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Avant-propos



Mon travail de these a été réalisé au sein de I'unité mixte de recherche CNRS 6214-
INSERM dirigée par le Professeur Daniel HENRION. Au sein de cette unité, I'équipe
Mitolab est spécialisée dans 1'étude du métabolisme mitochondrial et de ses
régulations dans différentes pathologies. Ma thése a été réalisée sous la direction du

Docteur Arnaud CHEVROLLIER.

L'un des principaux axes de recherche est l'étude des pathologies
neurodégénératives en relation avec des anomalies de la plasticité et de la
dynamique mitochondriale. Les principaux objectifs de 1'équipe sont d'étudier les
mécanismes physiopathologiques mis en jeu dans les pathologies de la dynamique

mitochondriale et de tenter d'élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Les mitochondries sont des organites intracellulaires essentiels a la production
énergétique et possédant leur propre génome, I’ADN mitochondrial (ADNmt). Ainsi,
chaque cellule contient quelques dizaines a quelques milliers de copies d'une
molécule d’ADNmt codant pour 13 sous-unités protéiques de la chaine respiratoire.
Dans les cellules eucaryotes, les mitochondries forment un réseau tubulaire plus ou
moins connecté dont la morphologie dépend du type tissulaire et des conditions
métaboliques. Ce réseau est en équilibre constant entre deux processus fonctionnels
: la fusion et la fission. Ces mécanismes déterminent le nombre, la longueur et le
diametre des mitochondries. Les modifications de ces processus de fusion et de
fission, connue encore sous le terme de dynamique mitochondriale sont impliquées
dans la physiopathologie des maladies neurodégénératives communes telles que la
maladie de Huntington. Des mutations dans deux genes de fusion (MFNZ et OPA1)
conduisent a des pathologies neurodégénératives de la dynamique mitochondriale,
notamment la maladie de Charcot-Marie-Tooth et I'atrophie optique autosomique
dominante (ADOA). C’est sur cette derniére pathologie que s’est porté I'essentiel de

mes travaux de these.

L’atrophie optique autosomique dominante est une maladie rare (OMIM #125250)
essentiellement associée aux mutations du gene de fusion de la membrane interne

mitochondriale OPA1 (OMIM #605290). Cette pathologie touche essentiellement les
7



cellules ganglionnaires de la rétine conduisant a une perte de la vision. Récemment,
le tableau clinique des pathologies liées aux mutations OPA1 s’est étendu pour
inclure le syndrome DOA+ et le syndrome de Behr. Le syndrome DOA+ est une
forme syndromique qui est causée par des mutations hétérozygotes au niveau du
gene OPA1 associant a I'altération de la vision des atteintes multisystémiques telles
qu’'une ataxie, une myopathie, une ophtalmoplégie externe et une neuropathie
périphérique. Ces formes séveres sont souvent dues a des mutations dans le
domaine GTPase de la protéine OPA1. Le syndrome de Behr a également été inclus
dans les formes séveres des pathologies dues aux mutations d’OPAI1. Cette
pathologie est caractérisée par une atrophie optique associée a des manifestations
cliniques. Une autre particularité de ce syndrome est son caractére infantile avec
une apparition tres précoce, dés 3 ans. Le syndrome de Behr est associé a des

mutations bi-alléliques d’OPA1.

La caractérisation biochimique et moléculaire sur les cellules de patients et sur les
modeles murins d’'OPA17/- montre des déficits de la phosphorylation oxydative, une
altération de la maintenance de I’ADNmt, une sensibilité cellulaire accrue a
I'apoptose et une altération de la structure du réseau mitochondrial. Ce serait
I'ensemble de ces altérations qui conduiraient au mécanisme de dégénérescence
cellulaire. Néanmoins, nous avons observé que ces atteintes n’étaient pas communes
a toutes les mutations OPA1, suggérant d’autres mécanismes physiopathologiques
dans les atteintes liées a OPA1. De plus les altérations chez les patients sont moins
drastiques et la pathologie souvent progressive. Un des mécanismes suggérés par
les études serait une altération des voies autophagiques, un processus fréquent dans
les maladies neurodégénératives communes telles que la maladie d’Alzheimer ou la

maladie de Parkinson.

L’objectif de ma these était d’explorer deux pistes physiopathologiques de 'ADOA
qui seraient en accord avec l'aspect progressif de la maladie. La premiére était
d’étudier I'impact des mutations OPA1 sur 'ADNmt, sachant que la protéine OPA1

est impliquée dans I'ancrage des nucléoides a la membrane interne et que cette
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membrane interne mitochondriale semble étre le siege de la réplication de 'ADNmt.
L’autre question adressée était de déterminer les conséquences des mutations OPA1

sur la dégradation des mitochondries et les voies autophagiques.

Nos études sur les nucléoides ont montré que le nombre et la distribution des
nucléoides étaient régulés par le réseau mitochondrial, qui est lui-méme régulé par
la taille du cytoplasme. Nous avons montré une baisse du nombre de nucléoides qui
est corrélée a la baisse du volume mitochondrial constatée dans les lignées OPA1*/
et OPA1/- présentant une fission sévere du réseau mitochondrial. Nos données
montrent une augmentation du nombre de copies d’ADNmt par nucléoide
uniquement dans les modeles ou la réticulation du réseau mitochondrial était

impactée, donc uniquement dans les fibroblastes de patients DOA+ (Article 1).

Dans le deuxieme volet de cette étude, nous avons étudié les voies autophagiques
dans deux différents syndromes liés aux mutations d’'OPA1. Cette partie de I'étude a
également permis une caractérisation fonctionnelle des mitochondries dans le
syndrome de Behr, sachant que trés peu d’études ont été réalisées sur cette
pathologie liée aux mutations d’OPA1. Nos données montrent une stimulation des
voies autophagiques dans le DOA+ par l'altération de la structure du réseau
mitochondrial et un défaut de couplage partiel des mitochondries. Aucune altération
mitochondriale majeure n’a été observée dans le syndrome de Behr. Nous avons mis
en évidence une altération majeure de la réponse autophagique, impliquant

potentiellement ce mécanisme dans la sévérité de la pathologie (Article 2).

Une partie de la ma thése a été consacrée a I'étude bibliographique des acides
lipophiliques faibles tels que le CCCP et le FCCP, des protonophores utilisés dans
I’étude des fonctions mitochondriales, mais aussi récemment beaucoup utilisés dans
I'induction et I'étude des voies mitophagiques et autophagiques. Cette étude
bibliographique visait a mieux comprendre les mécanismes d’action de ces agents

protonophores et étudier leurs cibles cellulaires et leurs cinétiques d’action.



Enfin la caractérisation de la physiopathologie de ces maladies nous a permis
d’adopter une meilleure stratégie thérapeutique. Une altération commune des
pathologies neurodégénérative est la fragmentation du réseau mitochondrial, une
caractéristique retrouvée dans les fibroblastes de patients DOA+. L’approche
thérapeutique mis en place était la stimulation de fusion mitochondriale en inhibant
sélectivement une histone déacétylase HDAC6. Cette approche a déja été mise en
place avec succés dans d’autres pathologies neurodégénératives. L’inhibition des
histones acétylases dans la littérature avec des inhibiteurs tels que la tubastatine A
induit une hyperacétylation du cytosquelette et que cette réponse stimulait une
élongation des mitochondries. Nos études montrent que la tubacine induit une
élongation des mitochondries, stimule la biogénése mitochondriale et corrige le
défaut de couplage observé chez les patients DOA+. La tubacine apparait comme un
agent pharmacologique prometteur dans le traitement des patients DOA+ (Article

4).
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abbréviations



ADN mt: ADN mitochondrial

ADOA: atrophie optique autosomique dominante

AMPK: Adénosine MonoPhosphate-activated protein Kinase
ANT: adenine nucleotide translocase

BSA: bovine serum albumin

CaMK: Ca++/CalModulin-dependent protein Kinase

CCCP: carbonylcyanide-m-chlorophenylhydrazone

CMT2A: Charcot-Marie-Tooth type 2A

COX: cytochrome c oxydase

Cyt c: Cytochrome ¢

DMEM: Dulbecco’s modified Eagles medium

DRP1: dynamin-related protein 1

FAD: flavine adénine dinucléotide

FADH2: flavine adénine dinucléotide hydrogénée

FCCP: carbonylcyanide-p-trifluorométhoxyphenylhydrazone
FIS1: Fission protein 1

HKII: hexokinase I

LHON: neuropathie optique héréditaire de Leber

MET: microscopie electronique a transmission

MEM: membrane externe mitochondriale

MFN1, 2: Mitofusine 1 et 2
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MIM: membrane interne mitochondriale
NADH: nicotinamide-adénine dinucléotide hydrogéné
NRF: Nuclear Respiratory Factor

OH: origin of heavy strand mtDNA replication (Origine de replication du
brin lourd)

OL: origin of light strand DNA replication

OPA1: optic atrophy 1

OXPHOS: phosphorylation oxydative

PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis

pb : paires de bases

PBS: phosphate buffered saline

PGC-1: Peroxisome proliferator-activated receptor Coactivator-1
Pl: phosphate inorganique

PKA: Protéine Kinase A

PKB: Protéine Kinase B ou AKT

POLG: mitochondrial DNA polymerase gamma

PRC: PGC-1-Related Coactivator

RITOLS: ribonucleotide incorporation throughout the lagging strand
ROS: espéeces réactives de I'oxygene

SDH: succinate deshydrogénase

SDS: sodium-dodecyl-sulfate

SOD: superoxyde dismutase
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TFAM: Transcription Factor A, Mitochondrial
TEMED: tetramethylethylenediamine

Tris: tris (hydroxyméthyl) aminométhane
UCP: uncoupling protein

VDAC: voltage-dependant anion channel

Apm: potentiel de membrane mitochondrial
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Figure 1: Morphologie des mitochondries selon les types cellulaires (Collins et al, 2002)
(A-E) Reconstructions tri-dimensionnelle de la fluorescence de la protéine DsRedl adressée a la
mitochondrie Reconstruction tri-dimensionnelle de la fluorescence de la calcéine aprés imagerie

confocale et déconvolution. (F) Une reconstitution de la fluorescence de la calcéine mitochondriale
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Les Mitochondries

Structure et fonction

Les mitochondries sont des organites semi-autonomes présents dans le cytosol de la
plupart des cellules eucaryotes. Le mot mitochondrie vient du grec « mitos », fil et
« chondrios », granule. L'architecture a double membrane des mitochondries a été
révélée dans les années 1950 par des études de microscopie électronique (Palade
1953) (Figure 1). Ces organites ont une membrane externe et une membrane
interne qui donnent naissance a deux compartiments, I'espace inter-membranaire et
la matrice. La membrane interne, formant les crétes, pénetre dans la matrice et
abrite les complexes de la chaine respiratoire. Dans les années 1980, des études de
microscopie optique ont montré que les mitochondries sont des organites
hautement dynamiques qui forment de grands réseaux interconnectés
intracellulaires (Figure 1) (Bereiter-Hahn 1990). Dans de nombreux eucaryotes, les
mitochondries se déplacent en continu le long du cytosquelette, fusionnent et se
divisent. Ces activités concertées controlent la morphologie mitochondriale, la
distribution intracellulaire et déterminent la fonction mitochondriale selon le type
cellulaire (Osteryoung 2001; Y. Yoon and McNiven 2001). Les mitochondries ont un

A

réle central dans la conversion de I'énergie. Les mitochondries ne peuvent étre
générées de novo, mais se divisent a partir de mitochondries préexistantes. Ceci est
réalisé dans un processus connu sous le nom de fission (Yisang Yoon et al. 2003). La
dynamique mitochondriale permet a la cellule de répondre aux changements de
conditions physiologiques. La fusion favorise la génération des mitochondries
interconnectées, alors que la fission produit de nombreux fragments

mitochondriaux.

La membrane externe mitochondriale (MEM) est perméable aux solutés ayant une
masse moléculaire inférieure a 5,4 kDa. Elle contient un grand nombre de protéines
transmembranaires appelées porines. Chez les eucaryotes ces protéines se trouvent

principalement dans la membrane externe des mitochondries (Walther et al. 2009).
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L'espace inter-membrane présente une composition proche de celle du cytosol, de

par la perméabilité de la MEM.

La membrane interne mitochondriale (MIM) est beaucoup moins perméable que la
MEM. Les protéines localisées a la MIM participent aux réactions de la chaine
respiratoire, a la synthése d'ATP, aux échanges de petits métabolites et d’ions
métalliques, a I'import des acides aminés, des hydrates de carbone, des nucléotides,
et des protéines. La MIM contient la nucléotide adénine translocase ANT qui est
responsable du transport de I'ADP et de I'ATP a travers la membrane. La MIM est
également le site de translocases de protéines, TIM23, TIM22 et Oxalp (Neupert
and Herrmann 2007). Ces translocases participent a I'import de l'essentiel des
composants des mitochondries dont les sous-unités de la chaine respiratoire qui

sont codées par le génome nucléaire.

La matrice est l'espace délimité par la MIM. La matrice contient un ensemble
d'enzymes, de copies d'ADN mitochondrial et de facteurs impliqués dans
I'expression du génome mitochondrial tels que les ribosomes et les ARNt
mitochondriaux. De nombreux processus métaboliques comme la génération de
I'ATP, le cycle de Krebs et I'oxydation des acides gras se produisent dans la matrice.
La diversité et la complexité des sous-compartiments mitochondriaux refletent

leurs fonctions hautement spécialisées.

Les complexes de la chalne respiratoire mitochondriale produisent un gradient
protons de part et d’autre de la MIM de I'oxydation des substrats énergétiques et ces
pompes a protons de la MIM généerent un potentiel de membrane (Aym). Le
gradient de proton est ensuite utilisé pour la synthese mitochondriale d'ATP qui
produit la plus grande partie de I'ATP cellulaire essentiel pour de nombreux
processus cellulaires, le meétabolisme, la signalisation, la mort cellulaire
programmée et les voies métaboliques impliquant les lipides, les acides aminés, et le

cycle de ’heme.

Le role des mitochondries dans I'activation de 1'apoptose passe chez les mammiferes

par les membres de la famille Bcl-2 qui régulent la libération de protéines pro-
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apoptotiques tels que le cytochrome c. Une fois dans le cytosol, ces protéines
activent des cystéine-protéases appelées caspases qui sont essentiels au

déroulement de I'apoptose (C. Wang et Youle 2009).

Différents parametres peuvent étre utilisés comme indicateurs de la fonction
mitochondriale : 1'état redox des cytochromes mitochondriaux, les niveaux d'ATP
cellulaire, la production de ROS, le potentiel de membrane mitochondriale (AWm) et
la consommation d'oxygene. Néanmoins, le parameétre le plus informatif reste la
consommation d’oxygene car elle reflete I'état de la chaine respiratoire et le

transfert d’électrons (Will et al. 2006).
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Figure 2: La chaine de la phosphorylation oxydative (OXPHOS) dans les mitochondries de mammiferes
(Koene et Smeitink, 2009)

Les électrons (e-) a partir des oxydations du carbone (étape 1 et les lignes en pointillés) sont transférés par
lI'intermédiaire du NADH (étape 2) dans le complexe I (étape 3), qui est dans la membrane mitochondriale interne
(IMM), puis transportés vers la coenzyme Q ( CoQ) (étape 4). Les ¢lectrons provenant de 1’oxydation des acides
organiques sont transférés, par l'intermédiaire d'un autre complexe contenant de la flavine (étape 5), directement a la
CoQ. Le CoQ délivre des électrons par l'intermédiaire du complexe III (étape 6) et le cytochrome c (Cyt c) a
I’accepteur terminal d'électrons, le complexe IV (€tape 8). A cette étape I'oxygeéne est réduit en eau. Les électrons
perdent de 1'énergie libre a chaque étape de transfert, et dans les complexes I, III et IV. L'énergie est exploitée et
couplée au mouvement des protons H + (étape 9 et les lignes en pointillés) a partir de la matrice mitochondriale vers
I'espace intermembranaire (IMS). Le gradient de proton ainsi généré est utilisé pour la production d'ATP par le
complexe V (étape 10). A l'exception des complexes II, tous les complexes contiennent des protéines codées par le

génome mitochondrial et d'autres codées par le génome nucléaire. 23



La fonction énergétique mitochondriale

La phosphorylation oxydative

La conversion d'énergie s’effectue au sein des mitochondries par l'utilisation d’un
gradient électrochimique transmembranaire exploité pour synthétiser des
molécules d'ATP a partir de l'adénosine diphosphate (ADP) et du phosphate
inorganique (Pi) (Mitchell 1976). La chalne respiratoire mitochondriale se compose
de quatre complexes enzymatiques transmembranaires (I - IV) et I'ATP synthase-
foF1, forme un cinquieme comple (Figure 2). Chaque complexe OXPHOS est
constitué de multiples sous-unités qui sont codées par les deux génomes
mitochondriaux et nucléaires, a l'exception du complexe II, qui est codé
exclusivement par le génome nucléaire. Le coenzyme Q10 et le cytochrome c jouent
également des rdéles distincts dans la phosphorylation oxydative, agissant comme

transporteurs d'électrons entre les complexes de la chaine respiratoire.

Pendant la phosphorylation oxydative, le NADH et le FADH? apportent les électrons
aux complexes I et II respectivement. Ces électrons sont transférés le long des
complexes de la chalne respiratoire; 1'énergie libérée est utilisée pour pomper des
protons (H*) de la matrice mitochondriale vers l'espace intermembranaire, plus
particulierement dans les poches crées par les crétes. Ce gradient de proton
électrochimique est ensuite utilisé par le complexe V pour générer de I'ATP a partir

d'ADP et Pi.

Composition du systeme de phosphorylation oxydative

Plus de quatre-vingts protéines différentes parmi lesquelles seules treize sont
codées par I'ADN mitochondrial composent le systeme de phosphorylation
oxydative (OXPHOS) : les complexes I a IV qui composent la chalne respiratoire et
I’ATP synthase. Ces complexes sont eux-mémes organisés en super-complexes ou
respirasomes. Ces unités fonctionnelles ont été révélées par des expériences de co-
immunoprécipitation et d’électrophorese sur gel en condition native (Hermann

Schagger and Pfeiffer 2000a). Les supercomplexes peuvent résulter de la

24



coexistence des complexes I + III + CIV. Ainsi les supercomplexes I+II1, III;+1V1.,
[+I112+IV1.4 ont été décrits dans différents organismes dont Arabidopsis thaliana ou
la premiere identification des supercomplexes a été réalisée (Dudkina et al. 2005;
Hermann Schagger and Pfeiffer 2000b; Cruciat et al. 2000). L’association des
complexes Il en supercomplexe reste controversée (Acin-Pérez et al. 2008; Moreno-
Lastres et al. 2012). Le complexe V existe en dimeére et cette conformation a été
décrite pour la premiére fois chez la levure (Arnold et al. 1998). Cet assemblage
comporte trois sous-unités spécifiques, les sous-unités e, g et k. L’assemblage de
I’ATP-synthase en dimeére est essentiel a la structuration des crétes mitochondriales
(Giraud et al. 2002; Dautant, Velours, and Giraud 2010). Deux sous-unités sont
impliquées dans cette organisation supramoléculaire, les sous-unités e et g. Les
délétions des génes codant pour ces sous-unités n'ont pas d'effet sur I'ensemble des
monomeres d’ATP synthase ou de l'activité de cette enzyme, cependant la
dimérisation et I'oligomérisation sont affectées (Johann Habersetzer et al. 2013).
Chez le mammifere I'absence de dimérisation de I’ATP synthase a des conséquences
fonctionnelles sur la chaine respiratoire conduisant a une diminution de l'activité
OXPHOS. Enfin, ces altérations structurales et fonctionnelles de I'ATP synthase ont
un fort impact sur la mitochondrie, conduisant a la fission du réseau mitochondrial

et la désorganisation ultrastructurelle des crétes (Johan Habersetzer et al. 2013).

L'association des complexes de la chaine respiratoire en supercomplexes offrent
des avantages structurels et fonctionnels, tels que la prévention de leur
déstabilisation et leur dégradation, une amélioration de 1'efficacité du transport des
électrons et des substrats. L'implication des supercomplexes dans la diminution des

fuites d'électrons ou de protons a également été suggérée (Lenaz et Genova 2009).

Complexe I ou NADH ubiquinone oxydoréductase: Le complexe I est le principal
point d’entrée des électrons dans la chaine respiratoire. Il catalyse le transfert de
deux électrons du NADH a l'ubiquinone, ceci étant couplé a la translocation de

quatre protons a travers la membrane interne mitochondriale. Le complexe I est
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constitué de quarante-six sous-unités dont sept sont codées par 'ADNmt (genes
ND1-ND6 et ND4L), le reste des sous-unités étant codé par des genes nucléaires. Le
complexe I est composé d’un bras hydrophobe enchassé dans la membrane interne
mitochondriale contenant notamment les sous-unités codées par I’ADNmt, qui
constituent le site catalytique de I'’enzyme, et d'un bras périphérique hydrophile
orienté dans la matrice. Cette structure engendre trois modules fonctionnels: le
module déshydrogénase responsable de 'oxydation du NADH en NAD*, le module
hydrogénase, responsable du transfert d’électrons a I'ubiquinone et le module de
translocation des protons constituant la majeure partie du bras membranaire
((Fernandez-Vizarra, Tiranti, et Zeviani 2009). Les déficits du complexe I sont
responsables de plusieurs pathologies mitochondriales, telles que le syndrome de
Leigh (OMIM #256000), le LHON (Leber’s Hereditary Optic Neuropathy;
OMIM #535000) ou de MELAS (Mitochondrial Encephalomyopathy with Lactic
Acidosis and Stroke-like Episodes ; OMIM #540000). Ces pathologies sont associées
pour la plupart a une production de ROS assez importante, certainement due au role

important du complexe I dans la génération et la détoxification des ROS.

Complexe II ou succinate ubiquinone oxydoréductase ou succinate déshydrogénase:
Ce complexe est un deuxiéme point d’entrée des électrons dans la chalne
respiratoire. Il transfere des électrons du succinate a I'ubiquinone connectant ainsi
directement le cycle de Krebs a la chaine respiratoire. Ce transfert d’électrons n’est
pas couplé a la translocation de protons. Le complexe II est constitué de quatre
sous-unités (A a D). Ce complexe contrairement aux autres complexes de la chaine
respiratoire est codé uniquement par le génome nucléaire. Les mutations sur le
complexe I ont été associées a des encéphalopathies mitochondriales (OMIM #

252011) et des processus tumoraux (OMIM # 168000).

Complexe III: ubiquinol cytochrome c oxydoréductase ou complexe cytochrome
bcl: Ce complexe présent sous forme de dimere transfere les électrons de
I'ubiquinone réduite (ou ubiquinol) au cytochrome c. Ce transfert est couplé a la
translocation de quatre protons vers l'espace intermembranaire. Chez les

mammiferes, chaque monomeére est composé de onze sous-unités structurales
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différentes (H. Schigger et al. 1986). Trois sous-unités contiennent les centres
métalliques responsables du transfert d’électrons : le cytochrome b, le cytochrome
c1 et la protéine Rieske Fe-S. Les présentations cliniques des déficits en complexe III

sont principalement des intolérances a I'effort.

Complexe IV ou cytochrome c oxydase (COX) : Le complexe IV composé de treize
sous-unités différentes catalyse le transfert d’électrons du cytochrome c a I'oxygéne.
Parmi ces treize sous-unités, les trois codées par '’ADNmt sont impliquées dans le
transfert des électrons (COXI et II) et le pompage des protons, tandis que les sous-
unités restantes sont codées par le génome nucléaire et seraient impliquées dans la
stabilisation du complexe. Les déficits du complexe IV sont cliniquement
hétérogeénes, avec une présentation clinique allant de myopathie isolée a des

maladies multi-systémiques séveres (OMIM #220110).

ATP synthase : L’ATP synthase synthétise I’ATP en utilisant la force protomotrice
(Ap) a travers la membrane interne de la mitochondrie. Cependant, en I'absence de
gradient de protons, '’ATP synthase est capable d’hydrolyser 'ATP matriciel et
pomper les protons hors de la matrice, c’est le fonctionnement reverse. L’ATP
synthase est un complexe composé de plusieurs sous-unités qui constituent deux
domaines fonctionnels : un domaine hydrophobe membranaire FO et un domaine
catalytique hydrophile. Seules deux sous-unités sont codées par le génome
mitochondrial, 'ATPase 6 et L’ATPase 8. Des mutations des sous-unités de 1'ATP
synthase, qu’elles soient d’origine génétique nucléaire ou mitochondrial, conduisent
a des pathologies du systéme neuromusculaire qui se manifestent principalement
chez les enfants, tres souvent, peu de temps apres la naissance (Houstek et al. 2006;

Kucharczyk et al. 2009).
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Figure 3: Régulation de la fonction et de la biogénese mitochondriale (Brenmoehl et Hoeflich,
2013)

L'augmentation conditionnelle du taux d'’AMP induit l'activation de ' AMPK requis pour la phosphorylation
et la translocation nucléaire de FOXO3. Dans le noyau SIRT1 désacétyle FOXO3, ce qui induit la
transcription de LKBI, PGC-1a et Nampt. Nampt va augmenter les niveaux NAD + requis pour la
déacétylation de SIRT1 et donc I'activation de LKB1 ou PGC-1a. Désacétylée PGC-1a est transloqué dans
le noyau. PGC-1a nucléaire et cytosolique sont phosphorylées et ainsi activées par 'AMPK. L association
de PGCI-1a avec SIRT1 et MyoD, induit sa propre expression génique. PGC-la augmente également
I'expression de la NRF-1 et -2, qui, & son tour augmente l'expression des génes codant les sous-unités des
complexes de chaine respiratoire. NRF-1 induit I'expression de TFAM (mtTFA). mtTFA se lie a I'ADN
mitochondrial et initie I'expression de produits de geénes codant pour des sous-unités de lf8 chaine
respiratoire. SIRT3 déacétyle les sous-unités des protéines de la chaine respiratore et conduit a leur

activation permettant ainsi d'améliorer les niveaux d'ATP.



