyces cerevisiae, J. Biol. Chem. 269 (1994) 238—242.

M.P. Murphy, Modulating mitochondrial intracellular location as a redox
signal, Sci. Signaling 5 (2012) pe39.

Al Padrao, T. Carvalho, R. Vitorino, RM. Alves, A. Caseiro, ]J.A. Duarte,
R. Ferreira, F. Amado, Impaired protein quality control system underlies
mitochondrial dysfunction in skeletal muscle of streptozotocin-induced dia-
betic rats, Biochim. Biophys. Acta 1822 (2012) 1189—-1197.

RJ. Youle, A.M. van der Bliek, Mitochondrial fission, fusion, and stress, Science
337 (2013) 1062—-1065.

S. Vidoni, C. Zanna, M. Rugolo, E. Sarzi, G. Lenaers, Why mitochondria must
fuse to maintain their genome integrity, Antioxid. Redox. Signal. 19 (2013)
379-388.

DJ. Klionsky, F.C. Abdalla, Guidelines for the use and interpretation of assays
for monitoring autophagy, Autophagy 8 (2012) 445—544.



Publication 2

Lon protease deficiency results in oxidative stress
alteration of energy metabolism
and mitochondrial dysfunction

Marie-Paule Hamon, Rachel Gergondey, Aurore L’'Hén&ertrand Friguet

65



Introduction

Les fonctions assurées par la mitochondrie sontiplesd. Parmi elles, et non la
moindre, la production d’ATP par la chaine respiratlui a valu la qualification de centrale
energétique de la cellule. Ce réle vital, ajoutBaatres activités telles que la régulation des
flux de calcium dans la cellule, la synthése dertile et des phospholipides,...amene la
mitochondrie & exercer une influence déterminantdesfonctionnement de la cellule. C’est
ainsi qu’elle intervient dans la croissance, |dédé@ntiation, la mort et le contrdle du cycle
cellulaires. Maillon de diverses voies de signéiisg elle se retrouve au centre d’'une bonne
partie des stress qui agitent la vie de la cellléeradov and Kuznetsov 2013). Compartiment
particulierement exposé au stress, elle est awsdeur de troubles, une dysfonction

mitochondriale pouvant menacer I'équilibre de tonitorganisme (Barbour and Turner 2014).

Parce qu’'elle se charge d’éliminer les protéineglérs dans un environnement pavé
d’ERO, parce qu’elle déploie aussi une activité oib@perone limitant I'accumulation de
protéines mal repliées, parce qu’elle est induiteanditions de stress, parce qu’elle intervient
dans la maintenance de I’ADN, enfin parce qu'ell€CpP constituent les seules forces de
protéolyse pour I'instant repérées dans la matnitechondriale, la protéase Lon fait partie des
piliers sur lesquels repose le fonctionnement denitachondrie. Il n’est donc pas étonnant
d’identifier des altérations de son fonctionnenuants certaines pathologies ainsi que dans le
vieillissement (Bota and Davies 2016). Récemmeantifiés, les premiers malades atteints de
mutations de Lon présentent d’ailleurs des troubfageres (Strauss et al. 2015), (Peter et al.
2018).

Afin d’approfondir les résultats que nous avonsaobs sur des cellules HelLa porteuses
d’'un shRNA anti-Lon (Bayot et al. 2014), nous avposirsuivi nos recherches en misant plus
particulierement sur les propriétés de protéinstdess affichées par Lon. A partir du méme
modele, nous avons donc adopté une stratégie \Asaxdacerber les aptitudes de cette protéase
a répondre au stress dans le but de mieux cersgepercussions de son absence et sur la

mitochondrie et sur la cellule.

Résultats

Pour commencer, un stress oxydant (au tert-butytdperoxide — tBH) et trois stress
métaboliques (au galactose, au 2-deoxy-D-glucosPG@R et a l'oligomycine) ont été

appliqgués. Le stress oxydant a confirmé les amgude Lon a éliminer les protéines
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carbonylées. Parmi les stress métaboliques, I'plagparticulierement retenu notre attention,
celui au galactose qui induit un pic d’oxydatiors geotéines, que ce soit avec ou sans Lon. |l
nous était alors permis de penser que, connu goluire la production d’ATP par la glycose,
le galactose avait stimulé la chaine respiratdirdoac la production mitochondriale d’ERO.
Certes cette derniére s’est bien révélée en haossegalactose mais I'on verra plus loin que
le recours au galactose n’a pas activé la chaspératoire. Par ailleurs, que ce soit sous glucose
ou sous galactose, I'absence de Lon se traduiimaune production d’ERO mitochondriales
accrue et une intensification des niveaux de pre$é carbonylées dans les fractions

mitochondriales.

Ces fluctuations du statut oxydatif pouvaient-efiexpliquer par une modulation de la
masse mitochondriale sous l'effet du niveau d’esgi@ de Lon et/ou du milieu de culture
cellulaire ? Si la masse mitochondriale s’est d¢iffemment avérée plus importante sous
galactose, c’est bien 'absence de Lon qui fait teotes indicateurs d’oxydation puisque,
comparées aux cellules contrdles (avec Lon), lihsles mutantes (sans Lon) voient leur masse
mitochondriale ou inchangée sous glucose ou bassser galactose. Quant aux modifications
de la morphologie du compartiment mitochondriabag®es a une sous expression de Lon, c’est
sous galactose que I'on a obtenu la tendanceradanentation la plus marquée entre cellules
contrbles et mutantes. D’ou la décision de poursuiette étude avec deux milieux de culture,

I'un supplémenté en glucose, I'autre en galactose.

Il s’est alors avéré que le galactose entravaipriaifération cellulaire et que ce
phénotype état aggravé par une défaillance de Eantevanche, c’est indifféeremment des
conditions de culture que les niveaux d’ATP baisstiez les mutants. Quant a une réaction
d’autres acteurs du contréle qualité, 'on note angmentation des niveaux d’expression de la
protéase mitochondriale ClpP sous galactose, augtmmmamplifiée chez le mutant, alors que
c’est seulement la déficience en Lon qui est agésagiune expression amplifiée de MsrB2.

Afin d’explorer plus avant les modifications affast I'expression du protéome en
absence de Lon, nous avons effectué une expérienzb DIGE qui a abouti a I'identification
d’'un certain nombre de protéines sur ou sous ex@ithez les mutants. Nous avons alors
remarqué que deux domaines étaient particuliérecoerternés par ces variations du protéome,
le métabolisme énergétique ainsi que la réponssrass et le contréle qualité des protéines.
Corroborant ces résultats, des mesures de 'actildtla chaine respiratoire et de la glycolyse

ont montré un métabolisme énergétique diminué eemutants. Il s’est également avéré que
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et la chaine respiratoire et la glycolyse étaieainsactives lorsque le galactose remplace le

glucose.
Discussion

Cette étude a tout d’abord confirmé l'importanceLd@ sur le statut oxydatif de la
mitochondrie et de la cellule. Sans cette protélseniveaux d’ERO et de carbonylation
augmentent. Constatée dans difféerentes conditienstréss, cette réaction atteste également
des capacités de Lon a répondre a des situationatdee a perturber I’'homéostasie protéique.
Si d’autres acteurs du contréle qualité semblertarissi réagir a une sous-expression de Lon
et/ou a un changement des conditions de cultumran’apparait en mesure de se substituer

entierement a Lon en matiere de régulation redox.

L’augmentation des niveaux d’indicateurs de stoagslants observée sans Lon est-elle
liée a une dysfunction mitochondriale ? Les diffésgésultats obtenus au cours de ces travaux
vont dans ce sens. Tout d’abord, le réseau mitatfardes cellules privées de Lon présente
un aspect plus fragmenté. Cette fragmentation itoasfun des outils du contréle qualité
mitochondrial. Il permet d'isoler les éléments affieux du reste de la population
mitochondriale (Youle and van der Bliek 2012). limichution des niveaux d’ATP enregistrée
chez les mutants peut également indiquer des tdtésade la fonction mitochondriale comme
c’est le cas dans le vieillissement (ChistiakovB0Quant a la baisse de prolifération cellulaire
particulierement ressentie par les mutants souacwee, elle peut s’expliquer par un
supplément de stress puisque ces cellules doirenttanément faire face a une privation de
Lon et une supplémentation en galactose. La sugsgjun de ClpP et de MsrB2 chez le mutant
sous galactose va dailleurs dans le sens d’'ussspeotéotoxique plus important dans cette

condition.

Les variations du protéome mises en évidence paDBBE plaident aussi pour
l'installation d’'un stress face a une déficienceLen puisqu’une bonne partie des protéines
montrant une expression modifiée interviennent d&néponse au stress et le contrble qualité,
en condition glucose comme en condition galacto®e. remarque notamment une
surexpression de la protéase mitochondriale Htrdsteptible d’étre activée par un stress
oxydant (Krick 2008). Le métabolisme énergétique l'esitre secteur arrivant en téte des
domaines concernés par ces variations du protdanaessi quelles que soient les conditions

de culture. Ce résultat permet également de canalune dysfonction mitochondriale associée
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a une sous expression de Lon puisque notre étuderdee une baisse de I'activité de la chaine
respiratoire chez les mutants. lls doivent de méaire face a une moindre productivité de la
glycolyse. Quant au remplacement du glucose paalactose si, comme escompté, il est
associé une diminution d’activité de la glycolys@e suscite pas la compensation espérée de
la part de la chaine respiratoire puisque la ra8pim mitochondriale s’avere ici

particulierement diminuée sous galactose.

En conclusion, une sous expression induit ici ureesd’effets en accord avec une
dysfonction mitochondriale survenant dans un cdetdr stress oxydant. Cette dysfonction se
manifeste de facon particulierement significatiae pn métabolisme énergétique affaibli. Par
ailleurs I'impact d’une déficience en Lon s’avedpdndant des conditions de culture (glucose
ou galactose), ce qui souligne I'importance deecptbtéase dans la réponse au stress et le

maintien de I’'hnoméostasie mitochondriale.
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Abstract

The ATP-dependent Lon protease is located in theamondrial matrix and oxidized proteins
are among its primary targets for their degradatimpairment of mitochondrial morphology
and function together with apoptosis were obsemvedtung fibroblasts depleted for Lon
expression while accumulation of carbonylated nhitorial proteins has been reported for
yeast and HelLa cells with Lon deficiency. In additiage-related mitochondrial dysfunction
has been associated with an impairment of Lon aespya. Using a HelLa cell line stably
transfected with an inducible shRNA directed agaiim, we have previously observed that
Lon depletion results in a mild phenotype charaoter by an increase of both production of
reactive oxygen species and level of oxidized pmetéBayot et al., 2014, Biochimie, 100: 38-
47). In this study using the same cell line, we stvw that Lon knockdown leads to alteration
of mitochondrial mass and morphology, and to modtfon of the expression of a number of
proteins involved in protein quality control, ssesesponse and regulation of energy
metabolism. We show that such effects are cormhaith decreased proliferation and can be

modulated by culture conditions in galactose vegdusose containing medium.
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* Lon protease knockdown in HelLa cells promotes dridastress and protein oxidation
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* Lon depletion impacts on stress response and emegetpbolism protein expression

* Lon protease depletion decreases cell energy metatmtivity and ATP production
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Introduction

Mitochondrial functions are various such as aerobmergy metabolism, regulation of
intracellular calcium homeostasis, phospholipidsl &ieme synthesis, contribution to cell
growth and differentiation, cell cycle control ac&ll death. This broad repertoire includes ATP
production by the respiratory chain for which mitoadria is often referred to as powerhouse
of the cell, a role that also makes it the mairvigter of reactive oxygen species (ROS) in the
cell due to incomplete reduction of By the respiratory chain [1]. Although criticalsignaling
molecules when they are present at physiologizal$g2], ROS can have detrimental effects
when their generation exceeds the antioxidant defeapacities, an imbalance that leads to
oxidative injury involved in numerous diseases anthe ageing process. Due to their close
proximity with the respiratory chain, mitochondrmabteins are highly susceptible to oxidative
damage. To counteract the deleterious effects ofimalation of damaged and misfolded
proteins, mitochondria are equipped with qualitytcol systems such as the Lon protease.
known to be a key player in managing oxidized prnastelegradation [3] [4] [5].

First ATP-dependent protease to be identified, iohocated in the mitochondrial
matrix. It is active in form of homo-oligomeric grcomplexe. Each of its polypeptide chains
contains both an AAA+ domain and a protease domdim a Ser-Lys catalytic dyad. Up to
now, only another protease has been identifiethenntitochondrial matrix, ClpP protease. If
ClpP is particularly involved in the mitochondnalifolded protein response, Lon is very active
in oxidized proteins degradation. Enzymes pronexidative damage are among its primary
targets for degradation [5]. Proteins showing iasegl oxidation level have been detected in
yeast depleted for PIM1/Lon as well as accumulabiocarbonylated proteins in mitochondria
of yeast and HelLa cells with Lon deficiency [3]].[6
Due to its contribution to the mitochondrial quglitontrol, Lon has a critical role in the

maintenance of mitochondrial matrix protein homasist and hence in mitochondrial
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functional and structural integrity [7]. Thus, i inot surprising that impairment of
mitochondrial morphology and function and activatiof apoptosis were observed in lung
fibroblasts with Lon depletion [8]. Moreover, miteandrial dysfunction noted in aged tissues
has been associated with an age-associated impaiohéhe Lon protease [9]. The quality
control activities of Lon are not only restrictedrhodified protein degradation. They are also
mediated through Lon action on misfolded proteind mitochondrial DNA [4]. Therefore it
may be expected that mitochondrial dysfunctionegponse to Lon down-regulation impairs
several mitochondrial activities with an impactaatlular functions.

Using a HelLa cell line stably transfected withegctor expressing a shRNA under the
control of a promotor which is inducible by doxytye, we have previously observed that
reduction of Lon results in a mild phenotype chtmazed by an increased production of
reactive oxygen species and an increased levetidatively modified proteins. In this study
using the same Hela cell line, we have further stigated the effects of Lon depletion on
protein and redox homeostasis and mitochondriatfan in different metabolic conditions and
stress situations. Here we show that Lon knockdiovtelLa cells does induce oxidative stress
and promote the occurrence of protein oxidation &lgb affects mitochondrial mass and
morphology, slows down cell proliferation, modifidge expression of a number of proteins
involved in protein quality control and stress @sge as well as energy metabolism, that are
impacting on cell function, maintenance and engngduction. Interestingly, most of these
effects, that are indicative of mitochondrial dysftion, are modulated depending on the cells

metabolic conditions, i. e. when they are growgafactose versus glucose containing medium.
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Material and methods

Materials and cells

All reagents were purchased from Sigma (Sigma igigrSt. Louis, MO, USA) unless
otherwise stated. HelLa T-Rex cells were transfeasaoreviously reported [25] with a 68-base
Lon-specific oligonucleotide
(50-gatctccgttcgtctcgeccagcecttttcaagagaaaggctgggegaactttttggaaagctt-30) annealed to its
complementary sequence pENTR/H1/TOp (Block it-irmgen) and inserted into pENTR/H1/
TOp (Block it-Invitrogen). For the glucose contaigimedium condition, clones of HelLa-tet-
on-shLon cells were cultivated in Dulbecco’s MoediEagle’s Medium (DMEM, Gibco Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) with 5mM glucdser the galactose containing medium
condition, clones of Hela-tet-on-shLon cells werelticated in DMEM (Gibco Life
Technologies) with 5mM galactose and 1mM pyruvBigth media were supplemented with
10% fetal bovine serum, 5 mg/ml blasticidin (Inggen), 200 mg/ml zeocin (Invitrogen), with

(Dox+) or without (Dox-) 2 pg/ ml Doxycycline.

Preparation of mitochondrial fractions

For mitochondria purification, cells were harveséed resuspended in HEPES-sucrose buffer
(Hepes 10mM sucrose 250mM, pH 7.4). All the subsatsteps were carried out at 4° C. Cells
were homogenized and then passed through a 22Gend&eimbranes and nuclear fractions
were removed by centrifugation at 1000 g for 5 amd supernatants were centrifuged (11000
g, 10 min, 4°C). Mitochondrial fraction presentire pellets was immediately used for protein

extraction or frozen.
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Protein extracts

For whole cell extracts, cells were harvested gadd in Cell Lytic M (Sigma Aldrich C2978)
according to the manufacturer’s instructions.

Protein content of whole cell and mitochondriatfrans were determined using the Bradford

protein assay (Bio-Rad, Marnes la Coquette, Framat) bovine serum albumine as a standard.

Detection of carbonylated proteins

Carbonylated proteins were detected and analyzed labeling of protein carbonyl groups
with CF647DI hydrazide (Biotium, Fremont, CA, US#) 45 min at room temperature under
medium agitation. Labeled samples were resolvesih§-PAGE in Any-KD precast gels (Bio-
Rad). After three washes in 7% acetic acid/10%rethaels were scanned with Ettan DIGE

Imager (GE Healthcare, Saclay, France).

Mitochondrial morphological analysis

For immunofluorescent labeling of the mitochondra@@mpartment, cells were plated at
subconfluence on glass coverslips in different @os: 2.5 days in DMEM + 5mM glucose,
1.5 day in DMEM + 1mM pyruvate and 5mM galactosghdurs in DMEM + 1mM pyruvate
and 10mM déoxyglucose, 20 hours in DMEM + 5mM gke&with 1pg/ml oligomycin, 3 hours
in DMEM + 5mM glucose with 250uM tert-Butyl-hydromide. After fixation (4%
paraformaldehyde, 0.1% glutaraldehyde), the mitadnal compartment was visualized by
immunofluorescence using polyclonal antibody dedcigainst cytochrome c oxidase subunit
2 (Anti-MTCO2 Abcam ab91317) and then anti-rabgi I(H+L) secondary antibody Alexa
Fluor® 568. The coverslips were mounted in Fluorelsh mounting medium (Sigma)
containing 0.1pg/mL DAPI. Fluorescent images were acquired usi@igZmicroscope (Zeiss,

Jena, Germany) and processed with Motic Images Aab/eé8.2. Quantitative analysis of
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mitochondrial morphology (area and perimeter) wasfggmed according to the protocol
described by Koopman et al [12] using ImageJ sa#w@0 individual cells were analyzed per
cover slip and the aspect ratio (AR), that repressemtochondrial elongation, was calculated

for each condition.

Mitochondrial ROS and mitochondrial mass evaluationth flow cytometry

Mitochondrial superoxide anion production and ntitmedrial mass were monitored using
MitoSOX™ Red 5uM and MitoTracker™ Red CMXRos 200nbkpectively (Molecular
probes, Courtaboeuf, France) as previously destfitid. Cell fluorescence was quantified by
flow cytometry using MACSQuant VYB (MitoSOX™ Red)néd MACSQuant X

(MitoTracker™ Red CMXRo0S).

Proliferation Assay
Cell proliferation was quantified by EdU incorpoaat (10 M for 15 min in cell culture media).
For EdU detection, the Click-iIT EAU Cell Assay kihvitrogen) was used following the

manufacturer’s instructions.

Cellular ATP assay
Cellular ATP levels were determined using CellFi&do® Luminescent Assay (Promega,

Madison, WI, USA) according to the manufacturen'stiuctions.

Western blotting
Proteins were separated by SDS-PAGE using Biorag-KD precast gels and electro-
transferred onto Hybond nitrocellulose membrane é/sham Pharmacia Biotech, Piscataway,

USA). Primary antibodies used were anti-CLPP (Abam24822), anti-MSRB2 (Abcam
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ab101513), anti-FKHRH-144 (Santa Cruz Biotechnolddgllas, TX, USA, sc-11351), anti-
NRF2 (Santa Cruz Biotechnology, sc-365949), andlLamt prepared as previously described
[57]. After overnight incubation at 4°C in PBST/kb% or PBST/Sea block Blocking buffer
(37527 Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, Fegngrimary antibodies were detected
using peroxidase-conjugated secondary antibodiesRBd) orGoat anti-Rabbit IgG (H+L)
Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Dy Light 800vithogen). Quantification of western

blot signals was performed using the ImageJ soéwar

2D DIGE proteomic analysis

Frozen mitochondria pellets were resuspended ambgeneized in lysis buffer (8M urea, 2M
thiourea, 4% CHAPS, 60mM DTT). Then the proteinracts were clarified by ultra-
centrifugation at 1000@Pfor 1 h at 4°C. Samples were treated with the 2&8aG-Up kit (GE
Healthcare) according to the manufacturer’'s insions. The resulting dry pellets were
resuspended in lysis buffer (8M urea, 2M thiourad 4% CHAPS) and adjusted to pH 8.5
with 1.5M Tris-base. After lysates clarification bgntrifugation at 20 0@Xfor 15 min at 4°C,
protein concentrations of the supernatants wererched by the Bradford method, and were
in the range of 6-10ug/uL.