Régulation de la phosphorylation oxydative et de I'efficacité bioénergétique

Régulation transcriptionnelle: L’expression des génes mitochondriaux nécessite une
communication entre le noyau et la mitochondrie. PGC-1a régule directement et
indirectement I'expression de génes mitochondriaux codés par le génome nucléaire,
et parmi ceux-ci, certains régulent I'expression des sous-unités des complexes de la
chaine respiratoire (Brenmoehl and Hoeflich 2013) (Figure 3). PGC-1a participe a la
régulation de la phosphorylation oxydative en contrdlant I'expression des facteurs
nucléaires respiratoires 1 et 2 (NRF1 et NRF2), des facteurs de transcription
impliqués dans l'expression du facteur de transcription mitochondriale A (TFAM).
La surexpression de PGC-1a conduit a une régulation positive de 151 genes qui
codent pour des protéines mitochondriales impliquées dans de nombreuses
fonctions métaboliques des mitochondries tels que la 3-oxydation des acides gras, le
cycle de l'acide tricarboxylique et de la phosphorylation oxydative, ainsi que de la
machinerie ribosomale mitochondriale et le transport membranaire mitochondriale

des protéines (Stotland et Gottlieb 2015).

PGC-1a est activée par la voie de la calcineurine A et celle de la CaMKII (Handschin
et al. 2003). La voie PGC-1a est donc modulée par les variations du calcium Caz-+
intracellulaire. D’autres études ont montré que PGCla pouvait étre modulé par
d’autres facteurs tels que la MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase) pendant
'effort physique (Akimoto et al. 2005) et '’ AMPK (AMP-dependent Kinase) et la voie
AKT pendant la privation en nutriments (M. Zhong, Lu, and Foster 2002). La voie
PGC-1a est donc également sensible aux taux ATP/ADP cellulaire. L’activité de PGC-
la est également modulée par la déacétylation catalysée par Sirtl. Cette
déacétylation entraine une augmentation de l'activité de PGC-la et donc une
activation de la transcription de ses cibles. Toutes ces voies et acteurs tres sensibles
aux variations des besoins énergétiques de la cellule, et donc toute variation des
rapports NAD*/NADH par exemple vont activer les voies de PGC1-a, dont NRF2
(Houtkooper et al. 2010)((Jager et al. 2007; Cant6 et al. 2009). D’autres co-
activateurs de PGC-1a tels que PRC (PGC1-related-coactvator) peuvent également

activer les NRF1 et NRF2 (Andersson and Scarpulla 2001) (Figure 3).
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Figure 4: La communication noyau-mitochondrie (Cagin et Enriquez, 2015)

Vue d'ensemble de la signalisation rétrograde. Les dysfonctionnements mitochondriaux
conduisent a la génération d'au moins cinqg types de signaux: ATP / AMP, NADH / NAD +,
ROS, Ca2+ cytosolique, la réduction du potentiel de membrane. L'activation des signaux
rétrogrades (fleches rouges) provoque des changements dans I'expression des geénes nucléaires

qui favorisent diverses réponses représentées par des fleches violettes
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La phosphorylation et I'acétylation sont des modifications pos-traductionnelles qui
peuvent réguler les voies de production du NADH et FADH; et le fonctionnement
des complexes de la chaine respiratoire. En effet il a été montré que l'activité du
complexe [ et celle du comple IV était régulé par phosphorylation (Scacco et al.
2000). Une mutation dans la sous-unité NDUFS4 par exemple est corrélée a une
baisse de la phosphorylation et donc une diminution de I'activité et de la respiration

liée au complexe I (Iuso et al. 2006).

L’acétylation reste un des régulateurs clé de la fonction mitochondriale. Cette
acétylation est majoritairement médiée par la déacétylase mitochondriale SIRT3.
Une étude récente a identifiée plus de 400 sites d’acétylation potentiels dans une
souris déplétée du gene SIRT3 (Sol et al. 2012). Ces sites étaient identifiés dans des
protéines impliquées dans Ia phosphorylation oxydative (OXPHOS), Ia
métabolisation des acides gras et la dégradation des acides aminés (Hirschey et al.
2011; Ahn et al. 2008; Lombard et al. 2007; Schwer et al. 2006). Outre la déacétylase
mitochondriale SIRT3, une autre déacétylase SIRT1 est également impliquée dans la
régulation de la fonction et la biogénése mitochondriale. L’acétylation de méme que
la phosphorylation régulela fonction énergétique mitochondriale par des
mécanismes de senseur de la variation des rapports AMP/ATP et NAD/NAD+*
(Figure 4). En Concert avec AMPK, SIRT1 est capable de réguler I'activité
transcriptionnelle de PGC-1a de par sa capacité a lier directement PGC-1a et le
déacétyler (L. Zhong and Mostoslavsky 2011; Nemoto, Fergusson, and Finkel 2005).
L’expression de SIRT3 est également essentielle a la biogénese et I'expression de
genes de la fonction mitochondriale. L'inhibition de SIRT3 conduit a une de la
biogénese mitochondriale certainement médiée par I'inhibition des cibles de PGC-1
a, NRF1 et NRF2 (Kong et al. 2010a). SIRT3 controle directement la production
d’ATP en activant les complexes de la chaine respiratoire par déacétylation. La
déplétion de SIRT3 dans un modele de souris conduit a 50% de réduction de la

production d’ATP (Ahn et al. 2008).
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Respiration mitochondriale et la synthese d’ATP: Les phosphorylations oxydatives
assurent la production d’ATP a partir de I'oxygene et des nutriments. Le catabolisme
de ces nutriments conduit a la réduction de coenzymes (NAD+ et FAD). Les
équivalents réduits, le NADH et FADH3, tous deux produits lors de différentes voies
cataboliques dont la glycolyse, le cycle de Krebs, sont fournis a la chalne
d’oxydoréduction constituée de quatre complexes et de deux transporteurs
d’électrons, I'ubiquinone et le cytochrome c. Ces coenzymes réduits sont alors
réoxydés par le transfert de leurs électrons le long de cette chaine vers un accepteur
final, 1'02. Ce transfert d’électrons repose sur une série de réactions
d’oxydoréductions au niveau de la chaine respiratoire. Ce transfert est essentiel, car
le NADH et le FADH: sont riches en énergie et seraient incapables de réagir
d’emblée avec l'oxygene. Le transfert progressif permet donc la libération des
électrons de sorte que seuls les électrons de basse énergie réagissent avec
I'oxygeéne. Le transfert des électrons s’accompagne d’'un pompage de protons de la
matrice mitochondriale vers I'’espace inter-membranaire au niveau des complexes I,
[II et IV. Ce mouvement de protons crée un gradient de pH (ApH) et engendre un
potentiel de membrane (A¥m) au travers de la membrane interne. La résultante de
ces deux forces constitue un gradient électrochimique de protons, la force proton-
motrice, qui permet le retour des protons dans la matrice au travers du complexe
FO-F1 ATP synthase. La théorie chimio-osmotique émise par Mitchell repose sur ce
couplage entre l'oxydation des substrats et la synthese d’ATP par la force proton-

motrice (Mitchell 1961).

Controle de la respiration mitochondriale : En réponse a la demande d'énergie et en
fonction de la disponibilité en substrat, I'organisme s’adapte en ajustant a la fois sa
capacité et/ou l'efficacité de production d'ATP. L’efficacité bioénergétique
mitochondriale est définie comme étant le nombre d’ATP produit dans les
mitochondries par molécule de substrats utilisés ou d’oxygéne consommé. La
capacité de synthese mitochondriale d'ATP est définie comme étant la vitesse a
laquelle I'ATP est produite par unité de temps. Ces changements d'efficacité

bioénergétique et de capacité de syntheése d'ATP mitochondriale sont dépendants de
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la réorganisation des surpercomplexes et du remodelage mitochondrial (voir
dynamique mitochondriale et métabolisme énergétique). Néanmoins d’autres
facteurs régulent la respiration mitochondriale. Un des premiers facteurs est le taux
d’ADP disponible. La respiration des mitochondries isolées est stimulée en présence
d’ADP puis diminue au fur et a mesure de la conversion de '’ADP en ATP. La
dépendance de la vitesse de consommation d’oxygeéne du ratio ATP/ADP est connue
sous le terme de contrOle respiratoire. D’autres ratios tels que le rapport
NADH/NAD+ et la consommation d’oxygene vont également moduler la respiration

mitochondriale.

La régulation de l'efficacité de la synthese d’ATP: La synthese d’ATP résulte du
couplage entre la respiration et la phosphorylation mitochondriale par la force
protomotrice (Mitchell, 1961). Néanmoins, ce systéme n’est pas totalement
hermétique. Tous les protons ne passent pas par 'ATP-synthase pour la formation
d’ATP. Dans ce cas, on parle de découplage de la chaine oxydative. Le niveau de
découplage reflete l'efficacité bioénergétique. Ce découplage dépend de plusieurs

facteurs:

- La perméabilité des membranes aux protons et la présence de protéines
découplantes (UCPs et ANT)

- L’efficacité des pompes a protons

On distingue donc le découplage intrinseque et le découplage extrinseque. Le
découplage extrinseque implique tous les mécanismes qui provoquent une
dissipation du gradient de protons en augmentant la perméabilité de la membrane
interne aux protons ou aux cations. Le découplage intrinseque aussi connu sous le
terme de « slipping » entraine une diminution de 'efficacité des pompes a protons,
c'est-a-dire une diminution de la stcechiométrie proton/électron (H*/e-) ou une

augmentation de la stoechiométrie protons/ATP (H*/ATP).

La fuite des protons par exemple est due a une perméabilité accrue de la membrane
aux protons permettant une dissipation du gradient de protons, AP. Ainsi pour

maintenir la force proton-motrice, I'activité de la chaine respiratoire dans son
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ensemble est activée et la consommation d'oxygeéne est alors treés élevée, comme
c’est le cas avec 'utilisation d’agents protonophores, qui dissipent le AP. Cette fuite
de protons est observable a I'état basal, et est plus ou moins importante selon le
type cellulaire. Cette fuite de protons a un réle dans la physiologie des cellules car
elle représente environ 16-31% de la respiration mitochondriale (Rolfe and Brand
1996). 11 existe deux types de fuite de protons : la fuite basale des protons et la fuite
induite des protons qui fait intervenir les protéines découplantes (UCPs) et les
translocateurs (ANTs). Plusieurs pathologies humaines ou le vieillissement sont
caractérisés par une hausse de la fuite de protons. Le role de cette fuite reste encore
mal-connu. Plusieurs études s’accordent sur un effet protecteur d'un découplage
partiel (Skulachev 1997). En effet, une surexpression des UCPs a été observée dans
les 1ésions cérébrales traumatiques, suite a une ischémie ou dans certains modeles
de maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson. Cette
surexpression participerait a une neuro-protection et une meilleure survie cellulaire
(Sullivan et al. 2004; Pandya, Pauly, and Sullivan 2009; Mattiasson et al. 2003). De
nombreuses études impliquent les UCPs dans la régulation de la production de ROS.
L’augmentation du AWm, de méme que la déplétion des UCPs sont corrélées a une
production de ROS accrue (Kadenbach 2003; JeZek et al. 2014). Le découplage
partiel en entrainant une faible diminution du potentiel de membrane
mitochondrial diminue fortement la production de ROS sans affecter la production
énergétique (Skulachev 1997). Cette modulation du AWYm permet de diminuer la
probabilité d'un transfert inverse des électrons du complexe Il au complexe I. Ce
type de transfert inverse survient lors d’'une augmentation du AWm et augmente la
production de ROS dans divers tissus (Turrens 2003). Les taux respiratoires plus
élevés augmentent la consommation d'oxygene, entrainant ainsi une diminution des
tensions d'oxygene dans le microenvironnement mitochondrial, empéchant de ce
fait la production d’anions superoxydes (Kitahara, Li-Korotky, et Balaban 2005). Le
deuxiéme effet sur la production de ROS serait par le biais d'un maintien des
intermédiaires de transport d'électrons, en particulier les complexes I et III, a des

états plus oxydés ne peuvent pas faire don d'un électron a l'oxygene. Enfin, la
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production de ROS est également régulée par une modulation de la disponibilité en

NAD* par les taux de respiration (Starkov et al. 2004; Caldeira da Silva et al. 2008).
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Figure 5: Le génome mitochondrial humain (Stewart et Chinnery, 2015)

Le génome ADN mitochondrial humain (ADNmt) comprend 16,569 paires de bases, qui forment un (L) brin «léger»
intérieur et un (H) brin «lourd» externe (les noms reflétent la teneur en guanine brin, ce qui affecte le poids
moléculaire). Les génes codant pour les sous-unités ADNmt structurelles de la chaine respiratoire mitochondriale
comprennent: NADH déshydrogénase 1 (MTND1) -MTNDG6 et MTNDA4L (complexe I), cytochrome b (MTCYB;
complexe III), cytochrome ¢ oxydase I (MTCO1) -MTCO3 (Complexe IV), I'ATP synthase 6 (MT ATP6) et 1’ATP8
(complexeV). L’ADNmt code aussi pour 22 ARNt et 2 ARNT.
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Le génome mitochondrial

L’ADN mitochondrial

Les mitochondries sont des structures d’origine procaryote établies au sein des
cellules eucaryotes (Dayhoff and Schwartz 1981). Cette origine endosymbiotique
explique le fait que les mitochondries contiennent leur propre matériel génétique
I’ADN mitochondrial, ADNmt dont la transmission est maternelle. Ce génome est
sous forme d’'un ADN bicaténaire circulaire composé de 16 569 paires de bases (pb)

(Figure 5) (Kogelnik et al. 1996).

Cet ADNmt contient les genes qui codent pour 13 sous-unités de la chaine
respiratoire, ainsi que les ARN ribosomiques (ARNr) et les ARN de transfert (ARNt)
essentiels pour la synthese des protéines mitochondriales (Bonawitz, Clayton, and
Shadel 2006; Scarpulla 2008). L’ADNmt comporte une région non-codante, la D-
Loop, qui comprend les éléments régulateurs de la transcription et de la traduction
et ne comporte pas d’intron (Shadel et Clayton 1997). Le maintien de I'intégrité de
I’ADNmt dépend du génome nucléaire qui code pour des protéines essentielles a la
structure et a la fonction du génome mitochondrial (Wallace 2005) (These en ligne

Marc Ferré).

L'ADNmt est présent par centaines de copies par cellule et est organisé en
complexes nucléoprotéiques appelés nucléoides distribués dans le réseau
mitochondrial (Iborra, Kimura, and Cook 2004; D. F. Bogenhagen, Rousseau, and
Burke 2008; Legros et al. 2004). Les études suggerent que les nucléoides sont
organisés de maniere a faciliter la maintenance, la transcription, la traduction et la
biogenése dans son environnement immeédiat. Cela constitue également la base de
I’hypothese selon laquelle chaque nucléoide a une sphere d'influence limitée qui
pourrait entrainer une carence en sous-unités OXPHOS mitochondriales locale si
cette région mitochondriale contient de 'TADNmt muté (Kowald et Kirkwood 2011).
Ce confinement du nucléoide est un sujet essentiel dans la compréhension de la
physiopathologie de nombreuses maladies impliquant les défauts de maintenance

de TADNmt.
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Les dommages de I'ADNmt, de méme que ’ADN nucléaire peuvent avoir un impact
sur la principale source de production d'énergie cellulaire. Les mutations de
I'ADNmt sont la cause de nombreuses maladies telles que le LHON, le MELAS, ou
encore le Syndrome de Kearns-Sayre (Wallace, Fan, et Procaccio 2010), tandis que
des mutations du génome nucléaire peuvent aboutir a des syndromes
multisystémiques telles que la maladie de Charcot Marie Tooth2A (CMTZ2A), ou les
neuropathies optiques (Delettre et al. 2000; Cassereau et al. 2009). Une mutation
pathogene de ’ADNmt ne conduit pas forcément aux phénotypes cliniques. En effet,
I’ADNmt existe en de nombreuses copies par mitochondrie et donc par cellule. Ces
copies peuvent étre aussi différentes les unes des autres, un état qui est connu sous
le terme d’hétéroplasmie. De par cette coexistence, une mutation de '’ADNmt peut
rester silencieuse jusqu’a ce que le seuil de tolérance soit dépassé, c’est le shift
d’hétéroplasmie. Dans le cas du MELAS qui est dii majoritairement a une mutation
en position 3243 de '’ADNmt, le phénotype pathologique se met en place a partir

d’un seuil d’environ 70% de copies mutantes.

Les dommages de I'ADN mitochondrial provoquent des maladies rares et leur
accumulation conditionnerait le processus de vieillissement. En effet, plusieurs
études ont montré que les délétions multiples de 'ADNmt s’accumulent avec 1'age
(Busch, Kowald, et Spelbrink 2014). Les premieres études réalisées sur du tissu
musculaire, montraient une accumulation des délétions. Les études récentes sur
cellule unique confirment ce mécanisme d’hétéroplasmie, avec des cellules
contenant ne que des molécules d’ADN de type sauvage alors que d’autres ne
contiennent que des mutants. Plusieurs mécanismes ont été proposés pour
expliquer l'expansion clonale des mutations dans les cellules avec 1'age (Ian J. Holt,
Speijer, and Kirkwood 2014). L’ADNmt est plus instable que I’ADN nucléaire, soit a
I'échelle des individus par l'accumulation de délétions dans les tissu-post-
mitotiques lors du vieillissement, soit a I'échelle des générations. En effet une étude
portant sur 3000 sangs de cordons a la naissance a montré qu’un individu sur 200
portait, en général avec un faible taux d’hétéroplasmie, une mutation pathogene de
I’ADNmt (Elliott et al. 2008). Cependant, un processus actif lors de I'ovogenese
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permet de limiter I'expansion des mutations pathogeénes et de rendre les ovocytes
homoplasmiques, selon la théorie dite de la bottleneck (H.-S. Lee et al. 2012). Les
études les plus récentes en séquencage a haut débit montrent que les cellules
présentent tout de méme souvent de faibles taux d’hétéroplasmies (Mishra and

Chan 2014a).

La premiere hypothese serait que les mitochondries endommagées génerent plus de
radicaux libres de I'oxygene (ROS) et que ces derniers provoqueraient, a leur tour
plus de dommages a '’ADN mitochondrial (Bandy et Davison 1990). La deuxiéme
hypothése repose sur une dérégulation des machineries réplicatives et d’élimination
des molécules d’ADNmt mutées favorisant de ce fait I'’expansion clonale des copies
mutées (Chinnery et Samuels 1999). L’hypothése serait que les mitochondries
altérées sont dégradées par mitophagie, contribuant ainsi a conserver l'intégrité du

génome mitochondrial (Mishra and Chan 2014a).

La maintenance de 'ADNmt

Les nucléoides: L’ADNmt dans les mitochondries est organisé en structures
compactes appelées nucléoides. Les nucléoides peuvent étre visualisés en
microscopie optique a fluorescence, suite a un marquage de I’ADN par des anticorps
(anti-ADN, anti-TFAM), le BrdU, ou d’autres agents intercalants fluorescents, tels
que le DAPI et Picogreen (Legros et al. 2004). Ces mesures sont corrélées a la
quantité d’ADNmt obtenue par la PCR quantitative. Par conséquent, le nombre de
nucléoides détecté par cellule, ainsi que le nombre de molécule dADNmt qu'’il
contient, dépendent des propriétés du systéme optique utilisé, telles que la
résolution optique et de l'efficacité de la PCR quantitative. Cela peut expliquer
pourquoi les valeurs de contenu d’ADNmt par nucléoide varient considérablement
dans la littérature. La plus faible estimation rapportée du nombre de molécules
d’ADNmt par nucléoide est de 1,4 par super-résolution (STORM et STED) (Kukat et

al. 2011). Cependant il n’est pas exclu que ce nombre varie selon le type cellulaire.
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Figure 6 : Les modeles de réplication de ’TADNmt (McKinney et Oliveira, 2013)

(A)Le modéle de déplacement asymétrique. La réplication du brin lourd est initiée au niveau de 1’Ori-H avec
accompagnement du déplacement du brin-H formant ainsi une boucle D. Cette synthése se déroule jusqu'a
ce que I’Ori-L soit exposée, la synthése du brin 1éger est initiée dans le sens opposé.

(B) Le modéele RITOLS. La réplication du brin lourd est initiée de facon similaire au modéle de déplacement
de brin, mais le brin retardé est initialement transcrit sous forme d'ARN (ligne pointillée) avant d'étre

converti en ADN.

(C) Le modele synchrone. La réplication bidirectionnelle est initiée a partir d'une zone proche de 1’Ori-H.
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Les nucléoides sont des structures ovoides d’environ 100 nm de diametre (Kukat et
al. 2011; Brown et al. 2011). Ils sont associés a la membrane interne mitochondriale
et se trouvent dans l'espace intra-crétes, suggérant peu d’échange entre les
nucléoides. L’ADNmt est hautement compacté par le facteur de transcription
mitochondriale (TFAM) (D. F. Bogenhagen 2012; Farge et al. 2012). TFAM se lie
spécifiquement et directement a I'’ADNmt, aux promoteurs HSP1 et LSP pour
faciliter la transcription et la réplication. Le compactage de 'ADNmt quant a lui fait
intervenir une liaison non spécifique de TFAM a I'ADNmt. Ce processus de
compactage dépend de la dimérisation de TFAM, qui est médiée par les domaines de

HMGA (Ngo etal. 2014).

La réplication de 'TADNmt : La réplication de I’ADNmt s’effectue avec une relative
autonomie par rapport au cycle cellulaire (D. Bogenhagen et Clayton 1977). Les
facteurs essentiels a la réplication mitochondriale sont d’origine nucléaire et
comprennent TFAM, mtSSB, Twinkle, et Poly (Oliveira, Haukka, et Kaguni 2015).
L'ADN polymérase y (POLG) est la seule ADN polymérase réplicative décrite dans les
mitochondries de mammiféres. Cette enzyme est responsable de la réplication et la
réparation de I'ADN mitochondrial. Elle est composée d'une grande sous-unité
catalytique et de deux sous-unités accessoires. La sous-unité catalytique possedent
I'activité de correction 3'— 5' exonucléase, et l'activité lyase phosphate 5'-
désoxyribose. Les sous-unités accessoires sont impliquées dans liaison a I'ADN et la
processivité de 'enzyme. Récemment, une nouvelle ADN-polymérase humaine a été
identifiée dans les mitochondries, la PrimPol. Cette enzyme a une fonction
accessoire et faciliterait la progression de la fourche de réplication, en agissant
comme une ADN-primase qui bloquerait la synthése lors de la réplication de I'ADN
mitochondrial (Garcia-Gomes et al. 2013). Plusieurs modeles de réplication de
I’ADNmt sont proposés chez les mammiféres : le modeéle asynchrone et asymétrique
(Clayton 1982), le modele synchrone (I.]. Holt, Lorimer, et Jacobs 2000) et le modele
d’incorporation de ribonucléotides (RITOLS) (Yasukawa et al. 2006) (Figure 6).
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Dans le premier modele, les deux brins H et L. de 'ADN mitochondrial sont répliqués
de maniere asynchrone et asymétrique a partir de deux origines de réplication

distinctes OH et OL (Shadel et Clayton, 1997).

Le modele de Holt consiste en une synthese simultanée du brin lourd et du brin
léger et serait comparable a celui de 'ADN nucléaire avec une fourche de réplication
bidirectionnelle et une synthése discontinue du brin L par fragments d’Okasaki
successifs. Dans ce modeéle, il y aurait un seul site d’initiation appelé OriZ (single

zone of replication initiation) (Holt et al. 2000).

Le modele RITOLs (Ribonucleotide incorporation throughout the lagging strand)
suggere que le brin tardif est synthétisé en ARN avant d’étre maturé en ADN
(Yasukawa et al. 2006). Ce modele est cohérent avec les études récentes utilisant
des anticorps spécifiques aux hybrides ARN / ADN, montrent que 'ADNmt en
réplication était essentiellement sous forme duplexe avec des régions riches en ARN

dans un brin (Pohjoismaki et al. 2010).

La régulation du nombre de copies d’ADN mitochondrial: La transcription et la
réplication de 'ADNmt sont étroitement couplées. L'expression des genes de
I'ADNmt, et donc la capacité d'une cellule a générer de I'ATP par la phosphorylation
oxydative (OXPHOS), ne se produit que lorsque I'ADNmt est continuellement
répliqué (Trounce 2000). Les cellules a fort besoin énergétique, tels que le cceur, le
muscle, les neurones et les cellules hépatiques sont caractérisées par un nombre
élevé de copies d’ADNmt, alors que les cellules qui dépendent peu de la
phosphorylation oxydative présentent un faible nombre de copies d'ADNmt. Le
nombre de copies d’ADNmt est donc un bon indicateur quant a la capacité de la
cellule a utiliser la phosphorylation oxydative pour générer ’ATP. L'importance du
nombre de copies de 'ADNmt est mieux décrite par l'insuffisance ovarienne et les
échecs de fécondations. Pour que le processus de fécondation se produise, il est
essentiel que le nombre de copies de 'ADNmt dépasse un seuil critique. La

supplémentation de ces ovocytes en ADNmt augmente les taux de fertilisation et
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facilite le développement embryonaire, suggérant donc que la déplétion des copies
d’ADNmt est un mécanisme majeur de la physiopathologie de l'insuffisance
ovarienne (Spikings, Alderson, et St John 2007; May-Panloup et al. 2005). Le nombre
de copies d’ADNmt différe selon le type cellulaire, le stade de développement ou le
besoin énergétique. De la méme maniére, qu'une déplétion ou une augmentation de
I'ADNmt sont généralement associés a des pathologies mitochondriales,
suggéredonc I'existence d’'une machinerie de régulation. La réplication de I'ADNmt
serait controlée par une régulation épigénétique de la polymérase gamma (PolG) qui
peut étre méthylée. A ce jour, seules les modifications épigénétiques sur la PolG ont
été montrées, mais il n'est pas exclu que l'activité des autres facteurs de
transcription et de réplication soient également régulée par le génome nucléaire
(W. Lee et al. 2015). La régulation du nombre de copies d’ADNmt reste tres
complexe. Plusieurs mécanismes semblent influer sur le contenu en ADNmt par
cellule. Plusieurs études lient une augmentation du contenu en ADNmt cellulaire a
une augmentation de la biogéneése mitochondriale qui elle-méme est sous le

contrdle de PGCla et ses coactivateurs (Brenmoehl et Hoeflich 2013).