For 2D DIGE experiment, protein labelling with Cy@&MFluor minimal dyes (GE
Healthcare) and 2D-electrophoresis were done agiogm&ly described [58] using 50ug
mitochondrial extracts.

Image analysis, relative quantification, statidtie@aluation and PCA (Principal Component
Analysis) were carried out using DeCyBerRD software (GE Healthcare, version 7.2). The
fold change (FC) and Student’s t-test p-values veateulated across pairwise comparisons

(glucose Dox- vs glucose Dox+; galactose Dox- Jaagase Dox+) and considered significant
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for p values < 0.05 and F€1.3 or<1.3. Spots of interest were identified for proteamtent by

mass spectrometry.

Mass spectrometry

In-gel digestion was carried out with trypsin, acting to previously published procedure with
minor modifications [59]: samples were destaineidévwith a mixture of 2100mM ammonium
bicarbonate (ABC) and 50 % (vol/vol) acetonitri®QN) for 45 min at room temperature.
After dehydration using 100 % ACN for 15 min, saeyere reduced with 25mM ABC (10mM
DTT) for 1 h at 57 °C and alkylated (55mM iodoaceide in 25mM ABC) for 30 min in the
dark at room temperature. Gel pieces were washee tmith 25mM ABC, dehydrated twice
with 100% ACN (15 min each) and dried (20 min). Gatbes were incubated with sequencing
grade-modified trypsin (Promega; 12.5dgh 40mM ABC with 10% ACN, pH 8.0) overnight
at 37 °C. After digestion, peptides were extrattede from gel pieces, first with a mixture of
50 % ACN — 5 % formic acid (FA) and second with %@ CN. All these steps were done
with a robot (Tecan, Mannedorf, Switzerland). Ectsawere then dried using a vacuum
centrifuge concentrator plus (Eppendorf, Hamburgrn@any).

Mass spectrometry analyses were performed usingdjtanate 3000 Rapid Separation Liquid
Chromatographic (RSLC) system (Thermo Fisher Siienbnline with a Q Exactive Plus
hybrid quadrupole Orbitrap mass spectrometer (Thefmsher Scientific). Briefly, peptides
were solubilized in 3.5L of 10 % ACN - 0.1 % TriFluoroAcetic acid (TFA)hén, peptides
were loaded and washed ona @verse-phase precolumnyi® particle size, 100 A pore size,
75 um i.d., 2 cm length). The loading buffer contairg8% HO, 2% ACN and 0.1% TFA.
Peptides were then separated ongréverse-phase resin i particle size, 100 A pore size,
75um i.d., 25 cm length) with a 20 min gradient froé%® A (0.1 % FA and 100 %) to

50 % B (80 % ACN, 0.085 % FA and 20%®).
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The mass spectrometer acquired data throughowgltiien process and operated in a data-
dependent scheme with full MS scans acquired \WweHQrbitrap, followed by up to 10 MS/MS
HCD spectra in the Orbitrap. Mass spectrometeingsttwere: full MS (AGC: 3 x 16g
resolution: 7 x 10® nvz range 400—2000, maximum ion injection time: 100 arg) MS/MS
(AGC: 1 x 10&, maximum injection time: 100 ms, isolation windadm/z, dynamic exclusion
time setting: 15 s). The fragmentation was permifte precursors with a charge state of 2, 3
and 4. For the spectral processing, the softwaeel s generate .mgf files was Proteome
discoverer 1.4. Database searches were carriagsimgt Mascot version 2.5.1 (Matrix Science,
London, UK) on ‘human’ proteins (20,273 sequenéesh the SwissProt databank containing
550 552 sequences (196 472 675 residues) (Feb2@4i§). The search parameters were as
follows: the enzyme specificity as trypsin, carbdamethylation as a variable modification for
cysteins and oxidation as a variable modificatmmfethionines. Up to 1 missed cleavage was
tolerated, and mass accuracy tolerance levelppidfor precursors and 20 mmu for fragments
were used for all tryptic mass searches. Positieatification was based on a Mascot score
above the significance level (i.e. 5%). The repbpsoteins were always those with the highest
number of peptide matches. Analysis, integraticth iaterpretation of proteomic data derived

from this 2D-DIGE were performed with the Ingenuigithway Analysis software.

Seahorse analysis

Oxygen consumption rate (OCR) and extracelluladification rate (ECAR)vere analyzed on

a Seahorse XFe24 extracellular flux analyseghorse Biosciences, North Billerica, MA, USA
according to the manufacturer's instructions. Brjefontrol and mutantells were seeded at a density
of 80 000cells per well in a Seahorse XF24 plate and cultdoe 12 hrs. The seeding density was
based on initial assays that optimized both OCREBQAR. One hour before the assay, cultured cells
were washed three times in DMEM minimal assay mé8iahorse Biosciences, 37, pH 7.40)

supplemented withmM pyruvate and 2mM glutamine for ECAR measuresand with 5mM
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glucose or 5mM galactose for OCR essays equilibrated for & at 37°C in a non-C®@incubator.
OCR and ECAR were measured in control conditiorsgbaates) and after successive injections of
oligomycin 1uM, FCCP 1uM and rotenone 10uM for O@Basurements, and 5mM glucose
or 5mM galactose, 1um oligomycin and 100uM 2 debxghucose for ECAR measurements
At the end of the experiment, proteins were exé@cising 1l of lysis buffer and quantified using the

Bradford assay. OCR and ECAR values were then Hamdato protein concentration in order to

compare different conditions.

Statistical analysis

Results are presented as mean + SEM. Differencegebr two groups were assessed by
Student’s t-test or Mann-Whitney test for non Gausslistributions. Comparisons between
more than two groups were assessed using one-wayafast or Kruskal-Wallis test for non
Gaussian distributions. Principal component anal{RBCA) was performed using the Decyder
software. PCA is a mathematical procedure thatccavert a set of variables (here proteome
maps) into a coordinate system so that the greaaeisince is depicted on the first coordinate

(called first component or PC1), the second gréatasance on the second coordinate (PC2).
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Results
Oxidative stress and metabolic conditions are madirlg the effect of Lon depletion on
carbonylated protein levels in HelLa cells
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Fig 1. Detection of oxidatively modified proteinsmitochondrial ROS production and
mitochondrial mass.Mitochondrial or total cell extracts were prepafiesn control (Dox-) or
Lon depleted (Dox+) cells after 10 days of inductizwith doxycycline, under different
conditions (glucose, galactose, 2-DG, oligomycBH )X A) Carbonylated proteins levels of
cell extracts. Data represent the mean + SEM (0=3){ student t test: *p<0.05, *p<0.01,
***n<0.001 versus glucose DoxB) Carbonylated proteins levels of mitochondrial fiats
extracts. Data are normalized to the glucose Dordition and represent the mean + SEM
(n=3 to 4); student t test: **p<0.0LC) Superoxide production measured using MitoSox
fluorescent intensity levels. Data are normalizethe glucose Dox- condition and represent
the mean + SEM (n=3 to 6); student t test: **p<0.D) Mitochondrial mass measured using
MitoTracker-Red CMXRos fluorescence Data are noizedlto the glucose Dox- condition
and represent the mean + SEM (n=4 to 7); studiestt*p<0.05, **p<0.01.

We have previously reported that Lon depletion @L&lcells is associated with an increase of
oxidatively modified proteins when cells are cudtdirin the presence of glucose as carbon
source [6]. In order to follow up with this obsetiea and get further insights on oxidized
protein accumulation, the effect of Lon depletian axidized proteins levels in total HelLa
cellular extracts and mitochondrial fractions haerbinvestigated under oxidative stress and
different metabolic conditions. As protein carbatin is a major hallmark of protein
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oxidative damage [10], we used protein carbonyig amrker of irreversible protein oxidation
[11]. As previously shown, in glucose conditionnlaepleted cells (Dox+) showed a small but
significant increase in total (Fig 1A) and mitocdaal (Fig 1B) protein carbonylation
compared to control cells (Dox-). When glucose veggaced by galactose in order to promote
mitochondrial respiration, we observed a similacréase in protein carbonylation in Lon
depleted cells as compared to control cells,. Wa thvestigated control and Lon depleted cells
responses to several stresses. While treatmentteritiutyl hydroperoxide, a well-known
oxidant, led to moderate increased protein carladioyl in control cells, the accumulation of
carbonylated proteins reached excessive levelfienabsence of Lon protease (Dox+). In
contrast, cells treatment with 2-deoxy-D-glucosé aligomycin, two inhibitors of glycolysis
and mitochondrial respiration respectively, did redult in increased protein oxidation either
in control or in Lon depleted cells. Similar obsarens or, on the contrary, increased oxidative
stress have already been noted with both reageditg17], [18], [19], [20], [21]. Accordingly,
increased mitochondrial protein carbonylation levdFig 1B) as well as increased
mitochondrial superoxide production (Fig 1C) wasrfd when Hela cells were grown in
galactose containing medium. Mitochondrial massfe@asd more important in galactose than
in glucose (Fig 1D) but this biogenesis cannot &ixpthe levels of oxidative injury in Lon

depleted cells cultured in galactose since theg hess mitochondrial content than controls.
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Lon depletion is associated with an increased fragmmation of the mitochondrial network

Beside the mass, another morphologic factor rengdhe status of mitochondria is the aspect
of the mitochondrial network. Hence we evaluatetbafiondrial morphology using the aspect
ratio (AR) defined by Koopman et al [10] which isna@d at reporting changes in length of the
mitochondrion. In the same conditions than abovec@ge, galactose, 2-deoxy-D-glucose,
oligomycin and tert-butyl hydroperoxide), we obsahthat Lon depletion was associated with
increased fragmentation of the mitochondrial nekwart for the 2-Deoxy-D-glucose treatment
(Fig 2). The biggest variation in mitochondrial paaassociated with Lon deficiency was
observed when glucose was replaced by galactodevd®e with the measurements of the
mitochondrial mass, an increase in mitochondri&ivoek fragmentation has been previously
associated, like elevated protein carbonylatioesatvith oxidative stress and ageing [27].
Taken together, these results led us to furtheremddhe effects of Lon depletion with HelLa

cells cultured in galactose versus glucose comtgimedium.

2,4

2,3 (—\
29

2,1

AR factor

1,9

1,8
glucose galactose 2-DG oligomycin tBH

O Dox- m Dox+

Fig 2. Quantitative analysis of mitochondrial morptology. After 10 days of induction with
doxycycline, under different conditions (glucosalagtose, 2-DG, oligomycin, tBH), control
(Dox-) or Lon depleted (Dox+) cells were platedsabconfluence. After fixation in 4%
paraformaldehyde and 0.1% glutaraldehyde, mitochaihcbompartment was visualized using
polyclonal antibodies against cytochrome c oxidaséunit 2 . After acquisition and
binarization of fluorescent Images, mitochondrietvmork morphology was measured using the
calculation of the Aspect ratio (AR). Data reprédbie mean = SEM (n=30); Mann-Whitney
test: *p<0.05, **p<0.001.
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Lon depletion is differentially affecting HelLa call proliferation, ATP levels and

mitochondrial protein maintenance in galactose vassglucose containing medium

A glucose Dox - glucose Dox + galactose Dox - galactose Dox +

DAPI

EdU

merge

Fig 3. Cell proliferation and ATP production. A) Detection of proliferation in control (Dox-)
or Lon depleted (Dox+) cells after 10 days of ingtut with doxycycline, under glucose or
galactose conditions. Cells were treated withulWDEdU for 4 hr, then detected an Alexa
Fluor™ 488 azide (green). Cells were counterstaimighl DAPI (blue).B) Quantification of
EdU-positive cells. Data represent the mean + SBNB (to 5); student t test: *p<0.08)
CellTiter-Glo assay measuring cellular ATP leveisantrol (Dox-) or Lon depleted (Dox+)
cells after 10 days of induction with doxycyclingmder glucose or galactose conditions. Data
are normalized to the glucose Dox- condition anesent the mean = SEM (n=3); student t
test: *p<0.05, **p<0.01.
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Since increased ROS and carbonylated proteinsslevatiation of mitochondrial mass and
mitochondrial network fragmentation can indicateacihondrial dysfunction, we searched for
a possible impact of Lon knock down at the cellld&el. Following the incorporation of EdU

(Fig 3A), we saw asignificant decrease of cell ifeohtion of the mutants in galactose (Fig 3B)
as already reported for cancer cells in this mede4h[32]. ATP levels were lower in mutants

of both conditions, especially in galactose. (FI@)3
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Fig 4. Stress responseWestern blot analysis of proteins involved intpno quality control
and oxidative stress response in whole cells homatgeof control (Dox-) or Lon depleted
(Dox+) cells after 10 days of induction with doxgtipe, under glucose or galactose conditions.
Representative Western blots of the amountApfClpP, Mann-Whitney test: *p<0.05,
**p<0.01; B) MsrB2, student t test: **p<0.0L) FoxO3, student t test: **p<0.0D) Nrf2,
student t test: **p<0.01. Data are normalized tecgbe Dox- condition and represent the mean
+ SEM (n=3 to 6).
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Looking for variations of others components of theality control systems acting in
mitochondria, we noted an over expression of thechondrial ClpP protease of Lon depleted
cells in galactose (Fig 4A) while levels of the mehine sulfoxide reductase MsrB2, involved
in the repair of oxidized proteins, [4] [13], inaed in Lon depleted cells in both glucose and
galactose conditions (Fig 4B). Here too it is tlaéagtose containing medium conjugated with
Lon deficiency that is associated with the mostangnt response. We also looked at two
potential regulators of the stress response anakrsignaling, i.e. FoxO3 and Nrf2 [14]. In
both glucose and galactose conditions, Nrf2 wag slightly up-regulated upon Lon depletion
(Fig 4D) while FoxO3 showed the opposite, namelnell decrease in expression in Lon

depleted cells (Fig 4C), also noted in galactosepared to glucose condition.

Lon depletion results in modification of the expr@sn of proteins involved in mitochondrial
function and energy metabolism

To fully explore protein expression modificatiorssang with Lon depletion, we used the 2D
DIGE technology (Fig 5A). Four samples of each grdglucose Dox-, glucose Dox+,
galactose Dox-, galactose Dox+) were compareddardo identify proteins, the expression of
which is affected by Lon depletion. The Principahponent analysis (PCA) grouped together
the samples belonging to the same category (Figr&Baling that each group have its own
profile determined by both culture medium and eggi@n level of the Lon protease. In glucose
containing medium, protein spots submitted to messctrometry analysis resulted in the
identification of 43 proteins exhibiting an overpegssion when Lon is down regulated (Table
1). More than half of them are operating exclugivet at least in part in mitochondria.
Concerning the 35 down-expressed proteins listgducose condition, only 20% are found in
mitochondria (Table 2). The same trend was obsemeddon depleted cells in galactose

containing medium, with about half of the 31 ovepmssed proteins that are mitochondrial
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(Table 3), and 19 down-expressed proteins, 15%hiatiware present in mitochondria (Table
4). In all cases, about half of the identified pins are involved in two processes, energy
metabolism as well as stress response and proteatityg control (Tables 1 to 4 in

supplementary data).

Internal
standard

Fig 5. 2D DIGE and Decyder analysis of
proteomes of mitochondrial fractions. A)
Spot Maps (Score Plot) 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
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Analysis of the 2D DIGE expression proteomics resswith the Ingenuity Pathway Analysis
software showed that glycolysis and mitochondnaifdnction are the most impacted pathways

by Lon depletion in glucose containing medium. Engmthways are equally affected in
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galactose containing medium upon Lon depletion.e@®thcellular networks linked with
mitochondrial function and energy metabolism ase alffected such as gluconeogenesis, TCA
cycle, oxidative phosphorylation (OXPHOS), apopasgnaling, fatty acii-oxidation, urea
cycle and calcium transport. Five enzymes involveglycolysis were found under-expressed
when Lon is down-regulated in glucose condition levfthis number was three in galactose
containing medium (Fig 6A). Concerning mitochondrialysfunction, oxidative
phosphorylation and the role of mitochondria if éahction and maintenance, the number of
proteins with modified expression upon Lon depletiwas also more important in glucose

compared to galactose containing medium (Fig 6 @n
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Fig 6. Cellular pathways analysis of proteins repded to be modified by Lon down-
regulation through the use of Ingenuity Pathways Aalysis (Ingenuity Systems,
http://www.ingenuity.conj/ A), B), C) Analysis of protein pathways with Ingenuity Patlywa
Proteins in red and green correspond respectivelgome of the proteins identified as
overexpressed or under-expressed when Lon is degulated. Proteins in grey correspond to
some of the proteins modified but not significantligen Lon is down-regulated. White open
nodes indicate proteins not identified in this g, but associated with the regulation of some
of the proteins identified. A line denotes bindioyproteins, whereas a line with an arrow
denotes “acts on.” A dotted line denotes an indirgeraction. Abbreviations: HK, hexokinase;
PGlI, phosphoglucose isomerase; PFK, phosphofrunts&-1; ALDO, aldolase; TPI, triose
phosphate isomerase; GAPDH, glyceraldehyde 3-pladsphdehydrogenase; PGK,
phosphoglycerate kinase; PGM, phosphoglycero-muEd®, enolase; PK, pyruvate kinase

Lon depletion results in alterations of the energemetabolism

Based on this expression proteomic results poirtingodifications of energy metabolism, we

next performed functional studies using the Seahaorgetabolic analyzer to assess the
contribution of the mitochondrial respiratory chaimd glycolysis to the energetic status of Lon
depleted cells, in glucose and galactose contamiedja. In both conditions, Lon depleted cells
demonstrated less active energy metabolism batiérims of oxygen consumption (OCR) and

extracellular acidification (ECAR) (Fig 7 A & B).dbisidered with the ratio OCR versus ECAR
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taken as a measure of the relative magnitude oflID®versus glycolysis, Lon depleted cells
in glucose exhibited a higher preference for glysisl (Fig 7C). As expected, compared to
glucose condition, cells in galactose demonstrataelcline of glycolysis activity (Fig. 7A) but,
more surprisingly, this decline was not really cemgated by a burst of OXPHOS activity (Fig.
7B).

Concerning cells responses to drugs injectionsopedd during the Seahorse metabolic
analyzer experiments, both mutants presented vétmedsed productivity in term of OCR
(basal respiration, ATP linked respiration, maximadpiratory capacity, reserve respiratory
capacity and proton leak respiration) and ECARdglysis, glycolytic capacity and glycolytic
reserve) (Fig. 7 D to K). However Lon depleted <@fl glucose showed the lowest reserve
respiratory capacity (Fig. 7G) and no impact onrtgb/colysis activity (Fig. 71), that may be

related with their more glycolytic profile (Fig. JC
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Fig 6. OCR and ECAR in glucose or galactose medium with owithout Lon knockdown.

A) Extracellular acidification rate (ECAR) ari8) oxygen consumption rate (OCR) were
measured in a Seahorse XF24 analyzer. Each datarppresents mean +/- SEM, n=3. Cells
were seeded at a density of 80,000. Glucose 10nalMctpse 10uM, oligomycin 1uM, 2-
Deoxy-D-glucose 100mM, FCCP 1uM and rotenone 10pdvkvinjected at the times indicated
by the arrowsC) Basal OCR versus basal ECAR calculated fromdhta points 4,5,6 after
glucose or galactose injectiom) The basal respiration OCR was calculated using the
difference between the mean OCR of time points 3 toaseline) and the mean OCR of time
points 10 to 12 (rotenone treatmerit). The ATP linked respiration OCR was calculated gsin
the difference between the mean OCR of time pdinis 3 (baseline) and the mean OCR of
time points 4 to 6 (oligomycin treatmenf). The maximal respiratory capacity respiration OCR
was calculated using the difference between thenn@®@@R of time points 7 to 9 (FCCP
treatment) and the mean OCR of time points 10 tgra®none treatment}s) The reserve
respiratory capacity OCR was calculated using tfierdnce between the mean OCR of time
points 7 to 9 (FCCP treatment) and the mean OC&& points 1 to 3 (baselinef) The
proton leak respiration OCR was calculated usiregdifference between the mean OCR of
time points 4 to 6 (oligomycin treatment) and theam OCR of time points 10 to 12 (rotenone
treatment)l) The glycolysis ECAR was calculated using the déffeee between the mean OCR
of time points 4 to 6 (glucose or galactose treatinend the mean OCR of time points 10 to
12 (2-DG treatment)]) The glycolytic capacity ECAR was calculated usihg difference
between the mean OCR of time points 7 to 9 (oliggmgreatment) and the mean OCR of time
points 10 to 12 (2-DG treatment) The glycolytic reserve ECAR was calculated usimg t
difference between the mean OCR of time points 9 oligomycin treatment) and the mean
OCR of time points 4 to 6 (glucose or galactosatinent). 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 effectsLoh depletion on protein and redox
homeostasis as well as mitochondrial function iffiedent metabolic conditions and stress
situations. The observed increase in carbonylatedein levels concomitant with Lon
knockdown, without and with different stresses, idatkes the important role of this
mitochondrial protease in oxidized protein homesgistgarticularly when it comes to oxidative
stress [15], i. e. with tert-butyl hydroperoxiddgdRA). Concerning the different metabolic
conditions with 2-deoxy-D-glucose (2-DG), oligomyciand galactose, they did not seem to

impose on Lon depleted cells more oxidative injthrgn in glucose condition. The highest
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levels of protein carbonylation in both control abon depleted cells were obtained with
galactose which is consistent with galactose preipeio generate ageing in some animal
models [22] particularly through increased oxidatsiress [23].