L'abondance de I'ADNmt correle généralement avec des niveaux de protéines TFAM
élevés. Les données suggerent que la réplication et la transcription mitochondriale
sont régulées par le niveau d’expression protéique de TFAM. Les études sur la
cardio-protection montrent que la surexpression de TFAM augmente le nombre de
copies d’ADNmt et qu’a son tour cette augmentation est corrélée a une diminution
de la production de ROS mitochondriaux (lkeda et al. 2015). La suppression de
TFAM chez les souris aboutit a une mort des embryons due a une déplétion de
I’ADNmt, mettant en avant le role clé de TFAM dans le maintien du génome
mitochondrial (Larsson et al. 1998). La régulation de TFAM a longtemps fait débat.
Des études récentes impliquent des protéases de la matrice mitochondriale dans la
régulation de TFAM. La protéase matricielle LON est impliquée dans la stabilisation
du ratio TFAM/mtDNA, en dégradant le TFAM-non-lié a 'ADNmt. En effet, la
déplétion de la protéase LON est accompagnée d’'une augmentation de TFAM et du
nombre de copies d’ADNmt. La libération de TFAM avec I'ADNmt est médiée par la
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phosphorylation des résidus Ser55 et Ser56 par la protéine PKA suivie de la
dégradation par LON (Lu et al. 2013).

Le nombre de copies d’ADNmt dépend aussi d’une ségrégation correcte des
mitochondries et donc de la dynamique mitochondriale. La dynamique
mitochondriale est essentielle a la distribution des nucléoides lors de la biogenese
mitochondriale. Plusieurs études s’accordent sur le fait qu’il n’y ait pas de synthese
de novo des nucléoides, ce qui rend les événements de fusion et de fission critiques
dans la diffusion du génome mitochondrial vers les nouveaux tubules
mitochondriaux (Jayashankar et Rafelski 2014). Les mécanismes qui régissent
'organisation, la distribution et la dynamique des nucléoides restent encore mal
compris chez les mammiféres. Récemment, les acteurs de la fusion et de la fission
mitochondriales ont été impliqués dans l'organisation des nucléoides et la
maintenance de ’ADNmt (Ban-Ishihara et al. 2013; Elachouri et al. 2011). Chez les
mammiferes, les Mitofusines 1 et 2 et OPA1l sont nécessaires pour la fusion
mitochondriale alors que DRP1 est illustrée comme le principal acteur de la fission
(H. Chen, McCaffery, et Chan 2007). Ces protéines de fusion et de fission
mitochondriale ont été montrées pour influencer directement la distribution des
nucléoides et donc de 'ADNmt a travers le réseau mitochondrial. Des modeles de
délétion de MFN1/2 ou OPA1 sont caractérisées par l'absence d’ADNmt dans

certaines mitochondries isolées (H. Chen, McCaffery, et Chan 2007).

Lorsque la fission mitochondriale est diminuée, les nucléoides se regroupent, leur
taille augmente et leur distribution a travers le réseau mitochondrial est totalement
perdue. Cette organisation anormale de I'ADNmt a son tour, peut modifier la
morphologie des mitochondries et donc aboutir a un défaut du transport de ces
dernieres. En effet, dans les cellules normales, la fission mitochondriale est produite
souvent adjacente aux nucléoides, étant donné la localisation des facteurs de fission
Mff et DRP1. Ainsi, la fission mitochondriale adjacente aux nucléoides devrait
empécher leur regroupement en maintenant des nucléoides plus petites et
fragmentées (Ban-Ishihara et al. 2013). La délétion de DRPI aboutit a un

regroupement accru des nucléoides qui est corrélé a la formation de structures de
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Figure 7: Les différentes structures des mitochondries (McCarron et al, 2013)
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crétes plus denses. La formation de crétes plus dense inhibe donc le relargage du
cytochrome c, protégeant ainsi les cellules de 'apoptose (Ban-Ishihara et al. 2013).
Ces événements étaient associés a un gonflement des mitochondries. En 1'absence
de nucléoides, la délétion de DRP1 ne conduit pas a un remodelage mitochondrial, ni
une protection contre 'apoptose. La dynamique mitochondriale régulerait donc les
signaux pro-apoptotiques mitochondriaux de par son réle sur la structure et la

distribution des nucléoides.
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Figure 8: Mécanisme de fission mitochondriale (Hatch et al, 2014)

(A) Représentation schématique des étapes générales de la fission mitochondriale.

Etape 1: un site de scission est marqué par un mécanisme inconnu avant l'arrivée de DRP1 (orange).

Etape 2: DRP1 se lie au site de pré-rétrécissement et s’oligomérise.

Etape 3: I'hydrolyse du GTP par le DRP1 oligomérisé provogue une constriction du site de scission.

Etape 4: la fission s’opere

(B) DNML1 / DRP1 dans la levure bourgeonnante (a gauche) et chez les mammiféres (a droite). Dans la levure
bourgeonnante, la protéine Fisl se lie a la protéine adaptatrice Mdv1, qui a son tour se lie au dimere DNML1 (son
domaine GTPase est représenté par la forme ovale). Une seconde protéine adaptatrice, Caf4, peut agir a la place de
Mdv1. Chez les mammiféres, quatre protéines de la MOM sont postulées pour agir en tant que récepteurs de DRP1:
FIS1, MFF, MiD49 et MiD51. Aucune des protéines adaptatrices homologues a Mdvl ou Caf4 n’ont été identifiés
chez les mammiferes.

(C) L’auto-assemblage sous forme d’anneaux de DRP1 (Smirnova et al, 2001) structures formées Qﬁprésence de

GDP et fluorure d’aluminium visualisées par microscopie électronique apres coloration négative



Dynamique mitochondriale

La dynamique mitochondriale

La morphologie des mitochondries est inextricablement liée a ses fonctions, qui
incluent la production d'ATP par la phosphorylation oxydative, la régulation de la
mort cellulaire programmée, 1'homéostasie du calcium, le métabolisme et la
génération et le controle des especes réactives de l'oxygéne (ROS). La fusion et la
fission fagonnent les mitochondries pour répondre aux besoins métaboliques et
pour assurer |'élimination des organites endommagés. Bien que les changements
ultrastructuraux ont longtemps été observés en réponse a des altérations du
métabolisme oxydatif, il est devenu de plus en plus clair que des changements de
morphologies mitochondriales globales peuvent également avoir des effets
dramatiques sur le métabolisme cellulaire (Figure 7). L'importance de la balance
fusion-fission est soulignée par le nombre croissant de pathologies impliquant les
protéines de la dynamique mitochondriale, certainement due a leur role dans le
maintien de l'intégrité du génome mitochondrial, I'échange métabolique, la
régulation du nombre et de la qualité des mitochondries (I. Kim, Rodriguez-

Enriquez, and Lemasters 2007).

La fission mitochondriale

La fission mitochondriale est essentielle a différents mécanismes cellulaires tels que
la biogenese, la dégradation des mitochondries ou la distribution de I’ADN
mitochondrial. La fission mitochondriale se produit en réponse a un
dysfonctionnement pour faciliter leur élimination par autophagie et permettre

I'adaptation des activités mitochondriales aux demandes physiologiques.

Plusieurs protéines ont été impliquées dans la fission mitochondriale (Figure8).
Deux de ces protéines, DRP1 et FIS1, sont conservées a travers |'évolution. La
protéine DRP1 est une protéine de 736 acides aminés appartenant a la famille des

dynamines et codée par le gene nucléaire DNML1 (dynamin like 1) localisé en
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Figure 9: Les acteurs de la dynamique mitochondriale
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12p11.21 (Howng et al. 2004; Shin et al. 1997). Elle possede un domaine GTPase C-
terminal, un domaine central et un domaine GTPase effecteur qui régule I'’hydrolyse
du GTP (Figure9). DRP1 est localisée dans le cytosol et est recruté au niveau des
sites fission par FIS1. FIS1 est une protéine de 152 acides aminés codée par le géne
FIS localisé en 7q22.1 (Yisang Yoon et al. 2003). FIS1 est constituée d’'un domaine
transmembranaire C-terminal ancré dans la membrane mitochondriale externe et
d’'un domaine N-terminal exposé vers le cytoplasme, qui est composé de six hélices
a antiparalleles incluant deux domaines tétratricopeptides (TPR). Ce domaine serait

impliqué dans le recrutement de DRP1.

Le mécanisme de fission reste encore mal connu. Il semblerait que DRP1 s’assemble
sur la mitochondrie au niveau de la MEM de fagon a former un anneau de
constriction qui faciliterait la fission. L’hydrolyse du GTP permet soit une
constriction d’'un anneau de protéines Drpl, soit un étirement d’'une spirale de
protéines Drpl pour effectuer la fission. Le mécanisme de fission induit par DRP1
repose sur le mode d’action des dynamines qui sont impliquées dans la libération
des vésicules couvertes de clathrine au cours de I’endocytose. Des études in vitro ont
montré que l'oligomérisation de la dynamine induit un étirement du cou de la
vésicule et une fission des membranes a lissu de la dépolymérisation de la
dynamine induite par I'hydrolyse du GTP (Bashkirov et al. 2008). Ce mécanisme
d’action de DRP1 qui est également une dynamine semble probable ; néanmoins, des
études d’oligomérisation in vitro montrent que 'assemblage de DRP1 résulte en un
anneau d’'un diametre d’environ 50nm, bien en dessous du diametre moyen d’une
mitochondrie (Smirnova et al. 2001). Plusieurs études ont mis en évidence une
multitude de partenaires qui faciliteraient le recrutement de DRP1 au niveau de la
mitochondrie et parmi ceux-ci il y a la plus reconnue, FIS1, mais également MFF
(Mitochondrial fission factor), MID49 et MID51 (Mitochondrial dynamics proteins
49 et 51) (Otera et al. 2010; Palmer et al. 2013). Le role de FIS1 en tant que
récepteur de DRP1 dans la fission est remis en question. En effet, la déplétion de
FIS1 n’empéche pas le recrutement de DRP1 a la surface mitochondriale (Y. Lee et
al. 2004). La protéine MFF (OMIM *614785) est codée par le gene nucléaire MFF,
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localisé en 2q36.3. MFF est une protéine de 342 acides aminés qui contient 2 motifs
courts de répétition pres de l'extrémité N-terminale, suivie d'un domaine en
superhélice, d'un domaine transmembranaire et une courte queue C-terminale.
Cette protéine existerait sous huit isoformes, I'expression de ces isoformes étant
dépendant de la présence ou l'absence de I'’exonl. La délétion des isoformes MFF
aboutit a la formation d’'un réseau mitochondrial hyper-connecté; cette hyper-
connectivité n’est pas altérée par des traitements chimiques pro-fission, impliquant
donc MFF dans la fission mitochondriale (Gandre-Babbe et van der Bliek 2008). Des
études récentes montrent une coopération de MFF et DRP1 au niveau de la MEM. Un
auto-assemblage prématuré de DRP1 altere les interactions fonctionnelles avec MFF
qui est ancrée a la MEM. Donc lors de la fission, des dimeres de DRP1 sont
sélectivement recrutés par MFF pour l'assemblage d'un complexe de fission
fonctionnelle. Le domaine super-enroulé (coil-coiled domain) ne serait pas essentiel
a cette coopération, mais faciliterait néanmoins I'oligomérisation de DRP1 (Clinton
et al. 2015). Une étude sur une population saoudienne (10 familles consanguines)
implique le géne MFF dans des pathologies mitochondriales. Shamseldin et
collegues, ont identifié une mutation MFF_p.Q64X qui est due a une transition 190C-
T dans l'exon 4 du gene MFF. Cette mutation induit une perte du domaine
transmembranaire de la protéine. Les deux enfants identifiés pour cette mutation
présentaient un retard de développement, une microcéphalie, une paleur des

disques optiques et une hypotonie avec des réflexes vifs (Shamseldin et al. 2012).

MID49 (OMIM *615498) aussi connue sous le nom de MIEF2 (mitochondrial
elongation factor) est une protéine de 454 acides aminés qui possede un domaine
transmembranaire a proximité de I'extrémité N-terminal. Cette protéine codée par
le gene nucléaire MIEFZ, localisé en 17p11.2, possede 45% d’homologie d'acides
aminés avec MID51, ou MIEF1 (OMIM *61497). MID51 est une protéine de 463
acides aminés codée par le géne MIEF1, localisé en 22q13.1 (Zhao et al. 2011). Des
expériences de digestion par la protéase ont révélé que ces deux protéines étaient
ancrées dans la MEM par leur extrémité N-terminale, leur extrémité C-terminal

faisant face au cytoplasme (Palmer et al. 2013).
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Outre ces acteurs de la dynamique mitochondriale, des études récentes indiquent
que la F-actine participerait également a la fission mitochondriale aussi bien en
condition physiologique qu’'en présence de protonophores ou encore dans les
pathologies neurodégénératives (Li et al. 2015). En effet, les auteurs suggérent que
I'assemblage de la F-actine sur la membrane externe mitochondriale, altérerait
d’'une maniéere ou d'une autre cette derniére, facilitant ainsi la division
mitochondriale médiée par DRP1. Cette hypothese vient d’études sur la scission de
membranes non-mitochondriales, ou l'assemblage de la F-actine induirait une
réorganisation des lipides membranaires, facilitant ainsi la fission des membranes
(Dason et al. 2014). Dans leur étude, Li et ses collegues n’excluent pas la possibilité
d’une fission médiée par IFN2 et donc du réle du réticulum endoplasmique dans la
fission mitochondriale. L'implication du réticulum endoplasmique a déja été
soulevée, celui-ci servant de point de constriction dans la fission mitochondriale

(Friedman et al. 2011).

Les études de 'équipe de Sesaki montrent également que DRP1 seul ne peut aboutir
a une fragmentation du réseau. En I'absence de la cortactine (OMIM *164765) et de
la cofiline (OMIM *604765), des protéines régulatrices de la F-actine, on observe
une accumulation de DRP1 au niveau de la mitochondrie, associée plutot a une
hyperfusion du réseau mitochondrial (Li et al. 2015). La cofiline existe sous deux
formes la cofiline 2 (m-cofilin or muscle cofilin) qui est spécifique aux tissus
musculaires et la cofiline 1 (n-cofilin or non-muscle cofilin) qui est ubiquitaire. La
délétion de la cofiline 1 chez les souris aboutit a une létalité embryonnaire et des
délétions conditionnelles des tissus du cerveau montrent un développement
anormal du cortex traduit chez les souris mutées par un retard de croissance, ataxie

et des signes de crises d'épilepsie (Bellenchi et al. 2007).

L’étude de la fission mitochondriale fait donc intervenir plusieurs acteurs, dont
DRP1 qui reste un des acteurs fondamentaux de la fission mitochondriale associée
également a une pathologie l1étale décrite (Waterham et al. 2007). D’autres études
montrent également une régulation de la fission mitochondriale par des

modifications post-traductionnelles essentiellement de DRP1. DRP1 peut étre
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phosphorylée, sumoylée, ubiquitinée ou encore nitrosylée. DRP1 peut étre
phosphorylée sur plusieurs sites. La phosphorylation de la sérine 637 dans le
domaine GED de la protéine, inhibe sa fonction GTPase et donc une inhibition de son
activité pro-fission (Cribbs et Strack 2007). La phosphorylation d’autres sites,
n’‘affecte par contre pas son activité GTPase, mais entrainerait plutét une
augmentation de son activité de fission mitochondriale, en augmentant I'intéraction
de DRP1 avec ses récepteurs. Pendant le processus de reprogrammation de cellules
souches pluripotentes induites (iPS), les cellules somatiques passent d'un
métabolisme oxydatif a un métabolisme glycolytique, une transition associée a une
profonde réorganisation mitochondriale. La fission mitochondriale favorise le
passage a la glycolyse aérobie dans différents types de cellules. Cette
phosphorylation de DRP1 dépend de l'activation d’ERK (Extracellular signal-

regulated kinases) au début de la reprogrammation cellulaire (Prieto et al. 2016).

En Outre, des travaux ont montré que la sumoylation de DRP1 stimulait la fission
mitochondriale et que cette modification était réalisée par MAPL (Mitochondrial-
anchored protein ligase), une SUMO-E3 ligase mitochondriale (Braschi, Zunino, et
McBride 2009). Cette sumoylation est médiée par la machinerie apoptotique et
serait essentielle a la stabilisation de DRP1 a la MEM (Wasiak, Zunino, and McBride
2007). Des études récentes montrent que cette modification de DRP1 est essentielle
pour libération du cytochrome c, par la stabilisation des sites de constriction entre

le réticulum endoplasmique et les mitochondries (Prudent et al. 2015).
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La fusion mitochondriale

La fusion mitochondriale est essentielle dans la maintenance d’'une population
mitochondriale homogéene en permettant les phénoménes de complémentation et
en protégeant les organelles d’'une dégradation potentielle lors de restriction
calorique ou encore d’une induction de la mort programmée des cellules. La fusion
mitochondriale se fait en deux temps, d’abord une fusion des membranes externes
sous le contrdle des mitofusines 1 et 2 (MFN 1 et MFN2) suivie de la fusion des
membranes internes sous le contréle d’'OPA1 (Optic Atrophy 1) (Malka, Lombes, et
Rojo 2006). MFN2 et OPA1 sont essentiels a la fusion des membranes, une mutation
sur le géne OPA1 aboutit a une fragmentation du réseau mitochondrial (Delettre et
al. 2000; H. Chen et al. 2003). Les défauts de fusion mitochondriale ont été impliqués

dans diverses pathologies humaines.

MFN2 et MFN1: Les mitofusines 1 et 2 (MFN1 et MFN2) font partie de la famille des
dynamines GTPases. Elles sont codées par les génes nucléaires MFN1 et MFNZ,
localisés respectivement en 3q25-q26 et 1p36.22. Elles sont localisées a la
membrane mitochondriale externe et sont constituées d'un domaine GTPase N-
terminal orienté vers le cytosol deux domaines transmembranaires nécessaires a la
localisation mitochondriale de ces protéines et deux régions répétées hydrophobes
HR1 et HR2 (heptad repeat) HR2 étant essentielle a I'oligomérisation de MFN2 et
donc a 'attache entre les mitochondries (A. Santel and Fuller 2001; Koshiba et al.
2004) (Figure 9). MFN1 (OMIM# 608506) est une protéine de 741 acides aminés qui
présentent 60% d’homologie avec MFN2 (OMIM# 608507) une protéine de 757
acides aminés exprimée de fagon ubiquitaire, mais reste néanmoins prédominante
dans le cceur, le muscle squelettique et le cerveau (Ansgar Santel et al. 2003). MFN2
est également localisée sur le réticulum endoplasmique permettant ainsi une
interaction entre les deux organites (de Brito et Scorrano 2008). Cette interaction
semble indispensable dans la régulation et I'absorption du Ca2+ par la mitochondrie.
L’absence de MFN2 abolit les contacts entre le réticulum endoplasmique et les
mitochondries, perturbe 'homéostasie calcique et induit la fragmentation du RE (de

Brito and Scorrano 2008).
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Figure 10: Domaines de la protéine de fusion mitochondriale humaine OPA1
La taille et la topologie en acides aminés pour chaque région et chaque domaine sont représentées. La s€quence primaire
pour chaque isoforme d’OPAT1 a I’issu de I'épissage. L'épissage alternatif des exons 4, 4b, Sb génére huit isoformes

d’OPAL. Toutes les isoformes d’OPA1 contiennent I’exon 5 avec le site de clivage S1 Les isoformes avec I’exon 5b

contient un second site de clivage S2.
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MFN2 permet également I'ancrage des mitochondries a la kinesin-1 par le complexe
Mirol/Milton. Cet ancrage permettrait le transport des mitochondries le long des
axones dans les nerfs (A. Misko et al. 2010; A. L. Misko et al. 2012). Cette
perturbation du transport axonal est un mécanisme responsable de la
dégénérescence des axones dans les neuropathies périphériques dans des maladies
telles que le CMT (maladie de Charcot-Marie-Tooth) (Baloh et al. 2007). Les
mutations sur MFNZ2 sont d’ailleurs associées au type 2A axonal dominant du CMT
(CMT2A). Les mutations de MFNZ2 sont néanmoins difficiles a caractériser sur le plan
phénotypique, de par la redondance fonctionnelle conférée par MFN1. En effet, a
part dans les nerfs périphériques, MFN1 compense les défauts de MFN2 et de ce fait,
les fibroblastes de patients CMT2A ne présentent aucune altération de la
morphologie des mitochondries ou une augmentation de la connectivité du réseau
mitochondrial, ni de baisse de 'ADNmt, et pas d’atteintes de la respiration
mitochondriale (Amiott et al. 2008; L. Chen et al. 2012; Loiseau et al. 2007). MFN1
semble donc avoir un réle important dans la fusion mitochondriale, certainement di
a son activité GTPase plus importante que MFN2. En effet, des études in vitro ont
montré que MNF1 hydrolysait plus rapidement le GTP que MFN2 pour qui I'affinité
pour le GTP est trés importante ; or la fusion est dépendante du GTP (Ishihara et al.
2003). Pour I'heure, MFN2 est régulée par des modifications post-traductionnelles
telles que l'ubiquitinylation. L'ubiquitinylation de MFN2 favoriserait la fission
mitochondriale et le recrutement de p62, un acteur de la mitophagie. Ce processus
est importante dans le contrdle qualité et la dégradation des mitochondries par
mitophagie, en empéchant une fusion éventuelle de la mitochondrie altérée (Tanaka

et al. 2010; Gegg et al. 2010).

OPA1: OPA1 (OMIM#165500) de par son implication dans l'atrophie optique
autosomique dominante, a fait 'objet d’'un tres grand nombre d’études. Il a été
localisé sur le chromosome 3q28q29 et séquencé des le début des années 2000
(Delettre et al. 2000; Alexander et al. 2000). Cette description initiale a été la

premiere implication de la dynamique mitochondriale dans une pathologie
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Figure 11: Représentation schématique de I'épissage d’OPA1 (Elachouri et al, 2011)
Représentation schématique montrant les différentes étapes d’épissage du géne OPA/ a la génération du
peptide NT-OPAT1 exon4b et son interaction avec le nucléoide mitochondrial. Chez les humains, la
production du peptide NT-OPA1-exon4b nécessite deux étapes spécifiques: l'insertion de la séquence de
l'exon 4b de la transcription des OPA1 et le clivage des isoformes correspondantes par la protéase

mitochondrial YMEI1L.
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humaine. Depuis plusieurs études se sont penchées sur ce gene et on lui découvre
plusieurs fonctions de par son role essentiel dans la dynamique mitochondriale,
notamment dans la fusion des mitochondries et dans la maintenance de la structure
des crétes mitochondriales. En régulant la morphologie des crétes mitochondriales,
OPA1 joue un role aussi bien dans la survie cellulaire que dans la production
d’énergie par une amélioration de la respiration mitochondriale (Frezza et al. 2006;
Scorrano et al. 2002; Cogliati et al. 2013; Civiletto et al. 2015). Ceci explique
probablement pourquoi OPA1 se distingue par une diversité clinique tres

importante.

Le gene OPA1 est composé de 30 exons parmi-lesquels 3 sont des exons alternatifs
(4, 4b et 5b) résultant donc en huit transcrits alternatifs et isoformes protéiques
(Olichon et al. 2002; Delettre et al. 2001). La protéine OPA1 peut donc varier en
taille, allant de 960 acides aminés, qui comprend tout le cadre de lecture (ORF, open
reading frame) sauf les exons 4b et 5b pour l'une des isoformes, a 1015 acides
aminés pour l'isoforme la plus longue comprenant tous les exons alternatifs
(Delettre et al. 2001). OPA1 est exprimé de fagon ubiquitaire, mais reste néanmoins
prédominant dans le cerveau, la rétine, le cceur et le muscle (Alexander et al, 2000;
Delettre et al, 2001) (Figure 10). Les principaux domaines d’'OPA1 sont : la séquence
d’adressage mitochondrial en N-terminal, les domaines superhélice (coiled-coil) et
GED (GTPase effector domain) putatif C-terminaux, le domaine GTPase et la région
centrale dynamine. La protéine contient également une région transmembranaire
(TM1) impliquée dans l'association d’OPA1 a la MIM. Les domaines
transmembranaires TM2a et TM2b sont présents que dans les variants alternatifs

4b et 5b (Figure 11).

OPA1 est impliquée aussi bien dans la fusion des membranes internes des
mitochondries que dans la fission induite par le stress, selon I'expression de son
isoforme longue (OPA1-L) ou courte (OPA1-S) (Song et al. 2007). L'épissage
alternatif d’'OPA1 donne lieu a des formes longues (OPA1-L, notée a et b) qui sont
protéolytiquement clivées pour donner des formes courtes (OPA1-S; noté c, d et e)

par deux peptidases de la MIM: OMA1 et la protéase YME1L (Anand et al. 2014).
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L’accumulation de la forme courte favorise une fission du tubule mitochondrial. Les
clivages protéolytiques se font au niveau des sites spécifiques de clivage S1 et S2 qui
sont localisés au niveau des exons 5 et 5b respectivement (Ishihara et al. 2006; Song
et al. 2007). Ainsi, le clivage de la forme OPA1-L constitue aussi un mécanisme
régulateur important qui permet de préserver la structure du réseau mitochondrial
en équilibrant les événements de fusion et fission mitochondriale (Anand et al.
2014). La présence et la balance de ces isoformes longues et courtes sont
indispensable a la fusion ; une majorité des isoformes courtes aboutirait a un réseau
mitochondrial hyper-fragmenté (Cipolat et al. 2006; Ishihara et al. 2006; Song et al.
2007), de méme que I'épissage alternatif de I'exon 4 est essentiel a I'ancrage et
I'intégrité de 'ADNmt (Elachouri et al. 2011). Le géne OPA1 humain contient de
multiples éléments de fixation de NF-kappaB a proximité du site de début de
transcription; or NF-kappaB contrdle 1'homéostasie énergétique et adaptation
métabolique en augmentant la respiration mitochondriale (Mauro et al. 2011;
Miiller-Rischart et al. 2013). L'analyse in silico a indiqué la présence d'un site de
liaison a NFkB évolutivement conservées dans le promoteur d’OPA1 (Parra et al.
2014). Les niveaux ARNm et de la protéine OPA1 augmentent rapidement en
réponse aux activateurs de NF-kappaB, TNF-alpha et IKK-béta. Lors d’un stress
cellulaire suite aux traitements protonophoriques ou pro-apoptotiques, PARKIN
confere une protection anti-apoptotique via NEMO (NF-kappaB essential
modulator) (OMIM*300248), NF-kappaB, et OPA1l. En réponse au stress cellulaire,
PARKIN augmente l'activité de LUBAC (linear ubiquitin chain assembly complex)
qui alors ubiquitinyle NEMO, activant ainsi le complexe-kinase IKK-béta. NF-kappaB
est alors activé et régule la transcription des genes de NF-kappaB dont OPA1l
(Muller-Rischart et al. 2013). Par ailleurs d’autres études sur I'impact de l'insuline
sur la morphologie et donc la fonction mitochondriale lient NF-KappaB a OPA1l
(Parra et al, 2013). L'insuline augmente la fonction mitochondriale dans les
cardiomyocytes par la voie de signalisation Akt-mTOR-NFkB ; NF-kappaB module
alors 'expression d’'OPA1 (Parra et al. 2014). OPA1 fait enfin I'objet d’'une régulation

post-traductionnelle par déacétylation médiée par SIRT3. Des études récentes ont
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montré que dans les cas de maladies cardiovasculaires séveres, OPA1l est
hyperacétylée. Cette modification post-traductionnelle réduit l'activité GTPase de la
protéine. En condition physiologique, la déacétylase mitochondriale SIRT3 déacétyle
OPA1 sur les lysines 926 et 931, ce faisant augmente son activité GTPase (Samant et

al. 2014).

La régulation de la fusion: La dynamique mitochondriale est régulée non
seulement par des modifications post-traductionnelles de ces acteurs, mais des
conditions de stress cellulaire ont mis en évidence d’autres acteurs qui régulent la
fusion mitochondriale. En effet dans I'hyperfusion mitochondriale induite par le
stress (SIMH), des études ont montré I'implication de SLP-2 (Stomatin-Like Protein
2) (OMIM *608292) en plus d’'OPA1-L et MFN1. Cette protéine située dans I'espace
intermembranaire empéche le clivage des formes longues d’'OPA1 (Tondera et al.
2009). La fusion et la fission mitochondriales sont également régulées par la
composition lipidique des membranes mitochondriales. L’hypothese serait que des
modifications locales de la composition de phospholipides sur la MEM induiraient
des courbures de la membrane ou déstabiliser les bicouches membranaires pour
favoriser la fusion ou de fission entre les organelles. L'importance de la modulation
de phospholipides mitochondriaux pendant le processus de fusion membranaire a
été mis en évidence par la découverte de mitoPLD (OMIM *614960), un membre de
la famille de la phospholipase D. MitoPLD est codée par PIldé6 et est ancrée a la MEM
par le domaine transmembranaire C-terminale, le domaine catalytique étant en N-
terminal et faisant face au cytosol. MitoPLD convertie la cardiolipine (CL) en acide
phosphatidique (PA) a la MEM, induisant ce faisant la fusion mitochondriale (Choi et
al. 2005). La délétion de MitoPLD provoque la fragmentation mitochondriale in vitro
et induirait chez la souris (MitoPLD -/-) I'arrét de la méiose, des lésions de I'ADN et

une stérilité des males (Huang et al. 2011).

La fission sélective de la membrane interne mitochondriale

Plusieurs études émettent '’hypothése selon laquelle qu'une constriction de la MEM

seule médiée par DRP1 ne serait pas suffisant pour conduire a une scission de
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laMIM. L’existence d’'une machinerie supplémentaire a I'IM reste encore incertaine.
Néanmoins, deux protéines, MTP18 et I'isoforme courte d’'OPA1 (OPA1-S), ont été
proposé pour faire partie de la machinerie de fission de la MIM et donc avoir un réle
important dans la fission mitochondriale. La protéine mitochondriale de 18 kDa
(MTP18) est une protéine membranaire intégrale qui est nécessaire pour le
maintien de la morphologie des mitochondries. Une délétion de MTP18 provoque
une élongation des mitochondries, tandis que 1'expression ectopique entraine une
fragmentation du réseau mitochondrial, impliquant cette protéine dans la fission
mitochondriale (Tondera et al. 2005). OPA1-S est générée par le clivage
protéolytique d’OPA1-L par les protéases YME1L ou OMA1. L'expression ectopique
de constructions d’OPA1-S ciblées a la MIM conduit a la fragmentation du réseau
mitochondrial, indiquant que l'accumulation de la forme OPA1-S accélere la fission.
De plus, les protéines OPA1-S colocalisent avec les composants de la machinerie de
fission de la MEM sur les sites de contact ER-mitochondries, suggérant une activité

pro-fission de la forme OPA1-S de la MIM (Anand et al. 2014).

Role de la dynamique mitochondriale

Relation structure-fonction énergétique: La morphologie des mitochondries est
inextricablement liée a ses fonctions, qui incluent la production d'ATP par la
phosphorylation oxydative, la régulation de la mort cellulaire programmée,
I'homéostasie de calcium et la génération et la détoxification des ROS. Une balance
fusion-fission faconne les mitochondries pour répondre aux demandes
meétaboliques et assurer I'élimination des organites endommagés. Il a été démontré
qu’'une modulation spécifique de la bioénergétique mitochondriale peut provoquer
une altération de la morphologie mitochondriale, mais également la structuration
des crétes. En effet, les travaux de Hackenbrock montrent que la mitochondrie passe
d’'une configuration « orthodoxe » ou relachée a une forme condensée, suite a
'activation de la production d’ATP par I'ajout d’ADP (Hackenbrock 1981). L’état
orthodoxe est caractérisé par une large matrice et des crétes mitochondriales fines

et tubulaires reliées a la membrane interne par tres peu de jonctions. Les
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“Condensed”

State Il

Figure 12: Changement de la topologie la membrane interne mitochondrial associée a la transition
orthodoxe a condensé (Manella ez al, 2006)

Analyses tridimensionnelles des mitochondries de foie de rat dans différents états indiquent des différences
importantes dans la topologie de membrane interne. Les crétes dans I’état orthodoxe (matrice expansée) sont
tubulaires avec peu de jonctions (1-2) dans la région périphérique de la membrane interne. Les mitochondries
condensés (matrice compactée) ont de plus grands compartiments internes ayant de multiples connexions tubulaires
les unes aux autres mais aussi avec la zone périphérique. Ces transitions de la membrane interne sont dépendant de la

dynamique mitochondriale et donc de la fusion et de la fission.
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mitochondries condensées ont une matrice tres réduite avec des crétes (Figure 12).
Depuis, des études ont mis en évidence I'implication des acteurs de la fusion et de la
fission mitochondriale dans ce remodelage des crétes. L’augmentation du nombre
de crétes mitochondriales est associée a une augmentation de I'état fusogene des
mitochondries. L’augmentation du nombre de crétes mitochondriale est due a la
dimérisation de 1'ATP-synthase et est caractérisée par une augmentation de
I'activité de synthese d'ATP (Gomes, Di Benedetto, et Scorrano 2011). Les
changements en faveur de la fusion mitochondriale sont associés a des situations
nécessitant une capacité accrue de synthése d’ATP. En effet, les mitochondries
forment un réseau fortement interconnecté dans les cellules exposées a des stress
sélectifs. Ce processus précede la fission mitochondriale lorsqu'elle est déclenchée
par des stimuli pro-apoptotiques tels que l'irradiation UV. Cette hyper-fusion
mitochondriale induit par le stress est indépendant de MFN2, BAX / BAK, mais
nécessite la présence de l'isoforme longue de la protéine OPA1l. L’hyperfusion
mitochondriale due au stress est accompagnée par une augmentation de la
production d'ATP mitochondriale et représente une nouvelle réponse adaptative
contre le stress (Tondera et al. 2009). La structure du réseau mitochondrial et
accessoirement la topologie de la membrane interne jouent un réle essentiel dans
les processus d’autophagie ou encore de I'apoptose. Des études ont montré que
I'apport nutritif dans un milieu de culture altérait de facon majeure le réseau
mitochondrial. Ainsi, lorsque les apports nutritifs sont en exces, le réseau
mitochondrial est hyper-fragmenté, alors qu'une privation en glucose ou en sérum
résulte en un réseau hyper-tubulaire. Ce changement de morphologie des
mitochondries serait corrélé a une régulation du controle qualité: une
augmentation de la fission accroitrait la sensibilité a I'apoptose et la dégradation
des mitochondries, alors que I'hyper-fusion des mitochondries aurait un effet pro-
survie (Molina et al. 2009; Twig et al. 2008). La privation en glucose ou en facteurs
de croissance provoque une inhibition de la fission mitochondriale en inhibant le
recrutement de DRP1 aux mitochondries, favorisant donc une hyper-connectivité du

réseau mitochondrial (Rambold et al. 2011; Gomes, Di Benedetto, et Scorrano 2011).
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Ces études montrent que 1'élongation empéche I'élimination des mitochondries par
I'autophagie. L'ablation génétique des acteurs clés de la fusion ou de la fission induit
des changements métaboliques mitochondriaux, suggérant un roéle de la dynamique
mitochondriale dans le métabolisme cellulaire autre que I’efficacité bioénergétique
seule et qui expliquerait certaines conditions pathologiques. Des études récentes ont
montré que l'altération de I'expression d’'OPA1 dans les souris déplétées en OMA1
(souris OMA1-/-) induit une insulinorésistance et une altération de I'noméostasie du
glucose et de la thermogenése. Les souris OMAI-/- développent des défauts
métaboliques similaires a ceux observés dans le cadre d’alimentation riche en
graisses, illustrant I'importance d'un bon équilibre entre les formes L et S de OPA1
pour le maintien de la fonction mitochondriale (Quirés et al. 2012). Des études
réalisées in vivo sur des souris, ont monté que les souris dépourvues du gene OPA1
dans les cellules béta développaient une hyperglycémie. Dans ces modeles, la
quantité et l'activit¢ du complexe IV de la chaine respiratoire ont été
significativement diminuées conduisant a une altération de la production d'ATP (K.
Zhang 2010). De la méme maniere, l'inhibition de la fission mitochondriale par la
modulation de DRP1 altere la fonction mitochondriale. Une expression réduite de
DRP1 conduit également a une activité réduite complexe IV et une diminution du
taux de synthese d'ATP maximal (Benard et al. 2008). Une altération du complexe IV
reste commune dans ces atteintes de I'activité bioénergétique ; néanmoins pour le
moment aucune étude ne vient éclairer le mécanisme de la perte complexe IV dans

les mutations d’'OPA1 par exemple.

Ces études montrent que la structure des mitochondries module I'efficacité
bioénergétique, mais le type cellulaire et leur dépendance a un métabolisme
glycolytique ou oxydatif pourraient étre déterminants quant a la régulation de la
morphologie des mitochondries et l'efficacité bioénergétique. Il reste difficile
d’établir la chronologie des événements et la répartition des roles lorsque la
dynamique mitochondriale et I'efficacité bioénergétique sont modifiées; mais les
études s’accordent sur une régulation bidirectionnelle de la structure et la fonction

énergétique mitochondriale.
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La Dynamique mitochondriale et le génome mitochondrial : Un des roles de la
dynamique mitochondriale est la transmission des mitochondries au cours de la
division cellulaire. La ségrégation des mitochondries pendant la division cellulaire
se fait par la fission mitochondriale avec I'aide du cytosquelette et du réticulum
endoplasmique pour une bonne répartition de la masse mitochondriale. La
dynamique mitochondriale joue ainsi un roéle dans la distribution des molécules
d’ADNmt aux cellules filles, la complémentation de I’ADNmt, I'élimination de
I’ADNmt altérée. Dans les cellules de mammiferes qui se divisent symétriquement, la
ségrégation est supposée étre un processus essentiellement passif et aléatoire. La
ségrégation est facilitée par l'induction de la fission mitochondriale dans les phases
G2 et la mitose du cycle cellulaire et par l'interaction des mitochondries avec le
cytosquelette et le réticulum endoplasmique (ER). La fusion et fission
mitochondriales sont régulées au cours du cycle cellulaire. La fusion accrue est
associée a la transition de phases G1 a S, ou les mitochondries ont tendance a former
des réseaux interconnectés ; alors que la mitose est marquée par une fission accrue
en conséquence d’'une activation de DRP1 par une phosphorylation sélective (Mitra
et al. 2009). Chez la levure, la division est asymétrique et la ségrégation
mitochondriale est un événement contrélé mettant en jeu différents acteurs tels que
numl, Arp2/3 (Mishra and Chan 2014a). Ces mécanismes actifs qui permettraient
une ségrégation controlée des mitochondries ne sont pas encore connus dans les

cellules de mammiferes.

La dynamique mitochondriale n’est pas seulement essentielle a la transmission des
mitochondries au cours de la division cellulaire, elle favorise aussi un échange
continu des molécules d’ADNmt entre les différentes mitochondries, et donc par
cette complémentation permet le maintien de mitochondries fonctionnelles au sein
des cellules. La déplétion et 'accumulation des mutations de '’ADNmt dans les
modeles de défaut de fusion montre I'importance de la fusion dans la maintenance
du génome mitochondrial (Amati-Bonneau et al. 2008; Rouzier et al. 2012;

Vielhaber et al. 2013)
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Figure 13: La machinerie de transport mitochondrial le long des axones (Saxton et Hollenbeck,
2014)

Un neurone périphérique est constitué du corps cellulaire qui rassemble les signaux provenant des neurones
présynaptiques et un axone qui transporte les potentiels d'action a partir du corps cellulaire au terminal
synaptique, qui réagit en libérant des signaux chimiques a un neurone post-synaptique. Le développement et la
fonction des neurones repose sur le transport des vésicules (jaune), des mitochondries (rouge) et des organites
d'endocytose (orange) le long de l'axone. Le but principal de ce type de transport est de livrer des organites et
d'autres matériaux nouvellement synthétisées dans le corps cellulaire dans l'axone et vers le terminal
(antérograde) pour la réalisation de leurs différentes fonctions, et un transport des composants altérés vers le
corps cellulaire (rétrograde) pour la dégradation et le recyclage. Le transport axonal des mitochondries fait

intervenir la kinésine-1 et dynéine le long des microtubules. Les partenaires identifiés de la kinésine-1
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Dynamique mitochondriale et transport mitochondrial: Un autre aspect de la
dynamique mitochondriale au-dela de la fusion et de la fission est la mobilité des
mitochondries et donc leur distribution cellulaire. Le transport mitochondrial dans
les cellules fait intervenir le cytosquelette, mais surtout les microtubules
(Hollenbeck et Saxton 2005). Ce transport se fait grace aux protéines motrices, la
kinésine et la dynéine qui hydrolysent 'ATP pour leur déplacement le long des
microtubules (Figure 13). Ces protéines sont impliquées dans le transport
rétrograde et antérograde des mitochondries dans les neurones. Ces protéines
transportent les mitochondries grace a leur interaction avec des partenaires
localisés sur la MEM : Miro/Milton (Schwarz 2013). Ce transport est régulé par le
Caz: et par la machinerie de controle qualité des mitochondries. Ainsi une élévation
cytosolique locale du Ca2* bloque a la fois les mouvements antérogrades et
rétrogrades des mitochondries dans les prolongements des neurones (Yi, Weaver, et
Hajnéczky 2004). De la méme maniere, PINK/Parkin, des composants de la
machinerie autophagique inhibent la mobilité des mitochondries de par leurs
actions inhibitrices sur le complexe Miro/Milton (Xinnan Wang et al. 2011). Il
semble que PINK1 phosphoryle Miro permettant ainsi le recrutement de Parkin et la

dégradation de Miro par ubiquitinylation (Liu et al. 2012; Xinnan Wang et al. 2011).

La mobilité des mitochondries fait également intervenir les filaments d’actine. Le
role de la F-actine dans le transport mitochondrial est peut étre interdépendante de
son réle dans la fission mitochondriale. En effet, il semble que la F-actine participe a
la fission médiée par DRP1 (Li et al. 2015). L’'inhibition pharmacologique de la
polymérisation de I'actine aboutit a I'’élongation des mitochondries, impliquant donc
'actine dans la fission mitochondriale (Korobova, Ramabhadran, et Higgs 2013). La
mobilité des mitochondries est essentielle dans les cellules telles que les neurones
qui ont de grands prolongements cellulaires non-myélinisés et donc qui requierent
une forte demande d’énergie (Hollenbeck et Saxton, 2005). Dans ce cadre, la fission
joue un réle prépondérant afin de générer des mitochondries plus petites et donc
plus facilement transportables au niveau des longs prolongements. Les défauts de
fission
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Figure 14: Représentation schématique de I’autophagie et des acteurs de la formation des
autophagosomes (Banduseela varuna et al, 2013)

LC3 est clivée par ATG4 (lié autophagy 4), résultant a la formation de LC3-I. ATG7 conjugue ATG5 a
ATG12 et est également impligué dans la conjugaison des lipides membranaires
phosphatidyléthanolamine (PE) a LC3-I dans la conversion de LC3-Il. Le complexe ATG5-ATG12-
ATG16 est nécessaire pour la formation des autophagosomes. LC3-Il médie I'allongement de la
membrane en associant a membrane autophagosome. Adaptateur protéine p62 se lie
directement a des protéines ubiquitinées (Ub) et agit comme un récepteur pour les protéines Ub.
En se liant a LC3-Il, p62 facilite I'autophagie en localisant dans des compartiments autophagiques,
le transport des protéines et organites Ub pour la dégradation.
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génerent donc une population mitochondriale fortement interconnectée et de ce fait

empéchent tout mouvement.

bY

Les défauts de fusion mitochondriale aboutissent également a une baisse du
transport des mitochondries. Les mécanismes sont encore mal-connus. Néanmoins
des études montrent qu'une dépolarisation de la membrane mitochondriale conduit
a une fragmentation associée a une augmentation du volume ce qui limite la
mobilité des mitochondries (Safiulina et al. 2006). Dans les neurones de souris Mfn2-
/-, 'augmentation du volume mitochondrial empéche un transfert efficace vers les
neurites conduisant a la mort des axones et des dendrites (H. Chen, McCaffery, et
Chan 2007). De méme d’autres études montrent que le transport des mitochondries
par Miro/Milton le long des microtubules dépend de la présence de MFN2. En effet,
MFN2 intéragit avec le complexe Miro/Milton et serait donc nécessaire au transport
axonal des mitochondries. Ces défauts entrainent une neurodégénérescence

progressive.

La Dynamique mitochondriale et le contrdole qualité des mitochondries : Le
controdle de I'équilibre fusion/fission mitochondriale est particulierement important
dans les pathologies liées au vieillissement et dans les cellules a forte demande
énergétique. Dans plusieurs pathologies neurodégénératives telles que la maladie
de Parkinson ou encore dans les processus de vieillissement, une altération des
mécanismes de controle-qualité, en particulier la mitophagie, a été suggéré comme
faisant part intégrante de la physiopathologie. La mitophagie est la dégradation par
autophagie des mitochondries altérées. La dégradation des mitochondries par
autophagie débute par la formation d'une double membrane appelée
autophagosome qui séquestre la mitochondrie altérée. Cette séquestration est suivi
d’une fusion avec les endosomes, c’est I'étape de maturation de 1'autophagosome qui
ensuite va fusionner avec des lysosomes pour la dégradation par les hydrolases
contenues dans ces derniers (Lemasters 2005; Rodriguez-Enriquez et al. 2006)
(Figure 14). L’autophagie est présente a un niveau basal dans la cellule pour assurer

la dégradation et le renouvellement des protéines et des organites altérés ou en
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exces. Dans certains cas de stress tels que I'hypoxie, la carence en nutriments, la
mitophagie est stimulée et constitue un mécanisme de pro-survie. La dégradation
des mitochondries intervient également dans la maturation des érythrocytes ou
encore lors de la fécondation des ovocytes (I. Kim, Rodriguez-Enriquez, and
Lemasters 2007). Les études montrent que les mitochondries expérimentalement
dépolarisées par l'utilisation d’agents protonophores étaient dégradées par la
machinerie autophagique. Cette dégradation était précédée d’'une fission du réseau
mitochondrial. La fission mitochondriale régule le controle-qualité des
mitochondries. En effet, a I'issu de la fission, deux mitochondries sont générées : une
mitochondrie avec un haut potentiel de membrane et une autre présentant une
dépolarisation. Cette mitochondrie dépolarisée perd sa capacité de fusion avec le
reste du réseau mitochondrial et est alors dégradée par la machinerie
autophagique (Twig et al. 2008). Lorsque la mitochondrie est dépolarisée, PINK1,
une sérine-thréonine kinase est stabilisée a la MEM, ou il recrute une ubiquitine-
ligase Parkin (Narendra et al. 2010). Une fois PARKIN recrutée, cette protéine
ubiquityle les protéines de la MEM, telles que MFN2 et Miro pour empécher une
fusion mitochondriale, mais aussi pour permettre le recrutement des
autophagosomes. L'ubiquitinylation permet le recrutement du séquestosome 1 (P62
/ SQSTM1). P62 est une des protéines adaptatrices possédant un domaine de liaison
de l'ubiquitine (UBA) et un domaine LIR (LC3-interacting-region) qui sert de point
d'ancrage pour la membrane autophagosomale. Cette membrane se développe alors
pour phagocyter la mitochondrie altérée, puis fusionne avec des lysosomes pour
une dégradation des mitochondries (Kirkin et al. 2009). Les fonctions de PINK1 et
PARKIN dans l'autophagie ont surtout été étudiées par des expériences de
surexpression dans les lignées cellulaires de mammiferes. Cependant, leur
implication dans l'autophagie est soutenue d’abord par leur implication dans les
pathologies neurodégénératives et ensuite par les analyses protéomiques chez les
modeles de drosophiles mutées dans ces genes qui présentent un renouvellement
plus lent des protéines de la chaine respiratoire mitochondriale (Vincow et al.

2013). Des acteurs de la mitophagie autre que PINK1/PARKIN ont été décrits. Ces
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études suggerent que la dégradation est aussi dépendante de la présence des
récepteurs autophagiques sur la MEM. Dans les cellules de mammiferes en culture,

le récepteur FUNDC1 régule la dégradation
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Figure 15: Les différentes formes de mitophagie (Lemasters, 2014)

Dans la mitophagie de type 1, l'activation de beclinl / PI3K conduit a la formation d'un phagophore qui séquestre
une mitochondrie dans un mitophagosome souvent en coordination avec la fission mitochondriale. La
dépolarisation mitochondriale se produit alors qu’apres la séquestration de par 1’activation du pore de transition
mitochondrial (MPT). Par la suite, l'autophagosome fusionne avec les lysosomes, et la digestion hydrolytique de la
mitochondrie pié¢gée se produit.

Dans la mitophagie de type 2, 1’altération de la mitochondrie provoque la dépolarisation mitochondriale soutenue
avec un gonflement du compartiment membrane-matrice interne. Il y a alors recrutement a la membrane externe
mitochondriale de membranes LC3-positives qui fusionnent autour de la mitopchondrie dépolarisée pour former un
autophagosome et une dégradation hydrolytique.

Dans la mitophagie de type 3 ou micromitophagy, MDV contenant oxydé protéines mitochondriales bourgeonnent
hors des mitochondries et deviennent alors internalisé dans les corps multivésiculaires. Ces vésicules fusionnent
ensuite avec les lysosomes pour une dégradation par hydrolyse des fragments mitochondriaux. Cette dégradation

est également PINK/PARKIN dépendant.



autophagique des mitochondries en réponse a I'hypoxie. FUNDC1 posséde un motif
LIR (LC3 interacting-region) qui est important pour le recrutement de LC3 et donc
la dégradation des mitochondries. Dans les conditions hypoxiques, la phosphatase
mitochondrial PGAMS5 (phosphoglycerate mutase family member 5) déphosphoryle
le motif LIR, ce qui augmente son association physique avec LC3, stimulant la

mitophagie (Liu et al. 2012; G. Chen et al. 2014).

De récentes études distinguent différents types de mitophagie, la mitophagie de
typel et de type 2 qui font intervenir les autophagosomes et la mitophagie de type 3
(Lemasters 2014) (Figure 15). La séquestration des mitochondries dans les
autophagosomes se produit par des mécanismes cellulaires différents dans la
mitophagie de type 1 et de type 2. Dans la mitophagie de type 1, la mitochondrie est
séquestrée par 'autophagosome et cette dégradation se fait en coordination avec la
fission mitochondriale. Des études utilisant un marquage potentiel-dépendant, le
TMRM (tetramethyrhodamine methyl-ester) montrent que les mitochondries
conservent leur AWm pendant la séquestration et que la dépolarisation ne se
produit qu'apres la séquestration. La mitophagie de type 1 serait Beclin1/PI3K-
dépendant.

La mitophagie de type 2 n’est pas associé a la formation de phagophores ou de la
fission mitochondriale. Dans ce type de mitophagie, le LC3 se lierait directement a la
mitochondrie dépolarisée qui est ensuite dégradée par fusion avec les lysosomes.
Cette voie de dégradation des mitochondries est indépendante de PI3K (Lemasters
2014). La microautophagie ou la mitophagie de type 3 (mitochondria derived
vesicles) facilite 1'élimination sélective des composants mitochondriaux
endommagés et oxydés. Cette forme de controle de la qualité mitochondrial se
produit sans dépolarisation mitochondriale ou altération fonctionnelle manifeste.
Les vésicules dérivées des mitochondries (VDM) sont libérées par les mitochondries
indépendamment de la machinerie de la fission mitochondriale. Le stress oxydatif
stimule la formation des MDV qui sont enrichies en protéines mitochondriales

oxydés (Soubannier et al. 2012).
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Selective ubiquitin-mediated
degradation by proteasome

Figure 16: Les autres voies de controle-qualité des mitochondries (Sugiura ez
al, 2014)

(a) Dégradation par les protéases mitochondriales de la matrice mitochondriale et de
l'espace intermembranaire. Ces protéases sont impliquées dans 1’élimination des
protéines solubles dépliées et oxydées.

(b) Les protéines de la membrane externe sont éliminées par la voie de 1’ubiquitine.