The oxidative peaks observed in galactose (Figrdd1aC) can only be partially explained by
a biggest mitochondrial mass. Indeed increase tnamondrial mass noted with control cells
in galactose (Fig 1D) is in agreement with previohservations for cells facing the absence of
glucose, i.e. to compensate for the diminished lsupipglycolytic ATP [32]. However, with
less mitochondrial content and increased oxidasivess indicators, Lon depleted cells in
galactose exhibited a different regulation of theitochondrial mass that is operated through
mitochondrial biogenesis and degradation by qualtytrol [33].

Mitochondrial network modifications to Lon deficen(Fig. 2) also support a deleterious effect
of Lon down expression. Mitochondrial dynamics gaat of quality control system as fusion
allows mitochondria to compensate defects in sofrtaemm while fission segregates healthy
from damaged mitochondria when a certain thresbbihmage is reached [28]. Fragmentation
observed here with Lon down-regulation can thuscaté a mitochondrial dysfunction that
appears more important in galactose than in gludesghermore oxidative phosphorylation
deficiency has been proven to be responsible faoahondrial fragmentation [29]. A
mitochondrial dysfunction was also found in Lon le¢égd melanoma cells that displayed an
increase in mitochondrial fragmentation and ROSdpction, which caused the proteolytic
processing of OPAl [30]. Indeed, an excessive ORAdcessing can also promote
mitochondrial fragmentation [31]. Concerning thawmk elongation exhibited by control
cells in galactose and 2-DG, this has already kreported in HelLa cells upon glucose
deprivation [24] [25]. This is most likely due tosavitch from anaerobic to aerobic energy
production, an adaptative response accompaniedrbgra extended mitochondrial network

[26].
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Based on the oxidative status, the mitochondriahdance and network morphology of the
Lon depleted cells, we can propose that Lon knoskda@reated a situation affecting
mitochondrial function with a more important effégtgalactose. This may explain why Lon
depleted cells have less energy resource in thma twrATP levels (Fig 3C), especially in
galactose medium where they showed the worst pratibn ability (Fig 3B). In galactose,
energy metabolism is more dependent on oxidativesyimorylation [34] [35]. Hence the
mitochondrial failure linked to Lon knockdown is na@ronounced in galactose conditions that
cumulate the decreased ATP production and protiferacapacity yet noted in cells with
OXPHOS anomalies [36].

This mitochondrial dysfunction appeared to be ulntkn by mitochondrial quality control
actors since a proteotoxic stress response arasmidepleted cells from MsrB2 (Fig 4B) and,
in a lesser extent, the ClpP protease (Fig. 4AncEming the decreased expression of FoxO3
in cells with galactose and upon Lon depletion @®), this has already been found in ageing
cells and animals [37] [22]. The signaling pathwagponse may rather come from Nrf2 (Fig
4D), well-known for its role in antioxidant defensparticularly in case of threatened
mitochondrial homeostasis [38], even if galactoskiced a decreased expression of Nrf2 [39].
Moreover, a binding site for Nrf2 was found on tt@n promoter in a region essential for
upregulating Lon in the presence of oxidative st{d§].

Analysis of the 2D DIGE results showed that twogesses were particularly affected by Lon
depletion, namely energy metabolism as well asstresponse and protein quality control
(Tables 1-4). Concerning protein quality controd atress response, Lon depletion induced
variations in expression of proteins related to ble of mitochondria in cell function and
maintenance (Fig. 6C), that were mainly up-regateti In particular, without Lon, another
mitochondrial serine protease showed enhanced ssiprg i.e. HtrA2 which is known for

acting in case of oxidative stress [41]. Concermingrgy metabolism, down-regulated proteins
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upon Lon depletion are essentially located in ayt@nd implicated in glycolysis. A down
expression of enzymes involved in glycolysis hadgen found in muscle of old women with
decreased energy metabolism [60]. Up-regulated epr®t are rather situated in the
mitochondria and involved in OXPHOS (Tables 1 tdMYy. 6A & B). Such a transcriptional
activation of proteins involved in composition, @liloning and assembly of respiratory chain
has already been reported in response to mitoctad@XPHOS deficiencies [49]. In glucose
condition, this remodeling is accompanied by ovgression of3-oxidation components and
reduced levels of lipid synthesis proteins. A sanihetabolic reorganization has already been
reported in cancer cells [42] and obesity-resistante [43] showing decreased lipid
biosynthesis and increased lipid utilization in th#ochondria through fatty acid oxidation.
This could counterbalance the reduced glycolysss @APHOS activities observed with Lon
depletion (Fig. 7A and B) through increased productof lipolytic products and
downregulation of lipid/sterol synthetic pathways.

Reduced energy metabolic activity noted in Lon dega cells (Fig. 7) confirmed the
hypothesis of mitochondrial dysfunction relatedLtin deficiency and more importantly in
galactose medium. This is consistent with the fallATP levels and the decrease in
mitochondrial mass observed in Lon depleted cellgalactose condition (Fig. 1D and 3C).
Both drops can be explained by the close link betwenergy metabolism and mitochondrial
removal [50] and the benefit of degradation of dgeth and free radical generating
mitochondria [61].

Lon depleted cells revealed less active energy métaactivity for nearly all parameters
measured in this study (Fig. 7 D to K). Such anamyptabolism have been noted in a mouse
model of Alzheimer’s disease exhibiting oxidativeess and mitochondrial dysfunction [52].
Among the parameters that can indicate mitochohdnamalies are respiratory reserve (Fig.

7G) the exhaustion of which has been reported alitred mitochondrial function [51], and
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decreased glycolytic reserve (Fig. 7K) also indngatess tolerance to metabolic stress. By
contrast, levels of proton leak respiration wereaftected by Lon deficiency (Fig. 7H) which

is in accordance with the increase of mitochond®@IS production observed in Lon depleted
cells and that are known to activate proton led [54]. This stimulation may minimize
oxidative damage by tempering electrical poterdia mitochondrial superoxide production
[55].

Oxidative stress has been shown to inhibit glydslygl4] and to impair oxidative
phosphorylation [45]. Due to the complex interplastween protein oxidative damage and
energy metabolism defect, it is not easy to deteerhiow each of them share the responsibility
of the decline of mitochondrial function observestén Actually a decline of mitochondrial
function is found in numerous diseases and thenggaiocess [46]. Decreased mitochondrial
respiration can also be an adaptive stress resporaee a redox stress [47] as well as reduced
flux of the lower part of glycolysis [48]. It wasamly in this part of glycolysis that we found

a down regulation of some glycolytic enzymes when Is depleted.

In conclusion, Lon knockdown induced a number deast indicative of mitochondrial
dysfunction in a context of oxidative stress. Thigochondrial dysfunction manifests in a
particularly significant way through impaired engmpetabolism. Such a picture is often
associated with ageing and certain age-associséteds#s as neurodegenerative diseases [56].
Moreover, the effects of Lon deficiency vary depagdn the metabolic conditions showing
a more pronounced dysfunction in galactose comditiat underscores the importance of the

Lon protease in mitochondrial homeostasis andstesponse.
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Supplementary data

'|Identified protein name

[Swiss-Prot accession n?|

calreticulin CALRHUMAN
acyl-CoA dehydrogenase, very long chain, mitochondrial ACADV HUMAN
angio-associated migratory cell protein AAMP_HUMAN
dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial DLDH_HUMAN
cytosol aminopeptidase AMPL_HUMAN
septin 6 SEPT6 HUMAN
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial ATPA_HUMAN
heat shock protein family D (Hsp60) member 1, mitochondrial CH60 HUMAN
tubulin alpha 1a TBB5 HUMAN
ATP synthase subunit beta, mitochondrial ATPB HUMAN
calumenin CALU_HUMAN
cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial QCR1_HUMAN
tubulin beta 4B class IVb TBB4B HUMAN
NAD kinase 2, mitochondrial NAKD2_HUMAN
28S ribosomal protein 522, mitochondrial RT22 HUMAN
Htra serine peptidase 2, mitochondrial HTRA2 HUMAN
voltage dependent anion channel 1, mitochondrial VDAC1I HUMAN
pyrroline-5-carboxylate reductase 1, mitochondrial P5CR1_HUMAN
electron transfer flavoprotein subunit alpha, mitochondrial ETFA_HUMAN
Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mitochondrial ECH1_HUMAN
14-3-3 protein epsilon 1433E HUMAN
2-methoxy-6-polyprenyl-1,4-benzoquinol methylase, mitochondrial C005_HUMAN
prohibitin, mitochondrial PHB_HUMAN
cathepsin D CATD HUMAN
39S ribosomal protein L28, mitochondnial RM28_HUMAN
enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHM_HUMAN
3-hydroxyacyl-Coa dehydrogenase type-2 HCD2_HUMAN
growth factor receptor-bound protein 2 GRB2_HUMAN
GrpE protein homolog 1, mitochondrial GRPE1_HUMAN
mitochondrial assembly of ribosomal large subunit1 MALSU1 HUMAN
proteasome subunitalpha 5 PSAS5 HUMAN
fumarate hydratase, mitochondrial FUMH_HUMAN
glutathione S-transferase kappa 1 GSTK1_HUMAN
heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 ROA2_HUMAN
cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 5 CPSF5_HUMAN
matrix AAA peptidase interacting protein 1, mitochondrial MAIP1 HUMAN
prostaglandin E synthase 2 PGES2 HUMAN

cell division control protein 42 homolog
diablo homolog, mitochondrial

CDC42_HUMAN
DBLOH_HUMAN

programmed cell death 6 PDCD6 HUMAN
translocon-associated protein subunit delta SSRD_HUMAN
histidine triad nucleotide hinding protein 2, mitochondrial HINT2 HUMAN
acyl carrier protein, mitochondrial (ubiquinone oxidoreductase subunit 2AB1 NDUFAB1) ACPM_HUMAN

, Table 1. Protein over-expressed in glucose
M quality control a ays . .
stress response  cONdition when Lon is down-regulated. Protein
m protein identification of 2D-DIGE-identified differentially
biosynthesis expressed spots in mitochondrial fractions of HeLa
cytoskeleton  cells cultured in glucose medium with or without Lon
organization  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.

M apoptosis

W other



Ildentified protein name

|Swiss-Prot accession n°]

vinculin

carbamoyl-phosphate synthase 1, mitochondrial
ATP-citrate synthase

importin-5

elongation factor 2

Cytoplasmic aconitase hydratase

pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase DHX15

cortactin

heat shock protein HSP 90-beta
ATP-dependent 6-phosphofructokinase
moesin

dynamin 1 like

lamin A/C

heat shock 70 kDa protein 1A

plastin-3

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q
far upstream element-binding protein 1
T-complex protein 1 subunit gamma
T-complex protein 1 subunit eta
adenylyl cyclase-associated protein 1
T-complex protein 1 subunit beta
gamma-enolase

Dnal homolog subfamily A member 1
alpha-enolase

phosphoglycerate kinase 1
adenosylhomocysteinase

farnesyl pyrophosphate synthase

serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic subunit

annexin Al

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
chloride intracellular channel 4

protein ABHD11

phosphoglycerate mutase 1

hydroxyacylglutathione hydrolase, mitochondrial

barrier to autointegration factor 1

M energy metabolism

M quality control and stres
response

W protein biosynthesis

m cytoskeleton
organization

M other
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VINC HUMAN
CPS1HUMAN
ACLY_HUMAN
IPO5_HUMAN
EF2_HUMAN
ACOC_HUMAN

DHX15 HUMAN
SRC8 HUMAN
HS90B HUMAN

PFKAP_HUMAN
MOES HUMAN

DNM1LHUMAN
LMNA HUMARN

HS71A_HUMAN
PLST_HUMAN

HNRPQ_HUMAN

FUBP1_HUMAN
TCPG_HUMAN
TCPHHUMAN
CAP1_HUMAN
TCPB_HUMAN
ENOG HUMAN

DNJAL_HUMAN
ENOA_HUMAN
PGK1 HUMAN
SAHH_HUMAN
FPPS_HUMAN
PP1B_HUMAN

ANXA1 HUMAN
G3P_HUMAN
CLIC4 HUMAN

ABHDB_HUMAN

PGAM1_HUMAN
GLO2_HUMAN

BAF HUMAN

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 HelLa 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.



’ |Identiﬁed protein name

lSwiss-Prot accession n“l

DNA mismatch repair protein Msh2 MSH2_HUMAN
alanine--tRNA ligase, mitochondrial SYAM_HUMARN
X-ray repair cross complementing 6 XRCC6 HUMAN
bifunctional coenzyme A synthase COASYHUMAN
electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mitochondrial ETFD HUMAN
cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial QCR2_HUMAN
flap endonuclease 1 FEN1 HUMAN
succinyl-CoA ligase ADP-forming subunitbeta, mitochondrial SUCB1_HUMAN
lamin A/C LMNA HUMARN
actin, cytoplasmic1 ACTB_HUMAN
medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial ACADM HUMAN
eukaryotic translation initiation factor 3 subunitH EIF3H HUMAN
heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2 HNRPC_HUMAN
serine-threonine kinase receptor-associated protein STRAP_HUMAN
28S ribosomal protein 522, mitochondrial RT22 HUMAN
annexin A2 ANXA2_HUMAN
AHreceptorinteracting protein AIP HUMAN
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase THTM_HUMAN
ribose-phosphate pyrophosphokinase 2 PRPS2_HUMAN
HtrA serine peptidase 2, mitochondrial HTRA2 HUMAN
prohibitin-2 PHB2_HUMAN
annexin A5 ANXAS5 HUMAN
chloride intracellular channel 2 CLIC2 HUMAN
cathepsin D CATD HUMAN
14-3-3 protein epsilon 1433E_HUMAN
T-complex protein 1 subunit beta TCPB HUMARN
protein ABHD11 ABHDB HUMAN
matrix AAA peptidase interacting protein 1, mitochondrial MAIP1 HUMAN
prostaglandin E synthase 2 PGES2_HUMAN
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 ROA1 HUMAN
ubiquitin-40S ribosomal protein $27a RS27A_HUMAN

W energy metaholism

m quality control and
stress response

W other

100

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

m protein biosynthesis 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.



Identified protein name

Swiss-Prot accessionn®

carbamoyl-phosphate synthase ammonia, mitochondrial
neutral alpha-glucosidase AB

heat shock protein HSP 90-beta

radixin

gamma-enolase

phosphoglycerate kinase 1

fructose-bisphosphate aldolase A

calcium uptake protein 2, mitochondrial
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

ubiquitin domain-containing protein UBFD1

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 13
guanine nucleotide-binding protein G{i) subunit alpha-2

glutaredoxin-3

CPS1 HUMAN
GANAB_HUMAN
HS90B HUMARN
RADI_HUMAN
ENOG_HUMAN
PGK1_HUMAN
ALDOA_HUMAN
MICU2_HUMARN
G3P_HUMAN
UBFD1_HUMAN
PSD13_HUMAN
GNAI2Z_HUMAN
GLRX3_HUMAN

ferritin light chain FRILHUMAN
eukaryotic translation initiation factor 1A, X-chromosomal IF1AX_HUMAN
exosome complex component RRP4 EX0S2_HUMAN

NADH dehydrogenase ubiquinone 1 alpha subcomplex assembly factor NDUF2 HUMAN
prefoldin subunit 5 PFD5_HUMAN
galectin 1 LEG1 HUMAN

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
m quality control and stress  medium with or without Lon
KB depletion. Spots of interest (fold
mother 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.

M energy metabolism
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1) Peroxydation lipidique et glycoxydation dans lesellules HeLa déficientes en Lon

Les systemes protéolytiques constituent I'un degsquréférentiellement utilisés par la
cellule pour se protéger des dommages irréversiiigeés aux protéines. Notamment
engendrée en situation de stress oxydant, la c@di@mm figure au nombre des atteintes
oxydatives majeures portées aux protéines (Tanasa. €2016) . Nous avons observé
précédemment (cf publication 2) que les protéines ckellules HelLa déficientes en Lon
affichaient des niveaux de carbonylation supérieuceux mesurés en présence de Lon. Un
résultat cohérent avec les capacités de Lon ar@inés protéines oxydées (Bayot et al. 2010).
Il s’agissait la de cibler la carbonylation destpnoes en général. En effet, la carbonylation
peut aussi provenir d’'une conjugaison avec desuymde peroxydation lipidique tels le 4-
hydroxynonénal (HNE), ou d’'une glycoxydation géméides AGE, deux processus egalement
delétéres (Hauck and Bernlohr 2016), (VanhoorerbP@df Introduction, paragraphe "Les
especes réactives de I'oxygene dans les dommagédsamolécules").

Niveaux de HNE
Niveaux d"AGE

() c,o
NS » N @

Figure RS1 : niveaux de marqueurs de la peroxydatiolipidique et de la glycoxydation
dans des fractions enrichies en mitochondries de ledes déficientes ou non en LonLes
niveaux des adduits HNE, produit de la peroxydatipidique (A) et d’AGE, produit de
glycation avancée (B) ont été analysés par westetrapres 10 jours d’induction (Dox+) ou
non (Dox-) a la doxycycline dans des milieux suppéatés en glucose ou galactose. Les
résultats concernant les HNE sont normalisés pgvord a la condition glucose Dox-. Les
résultats correspondent aux moyennes de 3 a Sierpés indépendantes. Statistiques : test de
Student : **p<0.01.

Nous nous sommes donc penchés sur les niveauxuifadtNE, quantitativement I'un
des plus importants produits de la peroxydationifue (Castro et al. 2017), et d’AGE (Figure

RS1 A et B) dans des fractions enrichies en mitodhies de cellules HelLa déficientes ou non
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en Lon. La sous expression de Lon ne s’est pasitegdar une augmentation significative des
protéines affectées par la glycoxydation. Quanhigaau des protéines modifiées par I'ajout
de HNE, il s’éleve sous l'effet d’'une déplétion leszn en condition glucose. Il apparait donc
gue l'effet d’'une sous expression de Lon se mataifplkis par une accumulation de protéines
présentant une carbonylation issue d’'une oxydajisnpar une €élévation des contingents de

protéines modifiées par des adduits de peroxydépatique ou par glycoxydation.

En revanche le recours a un milieu supplément@kcipse se traduit par la hausse des
niveaux de HNE et AGE préalablement décrite avée seurce de carbone (Pawar and Jadhav
2017), (Shwe et al. 2018).

2) Activité du protéasome dans les cellules HeLa défemtes en Lon

Transcription
regulators
Metabolic

Figure 21 : réprésentation

e schématique de la
dégradation par la
protéasome (d’aprés

Ubiquitioghen Shachinery Carrard et al. 2002). La
El == E2s —*E3s

majeure partie des substrats du
protéasome sont ubiquitinylés
préalablement a leur
dégradation par le protéasome

' 26S quoique certains substrats
de la machinerie 26S puissent
étre dégradés sans
ubiquitinylation. Pour sa part,
Le protéasome 20S dégrade les
protéines oxydées de facon
ATP et ubiquitine
indépendante.