La dégradation de ces protéines est effectuée dans le protéasome cytosolique.
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Outre ces mécanismes autophagiques qui concernent I'organite dans son ensemble,
d’autres mécanismes de controle-qualiyé existe dont la dégradation médiée par les
protéines chaperonnes et celle médiée par le protéasome. Au niveau moléculaire, la
dégradation des protéines mitochondriales anormales ou endommagés est prise en
charge par le systéme protéolytique. Des protéines chaperonnes et des protéases
ATP-dépendantes présentes dans la matrice et de la membrane interne (IM) des
mitochondries dégradent les protéines endommagées, stabilisent les protéines mal
repliées (empéchant ainsi leur agrégation), et promouvoit la protéolyse des

agrégats de protéines (Sugiura et al. 2014) (Figure 16).
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OPA1 et dégénérescence

OPA1 dans les pathologies de la dynamique mitochondriale

Les mutations du géne OPA1 ont été initialement associées a une atrophie optique
dominante, un phénotype homogene associant déficience visuelle progressive et
bilatérale survenant pendant les deux premiéeres décennies de la vie. Les examens
cliniques montrent alors une paleur du disque optique, une perte du champ visuel
central et un défaut de la vision des couleurs (Lenaers et al. 2012). La déficience
visuelle est irréversible et généralement modérée, mais trés variable au sein des
familles, allant de I'expression subclinique a la cécité légale. A partir de 2003, des
cas d’atrophie optique associés a des signes extra-oculaires impliquant des
mutations d’OPA1 sont signalés, marquant I'apparition d’'un nouveau phénotype
clinique, syndrome ADOA plus (MIM # 125250). En 2011, des mutations bi-
alléliques d’OPA1 sont associées avec le syndrome de Behr, une entité clinique
ssévere qui se caractérise par des débuts tres précoces. REcemment des études ont
montré que des mutations OPA1 étaient impliquées dans d’autres atteintes
systémiques, y compris la sclérose en plaque, la maladie de Parkinson ou la
démence (Carelli, Musumeci, et al. 2015). Ainsi, le spectre des troubles liés a OPA1
est tres variable. Malgré cette grande hétérogénéité clinique, la plupart des
dysfonctionnements affectent les systemes nerveux central, neurosensoriel
périphérique et autonome. La caractérisation des différents variants du gene OPA1
dans 'atrophie optique autosomique dominante a permis de mettre en évidence des
mécanismes physiopathologiques différents dans chacune de ces entités cliniques.
L’étude de ces pathologies a également permis de souligner les nombreuses

fonctions de la protéine OPA1 dans I'homéostasie cellulaire.

L’atrophie optique autosomique dominante (ADOA): L’atrophie optique
autosomique dominante (ADOA) ou atrophie optique de Kjer, est la forme la plus
fréquente de neuropathie optique héréditaire (Kjer 1959). Elle est caractérisée par
la paleur du nerf optique, une perte du champ visuel central ou centrocecal, des

déficits de la vision des couleurs et une perte progressive de l'acuité visuelle dans
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Figure 17: Diagnostic ophtalmologique (Olichon ez al, 2006)

Individu sain (A, C, E) et patient ADOA portant une mutation OPA! (B, D, F)

Les photographies des fonds d’ceil (A-B) montrent que le disque du nerf optique du patient est pale et cette
paleur prédomine dans le c6té temporel. Les tests de vision des couleurs a 1'aide du panneau des 15 teintes
de Farnsworth (C-D) montrent une altération de cette facult¢ chez les ADOA avec une classification
désorganisée et une confusion dans l'axe bleu-jaune (tritanopie). Les tests de champ visuel a d'un appareil
Goldman (E-F) montrent chez l'individu sein une petite tiche aveugle (une petite zone hachurée) tandis que
chez le patient, elle s’étend dans le champ visuel central pour former un scotome centrocecal (zone

hachurée).



les premieres décennies de la vie en raison de la dégénérescence des cellules
ganglionnaires de la rétine (CGRs) (Figure 17). Dans la plupart des cas, les patients
ADOA présentent une diminution progressive et insidieuse de la qualité de vision,
qui reste irréversible. La prévalence de la maladie se situe entre 1 /10 000 et 1/50
000 (Chao de la Barca et al. 2015). Aucun traitement efficace n’a été mis au point,
malgré un diagnostic élaboré et une connaissance des mécanismes de la pathologie.
L’ADOA est une maladie insidieuse du fait de I'imprécision de I'dge de début. Elle est
généralement découverte pendant l'enfance, dans la premiére dizaine de vie. Il
arrive parfois que le diagnostic se fasse chez le jeune adulte suite a une perte légere
de la vision (Kline et Glaser 1979). L’ADOA présente une pénétrance incompléete et
une expressivité intra et interfamiliale trés variable pouvant aller de porteurs
asymptomatiques a la cécité 1égale (Chao de la Barca et al. 2015). Cette variabilité

est attribuée aux facteurs environnementaux et au fond génétique.

A ce jour, deux génes (OPA1 et OPA3, OMIM #606580) et trois loci (OPA4, OMIM
%605293; OPAS5, OMIM %610708 et OPA8, OMIM %616648) ont été associés a une
atrophie optique autosomique dominante. Les mutations sur les genes OPA2 (OMIM
%311050), OPA6 (OMIM %?258500) et OPA7 (OMIM#612989) sont impliquées dans
I'atrophie optique liée a 1'X ou récessive. Les mutations d’OPA1 restent plus
communes dans le diagnostic des patients présentant une atrophie optique. Les
atteintes ne sont néanmoins pas restreintes aux cellules ganglionnaires de la rétine.
A partir de 2003, le criblage systématique signale des cas d’atrophie optique
associés a des signes extra-oculaires impliquant des mutations d’'OPA1, marquant
'apparition d’'un nouveau phénotype clinique, syndrome DOA plus (MIM # 125250).
En effet, en 2003, des études d’Amati-Bonneau rapportent des cas d’atrophie
optique dominante associés a une surdité neurosensorielle (Amati-Bonneau et al.
2005; Amati-Bonneau et al. 2003). Cette étude rapporte une mutation hétérozygote
faux-sens de I'exon 14 (c. 1334G>A) d’OPA1, conduisant a un changement d’acide
aminé tres conservé en position 445 (p.R445H) dans le domaine GTPase de la
protéine OPA1. A la suite de ce rapport, tres rapidement, d’autres études décrivent

des atteintes multi-systémiques telles qu’'une ataxie, une myopathie, une
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ophtalmoplégie externe et une neuropathie périphérique (Amati-Bonneau et al.
2005; Payne et al. 2004; Hudson et al. 2008). Ces formes sévéres sont souvent dues
a des mutations dans le domaine GTPase de la protéine OPA1 (Yu-Wai-Man et al.
2011). En 2011, Marelli et al. lie OPA1 avec le syndrome de Behr, une entité clinique

qui se caractérise par des débuts tres précoces (Marelli et al. 2011).

Le syndrome de Behr: Le syndrome de Behr est caractérisé par une atrophie
optique associée a des manifestations neurologiques. Le syndrome de Behr (BS) a
d'abord été décrit en 1909 par l'ophtalmologiste Carl Behr qui a diagnostiqué une
forme d’atrophie optique familiale compliquée chez six garcons. Ce syndrome était
caractérisé par une apparition tres précoce des signes cliniques. Les manifestations
neurologiques peuvent inclure : une épilepsie myoclonique, une paraplégie
spastique progressive due a une atteinte du tractus pyramidal, une dysarthrie, des
lésions du tractus extrapyramidal, une ataxie, une incontinence urinaire, un retard
mental, une perte sensorielle de la corne postérieure de la moelle ou contractures
musculaires, principalement au niveau des membres inférieurs (Behr 1909). Des
études d'imagerie par résonance magnétique montrent des changements de la
substance blanche et une atrophie cérébelleuse, une atrophie généralisée du
cerveau ou la dilatation de la gaine du nerf optique. Le mode de transmission est
considéré comme autosomique récessive, mais l'autosomique dominance a été
reportée (Marelli et al. 2011). Cette pathologie touche de facon égale les deux sexes.
A nos jours, seule une quarantaine de cas a été décrite (Kleffner et al, 2015). Le
syndrome de Behr est génétiquement hétérogene et, dans certains cas, des
mutations dans les génes OPA3, C120RF65 et C190RF12 ont aussi été rapportés
(Kleffner et al. 2015; Anikster et al. 2001; Schaaf et al. 2011; Bonifert et al. 2014).
Dans les cas du syndrome de Behr, une atteinte mitochondriale est soupconnée.
L’'implication d’OPA1 dans le syndrome de Behr a été établie a I'issu d’'un séquencage
de deux fréres diagnostiqués avec le syndrome de Behr classique. Les deux freres
portaient une seule mutation hétérozygote d’OPA1 pathogene, la c.1652G>A
conduisant a un changement d’'un acide aminé en position 551 (p.Cys551Ty) dans le
domaine GTPase catalytique (Marelli et al. 2011; Yu-Wai-Man et al. 2011). La

79



description de ces formes est ensuite suivie d’'une description clinique de quatre
patients confirmés pour le syndrome Behr impliquant des mutations hétérozygotes-
composites d’OPA1 (Bonneau et al. 2014). Ces patients portaient une mutation faux-
sens dans le domaine GTPase et une mutation non-sens tronquante. Parmi ces
quatre patients, la mutation récurrente était la mutation faux-sens p.lle382Met
(c.1146A>G) qui avait été rapporté précédemment par Schaaf et al. (Schaaf et al.
2011). Dans cette étude, Schaaf rapporte un phénotype neuromusculaire sévere a
début précoce, également associé a des mutations bi-alléliques d’'OPA1, impliquant
la mutation p.lle382Met. La caractérisation moléculaire et biochimique de ces
patients n’a montré aucune modification du nombre de copies d'ADNmt ni de
délétion de TADNmt ou encore des déficits de phosphorylation oxydative, malgré un

phénotype clinique sévere (Schaaf et al. 2011).

Physiopathologie des pathologies liées aux mutations OPA1

Les mitochondries répondent aux demandes variables d'énergie des cellules. Cette
réponse adaptative implique une régulation tres fine de la structure, de la
distribution et la fonction des mitochondries. Cette plasticité mitochondriale repose
essentiellement sur les évenements de fusion et de fission mitochondriale. Plusieurs
hypotheses physiopathologiques liées a des mutations d’'OPA1 ont été soulevées. Ces
mécanismes reposent sur les différents roles de la protéine OPA1, aussi bien dans la
fusion mitochondriale, que le maintien de l'intégrité du génome mitochondrial et un
défaut du contréle qualité des mitochondries. D’autres études, elles reposent
essentiellement sur les propriétés et spécificités des tissus touchées et leur

dépendance a I'énergie.

Haplo-insuffisance ou effet dominant-négatif? A ce jour, la base de données
dédiée a OPA1 (http://opal.mitodyn.org/) inscrit un total de 377 OPA1 variants
génétiques (Ferré et al. 2015), dont 65% sont considérés comme pathogenes (Chao
de la Barca et al. 2015). Plus des deux tiers des mutations sont situées dans le

domaine dynamine et le domaine GTPase. Environ 50% des variants pathogénes
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conduisent a une séquence tronquée d’'OPA1, en résulte donc une haplo-insuffisance
due a une dégradation de '’ARN messager (Pesch et al. 2001; Ferré et al. 2005).
L’équipe de Yu-Wai-Man, sur des études d’ADOA syndromique, montre que dans
cette entité clinique, les mutations faux-sens dans le domaine GTPase sont
significativement plus communes et il suggére donc un mécanisme dominant négatif
dans la maladie (Amati-Bonneau et al. 2005; Yu-Wai-Man et al. 2010). Pendant
longtemps, les mutations du gene OPA1 sont montrées comme étant transmises
uniquement sur le mode dominant, la létalité étant une caractéristique de
I’homozygotie. Récemment le mode bi-allélique a été montré dans les cas précoces
des syndromes séveres de Behr liés a OPA1 (Yu-Wai-Man et al. 2014 ; Bonneau et al.
2014). D’autres mécanismes génétiques pourraient expliquer 1'émergence des
nouveaux phénotypes dans les neuropathies optiques: les mutations OPAI
introniques (deep intronic OPA1 mutations) et un modificateur intralocus d’OPA1
(intralocus OPA1 modifier). Dans le premier cas, la mutation crée un nouveau site
d’épissage, conduisant a la production de transcrits d'OPA1 aberrants avec une
conservation de la séquence intronique et donc un décalage du cadre de lecture. Le
second cas fait état de l'effet combiné de la mutation faux-sens p.lle382Met
(NM_015560.2) avec une seconde mutation OPA1. La mutation p.lle382Met seule ne
cause pas de phénotype, mais elle pourrait agir comme
« modérateur phénotypique» lorsqu’elle est couplée a une seconde mutation du

gene OPA1 (Bonifert et al. 2014).

D’autres facteurs peuvent également contribuer a la diversité phénotypique des
troubles liés a OPA1 et parmi ceux-la, on peut compter l'instabilité de I’ADN
mitochondrial et I'altération ultrastructurelle des crétes qui restent dépendantes
des différentes fonctions d’OPA1l. Sachant qu'OPA1 est une protéine qui subit
beaucoup de modifications post-traductionnelles, 'hétérogénéité des phénotypes
peut également étre expliquée par son expression différentielle (Amati-Bonneau et

al. 2008; Elachouri et al. 2011).
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Figure 18: Distribution schématique des mitochondries dans les cellules ganglionnaires de la rétine
(Carelli et al, 2004)
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Pourquoi les CGRs sont les premiéres cellules impactées dans les mutations
OPA1? Les patients atteints d’'une pathologie mitochondriale confirmée développe
fréquemment une perte plus ou moins sévere de l'acuité visuelle, due a une
dégénérescence du nerf optique. Ce qui est intéressant, c’est le fait que toutes les
neuropathies mitochondriales partagent cette dégénérescence sélective des cellules
ganglionnaires de la rétine, indépendamment des voies moléculaires impliquées
(Maresca et al. 2013; Yu-Wai-Man et al. 2011). Les mutations OPA1 ont été associées
a une réduction de la taille de la base du nerf optique et une diminution du
diametre des artéres péripapillaires (Barboni et al. 2010; Ronnbéack, Grgnskov, et
Larsen 2014). De nouvelles méthodes d'imagerie intraoculaire, y compris la
tomographie par cohérence optique (OCT), permettant une caractérisation a haute
résolution de la couche des fibres nerveuses de la rétine in vivo, ont montré un
amincissement de la fibre nerveuse de la rétine ; cette atteinte étant plus sévere
chez les patients avec une mutation a effet dominant-négatif (Barboni et al. 2014).
Cette observation est en cohérence avec des études précédentes qui montraient que
la dégénérescence sélective des CGRs n’était pas due a une diminution de
I'expression d’OPA1 (Kamei et al. 2005). Le mécanisme conduisant a la
dégénérescence des CGRs dans les pathologies de la dynamique mitochondriale et
plus particulierement I'’ADOA et 'ADOA+ reste encore mal connu. Cependant,
I’hypothese commune serait que le déficit énergétique est a 'origine de la perte des
CGRs, compte tenu de la dépendance de ces dernieres a I'’ATP de par la structure
particuliere des CGRs. Les cellules ganglionnaires de la rétine sont caractérisées par
de longs prolongements axonaux non-myélinisés. La premiere partie de leurs
axones, de la téte du nerf optique a la lame criblée est démyélinisée et
particulierement riche en mitochondries pour fournir 1'ATP nécessaire a la
transmission des signaux visuels (Figure 18). Or, les mutations d’OPA1 ont été
associées a une diminution de l'efficacité bioénergétique (Chevrollier et al. 2008).
Ces zones non-myélinisées rendent donc les CGRs tres vulnérables aux mutations

des composants de la dynamique mitochondriale.
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De plus, 'apport d’énergie a l'extrémité des axones nécessite également un
transport des mitochondries par le cytosquelette. Ce transport axonal est impacté
dans les maladies de la dynamique mitochondriale, soit a cause d’'une absence de
fission des mitochondries ou un effet direct du déficit énergétique qui empécherait
les complexes Miro/Milton dépendant de I’ATP mitochondrial de tracter les

mitochondries le long des axones (Saxton et Hollenbeck, 2012).

L’hypothese d’une sensibilité a I'apoptose: OPA1 est impliquée dans la régulation
de la survie cellulaire en séquestrant le cytochrome c¢ dans les crétes, mais
également a travers son interaction avec le facteur pro-apoptotique (AIF) (Y. Lee et
al. 2004; Zanna et al. 2008). Le role anti-apoptotique d’OPA1 proviendrait de son
action sur le maintien de 'intégrité de la MIM. En effet, des expériences de siRNA de
la protéine OPA1 dans les cellules HeLa, montrent que I'absence d’'OPA1 conduit a
une désorganisation des crétes mitochondriales, associée a une libération du

cytochrome c vers le cytosol (Olichon et al. 2003).

La sensibilité a 'apoptose des cellules portant les mutations OPA1 repose également
sur la dérégulation de ’homéostasie calcique (Fiilop et al. 2015; Kushnareva et al.
2013; Dayanithi et al. 2010) et une augmentation de la production de ROS. Chez la
drosophile adulte, la mutation OPA1 provoque une augmentation des especes
réactives de l'oxygene (ROS), ainsi qu'une fragmentation mitochondriale associée a
une perte des photorécepteurs en particulier, les cones (Yarosh et al. 2008).
L’apoptose accrue dans les modeles d’OPA1 a également été attribuée a un défaut du
controle qualité des mitochondries, reflétée par une accumulation des

autophagosomes dans les tissus des souris (White et al. 2009; Sarzi et al. 2012).

L’hypothese d’un déficit énergétique: La protéine OPA1 joue un role clé dans la
phosphorylation oxydative mitochondriale de par son role dans le maintien de
I'intégrité de la MIM, mais aussi de par son interaction avec les complexes I, II, et III.
Cette interaction semble stabiliser les complexes (Zanna et al. 2008). Une
surexpression ou une délétion d’'OPA1 conduisent a un défaut de synthese d'ATP par

la chalne respiratoire (Lodi et al. 2004) (Amati-Bonneau et al. 2005). Les défauts
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énergétiques chez les mutants OPA1 sont dus a une diminution de I'efficacité de la
phosphorylation oxydative, soit lié¢ a une diminution de 'activité du complexe I, ou
du complexe IV (Zanna et al. 2008; Chevrollier et al. 2008). La diminution de
'activité du complexe IV est également retrouvé dans le nerf optique du modele de
souris Opal_delTTAG (Sarzi et al, 2012). L’activité respiratoire du complexe IV et les
sous-unités a 1'état d'équilibre sont reportées réduites sans altération de la taille, de
de la quantité ou de la transcription de I'ADNmt dans les fibroblastes hétérozygotes
pour les mutations OPA1 (Agier et al. 2012). Comment OPA1 affecte I'activité du
complexe IV reste une question, vu I'absence d’interaction directe de ce complexe
avec OPA1. Des études de surexpression d’OPA1 sur un modele de souris KO-
conditionnel du facteur d’assemblage du complexe IV, Cox15, montraient une
correction de la structure des crétes et une amélioration de la respiration
mitochondriale. Ces données suggerent donc qu'OPA1l de par son effet sur la

membrane interne, participe a 'assemblage du complexe (Civiletto et al. 2015).

L’hypothese du défaut de maintenance de ’ADNmt: Les nucléoides sont associés
a la MIM (Meeusen and Nunnari 2003; Brown et al. 2011; Kopek et al. 2012). Des
expériences de siRNA spécifiques de I'’exon 4b d’'OPA1 ont conduit a une déplétion
de I'ADNmt suite a une inhibition de la réplication de 'ADNmt. Certaines mutations
d’'OPA1 ont été aussi associées a une accumulation de délétions multiples de
I’ADNmt dans les muscles (Hudson et al. 2008 ; Amati-Bonneau et al. 2008). Ces
études en plus des preuves d'une altération du nombre de copies dADNmt dans les
cellules de patients portant des mutations OPA1, suggerent un role d’OPA1 dans la
maintenance de ’ADNmt. Le défaut de maintenance dans les mutations du gene
OPA1 reposerait sur les observations de mitochondries étant dépourvues d’ADNmt,
suggérant un défaut dans la ségrégation de 'ADNmt (Elachouri et al. 2011; Chen et
al. 2007; Tauber et al. 2012). L’absence de fusion donnerait des nucléoides multi-
génomiques, favorisant ainsi des délétions ou des duplications de 'ADNmt par le
biais de recombinaisons homologues (Vidoni et al. 2013). Le défaut de la
maintenance de 'ADNmt seraient dii a une modification du taux des échanges du

génome mitochondrial, qui s’effectue par la complémentation ou I'élimination des
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molécules d’ADNmt altérées par mitophagie (Suen et al. 2010). La complémentation
induite par la fusion mitochondriale permettrait des échanges soit de copies
d’ADNmt sauvages ou d’enzymes dédiées a la réparation de ’ADNmt; or dans les
mutations d’OPA1, cette fusion mitochondriale est moins efficace (R. W. Gilkerson et

al. 2008).

Les autres hypotheses: Des études in vivo chez le rat montrent que la
dégénérescence du nerf optique serait due a une augmentation de la réponse
autophagique et que cette derniére est dépendante des influx calciques lors d'un
stress aigu (Knoferle et al. 2010). Il est donc concevable que les mémes mécanismes
soient en jeu dans I’ADOA. Outre la modification de I'homéostasie calcique, d’autres
facteurs tels qu'une augmentation de la production de ROS, une maturation
synaptique et une dendritogénése compromise ont également été signalés
récemment comme prenant part dans la sensibilité a l'apoptose des cellules
nerveuses. Des études sur des neurones corticaux primaires de rongeurs montrent
que linactivation d’'OPA1 conduit a la fragmentation des mitochondries qui
deviennent moins abondants le long des dendrites. L’altération de la distribution et
de la dynamique mitochondriale se traduit par une expression réduite des
complexes respiratoires mitochondriaux ainsi qu'une diminution de la quantité
d'ADNmt, une diminution du AWm et des niveaux de ROS diminués. Le début de la
synaptogenese est altérée et est caractérisée une diminution de l'expression des
protéines structurelles pré- et post-synaptiques. L’extinction d’'OPA1 dans ces
cellules aboutit a terme a une altération de la maturation neuronale (Ambre M.
Bertholet et al. 2013). Toutes ces données produites depuis 15 ans illustrent la
profonde complexité de mécanismes physiopathologiques associées aux mutations
d’OPA1 (Mishra and Chan 2014b; Varanita et al. 2015; Ambre M. Bertholet et al.
2013; Kushnareva et al. 2013).
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Problématiques de la these

L’atrophie optique autosomique dominante (ADOA) est une maladie rare (OMIM#
125250) essentiellement associée aux mutations d’'OPA1 (OMIM #605290) qui
conduit a la dégénérescence des CGRs qui constituent I'essentiel des cellules du nerf
optique. Cette pathologie qui jusqu’alors affectait spécifiquement les cellules
ganglionnaires de la rétine et du nerf optique s’est étendu a des tableaux cliniques
neurologiques plus complexes avec une atteinte du systeme nerveux central,
périphérique et autonome. Plusieurs mutations OPA1, en particulier dans le
domaine GTPase ont été associées en plus d'une atrophie optique, a une
ophtalmoplégie progressive externe, une ataxie, une surdité neurosensorielle, une
neuropathie sensitivomotrice et une myopathie. Cette forme syndromique, appelée
DOA plus est due a des mutations hétérozygotes au niveau du gene OPAL.
Récemment, des mutations bi-alléliques d’OPA1 ont été rapportées ; ces mutations
associent un tableau clinique plus sévere et avec une apparition des symptomes tres
précoce qui s’apparentent au syndrome de Behr (Schaaf et al. 2011; Bonneau et al.
2014). The packaging of mitochondrial DNA (mtDNA) into DNA-protein assemblies
called nucleoids provides an efficient segregating unit of mtDNA, coordinating
mtDNA'’s involvement in cellular metabolism. From the early discovery of mtDNA as
“extranuclear” genetic material, its organization into nucleoids and integration into
both the mitochondrial organellar network and the cell at large via a variety of
signal transduction pathways, mtDNA is a crucial component of the cell’s
homeostatic network. The mitochondrial nucleoid is composed of a set of DNA-
binding core proteins involved in mtDNA maintenance and transcription, and a
range of peripheral factors, which are components of signaling pathways controlling
mitochondrial biogenesis, metabolism, apoptosis, and retrograde mitochondria-to-
nucleus signaling. The molecular interactions of nucleoid components with the
organellar network and cellular signaling pathways provide exciting clues to the
dynamic integration of mtDNA into cellular metabolic homeostasis., The
mitochondrial nucleoid appears to consist of two regions: a core domain (with
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transcription and replication factors) and a peripheral zone (with proteins that
signal to the rest of the cell) (R. Gilkerson et al. 2013; Yu-Wai-Man et al. 2014). Les

explorations cellulaires et moléculaires ont permis de mettre en évidence :

- Une instabilité de 'ADNmt

- Une sensibilité a 'apoptose

- Des défauts de la phosphorylation oxydative

- Un défaut de fusion des mitochondries
L’ensemble de ces atteintes constituent les hypotheses physiopathologiques qui
menent a une altération progressive des mitochondries et donc a une perte des
CGRs. Ces différentes altérations ne sont néanmoins pas communes a toutes les
mutations OPA1. La caractérisation du modele murin d’OPA1 qui présente les
mémes atteintes multi-systémiques que certains patients DOA plus a permis de
soulever une nouvelle piste ; celle d’'une altération des voies autophagiques (Sarzi et

al. 2012).
Ce manuscrit présente les travaux menés pour répondre aux questions suivantes :

» Quel est I'impact de différentes mutations du gene OPA1 sur la distribution
et 'organisation des nucléoides ?

» Quels sont les niveaux de mitophagie/autophagie dans les cas syndromiques
d’atrophie optique : le syndrome ADOA plus et le syndrome de Behr

» La correction du défaut de fusion améliore-t-elle le défaut de la
phosphorylation oxydative dans I’ADOA plus : piste thérapeutique possible ?