Systeme protéolytique majeur du cytosol et du npl@protéasome est un complexe
multienzymatique jouant un réle clé dans la dégradales protéines endommagées (Friguet
2000). Il fonctionne sous deux formes : 26S et 2@Sprotéasome 20S porte la composante
protéolytique. Le protéasome 26S est pour sa mestitué par 'ensemble comprenant une
unité 20S prise en sandwich entre deux particidgsalatrices 19S. Ces deux particules 19S

sont composées d’'un domaine ATPase et d’'un donmenesconnaissance de l'ubiquitine
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(Figure 21). Le protéasome 20S déploie trois ppialeis activités protéolytiques : I'activité
trypsine-like qui catalyse I'hydrolyse de la liaispeptidique située apres les résidus basiques
comme l'arginine ou la lysine, l'activité chymotsipe-like qui agit apres les larges résidus
hydrophobes comme la tyrosine ou la phénylalanitagtivité peptidylglutamyl-peptide

hydrolase qui agit apres les résidus acides corargkitamate.

Différentes études ont démontré une baisse degtéstdu protéasome au cours du
vieillissement (Carrard 2002) ainsi que suite &wess oxydant. En effet, les protéines les plus
affectées par I'oxydation peuvent devenir résigisuat la dégradation par protéolyse et former
ainsi des agrégats susceptibles d’inhiber I'adivilu protéasome, vraisemblablement en
empéchant les substrats d’accéder aux unités pybtges (Friguet 1994), (Bulteau et al.
2001). Des modifications oxydatives du protéasomenEme peuvent également altérer son
fonctionnement (Carrard et al. 200@John and Grune 2014).
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Figure RS2 : activité chymotrypsine-like (CT-L) etpeptidylglutamyl-peptide hydrolase
(PA) du protéasome dans desellules déficientes ou non en Lorles activites CT-L (A) et
PA (B) ont été mesurées aprés 10 jours d’'inductizox+) ou non (Dox-) a la doxycycline
dans des milieux supplémentés en glucose ou gatact@s résultats sont normalisés par
rapport a la condition glucose Dox-. lls correspamdaux moyennes de 4 a 5 expériences
indépendantes. Statistiques : test de Student<C-l.

En vue d’approfondir nos premiers travaux consaarksffet d’'une déplétion en Lon
sur l'activité du protéasome (cf publication 1),usoavons ici approfondi les effets d’'une
déplétion en Lon sur deux activités du protéasdeseactivités chymotrypsine-like (CT-L) et
peptidylglutamyl-peptide hydrolase (PA), et dansndeonditions. Cette étude a confirmé
gu'une défaillance en Lon est associée a une nmmiadtivité du protéasome, de fagon

significative seulement en condition glucose (FEgRS2 A et B). Il apparait donc qu’une
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défaillance de la protéase Lon dans la mitochorstriede nature a perturber la dégradation et

le renouvellement des protéines dans d’autres camaants cellulaires.

3) Identification de protéines présentant des niveaud’oxydation modifiés par une
déficience en Lon

Apres avoir identifié un certain de nombre de pre dont 'expression est modifiée
en absence de Lon (cf publication 2), et compte thncontexte de stress oxydant associé a
cette carence, nous avons souhaité ouvrir des gieps en recherchant des protéines
présentant des niveaux d'oxydation augmentés oundé#&s dans le cadre d'une sous-

expression de Lon dans un milieu supplémenté esogiu

A B
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Figure RS3 A et B : analyse par la technique de 2DIGE des modifications d’oxydation
des protéines entre fractions enrichies en mitochahies de cellules déficientes ou non en
Lon. Aprés focalisation isoélectrique et séparationmeseines sur gel SDS-PAGE, les gels
ont été numérisés suivant les longueurs d’ondesfldesophores utilisés : une cyanine 5
hydrazide marquant les groupes carbonyls des pestgiour évaluer les niveaux d’oxydation
(A) ; une cynine 3 NHS marquant les groupes amdessprotéines pour évaluer les niveaux
d’expression (B).

Dans ce but, nous avons adapté le protocole de IZE itilisé pour identifier des
protéines affichant des variations de niveau d'esgion (cf publication 2). Si le niveau
d’expression des protéines a été mesuré au moyém fllerescence émise par une cyanine
marquant les protéines (Figure RS3 B), le niveaxytiation des protéines a quant a lui été
évalué en utilisant une autre cyanine porteuseedfonction hydrazide se fixant spécifiquement
aux groupes carbonyls libres des protéines (FigRB8 A). Ce double marquage permet de
normaliser les niveaux d’oxydation par rapport atseaux d’expression des protéines. Apres

une séparation des protéines en deux dimensioosliffation isoélectrique puis sur gel SDS
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PAGE) et détermination des spots d’intérét (FigR&S3 C), le recours a la spectrométrie de
masse a permis d’identifier les protéines présentagmvariation de niveau d’oxydation lorsque
I'on compare les fractions enrichies en mitochoeslde cellules HeLa exprimant Lon a celle

qui sont privées de cette protéase (Figure RS3 D).

Figure RS3 C : gel préparatif
coloré au bleu de Coomassie
Un gel préparatif a été réalisé
avec 150 g de protéines issues

& - - # du standard interne (mélange
. S _+. | équimolaire de tous les
Bl i@ T4 4 échantillons) puis coloré au bleu
I - de Coomassie pour repérer les
-~ - s < - spots d'intérét (numerotés en
. | rouge ; Anova< 0,05, fold
_é__ - 4 - change> 1,5) qui seront ensuite
L —_ s 8 ©  identifiés par spectrométrie de
e - " s g - / masse.
Protéines plus oxydées en condition Dox+ :
métabolisme Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia] CPSM_HUMAN *
Pyruvate kinase PKM KPYM_HUMAN
contrdle qualité Heat shock protein HSP 90-beta HS90B_HUMAN
Actin, cytoplasmic ACTB_HUMAN
cytosquelette i entin VIME_HUMAN
EXpression geratin, type IT cytoskeletal 1 K2C1_HUMAN
des génes
Protéines moins oxydées en condition Dox+ :
métabolisme Fructose-bisphosphate aldolase A ALDOA_HUMAN
R ., Isocitrate dehydrogenase IDH3A HUMAN *
contréle qualité Stress-induced-phosphoprotein 1 STIP1_HUMAN
cytosquelette keratin, type II cytoskeletal 8 K2C8_HUMAN
expression Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3 HNRH3_HUMAN
. __Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like HNRDL_HUMAN
des génes Elongation factor 2 EF2_HUMAN

% : protéines mitochondriales

Figure RS3 D : protéines identifiées avec des nivea de carbonylation plus ou moins
élevées dans des fractions enrichies en mitochonelsi de cellules déficientes en Lohes
spots d'intérét ont été identifiées par MS/MS Oudgitra partir de fractions enrichies en
mitochondries de cellules collectées aprés 10 jdingluction (Dox+) ou non (Dox-) a la
doxycycline dans un milieu supplémenté en glucdseoyva< 0,05, fold change 1,5 ; n = 4.
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De facon intéressante, on remarque que les résuléatette 2D oxiDIGE recoupent
ceux de la 2D DIGE effectuée précédemment (cf pabbn 2). La aussi, le métabolisme
énergétique et le contrdle qualité des protéiapsgartie des domaines les plus concernés par
les variations de modifications oxydatives desdgin@s associées a une déplétion en Lon. Deux
autres secteurs sont également affectés, le cygtettpiet I'expression des genes. La aussi, la
glycolyse est particulierement touchée par une sapgession de Lon puisque deux enzymes
intervenant dans cette voie sont modifiées, la yatel kinase et la fructose bisphosphate
aldolase A. Quant au contrdle qualité des proteisass Lon, la chaperone Hsp9Qui s’est
révélée sous exprimée, se retrouve ici plus oxydéar sa part moins oxydée en absence de
Lon, la cochaperone Stipl intervient dans la rémnades chaperones Hsp90 et Hsp70
(Odunuga, Longshaw, and Blatch 2004). La régulatier’activité de Hsp90 peut donc étre

influencée a deux niveaux par un knock down de Lon.
4) Dommages a I’ADN mitochondrial dans les celluledeLa déficientes en Lon

Rechercher d’éventuels dommages a I'’ADN mitoch@ideassociés a une sous
expression de Lon nous a semblé une autre pergpdotéressante pour approfondir les
fonctions assurées par cette protéase. Lon estiegoour interagir directement avec ’ADN
mitochondrial. Outre un réle de maintenance dea®me, elle concourt a la régulation de la
réplication et de la transcription de ’ADN mitoctdrial (Pomatto, Raynes, and Davies 2017)
et des lésions de cet ADN ont été repérees chexuee privée de la protéase PIM1/Lon (Van
Dyck 1998)

Afin de vérifier si I'intégrité de '’'ADN mitochondial est ou non préservée dans nos
cellules HelLa déficientes en Lon, nous avons pmcédles expériences de PCR longue
extension (LX PCR). Cette technique se fonde spritecipe que des Iésions de I’ADN (sites
abasiques, ruptures de brin, dimeres de thymingjgre ralentir, voire bloquer la progression
de I'ADN polymérase. L'amplification d’'une séquenemdommagée donnera donc des
résultats moins bons que celle d’une séquence inéePour repérer de fagon relativement
précise les sites d’éventuelles Iésions, 'ADN mitondrial a été divisé en neuf séquences
conseécutives (Figure 22) et neuf paires de primetrgté utilisées pour amplifier ces séquences

séparément.

Selon nos résultats, une déplétion en Lon se tradmiune amplification moindre de

I’ADN mitochondrial dans deux secteurs, entre legl@otides 4155 et 4175 et entre les
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nucléotides 11614 et 520 (Figure RS 4). Ces rasulissent donc augurer de dommages a

'ADN dans deux sites codant pour des sous-unigs ebmplexes | et Ill de la chaine

respiratoire. Aucune des protéines codées paraes sEquences ne figurent dans la liste des

protéines modifiées identifiees a I'issue de nopéeences de 2D DIGE et 2D oxiDIGE.

Toutefois, cette liste comprend des protéines en &vec trois complexes de la chaine

respiratoire, parmi lesquels les complexes | efclipublication 2).

1,2
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séquences moins amplifiées quand Lon est sous exprimée
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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 a I) ont été
amplifiées aprés 10 jours
d’'induction (Dox+) ou non
(Dox-) a la doxycycline dans
un milieu supplémenté en
glucose. Les résultats sont
normalisés par rapport a 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 'ADN
mitochondrial.



Par ailleurs, 'une de ces deux séquences sustaEptle dommages héberge un site sur
lequel Lon put se lier, a savoir la région contiddatenant les origines de réplication ainsi que
les promoteurs des brins lourd et Iéger constitlABIN mitochondrial.

Les conséquences d’'une déplétion en Lon sur I'épparde dommages a s'ADN
mitochondrial peuvent donc étre de nature a pegtusbmétabolisme énergétique ainsi que la
réplication et la transcription de ce génome concela a été observé dans des fibroblastes
humains immortalisés (Zurita Rendon 2018). Autantmcanismes pouvant contribuer aux

anomalies de la fonction mitochondriale que nousavelevées 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 westet a partir de fractions
enrichies en mitochondries. Aprés extraction etagesdes protéines, 30 pg de protéines par
eéchantillons ont été sépareés sur gel SDS-PAGEtmnsférés sur membrane de nitrocellulose
Hybond (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, JUBAE et AGE ont été détectés au
moyen d’anticorps anti-4 Hydroxynonenal (abcam &d46, dilution au 1/1000¢€) et anti-AGEs
(TransGenic Inc. KHOO1 ; dilution au 1/1300¢€) dé&e@ar des anticorps secondaires anti lapin
ou anti sourisDyLight 800 ou 700 (Invitrogeff). La quantification des signaux fluorescents

a été réalisée avec le logiciel ImageJ.

2) Mesure des activités chymotrypsine-like et peptylglutamyl-peptide hydrolase du

protéasome

Les activités chymotrypsine-like (CT-L) et peptigdtamyl-peptide hydrolase (PA)
ont été déterminées en utilisant deux substratsdigyes fluorogénes spécifiques de chacune
des deux activités : le N-Succinyl-Leu-Leu-Val-TA®MC (LLVY-AMC) pour l'activité CT-L
et le N-Cbz-Leu-Leu-Glu-Na (LLE-N) pour I'activitéA. Ces deux activités ont été mesurées
a partir de la fluorescence émise par la libératims fluorophores AMC (7-amino-4-
méthylcoumarine) et NAB¢Naphthylamine).

Cette mesure a été effectuée en plaque 96 puits Elmque puits ont été déposés 10
g de protéines dans un volume total de 90 ul cét@mglar un tampon Tris 20mM pH 7,5. 10
ul d’'une solution contenant le peptide fluorogéneMY-AMC) ou (LLE-N) ont été ajoutés,
soit une concentration finale du substrat de 20Rd&r chaque catégorie d’échantillon, un puits
supplémentaire a recu en plus un inhibiteur dugasxime, du MG 132 a une concentration
finale de 100uM. La fluorescence a été mesuréaidel'd’'un fluorimétre (FLUOstar Optima,
BMG Labtech)\ excitation 355 A émission 460.

116



3) Analyse protéomique

Les modifications oxydatives subies par les pr@®iont été mises en évidence au
moyen d’une variante de la 2D DIGE permettant dengjtier les modifications d’expression
du protéome avec un marquage des groupes aminaes@ayanine NHS ester (CyNHS) puis
les modifications d’oxydation des protéines avee nmrarquage des groupes carbonyls par une

cyanine hydrazide (CyHz).

Les protéines ont été extraites a partir de frastienrichies en mitochondries dans un
tampon urée 8M, thiourée 2M, CHAPS 4%, DTT 10mM. dtendard interne a été constitué
par un mélange équimolaire de protéines proveraghdcun des échantillons. Apres dosage,
150ug de protéines de chaque échantillons oméidés en présence de CyHz 5. Les protéines
marquées ont ensuite été soumises a une préapitatisolubilisées dans un tampon urée 8M,
thiourée 2M, CHAPS 4% puis 50ug de protéines dejuwhachantillon ont été incubés en
présence de CyNHS 3. 400ug de protéines provemna8i qusqu’ici non marquées) ont été
incubés en présence de CyNHS 2. On a alors pracédémeélange des échantillons de telle
sorte que chaque mélange comprenne un échantilbor, Dn échantillon Dox+ et 50ug de
protéines provenant du Sl. Ces mélanges ont ét@is@uune focalisation isoélectrique sur des
strips IPG pH 3-11 NL. Les strips ont été equiltodans un tampon d’équilibration urée 6M,
SDS 2%, glycérol 30%, Tris-HCI 50 mM pH 8,6 en détapes : une premiere étape avec du
tampon d'équilibration complété avec du DTT 1%, wexonde étape avec du tampon
d’équilibration complété avec de I'iodoacétamidé4, Chaque strip a ensuite été placé sur un
gel pour une étape de séparation des protéinedgmrophorese SDS PAGE.

L’acquisition des images et I'analyse des donnégste respectivement réalisées sur
un Ettan DIGE Imager et au moyen du logiciel Sano&Sp es spots d’intérét ont été retenus
a partir des criteres suivants : Anav®,05, fold change 1,5 et repérés sur un gel préparatif
réalisé pendant I'expérience avec 150ug de pratgnavenant du Sl puis coloré au bleu de
Coomassie. Prélevés manuellement ces spots onadidentification des protéines modifiées
par spectrométrie de masse (MS/MS Orbitrap).
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4) Mesure des niveaux d’amplification de séquencele '’ADN mitochondrial

Les paires de primers utilisées pour amplifierdéguences d’ADN mitochondrial A a

| ont été concues selon le tableau suivant :

Forward primer Nucleotide positions Reverse primer Nucleotide positions Product size (bp)
SC-A-for 503-520 SC-A-rev 2484-2463 1982
SC-B-for 2364-2386 SC-B-rev 42494228 1886
SC-C-for 41554175 SC-C-rev 6220-6199 2066
SC-D-for 6113-6133 SC-D-rev 8017-7996 1905
SC-E-for 7925-7944 SC-E-rev 9884-9863 1960
SC-F-for 9767-9784 SC-F-rev 11748-11727 1982
SC-G-for 11614-11635 SC-G-rev 13638-13617 2025
SC-H-for 13539-13559 SC-H-rev 15431-15409 1893
SC-I-for 15331-15350 SC-I-rev 836-815 2075

L’amplification des séquences d’ADN mitochondriaéeé effectuée puis évaluée a
partir de 3ng d’ADN total extraits de chaque échiantselon le protocole utilisé par Terluk et
al. (Terluk et al. 2015).
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Conclusions géneérales
et

perspectives
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La protéase Lon constitue un point de convergente eéeux composantes majeures
de la cellule eucaryote, la mitochondrie et la @obtse. Indispensable a la vie de la cellule, la
premiére ne peut fonctionner correctement sansdargle. Sans Lon, la mitochondrie perd un
de ses plus importants moyens de faire face assafjee représente I'accumulation de protéines
endommagées retrouvées dans le vieillissemennhstatataines pathologies. Le lien entre cette
accumulation et ces états morbides ? Une dysfanatitochondriale préjudiciable a la vie de
la cellule ! Préciser le role de Lon dans 'homéssg protéique et la fonction mitochondriale
permettrait donc de a mieux cerner les mécanism@=uadans un certain nombre de processus

déléteres.

En 1944, Evelyn Witkin découvre que la souche met8/r dEscherichia colrésiste
au rayonnement UV. Alors que les souches B irrad@Essent de se diviser, s'allongent et
meurent, le mutant B/r soumis aux mémes conditimmend la division qu’il avait
momentanément arrété@uVitkin 1947). Il s’averera ultérieurement que laushe B/r ne
posséde pas l'inhibiteur de la division cellulddf En revanche, si Sfi est exprimée dans la
souche B, c’est une autre protéine qui lui faibdéfla protéase Lon qui normalement dégrade
Sfi. Donc sans Lon plus de division et, commeal yne limite a la vie &scherichia colien

absence de division, la souche B irradiée finitrpaurir.

Les premiéres études sur des mutations de Lontéméalisées suEscherichia. Coli
dans les années 1960 (Howard-Flanders 1964)pkipart des connaissances acquises sur Lon
proviennent de travaux sur cette bactérie. Une dgamtie des conclusions auxquelles ils ont
abouti est applicable a la protéase mitochondii@le mais ces investigations ne peuvent
toutefois pas dispenser de recherches menéesetimext sur la cellule eucaryote. A cette fin,
les cellules HelLa représente un modeéle intéressant.d’abord il a été démontré que Lon est
exprimée dans les cellules HeLa (Wang 1993) efcgtte expression est accrue en conditions
de stress (Hori et al. 2002). Un certain nombreéudiés sur Lon ont d’ailleurs été réalisées en
utilisant cette lignée cellulaire (Konig 2017), @evork-Geleta et al. 2015), (Kil et al. 2015),
(Fukuda et al. 2007),...

Ensuite, les cellules HelLa constituent des modeddlalaires appropriés pour étudier
I'effet de modulations de I'expression de Lon. Hfete les transfections opérées dans ces

cellules se soldent par des résultats tres sat@sfes (Del Carpio 2014). C’est ainsi que grace
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au shRNA anti-Lon introduit dans nos cellules Heh@s avons obtenu une baisse d’environ
80% de I'expression de Lon. De plus, I'intégratddnn shRNA est stable, ce qui procure une
extinction durable de I'expression de la protéiiidec ce qui n'est pas le cas avec un siRNA.
Il apparait également que le silencing imposé pmashRNA est plus efficace que lorsqu’il
provient d’un siRNA (McAnuff, Rettig, and Rice 200Tn constat entre autres établi dans des
cellules HelLa (Siolas et al. 2005).

Par ailleurs, une partie des expérimentations nsedées le cadre de ce doctorat a été
effectuée sur des fractions de cellules HelLa ersckn mitochondries. Compte tenu de la
faible représentation du protéome mitochondrialsdbn protéome total, ce choix nous a
notamment permis de mettre en évidence des vargatexpression ou de modifications de
protéines mitochondriales qui auraient été trop gleondantes dans des extraits protéiques
totaux pour étre décelées. Par rapport a des noitattles purifiées, ces fractions enrichies en
mitochondries présentent aussi 'avantage de nexasre de I'analyse un certain nombre de
protéines cytosoliques en lien avec le fonctionngnde la mitochondrie.

En sous exprimant Lon de fagon significative etatile dans notre modéle de cellules
HelLa, nous avons ainsi obtenu des résultats prédisable de cette protéase dans la réponse
au stress et le contrble qualité des protéinesettamt en évidence I'importance de Lon dans
une fonction majeure de la mitochondrie, le métahw énergétique. Nous avons également
observé que les conséquences d’'une déficience enétasent modulées par la source de
carbone a la disposition des cellules puisque ffetsgeuvent varier selon que le milieu de

culture est supplémenté en glucose ou en galactose.

La protéase Lon dans ’homéostasie protéique et l&ponse au stress

Pour conserver un protéome en état de fonctionneta@emitochondrie doit faire face
a plusieurs défis. Tout d’abord, elle doit impolteemajeure partie de son protéome et assurer
a ce protéeome une conformation adéquate. Ensesediverses composantes de la chaine
respiratoire étant codées par le génome nucléaingao le génome mitochondrial, il lui faut
assurer un équilibre entre les expressions deaxesgénomes. Enfin la production d’ATP par

la phosphorylation oxydative s’accompagnant d’usreneition d’ERO, la chaine respiratoire
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doit affronter les dommages que ces derniéregenitiaux protéines, a ’ADN mitochondrial

et aux lipides.

C’est vraisemblablement face a ce dernier défi lgueoncours de Lon est le plus
important. Particulierement impliquée dans la dégtian des protéines oxydées, Lon constitue
la premiére ligne de défense de la matrice mitodhale contre les dommages oxydatifs. Une
aptitude que nos résultats confirment puisque ca®c un agent oxydant, le tert-Butyl
Hydroperoxyde (Carletti et al. 2018), que nous avohtenu la plus forte augmentation de
niveaux de protéines carbonylées en absence deJoendéfaillance de Lon a néanmoins suffi
a engendrer un stress oxydant dont I'amplitude®icbnséquences ont varié en fonction des
sources de carbone. Deux marqueurs caractéristajustress oxydant, la carbonylation des
protéines et la production d’ERO, ont témoigné daotse étude de I'implication de Lon dans
la lutte contre les dommages oxydatifs. Si l'acclation de protéines oxydées peut se
concevoir comme une conséquence directe de lassquession de Lon, 'augmentation des
niveaux d’ERO s’interprete plutdét comme un effetselaire de cette accumulation de
protéines modifiées. En altérant la fonction destgnes, ces modifications ont
vraisemblablement provoqué un dysfonctionnementsgisgemes de contréle qualité et de la

phosphorylation oxydative aboutissant a une stitirariae la production d’'ERO.

Un tel effet a déja été observé au niveau du coxeglde la chaine respiratoire (Sharma
2009) et les moindres performances de la phospitagl oxydative que nous avons observées
dans les cellules déplétées en Lon vont dans & erant aux systémes de contréle qualité,
eux aussi ont montré des modifications susceptiblamoindrir les défenses des cellules
déficientes en Lon. Celles-ci ont notamment présant baisse d’expression de la chaperone
Hsp90 qui peut s’expliquer la par le clivage qusttess oxydant opere sur cette protéine (Haase
and Fitze 2016). D’autant que nos résultats monhtrea augmentation des niveaux de Hsp90
oxydées en absence de Lon. De plus, Hsp70, corowefgrmer de concert avec Hsp90 une
machinerie assurant le repliement des protéinesk{kaet al. 2017), est également sous
exprimée dans les cellules déplétées en Lon enitemmglucose. Un résultat cohérent avec
une défaillance en Hsp90 puisque, sans Hsp90rdésSipes travaillant en association avec cette
chaperone sont dégradées par la protéasome (Bééik 20

Intervenant majeur dans la maintenance de I'horaéstprotéique, le protéasome
semble lui aussi souffrir de I'absence de Lon pugsgous avons observé une baisse de son
activité dans les cellules déplétées en Lon enitondglucose. Un résultat qui témoigne
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egalement en faveur d’'un stress oxydant puisquaealts études suggerent une inhibition du
protéasome par les produits d’oxydation, appareriman un mécanisme de blocage de
'accessibilité des substrats (Friguet and Szwe@R/), (Bulteau et al. 2001). Comment le
protéasome, qui opere dans le cytosol, peut-ilafezté par une augmentation des contingents
de protéines oxydées dans la matrice mitochondriadiBa le systeme OMMAD (Outer
Mitochondrial Membrane Associated Dégradation). énsur la face cytosolique de la
membrane mitochondriale externe, ce complexe estposé d'ubiquitines ligases E3 et
d’ATPase Cdc48/p97 qui lient les protéines ubigyites pour les transférer au protéasome
(Benischke et al. 2014). Bien que OMMAD soit sitsidr la membrane externe, diverses
observations accréditent la thése d'une translocatie protéines de la matrice ou de la
membrane interne vers la membrane externe a ded’fibiquitinylation et de dégradation par
le protéasome (Taylor and Rutter 2011).

Le stress engendré par une perte de Lon ne sigsfas pas seulement traduit par un
amoindrissement des capacités des systemes deenaine de I’'homéostasie protéique. Nous
avons également noté des réactions de réponseasidé la part de certains acteurs du contréle
gualité. A commencer par HtrA2, une autre sérirgarse mitochondriale surexprimée quand
Lon fait défaut. AI'égal de Lon, HtrA2 est une f#ime de réponse au stress et elle est impliquée
dans le stress oxydant. Bien que cette protéagessoée dans un autre compartiment
mitochondrial, I'espace intermembranaire, un rendier sa part est d’autant plus envisageable
gu’une surexpression de Lon a été observée dars®das n'exprimant pas HtrA2 (Goo, Rhim,
and Kang 2014). De plus ces souris présentent ldgateune surexpression des prohibitines,
un phénomeéne que nous avons également observé@anknpliqguées dans la maintenance
de 'homéostasie mitochondriale, les prohibitinas @éja prouvé un réle protecteur contre le

stress oxydant (Zhou et al. 2013).

Nos travaux peuvent ainsi conclure a un réle sicgtif de Lon dans la maintenance de
’lhoméostasie protéique mitochondriale et la répams stress, réle se manifestant de diverses
manieres. Lon agit donc en utilisant différentseaésx qu’elle est en mesure d’influencer
directement ou non. C’est ainsi que nous avons aegérépercussions d’une sous expression
de Lon jusque dans la dynamique du réseau mitoctabndne activité essentielle de la
mitochondrie et qu’elle utilise entre autres conwuél de contrdle qualité (Ni, Williams, and
Ding 2015).
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La protéase Lon dans la fonction mitochondriale

Compte tenu des fonctions capitales assurées paitdahondrie, il n’est pas étonnant
de retrouver une dysfonction mitochondriale dansantain nombre de maladies comme c’est
aussi le cas dans le vieillissement (Moehle, Shad, Dillin 2018). Maintenir ’homéostasie
protéigue dans la mitochondrie étant un préreqodispensable a un fonctionnement
mitochondrial opérant, I'on pouvait s’attendre & uncidence d’'une sous expression de Lon

sur la fonction mitochondriale.

Activité mitochondriale majeure, le métabolisme réééique constitue un témoin de
choix de I'état de la fonction mitochondriale. Oous avons constaté que, sans Lon, ce
meétabolisme énergétique affiche une baisse d’'#&etigue ce soit dans la mitochondrie, au
niveau de la phosphorylation oxydative, ou en dghaar niveau de la glycolyse. Cette réduction
de I'activité métabolique se traduit vraisemblabdetnpar une diminution des rendements en
ATP puisque nous avons constaté une baisse desurivRATP dans les cellules déficientes
en Lon. Plusieurs des indicateurs du métabolisnmergétique que nous avons mesurés
confirment une altération du fonctionnement deHagphorylation oxydative. C’est ainsi que
nous avons remargué que I'absence de Lon s’accamphgne baisse importante de la réserve
respiratoire, un parametre qui représente les gaard’ATP que la chaine respiratoire peut
fournir en supplément dans le cas d’une augmentatmdaine de la demande en énergie.
Méme constat concernant la capacité respiratoirgimade qui témoigne de plus d'une
dysfonction mitochondriale durable puisque ce pateendépend notamment d’une régulation
sur le long terme de la phosphorylation oxydativegler et al. 2012). Sans Lon, nos cellules
disposent donc d’une moindre capacité a faire éades événements nécessitant une dépense

accrue d’énergie et cette vulnérabilité n’est gagesnent transitoire.

Conclure a une dysfonction mitochondriale peut demigontradictoire avec la
surexpression de certaines sous unités de la cheSpgatoire que nous avons remarquée en
absence de Lon. On sait maintenant que les diffemmplexes de la chaine respiratoire sont
organisés en supercomplexes dont la compositionvashble. La stcechiométrie de ces
complexes est donc elle aussi variable et une mtidalde cette derniere a déja été observée
dans certaines conditions (Greggio et al. 2017)e Wgorganisation des supercomplexes a
également été relevée dans un contexte de strgdaravec, par exemple une augmentation
des complexes | isolés (Anwar et al. 2018). Laxquiession de sous unités de complexes |, Il

et IV que nous avons notée en absence de Lon est @ompatible avec une dysfonction
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mitochondriale. De plus, surexprimer les complekest Ill peut contribuer a expliquer
'augmentation des niveaux d’ERO que nous avorevéd dans les cellules déplétées en Lon
puisque ces deux complexes sont les principauxuptedrs d’ERO.

Conjointement aux anomalies du métabolisme que awvoss repérées en absence de
Lon nous avons noté une surexpression de protéuseEeptibles de venir a la rescousse. C'est
le cas de 14-3-3 epsilon. Il a été démontré quie gebtéine de réponse au stress (Xu et al.
2013) intervenant dans la régulation du métaboligmeragit entre autres avec la GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) (Liarad. 2009). Or, de facon intéressante,
cette enzyme de la glycolyse est sous exprimée mansellules déplétées en Lon. Quant a la
stimulation de I'expression des prohibitines évanpléis haut, elle peut aussi contribuer a cette
stratégie de défense puisque les prohibitinesisgrliquées dans la régulation de I'activité de
la chaine respiratoire et qu’un stress mitochohgeat accroitre leur expression (Artal-Sanz

and Tavernarakis 2009).

Les altérations du génome mitochondrial constitusrg autre source importante de
dysfonction mitochondriale. Les premiers résultpate nous avons obtenus en amplifiant des
séquences d’ADN mitochondrial laissent a penseurggisous expression de Lon est associée
a des dommages sur certaines séquences de cet WbiNonstat qui n’est pas surprenant
puisque Lon entretient des liens étroits avec lgogee mitochondrial. N’intervient-elle pas
dans sa maintenance, sa réplication et sa tratisarifMatsushima, Goto, and Kaguni 2010).
Lon est par ailleurs I'un des constituants du moiclé, un complexe protéigue impliqué dans la
maintenance et la transcription du génome mitochiahd’'absence de Lon et le stress oxydant
qui en résulte sont donc autant de facteurs qupordffecter TADN mitochondrial ainsi que
sa réplication et sa transcription. De plus, lesusdces d’ADN susceptibles d’étre
endommagées ici abritent notamment la région qoiréte la réplication et la transcription,
région constituant par ailleurs un site de fixatam Lon. Nos investigations préliminaires
permettent ainsi de penser qu’une défaillance enihflige a ’ADN mitochondrial des effets
délétéres constituant un facteur supplémentairdydéonction mitochondriale. Un lien entre
des dommages a I’ADN mitochondrial et une altératitu fonctionnement de la chaine
respiratoire a effectivement déja été mis en éviddide 2001), (Yakes 1997).
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Perspectives

Il est difficile d’évaluer l'intensité de la dysfotion mitochondriale que nous avons
observée dans nos cellules HelLa sous exprimant Ebe&.est néanmoins suffisante pour
diminuer les niveaux d’ATP intracellulaires et ewier en condition galactose la prolifération
de cellules connues pour leurs remarquables caégaaise multiplier. Il a été prouvé qu’un
stress oxydant modéré provenant de la mitochopawait stimuler I'activité du protéasome
et améliorer la longévité d€. elegans(Bragoszewski, Turek, and Chacinska 2017). La
dysfonction mitochondriale mise en évidence par néssiltats n’est pas de cette nature. Elle
n'est effectivement pas associée a un mécanisnem@ensation entre ces deux systemes
protéolytiques que sont Lon et le protéasome peisquus avons noté une baisse de I'activité

du second en absence de la premiére.

En condition galactose, les cellules bénéficianbdaésence de Lon ont démontré une
dysfonction mitochondriale plus prononcée que lelules privées de Lon en condition
glucose. Et c’est sans Lon en condition galactose gous avons constaté la fonction
mitochondriale la plus perturbée. Par ailleursnlija’appartenant le plus souvent aux mémes
domaines d’activité, les protéines modifiées pag gous expression de Lon sont pour la
majeure partie différentes selon que le milieu diuce est supplémenté en glucose ou en
galactose. Changer de source de carbone a donoflusnce sur les anomalies de la fonction
mitochondriale engendrées par une sous expressidrod. La propension du galactose a
favoriser le vieillissement, notamment par le catiah stress oxydant (Delwing-de Lima et al.
2017), a peut étre infligé aux cellules déplétéekan un niveau de stress plus élevé. Il serait
donc intéressant d’explorer plus avant les modifics du métabolisme liées a une extinction
d’expression de Lon. Nos résultats laissent enirepe le métabolisme des lipides n’est pas
affecté de la méme facon par une défaillance dedams les cellules en condition glucose et
dans celles en condition galactose. Approfonditeceie ainsi que d’autres axes du
métabolisme énergétique, telles que la glutamimolys la voie des pentoses phosphates,
pourrait permettre de préciser le rdle de Lon. fsal les variations de la composition de la
chaine respiratoire lorsque Lon fait défaut permagtén outre de mieux comprendre ce qui se

produit au niveau de la phosphorylation oxydative.

L’étude d’autres fonctions mitochondriales peutlégent étre riche en enseignements

sur I'action de la protéase Lon. L’'on pourrait aiesaminer les effets d’une déplétion en Lon
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sur I'apoptose, I'homéostasie du calcium, les sgste redox (glutathion, thioredoxine), la
localisation des mitochondries dans la cellule signalisation rétrograde et les voies de
signalisation impliquées dans la réponse au sti¢gs.résultats laissent déja entrevoir une
mobilisation de la voie Nrf2. L’extinction d’autreystemes protéolytiques conjointement a
celle de Lon constituent aussi des voies d’invasitig possibles. Il serait notamment opportun
de se pencher sur les répercussions d’une sousssiqgm de ClpP, I'autre protéase de la matrice
mitochondriale, lorsque Lon est elle aussi défaita Une modification des niveaux
d’expression de Lon et ClpP a ainsi été trouvée dngatient atteint d’'une forme de paraplégie
spastique héréditaire (Hansen et al. 2008) ainsidnez des souris modeles de l'ataxie de
Friedreich (Guillon et al. 2009). Dans le seconsd, das’agissait d’une surexpression de ces
deux protéases suggérant la qu'il serait égalenmt@tessant d’'analyser les conséquences
d’une stimulation de I'expression de Lon. Maitrilemodulation des niveaux d’expression de
Lon peut contribuer a mieux cerner et mieux trdésmrmecanismes de certaines maladies. Une
étude a déja démontré qu’'une surexpression de kbrfagorable au développement des
tumeurs cancéreuses (Cheng et al. 2013).
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Protéines oxydées

COCDOCD

B Protéines

. Réseau mitochondrial moins tubulaire

Figure 22 : effet d'une déplétion en Lon sur 'homéstasie protéique et la fonction
mitochondriale. Apres 10 jours d’induction (Dox+) (B) ou non (DoXA) a la doxycycline
les cellules déplétées en Lon ont montré une haleseiveaux d’'ERO mitochondriaux et de
protéines oxydées, des dommages a I'’ADN mitochahdun réseau mitochondrial moins
tubulaire et une baisse des niveaux d’ATP.
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Annexe 1

Une approche shRNA inductible pour moduler I'expresion de Lon

Cellules Hela transfectées
avec deux plasmides

—> sh RNA anti-Lon

vaTOI sh RNA anti-Lon

Régulation de I'expression génique par la tétracyiie

B Doxycycline + =
Lon S Figure 23 : systeme Tet-on de
contrdle de I'expression
Actine s génique A) Un premier plasmide
permet I'expression du répresseur

de la tétracycline, Tet R. En se
fixant sur la séquence controlant le
promoteur du plasmide codant le
shRNA anti-Lon, Tet R inhibe

'expression de ce shRNA. En
présence de doxycycline, le
répresseur Tet R perd son affinité

120

100 -

80 -

60 -

g * pour son récepteur et le ShRNA est
— o ) )
40 exprimé. B) L'expression du sh
" RNA anti-Lon permet de réduire

— d’environ 80% l'expression de la
protéase Lon.

20 A

Dox+
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Le plasmide permettant I'expression du répressela tetracycline TetR est un vecteur
pcDNAG/TR (Invitrogen) (Figure 24)

Figure 24 : caractéristiques du vecteur pcDNAG6/TR Le vecteur pcDNAG6/TR permet
d’exprimer le répresseur de la tétracycline (TesBl)is le contrble du promoteuenr.
contient également le géene de résistance a laidittiseé rendant possible la sélection des
lignées cellulaires exprimant TetR.

La séquence d’ADN double brin codant pour le shRiNiAtérét, ici un sh RNA anti
Lon, est quant a elle clonée dans un vecteur dasgiwn pENTR/H1/TO (Invitrogen) (Figure
25). Transfecté de facon transitoire ou stablasg@il est inséré dans le génome — ce vecteur
permet I'expression d’'une séquence shRNA sousr&@e du promoteur /o inductible a

la tétracycline ou a I'un de ses dérivés, tellddaycycline.

Cette régulation de I'expression génique par leatgtline est rendue possible par
I'insertion dans le promoteur du vecteur pENTR/HQ/@le deux ségquences opératrices tetO
procurant deux sites de fixation pour deux molécude répresseur TetR. En absence de
tétracycline (ou doxycycline), les molécules deRTekprimée par le vectepcDNAG/TR se
présentent sous la forme d’homodiméres dotés dane affinité pour les séquences TetO du
vecteur pENTR/H1/TO. La fixation des homodimereJ dtR sur les séquences TetO empéche
la transcription du shRNA anti-Lon. Lorsque le mulide culture cellulaire est supplémenté en

doxycycline, cette derniére se lie avec une fdifieige aux homodimeres TetR, induisant alors
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un changement de leur conformation les rendantesagpse fixer sur les séquences TetO. Rien
n'empéche alors la transcription du shRNA anti-lqpn va ensuite cibler une région de la

séquence codante du géne Lon (Figure 26).

Figure 25 : caractéristiques du vecteupENTR/H1/TO. Le vecteupENTR/H1/TOpermet

m SOl B
| |

le clonage orienté d’'une séquence shRNA doubledmus le contrdle du promoteugwr. I
contient le géne de résistance a la zéocine renuastible la sélection et le maintien de
transfectants stables.

La séquence shRNA utilisée dans notre étude peurdse I'expression de la protéase
Lon s’est inspirée des travaux réalisés par I'égai@ Carolyn K. Suzuki aux Etats-Unis (Lu et

al. 2007). Cette séquence correspond a une régid® ducléotides sur ’ADNc (Figure 26).