» Comment les protonophores le CCCP et le FCCP activent-ils les voies

autophagiques sélectives (mitophagie)?
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Espéce Type cellulaire ADNmt/cellule ADNmt/nucléoide | références

humain A2780 500 1.4 (Satoh et Kuroiwa, 1991)
humain Fibroblastes (f) 1961 2.4 (Legros et al, 2004)
humain fibroblastes 2721 1.4 (Kukat et al, 2011)
humain Hela 2637 5.7 (Legros et al, 2004)
humain Hela 8800 - (Bogenhagen et al, 1974)
humain 143B 4126 7.5 (Legros et al, 2004)
souris 3T3 821 3 (Brown et al, 2011)
souris L 1100 - (Bogenhagen et al, 1974)

Tableau : Quantification de la quantité d’ADNmt par cellule et par nucléoide (modifié d’aprés

Bogenhagen 2012)
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Introduction

L'assemblage de I'ADN mitochondrial (ADNmt) dans des complexes nucléoi-
protéiques appelés nucléoides fournit une unité de ségrégation efficace de I'ADNmt
et donc une meilleure coordination de la participation de 1'ADNmt dans le
métabolisme cellulaire (R. Gilkerson et al. 2013). Le role crucial de 'ADNmt dans le
meétabolisme cellulaire et la bioénergétique, ainsi que son importance croissante en
physiopathologie humaine, motive les démarches expérimentales pour une
meilleure compréhension de la complexité de son organisation et l'intégration de
I'ADNmt a la fois dans le réseau mitochondrial et plus largement dans les cellules.
Un nucléoide contient une a dix molécules d’ADNmt dans les lignées primaires ou
immortalisées humaines (D. F. Bogenhagen 2012; Prachar 2010), mais ce chiffre de
méme que le nombre de nucléoides restent tres controversés (voir tableau cf)

(Legros et al. 2004; Brown et al. 2011; Ban-Ishihara et al. 2013).

Les premieres approches de quantification du nombre de molécules d’ADNmt par
nucléoide utilisaient une quantification de la fluorescence de nucléoides marqués
par le bromure d’éthidium et ensuite cette fluorescence est rapportée a des
quantités connues d’ADN de phages. Cette étude montrait qu'un nucléoide comptait
1,4 molécule d’ADNmt, suggérant donc une a deux molécules par nucléoide (Satoh et
Kuroiwa 1991). Cette étude est en accord avec les études in vitro qui montrent que
le nucléoide était composé d'une seule et unique molécule d’ADNmt qui est
compactée par TFAM (Kukat et al. 2015). D’autres études qui se sont basées sur
cette approche montrent que les cellules qui se divisent rapidement, comme les
cellules HeLa, contiennent 2 a 10 ADNmt par nucléoide (Iborra, Kimura, et Cook
2004) (Legros et al. 2004; R. W. Gilkerson et al. 2008). Ces discordances viendraient
de plusieurs parametres. Une premiere divergence viendrait de la quantification de
la quantité d’ADNmt par cellule qui est mesurée par PCR quantitative. Plusieurs
étapes dans ce protocole incluant la technique d’extraction de ’ADN, I'efficacité et la
spécificité de la qPCR pourraient étre source de variabilité. La PCR quantitative en
temps réel PCR (qPCR) est couramment utilisé pour déterminer nombre de copies

d'ADN mitochondrial des cellules (ADNmt). Cette technique consiste a obtenir le
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rapport d'une variable inconnue (nombre de copies d'un géne de 'ADNmt) a un
parameétre connu (nombre de copies d'un gene de I'ADN nucléaire) dans un
échantillon d'ADN génomique. Des études utilisant différents protocoles
d’extraction de ’ADN ont montré que la préparation de 1'échantillon d'ADN pouvait
influencer de maniere significative la détermination du nombre de copies d'’ADNmt
par qPCR (Guo et al. 2009). Les divergences sur le nombre de nucléoides par cellule
viendraient d’'une sous-estimation en microscopie optique. En effet, la majorité de
ces travaux ont été effectués en microscopie optique a épi-fluorescence et confocale
qui sont caractérisées par une résolution assez réduite surtout dans l'axe Z.
L’acquisition sur une cellule avec une résolution de 200 nm dans I'axe x-y et de 800
nm dans l'axe Z, ne permet pas de distinguer des nucléoides trop proches. Or les
récentes études montrent que les nucléoides auraient tendance a s’agréger (Kukat

etal. 2011).

De développement plus récent, la microscopie a super-résolution n’a pas permis
d’établir un consensus, car la encore, les chiffres divergent selon le type et les
modeles cellulaires utilisés, suggérant donc que d’autres facteurs autres que
technique définiraient ces résultats. Les publications ne sont actuellement pas
suffisamment nombreuses pour conclure. L’étude physiopathologique des maladies
mitochondriales par exemple a montré I'importance d’'une régulation du nombre de
copies d’ADNmt dans les cellules et d'une régulation par nucléoide, mais aussi de la
distribution de ces nucléoides pour une meilleure ségrégation lors des divisions
cellulaires par exemple. Les acteurs de la dynamique mitochondriale, OPA1 en
particulier semble jouer un réle prépondérant dans cette régulation de par son
implication dans I'ancrage de '’ADNmt a la MIM (Elachouri et al. 2011). Cette méme
étude implique le domaine codé par variant 4b d’'OPA1 dans la réplication et la

distribution du génome mitochondrial.

Les cas séveres de pathologies associées aux mutations du gene OPA1, en plus d'un
défaut énergétique, montrent une accumulation de délétions multiples de '’ADNmt

dans le muscle (Hudson et al. 2008 ; Amati-Bonneau et al. 2008). Les études de la
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quantité d’ADNmt de cellules de patients montrent des données contradictoires,
certaines études montrent que les mutations OPA1 induiraient une augmentation de
la quantité d’ADNmt alors que d’autres rapportent une baisse (Sitarz et al. 2012) (J.
Y. Kim et al. 2005). Une déplétion complete d’OPAI dans le modele zebrafish
d’atrophie optique, ne correle pas avec une variation de la quantité d’ADNmt (Rahn,
Stackley, et Chan 2013) alors que les modeles murins d’atrophie optique due a des
mutations OPA1 présentent une diminution de la quantité d’ADNmt avec une
al. 2007). En effet, les tissus cardiaques présentent une forte déplétion de la quantité
d’ADNmt (L. Chen et al. 2012). Les déplétions d’'OPA1 sont caractérisées non
seulement par une absence de fusion du réseau mitochondrial, mais aussi par
I'absence de nucléoides dans certaines des mitochondries isolées (H. Chen,
McCaffery, et Chan 2007). Au vue de ces éléments, nous avons voulu comprendre
comment les différentes mutations d'OPA1 affectaient l'organisation et Ia
distribution des nucléoides. Nous avions déja mis au point une méthode normalisée
pour analyser en 3D l'organisation du réseau mitochondrial (Chevrollier et al.
2012). Nous avons adapté cette approche a l'analyse d'images des nucléoides pour
étudier la relation entre la taille, la forme des cellules, 1'organisation du réseau
mitochondrial et la teneur, la distribution des nucléoides dans des cellules controles

et dans les modeles de défauts de fusion mitochondriales.
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ABSTRACT

The mitochondrial nucleoids are complexes associating mitochondrial DNA and proteins
involved in mtDNA maintenance and expression. Although considerable progresses have
been made in understanding nucleoid composition, the rules governing their content and
their distribution in the mitochondrial network remain poorly known. Here, we address
these parameters by co-imaging nucleoids and mitochondria in human and mouse
embryonic fibroblasts, for which we imposed cell size and shape using micropatterned
coverslips. We found that nucleoids number and distribution were significantly
influenced by cell shape and by the structure of the mitochondrial network. In addition,
mitochondrial network fragmentation, in human OPA1*" fibroblasts and Opal” mouse
embryonic fibroblasts, associated with a decreased mitochondrial mass, induced a
significant decrease of nucleoids number, while increasing mitochondrial DNA content
per nucleoid. Our results show that nucleoids DNA content, distribution and composition
are governed by the cell size and the mitochondria network structure.
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INTRODUCTION

Mitochondrial biogenesis is under the control of two different genetic systems, the
nuclear genome (NDNA) and the mitochondrial genome (mtDNA). The mtDNA is a
circular genome of 16.6kb encoding 13 subunits of the respiratory chain, the remaining
ones being encoded by the nDNA. Mitochondrial DNA (mtDNA) is arranged in
nucleoprotein complexes called nucleoids [1,2]. Organization of mtDNA in a protein-rich
structure not only protects the DNA from various insults but is also likely to put
constraints on any transactions involving the DNA, such as replication, repair, and
transcription. Major mammalian nucleoid-associated protein [3] include mitochondrial
single-stranded DNA-binding protein, transcription factor A of mitochondria (TFAM,
also known as mtTFA), mitochondrial DNA polymerase gamma, mitochondrial RNA
polymerase, and mitochondrial DNA helicase Twinkle. In addition to their role in
mtDNA packaging, POLy, mtSSB, POLRMT, and Twinkle are major components of the

mitochondrial replisome, which promotes mtDNA replication [4-8].

The organization of nucleoids is a fundamental question in mammalian mitochondrial
genetics that is still largely debated. Nucleoids number and mtDNA copy number per
nucleoid have been shown to differ in different cultured cell lines [9]. Using either
conventional quantitative-PCR or fluorescence in situ hybridization [10], most
publications report 1 to 10 copies of mtDNA molecules per nucleoid. Moreover, high
heterogeneities of nucleoids number can be pointed out; this number varying between
200 to 1800 depending on cell-types [11]. Indeed, the number of nucleoids was shown to
vary during development and depends on tissue-specific factors [12,13]. The elevated
number of mtDNA copies is essential for cell function, and depletion of mtDNA may
cause disease. It is not clear whether the synthesis of mtDNA is coordinated with specific
phases of the cell cycle [10] or occurs continuously through cell life [14]. Incorporation
of bromodeoxyuridine (BrdU) labels a large fraction of mtDNA,; [15] suggesting at least
a temporary existence of recently duplicated mtDNA molecules within single nucleoids
[16].
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Superresolution microscopy [photoactivatable localization microscopy (PALM) and
direct stochastic optical reconstruction microscopy (dSTORM)] showed that nucleoids
vary in size and shape; most nucleoids (65%) appear ellipsoidal and have a much broader
size range of 31-318 nm with a mean diameter of nucleoids ~110 nm in human cells [17].
The nucleoids size would reflect their mtDNA content yielding a range of 1-6 mtDNAS
per nucleoid [17,18]. Recent analysis using superresolution stimulated emission depletion
(STED) microscopy confirmed that the nucleoids have an irregular ellipsoidal shape but
demonstrated that each nucleoid would contain a single copy of mtDNA [19]. Using
mouse embryonic fibroblasts MEFS overexpressing TFAM, they showed that increased
mtDNA copy number per cell increases nucleoid numbers without altering nucleoid size.
Understanding the regulation of nucleoids number per mitochondrion is an essential
element to understand mitochondrial biogenesis. Several studies have been undertaken to
understand structure function relationship. Mitochondrial dynamics, which are the
processes controlling the formation of a mitochondrial network distributed within the
whole cellular volume is widely studied. Because mitochondria constantly fuse and
divide, an imbalance of these two processes dramatically alters overall mitochondrial
morphology. Disruption of fusion causes the normal, tubular network of mitochondria to
fragment into short rods or spheres. In mammals, the mitochondrial GTPase Mitofusins
(MFN1 and MFNZ2) and OPAL1 are required for mitochondrial fusion [20]. Mitochondrial
fusion and fission proteins have been shown to directly influence the distribution of
nucleoids throughout the mitochondrial network and might as such be dynamically
nucleoids-associated [21]. Evidence for their roles in nucleoids dynamics is based on
observations that absence of MFN1/2 or OPALl generated highly fragmented
mitochondrial networks with small mitochondria devoid of mtDNA [22]. Both OPA1 and
MFN2 have in recent years been associated with various human neurological disorders

that in some cases can be classified as multiple mtDNA deletion syndromes [23].

The interplay between mitochondrial network dynamics and nucleoids dynamics and
segregation is largely unexplored. Cell growth and proliferation require the continuous
growth of cellular compartments, including the mitochondrial network. In postmitotic

tissues and cells, in contrast to nuclear DNA replication, mtDNA continues to be
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replicated and turned over [24]. It has been suggested that in mammalian cells, only
nucleoids distribution over mitochondria should be actively regulated, whereas nucleoids
distribution to daughter cells should be achieved indirectly by regulation of mitochondrial
distribution. As active sites of mtDNA replication, it is first of all essential that as
mitochondrial mass increases, nucleoids divide or release mtDNA molecules to generate
daughter nucleoids and as discussed this has indeed been observed using time-lapse

imaging [16].

Little is known about the rules that govern nucleoids number and diffusion through the
mitochondrial network, in that manner the relationship between the mitochondrial
network organization and nucleoids positioning remain poorly unexplored. We
previously developed a standardized method to analyze in 3D the mitochondrial networks
organization using micropatterned cell cultures [25]. We here combined this approach
with nucleoids image analysis to investigate the relationship between cell size and shape,
the mitochondrial network organization and the nucleoids content and distribution in
control cells and in mitochondrial fusion defect models. Our result show that the
nucleoids content and distribution are, at least in part governed, by the cells and
mitochondria network organization. Models of mitochondrial network fragmentation
induced by OPA1 mutations, showed a decrease of mitochondrial mass, which in turn
was correlated with a decrease of nucleoids number and disorganization of this latter. No
correlation could be drawn from mitochondrial mass and mtDNA content; instead, there
was an increase of mtDNA molecules per nucleoid, thereby suggesting that mtDNA does
not necessarily reflect mitochondrial mass. These results strengthen the hypothesis that
nucleoids dynamics are similar to mitochondrial dynamics and could be brought about by
membrane growth and plasticity alone.
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MATERIALS AND METHODS

Primary fibroblasts cultures. Fibroblast cell cultures were derived from skin biopsies
from healthy and Dominant Optic Atrophy subjects at Angers University Hospital, after
obtaining written consent. This work was approved by the Ethical Committee of the
University Hospital of Angers (Comité de Protection des Personnes CPP Ouest Il —
Angers, France; identification number CPP CB 2014/02; Declaration number DC-2011-
1467 and Authorization number AC-2012-1507). Control and OPA1 mutated fibroblasts
were cultured in 2/3 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) with 25 mM glucose
and 1/3 Amniomax, supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS), uridine (50
pg/ml, Sigma) and pyruvate (100 pg/ml, Sigma). Wild type and Opal-/- mouse
embryonic fibroblast (MEFS) cell lines were kindly provided by Dr. M. Rojo and Dr. S.
Duvezin-Caubet. Both MEF cultures were carried out in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) with 10 mM glucose, supplemented with 10% foetal bovine serum
(FBS) and 1 mM glutamine. HeLaS3 cells (ATCC CCL2.2) were grown in high glucose
medium (4.5g/1) supplemented with 10% FBS and 1mM glutamine. All cell cultures were
established and grown at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO, and no antibiotic

was used in the following protocols.

PCR Quantification of mtDNA. Total DNA was extracted with the Roche’s Kit
according to manufacturer’s guidelines. mtDNA copy number was assessed by
quantitative PCR. The quantification of mtDNA corresponds to the qPCR ratio obtained
with the use of two primers specific to mitochondrial DNA, and two primers specific to
nuclear genes, usingiQ SYBR Green Supermix and the Chromo4 Real-Time PCR
Detection  System (Biorad). The primers’ information were as follows:
MitoDNA RNAL: Forward 5-CGCATAAAACTTAAAACTTTACAG-3'; Reverse 5'-
CTTTGCGTAGTTGTATATAGC-3; MitoDNA_ND4: Forward 5'-
CAGCCACATAGCCCTCGTAG-3"; Reverse 5-GCGAGGTTAGCGAGGCTTGC-3
Nuclp-glob Forward TTGTCTTTCAGCAAGGACTG-3;; Reverse
ATCTTGGGCTGTGACAAAGT-3 NuclAIB : Forward 5'-
GGAGTTTCCTGGACAAATGA; Reverse 5-AGGACTGGCGTTTATGTCTT-3". The

thermal cycler conditions consisted of 95°C for 3 min, followed by cycles of 95°C for
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15sec and 59°C for 40sec. The analyses were performed in triplicates and the mean

values of five measurements were used for the statistical analyses.

Micropatterned coverslips. For live cell-imaging, cells were either plated on glass
coverslips (Labtek) at least one day before imaging or seeded on micropatterned cytoo®
coverslips (cytoo.com) at least 4 hours prior to image acquisition, in DMEM-F12, 1%
FBS, in a humidified atmosphere (95% air, 5% CQO2) at 37°C.

Microscopy, deconvolution, mitochondrial network analysis and nucleoids. mtDNA
staining in live cells was achieved by diluting stock PicoGreen® solution (Molecular
Probes) at 2 pl/ml directly into the cell culture medium for 15 min. Co-staining was
performed with mitochondrion-selective dye, Tetramethylrhodamine methyl ester
perchlorate® (TMRM) or mitotracker Red (Molecular Probes) at 50 nM for 15 min.
Immunodetection of nucleoids was achieved using antibodies against DNA (clone AC-
30-10) Progen GmbH, on fixed micropatterned cells. Fixation was performed using a
standard 4% paraformaldehyde fixation protocol and permeabilization of cells was done
with Nonidet (Roche). Secondary antibodies were conjugated to Alexa Fluor 488
(Molecular Probes). Anti-DNA immunostaining [9] and double-DNA ultrasensitive
fluorescent nucleic acid PicoGreen® staining were used for nucleoids/mtDNA detection
in micropatterned fibroblasts. DAPI staining was used to visualize the nucleus. The
specificity of intra-mitochondrial DNA labelling was demonstrated by the absence of
such labelling in the mitochondria of osteosarcoma 143B-rho° cells devoid of mtDNA
(data available upon request). Images were acquired with an inverted wide-field Nikon
Ti-E microscope equipped with an Andor NEO sCOMS camera controlled by NIS
Element software. Each image was obtained with a 100x oil objective (Nikon Plan
Apo100x, N.A. 1.45). The high precision Z-axis nanopositioners Piezo MCL Nano Z100-
N Ti allowed faster Z-step movements, keeping the sample immobile while shifting
objective lens. An average of 15 image planes was acquired along the Z-axis at 0.2 pum
increments. Measurements were performed at room temperature (20°C) to reduce
mitochondrial movement. For fluorescent imaging, well-spread triangular cells were
selected. In this protocol, a mean of 80 cell-acquisitions from two different

micropatterned slides were used for each cell types and conditions. We used point-spread
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function (PSF)-Speck microspheres (Invitrogen) to test the system’s optical stability.
Huygens software (Scientific Volume Imaging) was used for deconvolution. Image
treatment was performed using Imaris spot detection software (Bitplane) to vizualize and
quantify mtDNA/nucleoid labelling. Images were processed using Adobe Photoshop. The
computational equipment consisted of a workstation (Dual 3GHz Xeon CPU Quad-Core /
16GB RAM / NVIDIA Quadro FX4800 1.5GB/Multiple Fast Hard Disks) associated
with a server (Dual 2.3GHz Xeon Nehalem CPU Quad-Core/24GB RAM/Promise VTrak
12TB RAID, dual controller, 2 x 4Gb Fibre Channel).

RESULTS

Nucleoids number varies according to the cell type and shape.

To gain insight into the relationship between nucleoids and mitochondrial network
organization, we analyzed the 3D distribution of nucleoids within the mitochondrial
network in living cells. Our double labeling approach allowed the detection of individual
nucleoids with spot sizes ranging from 200 to 300 nm, nested in the mitochondrial
tubules. Compared to HelLa S3 cells, which displayed perinuclear nucleoids in a
mitochondrial network of a limited size, (Fig 1B;), healthy fibroblasts showed a larger
number of nucleoids distributed throughout a large mitochondrial network (Fig 1C;.4; D).
Thus fibroblasts are particularly suited to mitochondrial network and nucleoid
exploration. On glass coverslips, they are either fusiform, compact or widely spread (Fig
1C;.4), and they often overlap with nearby cells. To circumvent these concerns of size
variations and cell overlap, and to better quantify nucleoids, we used the micropatterned
standardized cell technology.

Cell size and mitochondrial mass control the nucleoid number. Control fibroblasts
were cultured on coverslips carrying fibronectin micropattern in order to control their size
and shape as described [25]. Three different micropatterned cell sizes (L, XL and XXL)
were used (See movie). This trick allowing control of cell size showed that mitochondrial
volume increased with the expansion of cell cytosol and concomitantly, the nucleoids

number increased, varying from 398 nucleoids in small fibroblasts (L) to 746 nucleoids in
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fibroblasts with larger cytosol (XXL) (p<0.01)(Fig 2C). These results showed that the
nucleoid number is imposed by mitochondrial network size that is itself governed by the

extent of cell size.

The length and the organization of the mitochondrial network control the number
of mitochondrial nucleoids. In control fibroblasts, nucleoids were spread in the entire
mitochondrial network without mitochondria devoid of nucleoids. We found a
proportional relationship between the number of nucleoids and the length of
mitochondrial tubules (Fig 3A). Three major different mitochondrial network
organizations coexist in the different fibroblasts of the same population (Fig 3B):
mitochondria are either organized in a connected, dense, cross-linked network, with many
branch points (Fig 3By), distributed in a tubular network with long tubules (Fig 3B3) or
isolated throughout the cytoplasm (Fig 3B,). The distance between nucleoids was found
to increase when mitochondria enlarge their lengths, whereas in a dense tubular
connected network, nucleoids have closer localization (Fig 3C). The distance between
nucleoids was also lower in short mitochondrial tubules, (Fig 3C). For example, a
mitochondrion of 1 um long displayed a mean of 2.6 nucleoids spaced by 0.61 um on
average, while a 15 um long mitochondrion contained 13.5 nucleoids spaced by 0.9 pum
on average. Altogether, our data reveal that the length and the organization of the
mitochondrial network control the number of mitochondrial nucleoids in fibroblasts.

OPAL induced mitochondrial network fragmentation is associated with a drop of the
mitochondrial volume, and subsequent reduction of nucleoids number.

The mitochondrial network is structured by fusion and fission processes and OPAL is one
of the main actors involved in mitochondrial fusion. First, we used 2 OPA1+/- patient
fibroblasts, one without evidence of mitochondria fission (OPA1-p.Val903Glyfs*3) and
another with a fragmented mitochondrial network mixing mild (less than 5 um in length)
and short (less than 1 um in length) mitochondria (OPA1-p.S545R) (Fig 4B;.;). In OPAL-
p.Val903Glyfs*3 fibroblasts, we did not find any defect in nucleoids number and
distribution (Fig 4D;.;) compared to control fibroblasts, nor did we find a loss of

mitochondrial mass. In OPA1-p.S545R fibroblasts with a fragmented network, we found
103



a significant 20% reduction of mitochondrial volume associated with a 40% decrease in
nucleoids number per cell (Fig 4D;-;). There was at least one nucleoid per mitochondrion
and no accumulation or aggregation of nucleoids per mitochondria. In these cells with a
disorganized network (Fig 4B;.,), the mean nucleoid spacing tended to increase compared
to healthy controls, due to the reduced mitochondrial network connectivity, leaving most

mitochondria isolated (Fig 4C,).

Then, we used an Opal knock out model to address the role of mitochondrial dynamics
in nucleoids organization. Mouse embryonic fibroblasts Opal” MEFS display no
mitochondrial fusion activity [22,26], leading to a dramatically fragmented mitochondrial
network with isolated round mitochondria, as compared to control MEFS [27] (Fig 4 E;.-
3). Observation of micropatterned Opal” MEFS, revealed that only one fourth of
mitochondria have a nucleoid staining, with a single nucleoid per mitochondria (Fig 4E3).
Quantification of mitochondrial volume relatively to the cellular volume showed a loss of
mitochondrial mass in Opal”™ MEFS of about 60% compared to wt_MEFS (Fig 4F-G)
that is correlated to the reduction of nucleoids number as already found with the human
OPAL1 fibroblasts with reduced mitochondrial network connectivity.

Mitochondrial network fragmentation is associated with an increased mtDNA copy
number per nucleoid.

Previous studies have shown that nucleoid size reflects the mtDNA content when
assessing this parameter using the DNA specific Picogreen fluorescent dye [28,29].
Using fluorescence imaging and gPCR approaches, we assessed the impact of
mitochondrial network fragmentation on mtDNA content and the number of DNA
molecules per nucleoid. mtDNA content was constant in OPA1l mutated fibroblasts
(Table 1). Nevertheless, in OPA1-p.S545R cells, the mtDNA/nucleoid ratio was higher
than the one found in healthy control cells (Table 1), suggesting that there are more
mitochondrial DNA copies per nucleoid in OPA1-p.S545R cells than in control cells (Fig
4C,). Similarly, absence of fusion activity in Opal” MEFs was also associated with an

increased mtDNA/nucleoid ratio, despite a decreased mtDNA copy number (p<0.001)
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(Table 1 and Fig 4E,); thereby linking OPAL fusion activity to the maintenance of

mtDNA copies per nucleoid.

DISCUSSION

Several studies showed heterogeneity of nucleoid number depending on cell types [9] and
imaging approaches, especially with the emergence of super-resolution microscopy
[17,19]. Indeed, the ability of fluorescence microscopy to discriminate two nucleoids
that are too close in distance was questioned. Recent studies of Kukat and team had
distinguished 1.2 times more nucleoids with the STED compared to the confocal [19].
These data show no high discrepancies between the two techniques, thus rendering

fluorescence microscopy an adequate tool in the study of nucleoids.

In this study, we highlighted the correlation between nucleoids’ number and the cell size
on one part, and mitochondrial network organization on the other. Following cell types
and cell lines, HelaS3 human adenocarcinoma (not shown) or skin fibroblasts, cell size
and the corresponding mitochondrial network varied in surface and length respectively.
We observed that the number of nucleoids follows these variations and fibroblasts, the
largest cells we have tested, have the greater number of nucleoids. We thus investigated a
possible correlation between cell size, mitochondrial length and the number of nucleoids.
Using fibronectin micropatterned support, which allows governing of cell size and shape,
we demonstrated a statistically significant relationship between nucleoids number and
mitochondrial network length, which is itself correlated to cell size. Cell volume
expansion, thus promotes mitochondrial network development and certainly nucleoids
replication. By measuring the mean number of nucleoids relative to the length of
mitochondrial tubules, we confirmed this proportional relationship between the number
of nucleoids and the length of mitochondria tubules. These results depend on a strictly
controlled nucleoids spacing, allowing nucleoids to be present in all mitochondrial
network enabling the functionality of mitochondria.