ATGGCGGCGAGCACTGGCTACGTGCGACTGTGGGGAGCGGCGCGGTGCTGHES
CTGCGGCGGCCGATGCTGGCCGCCGCCGGGGGGCGGGTTCCCACTGCAGGA
GCGTGGTTGCTCCGAGGCCAGCGGACCTGCGACGCCTCTCCTCCTTGGGUAST
GGGGCCGAGGCCCGGCAATTGGGGGCCAATGGCGGGGGTTTTGGGAAGCGBA
GCCGCGGCGGAGGCGCATTCTCGGGGGGCGAGGACGCCTCCGAGGGCGCEEE
AGGAAGGAGCCGGCGGCGCGGGGGGCAGCGCGGGLCGLCLCGGGGAAGGLLAGG
ATAACGGCGCTCACGCCCATGACGATCCCCGATGTGTTTCCGCACCTGCQICA
TCGCCATCACCCGCAACCCGGTGTTCCCGCGCTTTATCAAGATTATCGAGA AA
AAATAAGAAGTTGGTTGAGCTGCTGAGAAGGAAAGTTCGTCTCGCCCAGCOTAT
GTCGGCGTCTTTCTAAAGAGAGATGACAGCAATGAGTCGGATGTGGTCGAGGC
CTGGATGAAATCTACCACACGGGGACGTTTGCCCAGATCCATGAGATGCAGACC
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TTGGGGACAAGCTGCGCATGATCGTCATGGGACACAGAAGAGTCCATATCSCA
GACAGCTGGAGGTGGAGCCCGAGGAGCCGGAGGCGGAGAACAAGCACAARIT
CGCAGGAAGTCAAAGCGGGGCAAGAAGGAGGCGGAGGACGAGCTGAGCGO
GCACCCGGCGGAGCTGGCGATGGAGCCCACCCCTGAGCTCCCGGCTGAGHEOTC
ATGGTGGAGGTAGAGAACGTTGTCCACGAGGACTTCCAGGTCACGGAGGAGTG
AAAGCCCTGACTGCAGAGATCGTGAAGACCATCCGGGACATCATTGCCTTBACC
CTCTCTACAGGGAGTCAGTGCTGCAGATGATGCAGGCTGGCCAGCGGGTAGG
ACAACCCCATCTACCTGAGCGACATGGGCGCCGCGCTCACCGGGGCCGAGTCA
TGAGCTGCAGGACGTCCTGGAAGAGACCAATATTCCTAAGCGGCTGTACAGGC
CCTCTCCCTGCTGAAGAAGGAATTTGAACTGAGCAAGCTGCAGCAGCGCAIGGE
CGGGAGGTGGAGGAGAAGATCAAGCAGACCCACCGTAAGTACCTGCTGCAGAG
CAGCTAAAGATCATCAAGAAGGAGCTGGGCCTGGAGAAGGACGACAAGGATECC
ATCGAGGAGAAGTTCCGGGAGCGCCTGAAGGAGCTCGTGGTCCCCAAGCARTC
ATGGATGTTGTGGACGAGGAGCTGAGCAAGCTGGGCCTGCTGGACAACCACCT
CGGAGTTCAATGTCACCCGCAACTACCTAGACTGGCTCACGTCCATCCCTGGG
CAAGTACAGCAACGAGAACCTGGACCTGGCGCGGGCACAGGCAGTGCTGGRGA
AGACCACTACGGCATGGAGGACGTCAAGAAACGCATCCTGGAGTTCATTGCGTT
AGCCAGCTCCGCGGCTCCACCCAGGGCAAGATCCTCTGCTTCTATGGCCCCTG
GCGTGGGTAAGACCAGCATTGCTCGCTCCATCGCCCGCGCCCTGAACCGAGTA
CTTCCGCTTCAGCGTCGGGGGCATGACTGACGTGGCTGAGATCAAGGGCCAGG
CGGACCTACGTGGGCGCCATGCCCGGGAAGATCATCCAGTGTTTGAAGAARCC
AAGACGGAGAACCCCCTGATCCTCATCGACGAGGTGGACAAGATCGGCCGEAGC
TACCAGGGGGACCCGTCGTCGGCACTGCTGGAGCTGCTGGACCCAGAGCAGT
GCCAACTTCCTGGACCACTACCTGGACGTGCCCGTGGACTTGTCCAAGGTIEGT
TCATCTGCACGGCCAACGTCACGGACACCATCCCCGAGCCGCTGCGAGAGTAT
GGAGATGATCAACGTGTCGGGCTACGTGGCCCAGGAGAAGCTGGCCATTGEA
GCGCTACCTGGTGCCCCAGGCTCGCGCCCTGTGTGGCTTGGATGAGAGGBAACC
AAGCTGTCATCGGACGTGCTGACGCTGCTCATCAAGCAGTACTGCCGCGAECG
GTGTCCGCAACCTGCAGAAGCAAGTGGAGAAGGTGTTACGGAAATCGGCCACA
AGATTGTCAGCGGCGAGGCCGAGTCCGTGGAGGTGACGCCCGAGAACCTBGG
ACTTCGTGGGGAAGCCCGTGTTCACCGTGGAGCGCATGTATGACGTGACAIGCC
CGGCGTGGTCATGGGGCTGGCCTGGACCGCAATGGGAGGCTCCACGCTAMTG
GAGACATCCCTGAGACGGCCACAGGACAAGGATGCCAAGGGTGACAAGGABGC
AGCCTGGAGGTGACAGGCCAGCTGGGGGAGGTGATGAAGGAGAGCGCCCATA
GCCTACACCTTCGCCAGAGCCTTCCTCATGCAGCACGCCCCCGCCAATGABCC
TGGTGACCTCACACATCCACCTGCATGTGCCCGAGGGCGCCACCCCCAABGGG
CCCAAGCGCAGGCTGCACCATCGTCACGGCCCTGCTGTCCCTGGCCATGGAGG
CCTGTCCGGCAGAATCTGGCCATGACTGGCGAAGTCTCCCTCACGGGCAAGCC
TGCCTGTTGGTGGCATCAAGGAGAAGACCATTGCGGCCAAGCGCGCAGGAEGA
CGTGCATCGTCCTGCCAGCCGAGAACAAGAAGGACTTCTACGACCTGGCACCTT
CATCACCGAGGGCCTGGAGGTGCACTTCGTGGAACACTACCGGGAGATCTIGAC
ATCGCCTTCCCGGACGAGCAGGCAGAGGCGCTGGCCGTGGAACGGTGA

Figure 26 : séquence codante du géne Lon humaifette séquence de 2880 nucléotides
correspond a ’ADNc codant la protéine Lon humaiba.région ciblée par le shRNA est
surlignée en jaune (nucléotides 469 a 487 de m’ADNCc

MAASTGYVRLWGAARCWVLRRPMLAAAGGRVPTAAGAWLLRGQRTCDASPRNVAL

WGRGPAIGGQWRGFWEASSRGGGAFSGGEDASEGGAEEGAGGAGGSAGARY I
TALTPMTIPDVFPHLPLIAITRNPVFPRFIKIIEVKNKKLVELLRRKVRLA QPYVGVFLK
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RDDSNESDVVESLDEIYHTGTFAQIHEMQDLGDKLRMIVMGHRRVHISRQIEVEPEE
PEAENKHKPRRKSKRGKKEAEDELSARHPAELAMEPTPELPAEVLMVEVENVHED
FQVTEEVKALTAEIVKTIRDIIALNPLYRESVLQMMQAGQRVVDNPIYLSD MGAALT
GAESHELQDVLEETNIPKRLYKALSLLKKEFELSKLQQRLGREVEEKIKQTHRKYLLQ
EQLKIIKKELGLEKDDKDAIEEKFRERLKELVVPKHVMDVVDEELSKLGLL DNHSSEF
NVTRNYLDWLTSIPWGKYSNENLDLARAQAVLEEDHYGMEDVKKRILEFIA VSQLR
GSTQGKILCFYGPPGVGKTSIARSIARALNREYFRFSVGGMTDVAEIKGHRTYVGA
MPGKIIQCLKKTKTENPLILIDEVDKIGRGYQGDPSSALLELLDPEQNANH.DHYLDVP
VDLSKVLFICTANVTDTIPEPLRDRMEMINVSGYVAQEKLAIAERYLVPQA RALCGLD
ESKAKLSSDVLTLLIKQYCRESGVRNLQKQVEKVLRKSAYKIVSGEAESVEVTPENLQ
DFVGKPVFTVERMYDVTPPGVVMGLAWTAMGGSTLFVETSLRRPQDKDAK®KDG
SLEVTGQLGEVMKESARIAYTFARAFLMQHAPANDYLVTSHIHLHVPEGATPKDGPS
AGCTIVTALLSLAMGRPVRQNLAMTGEVSLTGKILPVGGIKEKTIAAKRAG VTCIVLP
AENKKDFYDLAAFITEGLEVHFVEHYREIFDIAFPDEQAEALAVER

Figure 27 : séquence peptidique (959 acides aminé® la protéine Lon humaine issue de
la séquence codante du géne Lon humain.
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Annexe 2

Préparation des fractions enrichies en mitochondrig

Un certain nombre des résultats présentés darestbéte ont été obtenus a partir de
fractions de cellules HeLa enrichies en mitocha@wirCette stratégie nous a permis de mettre
en évidence des variations du protéome mitochdnassociées a une sous expression de la
protéase Lon qui n‘auraient pu étre observéesasaittant sur des cellules entiéres compte
tenu de la faible représentation des protéinesamitodriales dans le protéome total. Le choix
du protocole de préparation de ces fractions ei@sobn mitochondries nous a amenés a tester
plusieurs méthodes avec un objectif : obtenir desaigs améliorant la représentativité des
protéines mitochondriales sans atteindre un nideguurification éliminant toutes les protéines
cytosoliques compte tenu du fait que bon nombreceke dernieres interviennent dans le

fonctionnement de la mitochondrie.

Nous avons ainsi comparé les fractions mitochotedrimbtenues a partir de trois
méthodes. A chaque fois, les fractions mitochomesi&t cytosoliques ont été séparées par
centrifugation différentielle au terme des troieq#dés suivants :

- 1) aprés la lyse des cellules au moyen des réactikit "Mitochondria isolation
kit for cultured cells" (ThermoFisher Scientific)

- 2) aprés une homogénéisation des contenus cedisilpar un choc osmotique et
barotraumatisme

— 3) apres solubilisation des cellules a la digitenin

Nous avons ensuite mesuré le rendement de chaghedeéen rapportant la quantité
de protéines se trouvant dans chaque fraction hotwdriale a la quantité totale de protéines
contenues au départ dans nos cellules (FigureNfl)s avons également vérifié la pureté de
nos fractions mitochondriales et cytosoliques artréant par western blot I'expression d’'une
protéine cytosolique (une sous-unité du protéasoeted’'une protéine mitochondriale
('aconitase mitochondriale) dans ces fractiongFe 29).

L’analyse de ces résultats a permis de constatedaysolubilisation a la digitonine
(méthode 3) procurait le meilleur rendement enginets dans les fractions mitochondriales
mais les fractions mitochondriales et cytosoligessmoins pures. Nous avons donc opté pour

la méthode 2 (homogénéisation par choc osmotigharetraumatisme). Tout en aboutissant a
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des fractions relativement pures et certes un pmasien purifiées qu’avec la méthode 1 (kit
ThermoScientific), cette méthode 2 permet d'obtelgis fractions mitochondriales avec un
rendement en protéines plus satisfaisant que |laadétl.

Homogénéisation Homogénéisation =~ Homogénéisation par solubilisation

- avec les réactifs par choc osmotique de la membrane plasmique
2 d'un kit Thermo Scientific et barotraumatisme a la digitonine
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Figure 28 : ratio masse protéique de chaque fractiomitochondriale sur masse protéique
cellulaire totale initiale en fonction des méthodesde préparation des fractions
mitochondriales. Les protéines ont été extraites puis dosées paéthode de Bradford avant

et apres la préparation des fractions mitochorebidles données représentent la moyenne et
I'écart-type de 3 échantillons.

cytosolique

Homogénéisation Homogénéisation ~ Homogénéisation par solubilisation
avec les réactifs par choc osmotique de la membrane plasmique
dun kit Thermo Scientfific et barotraumatisme d la digitonine
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Aconitase - v ’“ "‘.’
Fraction _I mitochondriale :
mitochondriale i ' -
proteasome e
s ¢ s 13 ¥
. A{:onr‘rase . e = Vrees
Fraction __mitochondriale -

proteasome m ,...., .

Figure 29 : vérification de la pureté des fractionsnitochondriales et cytosoliques obtenues

a l'issue des trois méthodes de préparatioprés migration sur gel SDS-PAGE et transfert
sur membrane de nitrocellulose, I'expression desépres d’intérét a été mise en évidence
apres hybridation avec un anticorps primaire aatissunité du protésome (préparé par le
laboratoire, dilution 1/100) et un anticorps primaire anti aconitase mitochiae (préparé
par le laboratoire, dilution 1/1060 Ces anticorps primaires ont été détectés au mdye
anticorps secondaire anti lapin couplé a la peraggdDy Light 800 Invitrogen).

Matériel et méthodes
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Lignée cellulaire

Les cellules utilisées sont des cellules HeLa widts dans du milieu DMEM (Gibco Life
Technologies) supplémenté avec 2mM L-glutamine rfaig G7513), 1%
pénicilline/streptomycine (Sigma, P4333), 5 pg/tmalsticidine (Invitrogen, R210-01) et 10%

sérum de veau foetal (SVF).

Pour les préparations de fractions mitochondriatesytosoliques, les cellules sont décollées
par une solution de trypsine pendant 5 minutes’@ 8nsuite inactivée par I'ajout de SVF dans
du DMEM. Elles sont ensuite été concentrées pdrituegation (1000g, 8 minutes, 4°C).

Méthode 1 : kit "Mitochondria isolation kit for cutured cells" (ThermoFisher Scientific)

Les fractions mitochondriales et cytosoliques oté gréparées selon les instructions du
fabricant (ThermoFisher Scientific, ref 89874)

Méthode 2 : préparation des fractions mitochondmsl apres homogénéisation des contenus
cellulaires par un choc osmotique et barotraumatiem

Les culots cellulaires sont repris dans 1 ml sotuiOmM Hepes - 250 mM sucrose a pH 7,4
puis homogénéisés par allers-retours a travers aigeille 22G. Les homogénats sont
centrifugés (1000 g, 5 min, 4°C). Les surnageamis$ ensuite centrifugés (11000 g, 10 min,
4°C). Les culots mitochondriaux et les suspensigtesoliques ainsi obtenus sont conservés a
-80°C

Méthode 3 : préparation des fractions mitochondmsl apres homogénéisation des contenus
cellulaires par solubilisation a la digitonine

Les culots cellulaires sont incubés pendant 5 remat 4°C dans une solution de digitonine
respectant un rapport digitonine/masse protéiquet/5 Avec ce rapport, seules les
mitochondries ne sont pas solubilisées. Deux votudeePBS 1X sont ensuite ajoutés. Apres
une centrifugation (10000g, 10 minutes, 4°C), lets mitochondriaux et les suspensions

cytosoliques ainsi obtenus sont conserves a -80°C

Annexe 3
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Mitochondria have been implicated in the ageing process and the lifespan modulation of model orga-
nisms. Mitochondria are the main providers of energy in eukaryotic cells but also represent both a
major source of reactive oxygen species and targets for protein oxidative damage. Since protein damage
can impair mitochondrial function, mitochondrial proteases are critically important for protein mainte-
nance and elimination of oxidized protein. In the mitochondrial matrix, protein quality control is mainly
achieved by the Lon and Clp proteases which are also key players in damaged mitochondrial proteins
degradation. Accumulation of damaged macromolecules resulting from oxidative stress and failure of
protein maintenance constitutes a hallmark of cellular and organismal ageing and is believed to par-
ticipate to the age-related decline of cellular function. Hence, age-related impairment of mitochondrial
protein quality control may therefore contribute to the age-associated build-up of oxidized protein and
alterations of mitochondrial redox and protein homeostasis.
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1. Introduction

Mitochondria are organelles bounded by a double membrane
delineating four compartments, namely, from outside to inside, the
outer membrane, the intermembrane space, the inner membrane
and the matrix. Crossroad of many metabolic pathways, mitochon-
drion is producing an important part of the energy required by
the cell. This energy is provided by the electron transport chain,
the functioning of which also produces reactive oxygen species
(ROS) that are well known for damaging proteins. Hence, mitochon-
drial proteins are particularly exposed to mitochondrial ROS and
represent targets for oxidative modification and subsequent loss
of function and/or gain of toxic function due to oxidized protein
aggregates and cross-linked inclusion bodies formation. To cope
with this particular environment, mitochondria have their own
protein quality control system in which mitochondrial proteases
are key players in managing oxidized and misfolded proteins (Luce
et al., 2010; Ugarte et al., 2010). Both accumulation of damaged
proteins and mitochondrial dysfunction have been reported to con-
tribute to ageing and age-related diseases (Nystrom, 2005; Farout
and Friguet, 2006). Moreover, mitochondria and more specifically
mitochondrial protein quality control components such as the Lon
and the Clp proteases have also been implicated in regulating
the longevity of such model organisms as Podospora anserina and
yeast (Luce and Osiewacz, 2009; Adam et al., 2012; Osiewacz and
Bernhardt, 2013; Erjavec et al., 2013). Removal of damaged protein
has been recognized as a critical function for cellular homeostasis
and survival (Baker et al., 2011; Lionaki and Tavernarakis, 2013)
while failure of protein maintenance (i.e. degradation and repair)
has been evidenced as a major contributor to the age-associated
accumulation of oxidatively damaged proteins (Farout and Friguet,
2006; Ugarte et al., 2010). Hence, the age-associated impairment of
mitochondrial protein quality control systems may result in mito-
chondrial dysfunction. In this paper, proteases that are implicated
in mitochondrial protein homeostasis in the different compart-
ments of the mitochondrion are first described with a special
emphasis on the mitochondrial matrix Lon and Clp proteases. Then,
the implication of these mitochondrial proteases in the age-related
impairment of mitochondrial protein quality control and mito-
chondrial dysfunction is further addressed.

2. Mitochondrial proteases: an overview

Mitochondrial protein homeostasis relies for a significant part
on proteases located in the different compartments of the mito-
chondrion (Table 1). Although, no protease has been identified in
the outer membrane, the ubiquitin-proteasome system (UPS) per-
forms a protein quality control through the outer mitochondrial
membrane associated degradation (OMMAD) at the cytosolic side
of this membrane (Benischke et al.,2014). The OMMAD is composed
of membrane-anchored RING-finger type E3 ubiquitin ligases and
the AAA-(ATPase associated with diverse cellular activities) ATPase
Cdc48/p97 that binds the ubiquitinated membrane proteins and
transports them to the cytosol for degradation. Other actors of
the OMMAD have also been identified, such as Vms1 in yeast and
Parkin in mammals that act in the recruitment of Cdc48/p97 (Taylor
and Rutter, 2011). Furthermore, the UPS system has also been
implicated in the degradation of proteins from other mitochon-
drial compartments (Baker et al., 2014). Indeed, ubiquitination,
retro-translocation to the outer membrane and degradation by the
proteasome have been reported for several proteins from various
mitochondrial compartments (Taylor and Rutter, 2011).

The intermembrane space houses the soluble protease
HtrA2/Omi and the metalloprotease Atp23. HtrA2/Omi is a ser-
ine protease implicated in apoptosis when released in the cytosol
with a possible chaperone function within the mitochondrion

140

57
Table 1
Mitochondrial proteases.
Yeast Homo sapiens  Localization ~ Function
HtrA2/Omi IM Implication in
apoptosis; putative
chaperone
(i-AAA) Yme1l YMEI1L IM Quality control
(IMP) Imp1, Imp2 IMMPI1L, IM Processing of
IMMP2L presequences
(m-AAA) Ytal, AFG3L2,SPG7 IM Quality control;
Ytal2 processing
Omal OMA1 IM Processing
(Rhomboid) Pcp1 PARL IM Processing; protection
from apoptosis
Atp23 XRCC6BP1, IMS Processing; chaperone
KUB3
Mop112 Prep IMS Degradation of
peptides and
presequences
Prd1, saccharolysin  Neurolysin IMS Degradation of
peptides and
presequences
ClpP M Quality control
Lap3 Bleomycin M Detoxification
hydrolase
(Lon) Pim1 LONP1 M Quality control
(MIP) Oct1 MIPEP, MIP M Processing of
presequences
(MPP) Mas1, Mas2 MPPA, MPPB M Processing of
presequences

AAA, ATPase associated with diverse cellular activities; Clp, caseinolytic pro-
tease; IM, inner membrane; IMP, inner membrane peptidase; IMS, intermembrane
space; M, matrix; MIP, mitochondrial intermediate peptidase; MPP, mitochondrial
processing peptidase; PARL, presenilin-associated rhomboid-like protease.

(Vande Walle et al., 2008). In mice HtrA2/Omi has been involved
in the regulation of the mitochondrial ubiquitin ligase Mulan E3,
the accumulation of which increases mitophagy upon HtrA2/Omi
down-regulation (Cilenti et al., 2014). In yeast, Atp23 has been
described as exhibiting a dual function of processing pepti-
dase and chaperone involved in ATP synthase biogenesis (Osman
et al., 2007). Atp23 has also been found to act in phospholipid
metabolism since it degrades UPS1, a protein involved in regulating
the accumulation of phosphatidylethanolamine and cardiolipin in
mitochondria (Potting et al., 2010).

Two AAA proteolytic complexes are the main actors of the qual-
ity control in the inner membrane, namely the i-AAA and the
m-AAA proteases. The catalytic domains of the i-AAA protease face
the intermembrane space, whereas the m-AAA protease is active
on the matrix side. They exert various non proteolytic and pro-
teolytic activities such as degradation of non native proteins to
peptides and participation in the biogenesis of some proteins by
acting as processing enzymes (Gerdes etal., 2012). The yeast m-AAA
protease regulates mitochondrial ribosome assembly and transla-
tion by controlling proteolytic maturation of a ribosomal subunit
(Nolden et al., 2005). As for Atp23, i-AAA is involved in yeast mito-
chondrial phospholipid metabolism by mediating degradation of
UPS2 and UPS1 (Potting et al., 2010). In P. anserina, the i-AAA pro-
tease exhibits properties of an heat shock response protein (Weil
etal, 2011). Moreover, i-AAA and m-AAA are probably involved in
the quality control of intermembrane space and matrix proteins.

The metalloprotease Omal and the presenilin-associated
rhomboid-like protease PARL (also named Pcp1, Rbd1 or Mdm37)
are also localized in the inner membrane. Oma1l has been shown to
ensure the proteolysis of a misfolded derivative of the polytopic
inner membrane protein Oxal in an ATP-independent manner
(Kaser et al.,, 2003). Omal associates with the i-AAA protease in
order to modulate mitochondrial dynamics through OPA1 proteo-
lysis (Baker et al., 2014). In yeast, Oma1l plays an important role in
stress response under damage-eliciting conditions by preserving
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mitochondrial function in conjunction with other mitochondrial
quality control components like m-AAA, i-AAA, and Pcp1-rhomboid
proteases (Bohovychetal.,2014). PARL activity has also been impli-
cated in mitochondrial dynamics as well as in apoptosis (Hill and
Pellegrini, 2010). In lymphocytes and neurons of mice, PARL asso-
ciates with the Bcl-2 related family protein Hax1 in the inner
membrane. These interactions allowed Hax1 to present the mito-
chondrial protease HtrA2 to PARL for its subsequent processing
thus providing protection from apoptosis (Chao et al., 2008).

Three peptidases, MPP (mitochondrial processing peptidase),
IMP (inner membrane peptidase) and MIP (mitochondrial inter-
mediate peptidase), ensure the cleavage of the presequence of
precursor proteins targeted to the various sub-compartments of the
mitochondria (Gakh et al., 2002). MPP is situated in the matrix and
acts upon precursors designed to the matrix or in transit to the inner
membrane or the intermembrane space. MIP, also localized into the
matrix, cleaves precursor intermediates generated by MPP. IMP is
anchored in the inner membrane and takes partin the maturation of
mitochondrial proteins of the intermembrane space. All these three
enzymes are structurally and functionally conserved across species.
Mammalian mitochondria also house several oligopeptidases. Prep
(Mop112 in yeast) and neurolysin (Prd1 or saccharolysin in yeast)
degrade peptides and presequences in the intermembrane space
(Koppen and Langer, 2007). Bleomycine hydrolase (Lap3 in yeast) is
an aminopeptidase of the cysteine protease family that lies both in
the mitochondrial matrix and in the cytosol (Sickmann et al., 2003).

Matrix protein quality control is mainly achieved by Lon and
ClpP, two AAA proteases that are also key players in damaged mito-
chondrial proteins degradation (Baker et al., 2011). Hence, we will
be focusing on Lon and CIpP proteases, the role of which is sig-
nificant for mitochondrial quality control during ageing since the
mitochondrial matrix has very high protein density in a high ROS
production environment.

3. Structure and operating mode of mitochondrial matrix
proteases

3.1. The mitochondrial matrix protease Lon

The Lon protease was the first ATP-dependent protease to be
identified. It was evidenced as the product of the Lon gene in
Escherichia coli and its implication in protein stability and abnor-
mal protein degradation was first demonstrated in this bacteria
(Gottesman et al., 1981; Chung and Goldberg, 1981). The human
Lon was then identified as a mitochondrial protease by Wang et al.
(1993).1tis present in most bacterial species but also in Archaea and
in the mitochondrion of eukaryotic cells as well as in the chloroplast
of algae and plant cells.

The Lon protease is encoded by a single nuclear gene to
form homo-oligomeric ring complexes (Fig. 1). Catalytically active
human Lon requires hexameric ring formation (Garcia-Nafria et al.,
2010). However other Lon complexes have been observed: hep-
tamers in Saccharomyces cerevisiae (Stahlberg et al., 1999), with
a state of equilibrium between hexamer, tetramer and dimer, or
between hexamer and trimer depending on Mg2* concentration in
Mycobacterium smegmatis (Rudyak et al., 2001).

Each polypeptide chain contains both a protease and an AAA+
domain. The protease domain has a Ser-Lys catalytic dyad (Botos
et al., 2004) which is different from the classic catalytic triad Asp-
His-Ser found in other AAA+ proteases such as CIpXP (Polgar, 2005).

Lon proteases can be divided in two families. Lon A proteases,
found in most bacteria, exhibit a large N-terminal substrate binding
domain of about 300 amino acids, an AAA+ domain involved in ATP
binding and hydrolysis, and a C-terminal proteolytic domain. Lon B
proteases, that are mainly present in Archaea, lack the N-terminal
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domain but have a transmembrane region inserted between the
small and large AAA+ subdomains (Rotanova et al., 2004), that
allows the orientation of the pore region of the protease to the inner
face of the cell membrane. Lon B is also present in some bacteria
which host both types of Lon.

The N-terminal domain of Lon A plays an important role in
substrate binding. Indeed, variants of Lon exhibiting a series of
deletions in their N-terminal domain lose their ability to bind sub-
strates, while they maintain their ATPase activity and can hydrolyze
smaller peptides (Roudiak and Shrader, 1998).

Once recognized, Lon substrates are unfolded if necessary in
an ATP-dependent manner and then transferred through the pore
and into the proteolytic chamber for degradation. ATP binding to
the AAA module of the Lon complex results in a change in Lon
conformation into a proteolytically active state. Lon interacts with
sequences generally located in the hydrophobic core of substrates
and rarely on the surface (Gur and Sauer, 2008). However, mis-
folded proteins are not the only Lon substrates since Lon also
degrades several folded regulatory proteins that generally carry a
degradation tag at their amino- or carboxy-terminus (Birghan et al.,
2000). A histidine and a penultimate tyrosine in this tag play a crit-
ical role for the cleavage by the Lon protease (Gur and Sauer, 2009;
Ishii and Amano, 2001).

In addition to its recognition function, the N-terminal domain of
Lon has been implicated in the regulation of its activity since it has
been shown that substrate binding have an effect on enzyme archi-
tecture and function (Wohlever et al.,2014). Lon activity can also be
controlled by its quaternary structures. For example, in E. coli, Lon
hexamers can interact to form a dodecamer with the proteolytic
site of each hexamer at opposite ends and a matrix of N-terminal
domains creating pores that could provide entry for substrates. For-
mation of dodecamers significantly decreases large substrates but
not small proteins degradation, therefore the hexamer-dodecamer
equilibrium in cells could modulate Lon activity (Vieux et al., 2013).

So far, only few Lon inhibitors have been described even if non-
peptidic molecules have revealed promising results in order to
develop specific inhibition of Lon (Bayot et al., 2008).

3.2. The mitochondrial matrix proteases Clp

Clp proteases constitute a family encompassing CIpAP, CIpCP,
CIpEP, CIpXP and ClpYQ, that are found in a wide range of pro-
karyotic and in the mitochondrion of eukaryotic cells as well as
in the chloroplast of algae and plant cells. They are active in the
form of complexes including two functional elements: a proteoly-
tic subunit (ClpP or ClpQ) sandwiched between two ATPase-active
chaperone rings (ClpA, ClpC, CIpE, ClpX or ClpY) depending on the
species (Kress et al., 2009). ClpP can interact with any of the chap-
erones CIpA, ClpC, CIpE and ClpX but ClpQ can only assemble with
ClpY forming the ClpYQ complex also named HsIUV. However, in
the case of the bacterial CIpAP protease, it was also shown that ClpP
is able to cleave full-length proteins without being associated with
ClpA but at a much slower rate (Jennings et al., 2008).

The proteolytic core is made of two stacked rings, heptameric in
ClpP, hexameric in ClpQ, with their serine or threonine-type active
sites sequestered from the outside solution (Fig. 1). Single ClpP-
rings seem to be formed before associating in double rings. The
chaperone subunits have been grouped into two categories: the
class I that contains protomers with two consecutive AAA mod-
ules responsible for ATP binding and hydrolysis (ClpA, ClpC and
CIpE), the class II (ClpX and ClpY) that have only one AAA module.
All chaperones have one N-terminal domain devoted to substrates
binding. Chaperones are toroidal hexamers assembled around a
central pore.

ClpXP is present in almost all bacteria while CIpA is found in
the Gram-negative bacteria, ClpC in Gram-positive bacteria and
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Fig. 1. Structure of the Lon and Clp proteases. (A) Oligomeric structure of the Lon protease. (B) Monomeric Lon protease domains. (C) Oligomeric structure of the Clp proteases.

(D) Monomeric Clp proteases domains.

cyanobacteria, ClpYQ and CIpAP in most bacteria and in certain
Gram-positive bacteria. CIpAP, CIpXP and ClpYQ co-exist in E. coli
while only the CIpXP complex is present in humans.

Most class I Clp chaperones need the presence of nucleotide to
achieve the oligomeric state (Kress et al., 2009). This hexameric
structure is required prior to its association with the proteolytic
subunits. The structure differs according to the protease, namely
heptameric for CIpP or hexameric for ClpQ.

Substrates are recognized and unfolded by the chaperone sub-
units and then transferred through their central pore to the
protease compartment where they are hydrolyzed into 5-10 amino
acid long peptides (Yu and Houry, 2007). Both ClpX and ClpA
have loops localized in their central channel that recognize termi-
nal sequences, or “tags”, in substrate proteins (Hinnerwisch et al.,
2005). Then, the unfolding process can be operated due to particular
Clp ATPases features: a narrow entrance with loops involved in sub-
strate binding, a central channel with no evident sequence affinity
and ATP-hydrolysis-powered loops where the substrate is unfolded
and translocated into the protease cylinder for degradation (Kress
et al., 2009).

The proteolytic cores ClpP or ClpQ harbor hydrophobic grooves
which bind candidate proteins for degradation and house the cat-
alytic triad Asp-His-Ser (Wang et al., 1997). This mechanism of
processive degradation results in production of peptides, the length

of which seems under the control of the protease subunit, at least
in the case of CIpP (Jennings et al., 2008).

4. Protein quality control in the mitochondria and ageing
4.1. Mitochondrial protein quality control systems: an overview

Mitochondria have been recognized as playing an important
role in ageing and in a number of age-related pathologies such
as Alzheimer’s and Parkinson’s diseases (Kwong et al., 2006). This
central role has been supported by the mitochondrial free radical
theory of ageing for which rising levels of free radicals produced by
the mitochondrial metabolism result in increased oxidative dam-
age to various macromolecules. Accordingly, ROS production and
mitochondrial dysfunction thus form a vicious cycle that is believed
to represent a major driving force of ageing.

Although doubt has been casted on this theory of ageing
(Bratic and Larsson, 2013), it remains that numerous studies link
mitochondrial function with the ageing process and lifespan mod-
ulation of model organisms. As protein damage can interfere with
mitochondrial function, mitochondrial protein quality control is
critically important in mediating ageing and longevity given that
the most common source of protein damage is oxidation and
mitochondria are main source of ROS. Indeed, oxidative stress
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represents a real challenge for mitochondrial proteostasis as it
generates numerous deleterious effects (Lionaki and Tavernarakis,
2013). Moreover, failure of protein maintenance is a major contrib-
utor to the age associated accumulation of oxidized proteins which
is believed to participate to the age-related decline of cellular func-
tion (Farout and Friguet, 2006). In particular, concomitant with the
age-related decline of the protein quality control, protein carbony-
lation results in the formation of cytotoxic aggregates that have
been linked with many age-related disorders (Nystrém, 2005).

In addition, low levels of ROS have been shown to play an
important role in cellular signaling as messenger acting in the
regulation of different pathways (Ray et al., 2012) including the
antioxidant defense system (Wang et al., 2013). The maintenance
of this downstream response also advocates for the importance
of mitochondrial protein quality control. Hence, regulation of the
mitochondrial oxidative status by mitochondrial quality control
systems may therefore impact ageing and longevity.

Among reactive oxygen species, superoxide anion, hydrogen
peroxide and organic hydroperoxides can be eliminated by redox
reactions. In mitochondria, they are catalyzed by enzymes includ-
ing manganese superoxide dismutase, catalase, peroxiredoxins,
glutathione peroxidase and phospho-lipid hydroperoxide glu-
tathione peroxidase (Friguet et al., 2008). However, detoxification
systems can be overwhelmed and are not sufficient to prevent all
oxidative damage to proteins. Hence, the quality control systems
come into play in order to clear cells of damaged proteins, the accu-
mulation and aggregation of which are involved in mechanisms
underlying the ageing process.

Elimination of oxidized proteins is achieved through repair
and degradation. Mitochondria are provided with different means
in order to ensure both activities. Only sulfur-containing amino
acids cysteine and methionine are entitled to oxidized pro-
tein repair systems that are thioredoxin/thioredoxin reductase,
glutaredoxin/glutathione/glutathione reductase, sulfiredoxin and
methionine sulfoxide reductases (Ugarte et al., 2010; Baraibar and
Friguet, 2013). These repair systems have been reported to con-
tribute to the resistance to oxidative stress and the modulation of
the lifespan of model organisms (Friguet et al., 2008).

Protein quality control can also be ensured by chaperones.
Mitochondria have to import the vast majority of their proteins.
This process requires chaperone proteins from the HSP60, HSP70
and HSP100 families that are also involved in protein folding,
prevention of aggregation and disaggregation as well as protein
degradation (Wiedemann et al., 2004). Moreover, the predispo-
sition to oxidation of misfolded proteins (Dukan et al., 2000)
argues for an essential role for mitochondrial chaperones in pre-
venting protein oxidative damage. Mitochondria have also to cope
with unfolded and misfolded proteins as well as unassembled
protein complexes. Such cases require the resort to the proteosta-
sis machinery referred as to the mitochondrial unfolded protein
response (mtUPR). This transcriptional program of some mito-
chondrial chaperones and proteases, notably CIpP, is triggered by
stresses impairing mitochondrial proteostasis. In mammals, two
mtUPR have already been identified, in the matrix and the inter-
membrane space (Jovaisaite et al., 2014).

A positive correlation between the mtUPR level and lifespan
has been shown in Caenorhabditis elegans and the mtUPR has been
involved in lifespan modulation of flies and mice (Houtkooper et al.,
2013; Jensen and Jasper, 2014). Overexpression of mitochondrial
HSP70 has extended the lifespan of nematode and the prolifera-
tion capacity of human cells while its modification under oxidative
stress may result in functional impairment due to inefficient pro-
tein import and protein misfolding and aggregation induced by
inefficient chaperoning (Yaguchi et al., 2007). Up-regulation of
mitochondrial HSP22 has resulted in increased lifespan of fly
(Morrow et al., 2004a) while the opposite has been observed with a

HSP22 knockout (Morrow et al., 2004b). Interestingly, stress resis-
tance was shown to increase under HSP22 up-regulation and to
decrease with absence of HSP22.

As for the HtrA2/Omi protease, that has a putative chaper-
one function, a neurodegenerative phenotype has been observed
in mice lacking this mitochondrial intermembrane space pro-
tease (Vande Walle et al., 2008). Concerning the m-AAA protease,
Kondadi et al. (2014) suggested that, upon m-AAA protease sub-
unit FsG3L2 depletion, the resulting disturbance in respiratory
chain assembly triggers ROS production. This increase in ROS pro-
duction leads to Tau hyperphosphorylation which can affect the
ante-retrograde transport and also induce ageing-associated disor-
ders through accumulation of fibrillary tau inclusions in the central
nervous system (Kondadi et al., 2014).

Although it cannot be classified as a detoxification or repair sys-
tem, coenzyme Q (CoQ) takes place in mitochondrial quality control
due to the antioxidant capacities of its reduced form. The major
antioxidant role of CoQ is in preventing lipid peroxidation (Kotiadis
et al., 2014). Nevertheless CoQ also displays prooxidant proper-
ties and its role in ageing has not yet been well established even if
amelioration of age-related impairment and reduced protein oxida-
tion have been observed in mice with CoQ supplementation (Shetty
etal., 2014).

Concerning the non-repairable protein modifications that rep-
resent the largest group, their removal depends on the degradation
of altered proteins by the proteases located in the different com-
partments of the mitochondria (Fig. 2). Accumulation of damaged
macromolecules resulting from oxidative stress and failure of pro-
tein maintenance constitutes a hallmark of cellular and organismal
ageing (Ugarte et al., 2010). In the mitochondrial matrix, the pro-
teolysis of these damaged proteins is essentially ensured by the
Lon protease and, to a lesser extent, by the ClpP proteases. Further-
more increased levels of protein carbonyls are found in numerous
age-related diseases and a significant part of modified proteins
identified during ageing and age-related diseases are located in
mitochondria (Baraibar et al., 2012) pointing out the important
role of the two soluble matrix proteases in the ageing processes.
Interestingly, defects in mitochondrial proteases like the i-AAA
and the m-AAA proteases, primarily tasked with degrading mis-
assembled or unfolded proteins, have been associated with the
progression of neurodegenerative diseases while up-regulation of
Lon and ClpP proteases has been implicated in preventing prema-
ture ageing since they control the levels of functional and damaged
or misfolded proteins in mitochondrial matrix (Luce et al., 2010).
Moreover, mice without functional HtrA2/Omi protease activity
exhibited impaired mitochondrial function and premature ageing
while a decrease in the mitochondrial membrane potential and an
increase in ROS generation was noted in HtrA2~/~ murine cells
(Goo et al.,, 2014). In P. anserina, deletion of the gene encoding
the i-AAA protease PalAP has generated a temperature-dependent
effect on ageing, that is increased longevity at 27 °C and reduced
lifespan at 37°C. (Weil et al., 2011). A role for the OMMAD system
in longevity has been underscored in yeast and mammals, since
defects in Vms1, one of its protein partner, have been associated
with impaired ubiquitin-dependent mitochondrial protein degra-
dation, hypersensitivity to oxidative stress, mitochondrial failure
and compromised viability (Heo et al., 2010). The yeast protease
Lap3 was identified among several factors that negatively regu-
late sirtuin activity which is playing an important role in ageing
(Raisner and Madhani, 2008). The mitochondrial inner membrane
protease Omal has been shown to prevent ROS accumulation due
to a proteolytic role that has been proven critical in yeast survival
(Bohovychetal.,2014). Civitarese etal.(2010) have proposed a con-
tribution for the PARL protease in mitochondrial anomalies seen in
ageing and type 2 diabetes mellitus since PARL mRNA and mito-
chondrial mass is reduced in elderly people and human subjects.
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Fig. 2. Mitochondrial proteases in protein quality control. Due to their proteolytic and/or chaperone activities, some mitochondrial proteases are involved in one or more
quality control pathways. Under stress conditions HtrA2/Omi translocates in the cytosol where it is involved in apoptosis. Processing of HtrA2/omi by PARL provides protection
from apoptosis. Omal and i-AAA act in mitochondrial network dynamics through processing of the Opa1l protein implicated in mechanisms of mitochondrial fusion (AAA,
ATPase associated with diverse cellular activities; Clp, caseinolytic protease; IM, inner membrane; IMS, intermembrane space; M, matrix; OM, outer membrane; OMMAD,
outer mitochondrial membrane associated degradation; PARL, presenilin-associated rhomboid-like protease; mtUPR, mitochondrial unfolded protein response).

They have also shown that PARL protein depletion in human muscle
lowered mitochondrial oxidative capacity, increased protein oxida-
tion and ROS production, and impaired insulin signaling, all known
metabolic defects in diabetes mellitus and ageing (Civitarese et al.,
2010). Given the particular environment in mitochondria, notably
the significant ROS load, protein processing and degradation of
modified proteins are most important in mitochondrial protein
quality control and thus in ageing.

Mitochondrial quality can also be achieved by means of vesicular
transport from mitochondria to lysosomes in mitochondria derived
vesicules in order to remove and degrade damaged mitochondrial
cargo. These stress-induced vesicules appear within functional
mitochondria and ensure a selective transport. They are particu-
larly enriched in oxidized proteins (Soubannier et al., 2012).