We showed a variation of this nucleoids spacing depending on mitochondrial network
organization within the cell. Our measurements showed that the distance between the
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nucleoids increases when mitochondria stretch out as shown in long mitochondrial
tubules reaching the peripheral cellular limits, whereas in the connected, dense, cross-
linked network, with many branch points as shown around the MTOC (Microtubules
Organizing Center) [25], the nucleoids spacing is low. Consequently, we found a higher
density of nucleoids in this large central region of the cell around the MTOC composed
of a reticulated mitochondrial network intertwined around the Golgi apparatus and the
endoplasmic reticulum [25]. Several studies have shown that the MTOC plays essential
role in many biological processes, participating in the control of cell shape, cell division
and cell motility [30,31]. Our imaging approach has shown a rich density of
mitochondrial reticulated network around this MTOC, raising the question of a possible
MTOC being a hotspot for mtDNA replication and duplication. Altogether, our data
showed that the inner cell organization of the mitochondrial network based on
microtubules network plays a major role in the control of the nucleoids number.

In controlled culture conditions, normal fibroblasts, human skin or mouse embryonic,
have a tubular mitochondrial network, connected and dynamic characterized by fusion
and fission events. These events are mediated in cases of fusion mainly by OPA1, which
was shown to be the causative gene in a mitochondrial-related pathology, ADOA
(Autosomal Dominant Optic Atrophy) [32,33]. Knock out of the OPA1 gene was shown
to disrupt connectivity of the mitochondrial network, thus we used OPA1 models to
further establish the relation between nucleoid number and distribution, and
mitochondrial network length and volume.

OPAL depletion in MEFs inhibits mitochondrial fusion events leading to a total
fragmentation of the network with isolated spheroids mitochondria distributed in all cell
surfaces [22].

We showed, both in human OPA1:pS545R and opal”™ MEFS that mitochondria do not
accumulate nucleoids per mitochondrion without respecting nucleoids spacing equivalent
to healthy mitochondria despite a slight increase in mean spacing due to the absence of a
reticulated network. In cases of OPA1 mutations, the distribution of nucleoids still
remained a controlled event.

As previously shown [22,27], we show a 75% decrease in nucleoids number and a large

number of mitochondria devoid of detectable nucleoids. This reduction of nucleoids
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number was associated with a decrease of mtDNA content in opal” MEFs. Interestingly,
the decrease in mtDNA copy number is not as significant as nucleoids’ decrease, which
concludes to a higher mtDNA/nucleoid ratio.

Human OPAL: pS545R patient’s fibroblast cells, which displayed a fragmented
mitochondrial network phenotype showed similarly a decrease of nucleoids number per
cell. Incongruously, all isolated mitochondria presented at least one nucleoid compared to
the knock out model. Fragmentation of the mitochondrial network was also associated
with an increase of the mtDNA/nucleoid ratio as the mtDNA content was not affected. As
we did not find evolution of mtDNA copy number following passages, we conclude that
mtDNA replication rate is not affected in cases of OPAL1 mutations.

This increase of the number of mtDNA per nucleoid, however suggests a difficulty of
cells to distribute genomes through other mitochondria. OPA1 mutations lead to the
assembly of DNA molecules into multigenomic nucleoid structures due to loss of fusion
events, which are crucial to exchanges of mitochondrial components. This multicopy
mtDNA coexistence per nucleoid found in this study is consistent with the faithful
nucleoid model and many other studies [9,34,35] while in recent studies with rotatory
shadowing eletron microscopy, Kukat et al. suggested a nucleoid model in which TFAM
aggregates show cross-strand binding to a single mtDNA molecule[19]. Interestingly, by
using MEFs overexpressing TFAM and STED microscopy, they showed that increased
mtDNA copy number per cell increases nucleoids number without altering their nucleoid
sizes. They mentioned in their supplementary data that MEFs TFAM-OE have a higher
cell size. According to their study, TFAM should be the principal organizer of mtDNA
nucleoids, and is sufficient to coordinate compaction of DNA with proteins [19,34];
however, one cannot exclude that other proteins affect mtDNA packaging.

The complex nucleoid structure containing several mtDNA molecules may impair the
ability of the cell to select against deleterious mtDNA mutations [36]. These findings
may be part of the answer as to the accumulation of mtDNA multiple deletions in post-
mitotic tissues of syndromic ADOA patients caused by missense mutations in the OPA1
GTPase domain [37]. Several works have shown that OPA1l mutations may lead to a
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disruption of cristae structure [38] and Cameron et al have shown that loss of cristae
invagination affects the integrity of nucleoids, certainly to the role of OPAL1 in nucleoid
attachment to the mitochondrial inner membrane [39] [40]. All of this suggest that
mtDNA accessibility for transcription may be affected, which in turn could reduce
mtDNA encoded subunits, disturbing hence the equilibrium of OXPHOS complexes and
mitochondrial OXPHOS coupling [41]; thus taking part in the pathogenic processes.

CONCLUSION

We have shown that nucleoids number is relative to mitochondria length, the longer and
broader the network, the greater the number of nucleoids. 3-D image analysis showed
that nucleoids spacing increases under that configuration, while being relatively small in
short and highly connected mitochondria. We have shown that OPAl mutations
characterized by severe fusion defect lead to a decrease of mitochondrial mass associated
with a decrease of the number of nucleoids. Our studies, in addition to highlighting a
direct relationship between membrane plasticity and nucleoids regulation, also highlights
the weaknesses of mtDNA copy number appreciation as a tool to quantify mitochondria
mass. We have shown in OPA1 mutations, an increase in the number of mtDNA
molecules per nucleoid, a higher compaction rate, which was shown in previous studies

to select deleterious mutations, thereby contributing in ADOA pathogenesis.
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Fig. 1.

Heterogeneous distribution of mitochondria and nucleoids according to cell types
and shapes. A: Overlay imaging of fluorescent probes staining mitochondrial network
(TMRM in Red) and nucleoids (PicoGreen in green) in skin fibroblast. A;. Details of

mitochondrial tubule with 5 nucleoids. Scale bar 0.3 um. A,. Using Imaris spot detection
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and measurement point, spacing between nucleoids are shown. As. Orthogonal view of
nucleoids distribution within the network volume. B: Nucleoids distribution (in green) in
the mitochondrial network (in red) in HeLaS3 cell line, nucleus (in Blue). Scale bar 10
pm. Ci.4: Heterogeneity of mitochondrial shape (in red) and nucleoids number and
distribution (in green) according to fibroblasts cell shape and surface. Scale bar 10 um.
D: Comparison of nucleoids number in different cell types: HeLaS3, MEF and HSF

(Mouse Embryonic Fibroblast, Human Skin Fibroblast)
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Fig. 2.

Nucleoids number increases with increasing cell size dictated by cell

micropatterning.

A: Overlay imaging of mitochondria (TMRM in red) and nucleoids (PicoGreen in green)

from fibroblasts seeded on coverslips carrying Y-shaped concave L, XL and XXL
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micropatterns (Cytoo®) adopt standardized triangular shapes with different sizes. Imaris
spot detection was used to match the localization of nucleoids. C: Nucleoids
quantification in total mitochondrial network. Values are the mean + s.d. of at least 40

measurements from two independent experiments. *P < 0.01, Mann-Whitney U-test.
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Fig. 3.

Mitochondrial length and network reticulation control nucleoids number and
spacing.

A: Scatter diagrams and best fit curve of linear regression of the number of nucleoids per
mitochondrial length. B: Overlay imaging of mitochondria (TMRM in red) and nucleoids
(PicoGreen in green) in control fibroblasts (B1). Blue spot indicates MTOC position.
Three configurations of mitochondria network are shown: a dense connected network
(B2); a long tubular network (Bs). and isolated mitochondria (Bs). C: Scatter diagrams
representing correlation between mitochondrial length, nucleoids number and spacing,
and the nucleoids number per um of mitochondrial length (352 measurements from three

independent experiments).
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Fig. 4.

OPAL induced mitochondrial network fragmentation is associated with a drop of
mitochondrial volume and reduction of nucleoids number.

Al: Overlay imaging of mitochondria (TMRM, red) and nucleoids (PicoGreen in green)
in control fibroblasts. Fibroblasts settled on coverslips carrying Y-shaped concave
micropatterns (Cytoo®) adopt standardized triangular shapes. A,: Square detailed
imaging. B1l: Representative images of OPA1-p.S545R fibroblasts showing the
distribution of nucleoids in the fragmented mitochondrial network associated with a
decreased mitochondrial volume (B1, details in B2). C1-4: Higher fluorescent nucleoid
intensity (PicoGreen) in isolated mitochondria compared to nucleoids signal in long
tubules in OPA1:p-S545R fibroblasts, (see box, highest intensity in red and lowest
intensity in blue); color code shows the heterogeneity of nucleoid intensity (C,). Scale bar
10 um. Nucleoids spacing quantification in the mitochondrial network showing tubular
and short isolated mitochondria (C; detail in C3).

D. Mitochondrial volume (D;) and nucleoids quantification (D) in skin fibroblasts from
control (n=4) and patients with OPAl mutations: non-fragmentated OPAL-
p.Val903Glyfs*3 fibroblasts, versus highly fragmented OPA1-p.S545R fibroblasts.
Values are the means + s.d. of at least 40 measurements from three independent
experiments.

E. Overlay imaging of mitochondria (TMRM, red) and nucleoids (PicoGreen) in wild-
type MEFS (E;) and MEFS Opal-/- (E3) seeded on coverslips carrying Y-shaped concave

micropatterns (Cytoo®) adopt standardized triangular shapes. The color code shows the
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heterogeneity of nucleoid intensity (E..E4;). Higher fluorescent nucleoid intensity
(PicoGreen) in MEFS Opal-/- (E3.4) mitochondria compare to WT (E1-2);

F-G. Mitochondrial volume (F) and nucleoid quantification (G) in mouse embryonic
fibroblasts: MEFwt and MEF Opal-/-. Values are the mean % s.d. of at least 40
measurements from three independent experiments. *: P < 0.01, #*: P <0.001, Mann-

Whitney U-test. Scale bar 10 um.

MtDNA nucleoids mtDNA/nucleoid ratio
MEFwt 392 (+/-67) 349 (4. 65) 1.1¢-02)
MEF OPA1-/- 150 (+/-58) 87 (- 55) 1.7 4ro2) *
Controls 1079 (/- 204) 565 (+/119) 1.9 (402
OPA1:p.(Val903Glyfs*3) | 1150 (4. 256) 503 (+/-153) 2.2 (+-02)
OPAL:p.(S545R) 1285 (/- 260) 384 (11.126) 3.3 402

Table 1

mtDNA/ Nucleoid ratio increases following mitochondrial network fragmentation
induced by OPAL mutations

mtDNA gPCR and nucleoids quantification in skin fibroblasts from patients with
dominant mutations: OPA1-p.Val903Glyfs*3, OPA1:p.S545R human fibroblasts and
Mouse embryonic fibroblasts MEFwt and MEF OPA1™. Values of qPCR are the means +
s.d. of 40 measurements from three independent acquisitions. Control values are the

means + s.d. of four healthy controls.
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Supplementary Movie 1: Mitochondrial nucleoid distribution and spacing.
Overlay imaging of mitochondria (TMRM, red) and nucleoids (PicoGreen in green) in
control fibroblasts. Fluorescent nucleoids signal was detected with Imaris spot detection

software to quantify nucleoids spacing.
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Résultats et discussion

La biogenese mitochondriale nécessite une régulation coordonnée de l'expression
des génomes nucléaires et mitochondriaux. La communication entre le noyau et les
mitochondries est complexe notamment du fait de la distribution cellulaire
mitochondriale, de la dynamique du réseau mitochondrial et du cycle cellulaire. Les
mécanismes de fission et de fusion mitochondriales jouent un réle important dans la
biogenese et la distribution des protéines néo-synthétisées (H. Chen et al. 2010). La
transcription de 'ADNmt est activée afin de maintenir l'activité des complexes
OXPHOS en parallele de la plasticité mitochondriale. De méme la réplication de
I’ADNmt dépend de différents facteurs qui participent a la structuration des
molécules d’ADNmt, notamment TFAM qui est impliqué dans la compaction de cet

ADNmt. La quantité d’ADNmt, reflete I'activité OXPHOS des cellules et des tissus.

Il est largement décrit que le nombre de nucléoides varie en fonction du type
cellulaire (D. F. Bogenhagen 2012). Nous avons souligné par nos travaux la
corrélation entre le nombre de nucléoides et la taille des cellules d'une part, et

|'organisation du réseau mitochondrial de I'autre.

En fonction des types et lignées cellulaires, HeLaS3, HepG2, SHSY-5Y, 143B ou des
fibroblastes de peau, la taille des cellules et le réseau mitochondrial varient. Nous
avons observé que le nombre de nucléoides suit ces variations. Les fibroblastes, qui
sont les plus grandes cellules que nous ayons testés, ont le plus grand nombre de

nucléoides.

L’utilisation du support avec micropattern de fibronectine nous a permis de
controler la taille des cellules et la forme. Nous avons démontré une relation
statistiquement significative entre le nombre de nucléoides et la longueur du réseau
mitochondrial, qui est elle-méme corrélée a la taille de la cellule. L’expansion du
volume cellulaire favorise ainsi le développement du réseau mitochondrial et la
réplication des nucléoides. En mesurant le nombre moyen de nucléoides par rapport
a la longueur de tubule mitochondriale, nous avons confirmé cette relation de

proportionnalité entre le nombre de nucléoides et la longueur des tubules. Ces
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résultats montrent un espacement des nucléoides strictement contro6lé, ce qui
permet aux nucléoides d'étre présents dans l'ensemble du réseau, assurant ainsi la
fonctionnalité des mitochondries. Nos mesures ont montré que la distance entre les
nucléoides augmente dans les longs tubules atteignant les limites cellulaires
périphériques, alors que dans le dense réseau réticulé, I'espacement des nucléoides

est faible.

Cette répartition dépend probablement de l'organisation ultrastructurelle des
mitochondries. La présence des crétes qui sont réparties de maniére réguliere
pourrait déterminer cet espacement des nucléoides. En effet, plusieurs études
suggerent un confinement des nucléoides dans la poche des crétes avec plus ou
moins un ancrage a la MIM (Busch et al. 2014). La structure, 'organisation des
crétes et leur densité est trées dépendant du remodelage mitochondrial. Nous avons
en microscopie électronique a transmission constaté une diminution de la densité
des crétes dans les mitochondries tres tubulaires en conséquence de leur
espacement tres important; alors que dans les mitochondries trés courtes, les
crétes sont tres denses et proches. De ce fait, la distribution et 'espacement des
nucléoides sont également tributaires de la structure du réseau mitochondrial. La
structure du réseau mitochondrial change allant d’'un réseau hyper-tubulaire lors
d’une privation en sérum a un réseau hyper-fragmenté lors d’un stress aigu comme
les conditions hypoxiques (Galloway, Lee, et Yoon 2012). De méme, en réponse a des
concentrations d'ADP faibles, la morphologie de la membrane interne change d'un
état «condensé», caractérisé par un compartiment matriciel dense avec de larges
crétes, a un état «orthodoxe», avec une expansion, une matrice moins dense et des
crétes plus compactes (Mannella 2006; Cogliati, Enriquez, et Scorrano 2016). Nous
pourrions imaginer que dans un long tubule mitochondrial, le remodelage des
membranes se fait par un étirement de la surface préexistante. Ce remodelage va
donc donner des crétes moins denses, plus espacées et donc des nucléoides
compartimentés plus espacés en accord avec nos résultats. En effet, si on se base sur
les regles de I'échelle des organites dans le cytoplasme (organelle scaling), les
organites tels que le RE ou les mitochondries organisés en réseaux sont distribués
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dans le cytoplasme en augmentant leur longueur linéaire tout en gardant leur
volume et leur surface a peu pres constante (Chan et Marshall 2010). Ceci conforte
donc notre hypothése qui est que 'unité mitochondrial est a peu pres constante, et
I'extension du réseau mitochondrial augmente la longueur tout en préservant la

surface extérieure et le volume.

Nous avons également observé un nombre tres élevé de nucléoides autour du
noyau. Cette régionalisation intracellulaire est peut étre dictée par la
communication des deux génomes, nucléaire et mitochondrial. Des études
d’hybridation in situ ont montré une population trés hétérogéne des nucléoides
(Chatre and Ricchetti 2013b). Bien que la réplication du génome mitochondrial soit
active a travers le cycle cellulaire, une fraction limitée des structures
mitochondriales montrent une synchronisation avec la synthese de I'ADN nucléaire
(Chatre et Ricchetti 2013a). La distribution cellulaire de ces mitochondries actives
n’est pas évoquée dans I’étude, mais nous supposons que ces mitochondries doivent

étre autour du noyau pour faciliter les échanges.

Ces résultats mettent en évidence que la distribution des nucléoides est donc
dépendante de I'organisation des crétes qui sont elles-mémes dépendantes de la
structure et de la taille des mitochondries. La taille et la structure de ces
mitochondries sont régulées non-seulement par la capacité d’extension cellulaire
propre a chaque type cellulaire et au microenvironnement de la cellule, mais
également par les événements de fusion et de fission mitochondriales. Nous avons
étudié I'impact des mutations OPA1 sur cette distribution des nucléoides. Nous
avons utilisé deux lignées d’OPAI1 mutées, une présentant un réseau hyper-
fragmenté et l'autre un réseau mitochondrial non-altéré, ainsi que des MEFs

déplétés en OPAL.

La déplétion de la protéine OPA1 dans les MEFs inhibe les événements de fusion
mitochondriale conduisant a une fragmentation totale du réseau d’ou la présence de
mitochondries isolées plus ou moins sphéroides répartis dans toutes les surfaces

cellulaires (H. Chen, McCaffery, et Chan 2007). Comme précédemment montré (H.
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Chen, McCaffery, et Chan 2007; Ban-Ishihara et al. 2013), nous montrons une
diminution de 75% du nombre de nucléoides et un grand nombre de mitochondries

dépourvues de nucléoides détectables.

Fait intéressant, la diminution du nombre de copies ADNmt n’est par contre pas
aussi importante que la diminution des nucléoides, conduisant ainsi a une
augmentation du nombre de molécules d’ADNmt plus important chez les

MEFs_opal-/- comparés aux MEFs sauvages.

Dans les fibroblastes portant des mutations OPA1, nos résultats montrent que la
distribution des nucléoides est toujours une activité contrdélée. Les mutations
d’OPA1 associées a une forte fragmentation du réseau mitochondrial, montrent
également une augmentation du nombre de copies d’ADNmt par nucléoide.
L’existence de multicopies d’ADNmt par nucléoide trouvées dans cette étude est
compatible avec le ‘faithful model’. Ce modeéle défend l'existence de plusieurs
molécules d’ADNmt par nucléoide (Legros et al. 2004; Kaufman et al. 2007; R. W.
Gilkerson et al. 2008), tandis que des études récentes de Kukat défendent un modele
de nucléoide mitochondrial composé d’'une molécule d'ADNmt unique compactée
par TFAM, d’abord par la super-résolution, ensuite par des approches in vitro (Kukat
et al. 2015). Les divergences peuvent provenir de différentes approches
expérimentales appliquées dans les études, mais aussi des types cellulaires, ou d’'un
changement de métabolisme cellulaire induit par les conditions de la culture

cellulaire (D. F. Bogenhagen 2012).

L’existence de nucléoides multigénomiques dans les mutations OPA1 associées a
une fragmentation du réseau mitochondrial et les MEFs opal-/- suggeére une
difficulté pour les cellules a distribuer cet ADN a travers d'autres mitochondries
dues a une diminution voir une perte d'événements de fusion. Cette structure
complexe du nucléoide contenant plusieurs molécules d’ADNmt altérerait la
capacité de la machinerie de controle-qualité a sélectionner et éliminer 'ADNmt

mutant favorisant ainsi 'expansion de mutations déléteres (D.F. Bogenhagen 2012).
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Nous avons montré que le nombre de nucléoides est relatif a la longueur des
mitochondries, plus le réseau est long et large, plus le nombre de nucléoides est
élevé. L’analyse d'image en 3-D montre toutefois que l'espacement des nucléoides
augmente en vertu de cette configuration, tout en étant relativement faible dans les
mitochondries fortement connectées, comme cela peut étre le cas autour du MTOC
(microtubule organizing center). La compréhension de la pertinence de la
distribution des nucléoides est essentielle pour élucider son impact sur la fonction
mitochondriale dans les tissus tels que les neurones. En effet dans ces cellules,
'organisation structurale notamment les grands prolongements cytoplasmiques est

essentielle a leur fonction.

Nous avons montré que des mutations OPA1 caractérisées par de graves défauts de
fusion conduisent a une diminution du nombre de nucléoides. Cette diminution du
nombre de nucléoides est associée a une augmentation du nombre des molécules
ADNmt par nucléoide, un mécanisme qui est présenté comme favorisant
I'accumulation de mutations déléteres, contribuant ainsi a la physiopathologie de

I’ADOA.

Nous avons accessoirement montré que la baisse de la masse mitochondriale
associée aux mutants fragmentés était corrélée a la diminution du nombre de
nucléoides. Nos études, en plus de mettre en évidence une relation directe entre la
plasticité de la membrane et la régulation des nucléoides, mettent également en
évidence les faiblesses de la quantification du nombre de copies 'ADNmt comme
outil reflétant la masse mitochondriale lors du diagnostic. Compte tenu de la
corrélation étroite que nous avons trouvée entre la masse des mitochondries et le
nombre des nucléoides, il pourrait étre plus pertinent d'utiliser le nucléoide comme
un outil d'évaluation de la masse mitochondriale et donc du renouvellement

mitochondrial.
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La mitophagie et l'autophagie dans les

mutations d’ OPAr
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Introduction

L’Atrophie optique autosomique dominante (DOA) est une maladie rare (fréquence
1/30000), qui affecte la fonction et la survie du nerf optique. La DOA est
cliniquement caractérisée par une apparition juvénile avec une réduction bilatérale
progressive de l'acuité visuelle, une paleur temporelle de la papille optique et une
tritanopie. Il y a une variabilité intra et interfamiliale dans la progression et la
gravité de la maladie. Des mutations dans le géne atrophie optique 1 (OPA1 AIM #
605290) sont responsables d'environ 60 a 80% des cas de DOA (Kjer 1959; Delettre
et al. 2000; Alexander et al. 2000; Amati-Bonneau et al. 2005; Yu-Wai-Man et al.
2011).

Des études génotypiques-phénotypiques des atrophies optiques ont conduit a
l'identification d’'un nouveau groupe "DOA plus" (DOA+), qui présente des signes
cliniques sévéres apparaissant chez le jeune adulte et représentant 20% des cas
d’atrophie optique associés a OPA1. Ces formes syndromiques de 1'atrophie optique
comprennent une surdité, une myopathie, une encéphalopathie et une neuropathie
(Amati-Bonneau et al. 2008). La fin des années 2000 a vu I'’émergence d’'un nouveau
phénotype, sévére et précoce, associé a des mutations d’'OPA1. Les signes cliniques

évoquaient le syndrome de Behr (OMIM %210000).

Méme si les caractéristiques cliniques semblent se confondre, des différences

physiopathologiques existent entre le syndrome de Behr et le DOA+.

En effet, I'dge de début de l'atrophie optique et le tableau neurologique est différent
dans les deux syndromes. Le syndrome de Behr est une maladie infantile (début
avant 3 ans), tandis que le DOA+ semble concerner principalement des adultes dans
leur troisieme ou quatrieme décennie. Les mécanismes physiopathologiques des
maladies liées aux mutations d’OPA1 sont activement étudiés. Ces études montrent
un lien avec une perturbation de la dynamique mitochondriale, une instabilité de
I'ADNmt et une altération de la phosphorylation oxydative mitochondriale. Ces
différents événements activeraient une cascade moléculaire irréversible vers la

mort cellulaire. Plusieurs études ont démontré une réduction des activités des
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différents complexes de la chalne respiratoire mitochondriale, notamment le
complexe [ et le complexe 1V, dans des biopsies musculaires et des fibroblastes
obtenus a partir de patients atteints de DOA associés a des mutations confirmées
d’OPA1 (Lodi et al. 2011; Hudson et al. 2008; Guillery et al. 2008; Chevrollier et al.
2008). Néanmoins, ces altérations ne sont pas la marque de toutes les mutations
OPA1; toutes les mutations ne sont pas associées a des déficits énergétiques, ni a

des déplétions de 'ADNmt ou des délétions multiples de 'ADNmt.

Il n’y a pas d’hypothese physiopathologique majeure dans les pathologies liées a
OPA1. 11 existe probablement une cascade d’altérations en fonction des types de
mutations. De méme que la question a savoir pourquoi les mutations OPAI
conduisent la plupart du temps a la dégénérescence sélective des cellules

ganglionnaires de la rétine, ou par extension a celle des neurones reste a découvrir.

Plusieurs études ont émis 1'hypothese d'une dépréciation possible du contréle-
qualité des mitochondries dans le mécanisme de neurodégénérescence observée
dans l'atrophie optique. En effet, les études de Twig et al. montrent que la fission et
une fusion sélective régissent la ségrégation mitochondriale et leur élimination par
autophagie. Leurs expériences de pulse-chase et d’inhibition de l'autophagie a
I'étape pré-protéolyse montrent que les mitochondries ciblées par la machinerie de
dégradation perdaient leur AWm et présentaient par ailleurs des taux d’OPA1l
fortement diminués (Twig et al. 2008). La machinerie de la dynamique
mitochondriale, en particulier OPA1, intervient donc dans la régulation de la
dégradation mitochondriale. De plus, les observations d’une accumulation
d’autophagosomes chez les souris knock-in OPA1 confortent I'’hypothése d’une
altération de la voie autophagique (Sarzi et al. 2012). L’autophagie constitue une
voie de survie cellulaire en cas de carence nutritive par exemple qui assure la
dégradation appropriée des organites et un recyclage des composants cellulaires. La
qualité et le nombre des mitochondries sont réglementés par la mitophagie, un
processus par lequel les mitochondries excessives ou endommagées sont soumises
a la dégradation autophagique. Une dérégulation de la mitophagie contribue a une

accumulation de mitochondries endommagées conduisant ainsi a une perte
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neuronale progressive dans de nombreuses maladies neurodégénératives y compris
la maladie de Parkinson et la maladie d'Alzheimer. Plusieurs éléments suggerent
une régulation bidirectionnelle entre la machinerie de dégradation et les
mitochondries. Les niveaux d'ATP, I'équilibre redox, la production de ROS et la
morphologie des mitochondries constituent des signaux pro-autophagiques (Hardie
2011; Morselli et al. 2009; Rambold et al. 2011). Un lien étroit existe entre les
acteurs de la dynamique mitochondriale et la machinerie autophagique. En effet,
plusieurs études ont montré que la fission mitochondriale était I'étape initiatrice de

la dégradation autophagique des mitochondries altérées.