As the main mechanism for the elimination of damaged
mitochondria, mitophagy represents another important mito-
chondrial quality control pathway and appears to result from
mitochondria dysfunction (Redmann et al, 2014). So far no
direct link has been shown between mitophagy that acts at
the organelle level and the mitochondrial maintenance sys-
tems that intervene at the molecular level. However, the Lon
protease has been shown to take place in the regulation
of the PINK1-Parkin pathway directing mitochondria towards
mitophagy (Thomas et al., 2014). Moreover, phenotype of ani-
mals lacking the mitochondrial protease HtrA2/Omi indicated
a pro-survival role of this protein in mitochondria, in particu-
lar its implication in one of the mitophagic pathways (Cilenti

et al., 2014). Furthermore, the early steps of mitophagy are under
proteolytic control (Baker et al.,, 2011) and such age-related fac-
tors as increased levels of ROS or excess load of unfolded proteins,
are likely to trigger mitophagy (Frank et al., 2012; Jin and Youle,
2013) underscoring the view that all parts of mitochondrial quality
control may act together through more or less direct interaction.
Moreover, mitophagy has been shown to be involved in the ageing
process and the longevity of model organisms as the age-related
decline of this mechanism is associated with an accumulation of
damaged mitochondria, increased apoptosis and oxidative stress
(Chistiakov et al.,2014).In yeast under caloric restriction, macromi-
tophagy was shown to contribute to extended lifespan through
modulation of vital cellular mechanisms in and out of the mitochon-
dria, notably lipid homeostasis (Richard et al., 2013). Mitochondrial
network dynamics, that also provides an organelle quality control,
also requires intervention of proteolysis (Campello et al., 2014). In
yeast and P. anserina mitochondrial morphology has been linked
with ageing and programmed cell death (Bernhardt et al., 2014).

Still on mitochondrial quality control at the organelle level,
some authors have mentioned the elimination from cells of frag-
mented mitochondria that are directly exported in the extracellular
space. This mechanism referred as to mitoptosis is a programmed
cell death affecting mitochondria in form of an apoptotic-like
change that may follow various modalities (Chaabane et al., 2013).
Mitoptosis has been found to promote cell survival in ciliated
protozoan and has been proposed to occur for clearing damaged
mitochondria (Hammerling and Gustafsson, 2014).
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Finally, recent studies have assigned to mitochondrial quality
control another operating mode through mitochondrial-nuclear
communication inducing a stress response and activating different
pathways with a potential effect on longevity, notably transcrip-
tion of nuclear genes involved in the maintenance of mitochondrial
function like mitophagy or unfolded protein response (Hill and
Van Remmen, 2014). Enhancement of longevity in model orga-
nisms with up-regulation of this mitochondrial stress response
has been documented. Thus, strategies for mitochondrial protein
quality control are various underscoring the importance of the
management of damaged proteins and their deleterious effects in
the ageing process.

4.2. Implication of the mitochondrial matrix protease Lon

The mitochondrial matrix is very protein dense since it houses
the mitochondrial translation machinery, enzymes of the TCA cycle
and other metabolic pathways. Therefore, a high level of mito-
chondrial protein regulation and quality control occurs in this
compartment. In this environment particularly exposed to ROS, the
Lon protease is considered as the main defense line against oxi-
dized proteins build-up and thus believed to play a major role in
the ageing process due to the relation between oxidative damage
and premature ageing as well as age-related diseases.

Indeed, evidence has been provided that the Lon protease
is involved in oxidized protein degradation (Bayot et al., 2010).
Enzymes with oxidation-sensitive prosthetic groups are prone to
oxidative damage and primary targets for degradation by Lon
(Bender et al., 2010). Bayot et al. (2010) have identified proteins
showing increased oxidation level in yeast depleted for PIM1/Lon
including mitochondrial stress proteins such as Hsp60 and Sod2.
Moreover, Lon activity has been found to have decreased in liver
of old rats compared with young ones while an increase of oxi-
dized proteins has been observed in the mitochondrial matrix of
old animals (Bakala et al., 2003). In yeast, the absence of Lon has
been shown to result in the accumulation of electron dense aggre-
gates and mitochondrial DNA deletion (Van Dyck et al., 1994).
Lon deficiency led to an accumulation of carbonylated proteins in
mitochondria of yeast and Hela cells (Bayot et al., 2010, 2014).

As a key player in the elimination of oxidized mitochondrial pro-
teins, the Lon protease has a critical role in the maintenance of
mitochondrial matrix protein homeostasis and hence in mitochon-
drial functional and structural integrity (Bulteau et al., 2006). Thus,
Bota et al. (2005) demonstrated that Lon expression knockdown
in human lung fibroblasts induces impairment of mitochondrial
morphology and function and activates apoptosis. Furthermore,
Ngo and Davies (2009) have proposed that Lon is a human stress
protein given the important increase in Lon levels as well as
conserved mitochondrial function and improved cell survival in
rhabdomyosarcoma cells exposed to different stresses. An induc-
tion of Lon accompanied by an enhancement of mitochondrial
biogenesis has also been observed in hyperthyroidic rats and rats
harboring the Zadjela hepatoma tumor (Luciakova et al., 1999). Lon
gene promoter carries HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) binding
sites and its transcription is activated by HIF-1 in hypoxic mam-
malian cells (Fukuda et al., 2007).

This implication of the Lon protease in mitochondrial homeosta-
sis leads to grant it a significant part of mitochondrial dysfunction
noted in aged tissues given that Lon levels and/or activity have been
found to decline with ageing as reported in a study on skeletal mus-
cle from mice (Lee et al., 1999; Bota et al., 2002). This deleterious
effect of ageing on Lon was exacerbated by increased chronic oxida-
tive stress. Lon inducibility was also abolished after an oxidative
treatment in senescent WI-38 fibroblasts (Ngo et al., 2011). Ngo
et al. (2013) are in favor of a biphasic regulation of Lon, i.e. an up-
regulation induced by transient stress and a down-regulation when

dealing with chronic stress and ageing. Moreover, in a mouse model
of pressure overload heart failure, Lon have shown to be prone to
oxidative modifications that reduce its protease activity (Hoshino
etal.,2014). Variations in Lon protease has been revealed as tissue-
dependent since age-related increase in Lon levels has been found
in rat hearts together with unchanged Lon activity suggesting an
accumulation of inactive Lon (Delaval et al., 2004). Conversely Lon
activity increased in senescent WI-38 compared to young ones
without increase in Lon levels (Ahmed et al., 2010). Combined
effects of the loss of protein homeostasis due to Lon decline and
increased oxidative stress noted in ageing may constitute one of
the critical issues to be covered.

Quality control activities of Lon are not only restricted to modi-
fied protein degradation. They are also mediated through Lon action
on misfolded proteins and mitochondrial DNA. In yeast Lon (also
referred as to Pim1) has been shown to degrade misfolded polypep-
tides (Von Janowsky et al., 2005). This occurs in cooperation with
chaperones or when chaperones fail in protein refolding (Bender
et al.,, 2011). In yeast, mammals and some bacteria, Lon may also
prevent accumulation of misfolded protein owing to a chaperone
activity independent of proteolysis (Wohlever et al., 2014).

Lon can bind mitochondrial DNA with the highest affinity to a
single-stranded sequence located in the control region and over-
lapping the high strand promoter in human cultured cells (Lu et al.,
2013). Given its preferential binding, Lon may be involved in reg-
ulating the replication and the transcription of mtDNA (Lee and
Suzuki, 2008). Furthermore Lon interacts with some components
ofthe nucleoid, i.e. mtDNA polymerase YA, mtDNA helicase Twinkle
(Liu et al., 2004), and the mitochondrial transcription factor TFAM
that is degraded by Lon (Matsushima and Kaguni, 2012), suggesting
an implication of Lon in mtDNA metabolism and integrity. In S. cere-
visiae, loss of Pim1/Lon induced mtDNA deletion and impairment
of mitochondrial gene expression (Van Dyck et al., 1998).

Since mtDNA mutations accumulate over lifespan, the role of
Lon in mtDNA turn over and maintenance represents another pos-
sibility for its involvement in ageing processes. mtDNA mutator
mouse that harbors mtDNA polymerase y mutation have been
shown to develop premature ageing phenotypes and no significant
changes in ROS production giving advantage to mtDNA muta-
tions compared with ROS theory to explain ageing in this model
(Chistiakov et al., 2014). This role of Lon in mtDNA quality con-
trol seems modulated by different factors given its mtDNA binding
depends on the presence of protein substrate or nucleotide (Liu
et al., 2004). Moreover, Hela cells have demonstrated reduced Lon
mtDNA binding and little if any mtDNA damage upon oxidative
stress in Lon-depleted cells (Lu et al., 2007). Due to its multiple
functions affecting both mitochondrial activities and integrity, the
role of Lon in ageing and longevity can thus take different forms.

Concerning the consequences of Lon age-associated decline,
Erjavec et al. (2013) have demonstrated that replicative lifespan is
reduced in yeasts with Pim1/Lon deficiency. Conversely the fungal
ageing model P. anserina has exhibited both lifespan and healthspan
extension in the context of Lon overexpression (Luce and Osiewacz,
2009). In human lung fibroblasts, formation of abnormal mitochon-
dria, i.e. enlarged and/or miniature mitochondria and mitochondria
with electron dense inclusions, has resulted from selective Lon-
down-regulation (Bota et al., 2005). This phenotype is reminiscent
to those exhibited by aged tissues (Seo et al., 2010).

Impairment of Lon over lifespan may also be, at least in part,
responsible for increased mitophagy. Jin and Youle (2013) have
reported that excess of unfolded proteins in the mitochondrial
matrix induced accumulation of PINK1 resulting in mitophagy and
that Lon knockdown greatly increased PINK1 levels also triggering
mitophagy.

The implication of Lon in mitochondrial quality control has also
impact in various diseases whether or not they are age-related.
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This involvement has been especially reported in cancer devel-
opment due to the action of Lon in regulating mitochondrial
metabolism and DNA changes (Bulteau and Bayot, 2011). Lon
knockdown induced a senescence phenotype mainly due to DNA
damage response in murine melanoma cells (Quirds et al., 2014).
This phenotype can be bypassed through Lon overexpression
underscoring a possible modulation of tumorigenic properties of
cancer cells through variation of Lon levels. This result is relevant
with the lesser susceptibility of Lon-heterozygous mice in devel-
oping tumors compared with control mice (Quirés et al., 2014).

In hereditary paraganglioma, Sdh5 carries a mutation that pre-
dominantly directs it to degradation by Lon thus compromising
its interaction with Sdha (Bezawork-Geleta et al., 2014). Hansen
et al. (2008) have suggested that the decline in Lon and Clp levels
noted in hereditary spastic paraplegia (SPG13) is a compensation
mechanism in order to prevent rapid degradation resulting from
the Hsp60 mutation responsible for this pathology. Conversely,
concomitant increased Lon and CIpP levels and loss of mitochon-
drial Fe-S proteins have been found in the muscle creatine kinase
mouse heart model for Friedreich ataxia (Guillonetal.,2009).To our
knowledge, no Lon mutation has been identified to date in patients
enabling the determination of a phenotype associated with a Lon
defect. Nevertheless, its involvement in age-related and other dis-
eases may consider using it as target for anti-ageing strategy or
disease treatments.

4.3. Implication of the mitochondrial matrix protease Clp

The best known implication of CIpP protease in protein mito-
chondrial quality control is probably its role in the mitochondrial
unfolded protein response (mtUPR). This function brings CIpP at
the center of age-related processes since ageing is associated with
build-up of misfolded and unfolded protein aggregates resulting in
harmful effects on cell function (Sherman and Goldberg, 2001).

Similarly to the Lon protease, ClpP can be considered as a stress
protein since its expression is induced in stress conditions, in
eukaryotes and in prokaryotes (Gispert et al., 2013).

Unfolded and misfolded proteins can generate stress when their
quantity exceeds the protein folding capacity of their cellular com-
partment. In order to deal with this event, some organelles have
a specific signaling pathway known as unfolded protein response
(UPR). mtUPR is achieved through mitochondrial-to-nucleus sig-
nal transduction induced by unfolded protein stress and resulting
in the activation of genes encoding mitochondrial chaperones and
proteases (Pellegrino et al., 2013).

ClpP is a pillar of mtUPR and this protein quality control
activity is all the more important given that mitochondrial protein-
folding environment have to cope with different challenges such as
oxidative DNA and protein damage, complexity of mitochondrial
biogenesis and assembly of mitochondrial complexes components
encoded by both the mitochondrial and the nuclear genomes
(Haynes and Ron, 2010). Haynes et al. have demonstrated that
ClpXP likely initiated the mtUPR by recognizing and degrading
unfolded proteins when mitochondrial chaperones capacity is
overwhelmed. Attenuation of mtUPR has been noted in C. elegans
with reduced ClpP activity (Haynes et al., 2007) while accumula-
tion of unfolded proteins in the mitochondrial matrix of mammals
upregulated ClpP and mitochondrial chaperones (Aldridge et al.,
2007).

Since the loss of mitochondrial protein homeostasis has been
linked with diseases and ageing, impairment of mtUPR, and thus
ClpP, appear to play a central role in ageing process. Durieux
et al. (2011) have shown that the mtUPR is required for electron
transport chain (ETC) mediated longevity in C. elegans. Silencing
of mtUPR components of long-lived ETC mutants abolished their
extended lifespan. Mutated mouse with decreased cytochrome c

oxidase activity exhibited an increase in longevity and an induc-
tion of mtUPR (Pulliam et al., 2014). In Drosophila melanogaster,
overexpression of mtUPR chaperones in muscle had no effect on
lifespan but improved healthspan through preserved mitochon-
drial and muscle function (Owusu-Ansah et al., 2013). However,
the relationship between longevity and mtUPR appears to be com-
plex since lifespan of some C. elegans mitochondrial mutants with
enhanced mtUPR was not increased or even shortened compared
with the wild-type (Bennett et al., 2014). As an essential compo-
nent of the mtUPR, ClpP is therefore likely to contribute to lifespan
modulation.

Another mechanism of mtUPR has been described in the inter-
membrane space of mammals mitochondria that involves the
mitochondrial protease HTTA2 (Jovaisaite et al., 2014).

As for the role of CIpP in oxidative stress defense, studies in
Streptococcus agalactiae under heat shock have demonstrated that
ClpP prevents protein oxidation. Increased levels of oxidized Dnak,
a key modulator of the heat-shock regulon, have been reported in
a mutant lacking ClpP (Nair, 2003). CIpP appears to have a role in
reducing protein carbonyls formation in cells lacking Lon and HsIVU
(Fredriksson and Ballesteros, 2005).

CIpP activity has also been linked with mtDNA maintenance
since ClpP deficiency has been associated with mtDNA accumu-
lation with an impact on transcripts levels of mitochondrially
encoded genes in ClpP null mice (Gispert et al., 2013). ClpX accu-
mulation was also observed in this model. Since this chaperone is
involved in mtDNA condensation (Kasashima et al., 2012), Gispert
et al. (2013) concluded that ClpP is a modifier factor for reduc-
ing mtDNA levels and a suppressor of ClpX levels acting in mtDNA
turnover. As Lon does, ClpP is involved in different activities result-
ing in various ways to impact ageing processes.

Indeed, due to its important place in mitochondrial quality con-
trol, ClpP has been involved in longevity and ageing. This protease
has been shown to decline with age in Arabidopsis thaliana (Weaver
et al.,, 1999). ClpP null mouse exhibited age-related phenotypes as
well as severe growth retardation, reduction of spontaneous activ-
ity and decreased survival (Gispert et al., 2013). In contrast, ClpP
deletion in P. anserina induced an extended lifespan without any
distinct impairment. This longevity phenotype was reverted by the
expression of human ClpP (Fischer et al., 2013).

Finally, CIpP mutations have been found in patients suffer-
ing from the Perrault syndrome (Jenkinson et al., 2013) and, as
mentioned earlier, variations in CIpP levels have been noted in
hereditary spastic paraplegia and Friedreich ataxia. As for Lon,
due to its involvement in age-related and other diseases, the Clp
protease may be considered as a target for disease treatments or
anti-ageing strategy.

5. Conclusion

It is clear that the mitochondrial matrix proteases Lon and Clp
play an important role in mitochondrial protein quality control
and cellular homeostasis through, at least in part, the degradation
of oxidatively damaged proteins. On the other hand, disruption
of protein homeostasis is recognized as an important contribu-
tor to the ageing process and in the development of age-related
diseases while mitochondrial dysfunction has also been impli-
cated in ageing and degenerative diseases. Only recently, attention
has been drawn on mitochondrial protein alterations and on
the fate of intra-mitochondrial protein quality control in these
processes. Nevertheless, specific proteins involved in energy pro-
duction and/or redox regulation have been already shown to
represent sensitive targets for age- and/or oxidative stress-induced
modifications. The mitochondria are housing chaperones, repair
and proteolytic enzymes that all participate to intra-mitochondrial
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protein quality control, the function of which has been found to be
affected with age. Modulation of the expression of several mito-
chondrial chaperones (e.g. Hsp22) and proteases such as Lon and
Clp has demonstrated their implication in longevity and protection
against oxidative protein modifications. Hence, the mechanisms by
which alterations of mitochondrial protein maintenance systems
are implicated in disruption of mitochondrial function and their
implication in ageing and age-related diseases need to be further
analyzed.
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Résumé

Principal producteur d’énergie de la cellule euotayla mitochondrie est également une source
majeure d’espéces réactives de I'oxygéne et ure pitivilégiée des dommages oxydatifs
causes aux protéines. Pour faire face a ces mévamisnpliqués dans le vieillissement et un
nombre important de pathologies, la mitochondrepdse de systemes de maintenance des
protéines parmi lesquels la protéase Lon. L'objelicette these a été de préciser le role de
cette protéase localisée dans la matrice mitocheledet particulierement impliquée dans
’lhoméostasie des protéines mitochondriales abti@lation des protéines oxydées. Cette étude
a été menée sur des cellules HelLa transformées ahééra a pouvoir significativement
diminuer l'expression de Lon. Nos résultats moritrgn’'une absence de Lon affecte
’lhoméostasie protéigue en élevant les niveaux mé¢émes carbonylées. Nous avons par
ailleurs identifié¢ un certain nombre de protéinggspntant une variation des niveaux
d’expression et des modifications oxydatives ereabs de Lon. La fonction mitochondriale
est elle aussi perturbée par une sous expressitordpuisque celle-ci s’accompagne d’une
baisse de I'activité de la chaine respiratoireplds, un peu plus du tiers des protéines affectées
par une défaillance en Lon sont mitochondrialemngtron la moitié d’entre elles interviennent
dans deux domaines : le métabolisme énergétique evntréle qualité des protéines. La
fragmentation du réseau mitochondrial et de pctdes atteintes a lintégrité de 'ADN
mitochondrial notées dans les cellules sans Lon d@utres arguments en faveur d’'une
dysfonction mitochondriale. Enfin l'impact d’'une faddence en Lon sur 'homéostasie
protéique et la fonction mitochondriale peut étredmié par la source de carbone a la
disposition des cellules puisqu’il varie selon tpmilieu de culture est supplémenté en glucose
ou en galactose.

Mots clés : protéase Lon, homéostasie protéiquedaiion protéique, dysfonction mitochondriale,
métabolisme énergétique

Importance of the mitochondrial Lon protease on thanaintenance of protein homeostasis
and mitochondrial function

Abstract

As the main energy producer of the eukaryotic eeltpchondria are also a major source of
reactive oxygen species and a prime target forabixid damage to proteins. To cope with these
mechanisms involved in ageing and a large numbggatiiologies, the mitochondrion has
protein maintenance systems among which the Lotease. The objective of this thesis was
to clarify the role of this protease localizedhie mitochondrial matrix and particularly involved
in mitochondrial proteins homeostasis and the elation of oxidized proteins. This study was
conducted on transformed Hela cells so that Loresgion could be significantly reduced.
Our results show that lack of Lon affects proteamieostasis by elevating carbonyl protein
levels. We have also identified a number of prateanith varying levels of expression and
oxidative changes in the absence of Lon. The mdodhal function is also disturbed by Lon
down expression as this is accompanied by a dexieake activity of the respiratory chain.
In addition, slightly more than a third of the priots affected by Lon failure are mitochondrial
and about half of them are involved in two areasrgy metabolism and protein quality control.
Mitochondrial network fragmentation and potentiaitaohondrial DNA integrity damages
noted in Lon-free cells are further arguments wrofaof mitochondrial dysfunction. Finally, the
impact of Lon deficiency on protein homeostasis laatdchondrial function can be modulated
by the carbon source available to the cells sihaaiies according to whether the culture
medium is supplemented with glucose or galactose.

Keywords: Lon protease, protein homeostasis, praeydation, mitochondrial dysfunction,
energy metabolism