Nous avons travaillé a partir de lignées primaires de fibroblastes de patients DOA+
et Behr. Nous avons étudié I'impact des altérations du réseau mitochondrial et de la
phosphorylation oxydative sur l'activation des voies de la mitophagie et de

I'autophagie chez ces patients.
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Abstract

Background: OPAl mutations cause mitochondrial dynamic-disorders ranging from
isolated Dominant Optic Atrophy (DOA) to distinct multisystemic presentations: the
neurological and muscular DOAplus developing in early adulthood related to
heterozygous OPA1-missense mutations with a dominant negative effect and the severe
infantile-onset neurological disorder Behr syndrome, which is associated to haplo-
insufficiency compound-heterozygous OPAL mutations. In this study, we report a new
genotype-phenotype correlation between OPAl mutation types and mitochondrial

turnover.

Methods: Mitochondrial respiration analysis was done by oxygraphy using patient
fibroblasts. Mitochondrial morphology and mitophagy analysis were assessed by 3D
fluorescent microscopy. LC3Il and P62 macroautophagy proteins were quantified by
Western-blot.

Results: Crucial parameters of mitochondrial turnover were similarly increased in DOA+
in response to a highly mitochondrial fragmented network and mitochondrial uncoupling.
In contrast, Behr fibroblasts showed a substantial reduced mitochondrial turnover even

upon mitochondrial induced injuries.

Conclusions: Our results disclose for the first time distinct alterations of mitochondrial
physiology and turnover in OPA1 mutated cells underlining the necessity to develop

different therapeutics strategies in mitochondrial dynamics-related diseases.
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Mitochondrial disorders remain a highly heterogeneous group due to the dual genomic
background of proteins involved in the regulation of mitochondria function and integrity
(Yu-Wai-Man et al. 2011; Lenaers et al. 2012a; Chao de la Barca et al. 2015) . OPAL, a
nuclear-encoded gene, is linked to a spectrum of inherited disorders all including a visual
impairment due to retinal ganglion cell and optic nerve degeneration (Yu-Wai-Man et al.
2011; Lenaers et al. 2012a; Chao de la Barca et al. 2015). The first identified, Dominant
Optic Atrophy (DOA, MIM#165500) is characterized by isolated progressive,
irreversible bilateral visual impairment, occurring during the first two decades of life,
with temporal disc pallor at fundus examination, loss of the central visual field and color
vision defect (Alexander et al. 2000; Delettre et al. 2000), the severity of visual loss being
highly variable between and within families, and in most cases associated to OPA1 haplo-
insufficiency (Burté et al. 2015). In isolated DOA (Chao de la Barca et al. 2015), only
mild to severe visual impairments are reported without secondary symptom. Later, it was
evidenced that in 20% of DOA cases, individuals had additional symptoms, including
sensorineural deafness, ataxia, myopathy, chronic progressive external ophtalmoplegia
and peripheral neuropathy, which appear progressively during the second decade of life
and after. In most cases, this syndrome called DOAplus (DOA+, MIM#125250) is
associated to dominant negative mutations affecting OPA1 GTPase domain (Amati-
Bonneau et al. 2005; Yu-Wai-Man et al. 2011).

Recently, we and others reported that the Behr syndrome (MIM#210000), an infantile
and severe neurological disorder, associating DOA to spinocerebellar degeneration,
pyramidal signs, peripheral neuropathy, gastrointestinal dysmobility and retarded
development, is caused by biallelic OPA1 mutations (Bonneau et al. 2014; Carelli,
Sabatelli, et al. 2015). Other extremely rare associations including DOA and spastic
paraplegia, multiple sclerosis-like syndrome, Parkinsonism and dementia have also been
reported recently in heterozygous OPA1 mutated individuals (Carelli, Musumeci, et al.
2015; Verny et al. 2008; Yu-Wai-Man et al. 2011), as well as DOA associated to a severe
encephalopathy and hypertrophic cardiomyopathy in a homozygous consanguineous
family (Spiegel et al. 2016). Thus, high phenotypic diversity ranging from moderate and

isolated optic atrophy to severe neonatal syndromes is related to the types of OPAl
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mutation and to their mono- or bi-allelic inheritance, and eventually to altered
mitochondrial genome integrity.

Anchored to the mitochondrial inner membrane, OPAL is a large GTPase from the
dynamin family, which is involved in mitochondrial network morphology and dynamics,
and inner membrane cristae structure (Cipolat et al. 2004; Chevrollier et al. 2008).
Dysfunctions associated to OPA1 mutations have been studied in several cellular and
animals models, and all revealed altered fusion activity, increased susceptibility to
apoptosis (Bossy-Wetzel et al. 2003), bioenergetic defects (Chevrollier et al. 2008;
Nochez et al. 2009), altered calcium homeostasis (Fulop et al. 2015), accumulation of
autophagosomes (Sarzi et al. 2012) and compromised synaptic maturation and
dendritogenesis (Ambre M. Bertholet et al. 2013; Leruez et al. 2013).

How OPA1-defects lead to these syndromes remains elusive. So far, the scientific body
agrees that it is a combination of disturbed mitochondrial dynamics, mtDNA instability
and impaired mitochondrial oxidative phosphorylation that may be behind neuronal loss
(Spiegel et al. 2016). Nevertheless, in our experience, patient fibroblasts derived from
skin biopsies carrying different OPA1 mutations are far from having homogenous
phenotypes. Indeed, for example, the fragmentation of the mitochondrial network as well
as the bioenergetics defects are not hallmarks of all DOA fibroblasts, suggesting that
different pathological mechanisms are related to different OPAL mutations, and that the
genetic background could further impact the expressivity of the OPAl-related
mitochondrial dysfunctions. Consequently the variability of the clinical expression may
be related to distinct biological defects associated to OPA1 mutations. In several other
neurodegenerative diseases including Parkinson’s and Alzheimer’s disease, neuronal loss
was attributed to altered mitochondrial turnover (Palikaras and Tavernarakis 2014).
Given the regulatory role of mitochondrial dynamics actors including OPAL, in
mitophagy and autophagy processes, we support that mitochondrial turnover is
differently impacted in Behr and DOA+ patients.

OPAL1 skin fibroblasts of this study were inferred from DOA+ and Behr patients
((Hudson et al. 2008; Bonneau et al. 2014) and this study) and their genotypes are
described in supplementary table I. The Behr bi-allelic mutations combined the missense

mutation p.lle382Met in the GTPase domain to a second pathogenic truncative or
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missense mutation. The DOA+ p.Ser545Arg mutation is located in the dynamin domain
of OPAL. Pathophysiological analysis of syndromic DOA+ forms mainly associated to
the recurrent p.Arg445His amino acid change, revealed a dominant negative effect of
OPA1 mutations associated to a highly fragmented network, respiration impairment and
increased susceptibility to apoptosis (Amati-Bonneau et al. 2005). The data that we report
here with the dominant-negative OPA1-p.Ser545Arg isoform perfectly fits with previous
observations. Indeed, morphometric analysis of mitochondrial network of DOA+
fibroblasts with the p.Ser545Arg mutation showed mitochondrial network
hyperfragmentation (Figure 1A and see online supplementary methods), while Behr
fibroblasts with compound heterozygous mutations displayed a less fragmented network
(FigurelA). Quantification of mitochondrial to cellular volume ratio showed a 20%
decrease of mitochondrial content in DOA+ fibroblasts, compared to controls, while no
significant loss of mitochondrial volume was evidenced in Behr fibroblasts (Figure 1A).
Mitochondrial respiratory function was assessed in DOA+ and Behr fibroblasts. The
oligomycin-insensitive respiration, i.e. independent of ATP-synthase, was 1.5 higher in
DOA+ compared to control fibroblasts, indicating increased non-phosphorylating
respiration. These DOA+ fibroblasts showed a lower respiratory control ratio (RCR)
compared to Behr and control fibroblasts, indicating a mild uncoupling. The RCRp
showed that the respiration-related to ATP production was also higher in DOA+. And, as
regard to the basal respiration in all groups, to reach such ATP production, DOA+ cells
use a greater portion of their respiratory reserve capacity than do control and Behr
fibroblasts, as reflected by the ratio of basal respiration to the FCCP-uncoupled
respiration (R/FCCP) (Fig.1B). Thus, conversely to DOA+ cells that display mild
uncoupling, Behr fibroblasts do not show significant deficiency of mitochondrial
respiration.

We further assessed by Western-blot analysis, the amount of proteins from the different
respiratory complexes, and found a significant increase in the ATP5A complex V subunit
in DOA+ compared to control cells, witnessing a compensatory mechanism to sustain
ATP production (see supplementary, Figure 1S). We also found a mild increase of
ATP5A in Behr fibroblasts. Altogether, these data revealed that DOA+ fibroblasts
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present a clear alteration of mitochondrial fusion and oxidative phosphorylation, whereas
these parameters were not significantly affected in Behr cells.

To gain further insights in DOA+ and Behr pathophysiology, we assessed the
latent micromitophagy level, by measuring the colocalization of lysosomes and
mitochondria, a parameter reflecting mitochondrial degradation events. Using
micropatterned coverslips to standardize cell size and shape, colocalization
quantifications showed a significantly higher rate of mitophagy events in DOA+
fibroblasts, compared to control and Behr cells (Figures 2A and B). In addition, we found
an increased number of lysosomes in DOA+ fibroblasts, whereas in Behr cells the
amount of lysosomes remained similar to controls (Figure 2A). Transmission electron
microscopy observations and quantifications of autophagosome-like structures, reflecting
macroautophagy, further revealed a significant lower number of autophagosomes in Behr
compared to DOA+ fibroblasts, hinting a latent lower rate of mitochondrial turnover in
Behr fibroblasts (Figure 2B and supplementary 2S). Thus, mitochondrial
hyperfragmentation caused by OPAZ1-p.Ser545Arg mutation facilitates mitophagy in
DOA+, while this process is not observed in Behr fibroblasts, suggesting either that it is
not latently activated, as in DOA+ fibroblasts, or is functionally impaired.

To clarify the efficiency of macroautophagy activation in Behr and DOA+ fibroblasts, we
assessed the amounts of LC3I1l and P62 proteins, which reflect the autophagy process,
whole-mitochondria degradation being dependent of the macroautophagy pathway
(Komatsu et al. 2007). In the absence of induction of the autophagy pathway, we found
that LC3II level was significantly lower in Behr fibroblasts, compared to DOA+ cells,
while P62 expression level was higher in Behr compared to DOA+ fibroblasts,
suggesting that macroautophagy is impaired in Behr cells (Figure 2C and Supplementary
39).

To assess the efficiency of autophagy fluxes, we first modulated this process using
chloroquine (CQ), an inhibitor of autophagy that prevents the fusion of autophagosomes
and lysosomes, thereby blocking vesicle breakdown and degradation, and LC3lI
recycling (Moon et al. 2015). Following CQ treatment, more than 80% of LC3 was under
its unconjugated LC3Il form in DOA+ fibroblasts, whereas the opposite effect was

observed in Behr and control fibroblasts (Figure 2C). Hence, CQ induced an
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accumulation of P62 levels in control and DOA+ fibroblasts (Figure 2C), but not in Behr
cells. Thus, these results suggest that the autophagy flux is affected in Behr fibroblasts,
while this process is over-stimulated in DOA+ cells.

We then assessed the consequences of autophagy induction, using the mitochondrial
uncoupler CCCP that collapses the mitochondrial membrane potential to boost the
elimination of damaged mitochondria by macroautophagy (East et al. 2014). In the three
genetic backgrounds, CCCP induced an increase of LC3Il expression, witnessing an
efficient autophagy response. Nevertheless, while CCCP treatment induced 100% of LC3
conversion in LC3Il in controls and DOA+ cells, a restricted 75% conversion was
observed in Behr fibroblasts (Figure 2C). Micromitophagy and macroautophagy are
highly stimulated in DOA+, most probably because mitochondria are fragmented and
also because despite a mild uncoupling, mitochondrial ATP production is supported
through increased oxidative phosphorylation activity. These two signals, together trigger
mitochondrial elimination and turn-over (Gomes and Scorrano 2013). Recent studies
have considered a relationship between mitochondrial degradation and energetic activity,
thereby showing that stimulation of mitochondrial OXPHOS enhances mitochondrial
degradation rate (Melser et al. 2013). This bulk renewal contributes to maintain ATP
production through changes in mitochondrial ultrastructure and dynamics (Cogliati et al.
2013; MacVicar and Lane 2014), all features found in our studied cohort of DOA+
patients. In the canonical presentation (Chao de la Barca et al. 2015) of Behr syndrome,
associated to bi-allelic OPA1 mutations, we found a clear haplo-insufficiency process in
the studied cell lines, suggesting that only the OPA1-p.lle382Met hypomorphic isoform
is active in mitochondria. Surprisingly, as for isolated DOA, the consequences on
mitochondrial physiology and structure were mild, suggesting that the residual activity of
the OPA1- p.lle382Met protein is fair. Nevertheless, we evidenced that the
micromitophagy and macroautophagy were strongly down-regulated and consequently
that the mitochondrial turn-over is reduced. This might be related to a consistent decrease
of mitochondrial fusion and fission rates, while respecting the equilibrium between these
processes, which would consistently decrease the opportunity to fuse efficiently
mitochondria to autophagolysosomes. Behr patients’ inability to eliminate defective

mitochondria would be due to the absence of mitophagic stimuli and slow autophagy
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flux. Thus, in OPA1- related Behr patients, the low rate of mitochondrial life cycle early
in their life time period, when mitochondrial biosynthesis and function are critical for the
neurological development and maturation would jeopardize neuron survival, by the
accumulation of deficient mitochondria prone to apoptosis. Altogether, these data
evidenced divergent pathophysiological mechanisms for the DOA+ and Behr syndromes

that will impinge the investigations of future therapeutic routes.
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Figure 1 Behr fibroblasts do not show severe mitochondrial fragmentation and
coupling defect, compared to DOA+ fibroblasts.
(A) Mitochondrial network in control (CTL), DOA+ and Behr fibroblasts. Mitochondrial

lengths were assessed and color coded (e.g.: red color represents mitochondria > 20um).
Quantifications of mitochondrial length (left) and volume (right) were performed after
standardization of cell size and shape, using micropatterned coverslips. Scale Bar =10
um

(B) Total cellular ATP concentration and mitochondrial oxidative phosphorylation were
analyzed on control (CTL), DOA+ and Behr fibroblasts. ATP concentrations of DOA+
and Behr fibroblasts were normalized to that of control cells. Oxygen consumption was
measured under basal conditions (Basal respiration graph), in the presence of oligomycin
(4pg/ml) (oligomycin-insensitive respiration graph) and in the presence of FCCP (4mM).
The respiratory control ratio (RCR graph) was calculated as the ratio of the FCCP-
uncoupled to the oligomycin-insensitive respiration. Respiration coupled to ATP
production (RCRp graph) was calculated as the ratio of the difference between the rates
of basal and oligomycin-insensitive respiration to the uncoupled FCCP respiration.
Respiratory reserve capacity was calculated as the ratio of basal respiration to the FCCP-
uncoupled respiration (R/FCCP graph). Data were analyzed from six independent
experiments and are presented as mean + SD, normalized to controls. Differences
between cell lines were analyzed by Student-t-test: (*: p < 0.05; **: p<0.01).

Figure 2 Mitophagy and autophagy are reduced in Behr fibroblasts compared to
DOA+ patients’ fibroblasts.

(A) Fibroblasts obtained from controls (left), and DOA+ (middle) and Behr (right)
patients were analyzed by video-microscopy using Mitotracker-Red for mitochondrial
network staining and Lyso-1D green for lysosomes and autophago-lysosomes staining.
Scale bar = 10 um

(B) Quantification analysis of mitophagic events from image acquisitions.

Black image enlargements show mitochondrial fragments (in red), lysosomes (green),
large lysosomes (> 1.8 um, yellow) and colocalization between lysosomes and
mitochondria (blue boxes). The number of mitochondria-lysosome colocalization
(micromitophagy) (left graph) and the number of large lysosomes > 1.8 um (middle
graph) were quantified from 30 randomly selected fibroblasts, from five independent
experiments.

Autophagic vesicles (right graph) were counted from 10-randomly chosen acquisitions
from transmission electron microscopy pictures (see supplementary data, figure 2), and
averaged for each genotype.

(C) Autophagy level in control, DOA+ and Behr fibroblasts were assessed by quantitative

analysis of the macroautophagy markers LC311 (LC3B) and P62 in total cell lysates from
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cells incubated in normal conditions (DMSO), with Chloroguine and with CCCP for 24h
using Western Blot analysis (see supplementary data, figure 3).

Data are represented as LC3I1 conversion (LC3I1/Total LC3I+11) and P62 normalized to
TUBA. To modulate and test efficiency in these cell-lines, control and patient fibroblasts
were incubated in presence of either DMSO, the autophagy inhibitor Chloroquine (4h) or
a mitochondrial uncoupler CCCP (24h).

Results are represented as percentage to control cells + SD (n=6). Differences between
the cell lines were analyzed by Student-t-test (*: p<0.05; ***: p<0.001).

Supplementary data

Table S1: Genotypes of OPAL syndromic DOA+ and Behr patients.

Figure 1S: Western blot of respiratory chain subunits in control, DOA+ and Behr
fibroblasts. Expressions of ATP5A from complex V and COXII from complex IV were
normalized to P84, a cytosolic protein marker, and VDAC, a mitochondrial marker. Data
were collected from five independent experiments and results are represented as
percentage to matching controls £ SD. Differences between cell lines were analyzed by
Student-t-test: (*: p < 0.05; **: p<0.01).

Figure 2S: Transmission electron microscopy pictures of autophagic-vesicles (white
arrows).

Figure 3S: Autophagy level in control, DOA+ and Behr fibroblasts were assessed by
quantitative analysis of the macroautophagy markers LC311 and P62 in total cell lysates
from cells incubated in normal conditions (DMSO), with Chloroquine and with CCCP for
24h using Western Blot analysis.
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Material and Methods

Patients Cohort- Written informed consent was obtained from patients participating to
this study, which was approved by the Ethical Committee of the University Hospital of
Angers (Comité de Protection des Personnes CPP Ouest Il — Angers, France;
identification number CPP CB 2014/02; Declaration number DC-2011-1467 and
Authorization number AC-2012-1507). As control, we used fibroblasts from five healthy
age matched individuals with no sign of optic atrophy. The genotype of the 2 dominant
negative DOA+ and 4 haplo-insufficiency Behr patients is described in the

supplementary table 1.

Cell culture and reagents- Primary fibroblast cultures were established using standard
procedures (Chevrollier ef al., 2008). Cells were used at approximately 80% confluency,
and treated with vehicles (Dymethylsulfoxide 1%, Sigma), chloroquine diphosphate salt
(60 uM Sigma) and CCCP (10 uM, Sigma) for the indicated times.

Imaging and analysis- For mitochondrial live-cell imaging, cells were either plated on
glass coverslips (Labtek) one day before imaging, or seeded on micropatterned coverslips
(Cytoo SA), 4 hours prior to image acquisitions (Chevrollier ef al., 2012). For lysosomes
staining, cells were stained with Lyso-ID (Enzolife Technologies) according to the
manufacturers’ guidelines. Data were inferred from a mean of 100 cell acquisitions from

XXL micropatterned slides. Statistical analysis was performed by Student-#-test.

Immunoblotting analysis- Total protein extracts (25-60 pg) were separated on
acrylamide-SDS gels and transferred to PVDF membranes (GE healthcare, life sciences).
Proteins were detected using mouse anti-LC3 (1/2000, Enzo, #ALX-803-081-C100),
mouse anti-VDAC (1/2000, Abcam, #ab34726), rabbit anti-P62 (1/1000, Enzo, #BML-
PW9860-0100), mouse anti-P84 (1/1000, Abcam, #ab487), mouse anti-Human Oxphos
(1/1000, Abcam, #ab110411) and mouse anti-tubulin (1/2000, Sigma, #19026). Anti-
mouse and anti-rabbit peroxidase-linked secondary antibodies (GE healthcare, life
sciences) were used at 1/10 000 and 1/20 000 respectively, and signals detected using a

chemiluminescence system (Super signal® west femto, Thermo Scientific, #34095).
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Mitochondprial respiration measurements- Respiration rates were assessed on intact cells
(1.1*10° cells) suspended in DMEM-F12 according to Loiseau et al, 2007.
Measurement of ATP- ATP levels were measured using a Cell-Titer-Glo Luminescent

Cell Viability Assay according to manufacturer’s guidelines (Promega, Madison, WI,
USA).

Electron microscopy- The samples used for transmission electron microscopy were
processed using standard protocols (Cassereau et al, 2008). Analysis and measurements
were performed on 10 cells from each patient fibroblast.

Statistical analysis- Statistical analysis was performed using GraphPad statistical
software (San Diego, CA). Independent sample #-test was used for two group
comparisons, as required. For all analysis, a p value < 0.05 was considered statistically

significant.
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Supplementary data

Patients Optic

(gender, age)  Atrophy Mutations in OPAL Domain Syndrom References
Patient 1
(M, 42 years) + p.Ser545Arg Dynamin DOA+ Hudson et al, 2008
{n: T‘;:;azrs] * p.Sersashrg Dynamin DOA+ Hudson et al, 2008
Patient 3 . ""'33::::‘ GTPase
(M, 1 year) p-Arg truncative Behr Bonneau et al, 2014
Patient 4 p.lle382Met
+ - GTPase
(F, 4 years) p-Arg357 truncative Bt Bonneau et al, 2014
[n: “1“5"'“" :‘r S p.lle382Met GTPase seh
19V p.GludB7Lys truncative ehr Bonneau et al, 2014
Patient &
(M, 16 years) p.lle382Met GTPase
* ? Behr This study

Table 51: Genotypes of OPAJ syndromic DOA+ and Behr patients.
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Figure S2

cT DOA+ Behr
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Figure S3

- Severe mitochondrial fragmentation

DOA+ I- Stimulated OXPHOS - Micromitophagy : LC3 independant
delayed onset - OXPHOS coupling defect + Macroautophagy : LC3 dependant
OPA1 = major mitochondrial turnover
mutation
Behr I- Mild mitochondrial fragmentation - Micromitophagy
- No OXPHOS defect = Macroautophagy
early onset . .
= weak mitochondrial turnover
Synopsis
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Résultats et Discussion

Le déséquilibre entre la fission et la fusion mitochondriale induit différentes
réponses autophagiques. La fusion et la formation de mitochondries hyper-
tubulaires auraient un réle de protection tandis que la fission qui engendre des
mitochondries courtes faciliterait la mitophagie (Gomes, Di Benedetto, et Scorrano
2011). De ce fait les défauts d'OPA1 alteéreraient le contrdle-qualité des
mitochondries, rendant par ce biais les cellules sensibles aux facteurs de stress en
particulier les cellules ganglionnaires de la rétine (CGRs) et les neurones (Chao de la
barca et al. 2015 ; Alavi et Fuhrmann 2013; White et al. 2009; Chen et al. 2009; Twig
et al. 2008). Les études sur les modéles murins OPA1+/- disponibles ont montré une
augmentation du nombre d’autophagosomes dans la couche des CGRs par rapport
aux souris de type sauvage a 24 mois (White et al. 2009). Ces mémes structures
autophagiques sont présentes plus généralement de fagon accrue dans les modeles
d’'OPA1+/- dans d’autres tissus comme le muscle cardiaque (Sarzi et al. 2012).
Aucune étude n’avait évalué la mitophagie et l'autophagie, ainsi que le flux

autophagique dans les fibroblastes porteurs de mutations OPA1.

Nous avons étudié deux groupes liés aux mutations du gene OPAI : le syndrome

DOA+ et le syndrome de Behr.

Dans le syndrome DOA+, nous avions deux patients portant la méme mutation dans
le domaine dynamine de la protéine OPA1 : mutation p_S545R. Nous avons montré
comme dans d’autres DOA+, que la mutation avait un effet dominant-négatif. La
mutation induit une hyper-fragmentation du réseau mitochondrial et un défaut

énergétique.

Les patients Behr présentaient tous les quatre la mutation faux-sens p_lle382Met
couplée a une deuxieme mutation pathogene dans le géne OPA1, sauf pour un
patient qui était hétérozygote pour la mutation faux-sens. Toutes les mutations
montraient un effet haplo-insuffisant. Les fibroblastes de ces patients ne

présentaient pas d’altération majeure du réseau mitochondrial, ni de défaut
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énergétique, ce qui est paradoxale compte tenu de la sévérité clinique du syndrome

de Behr.

Nous avons étudié les événements de dégradation sélective des mitochondries en
quantifiant les colocalisations de ces dernieres avec les lysosomes que nous
considérons comme la micro-autophagie sélective des mitochondries et pour la
macro-autophagie nous avons utilisé des marqueurs communs de la machinerie

autophagiques comme le LC3 et P62.

Les fibroblastes des patients Behr ne présentent pas de modification majeure du
réseau mitochondrial, les mutations OPAI n’empéchant pas la fusion des
mitochondries. Une faible conversion du LC3 en sa forme active suggere une faible
réponse de l'autophagie dans les fibroblastes des patients Behr. L’évaluation du flux
autophagique par inhibition avec la chloroquine montre une conversion plus faible
de LC3 chez les cellules des patients Behr, la plupart du LC3 étant sous sa forme non
active LC3I. Le faible taux d'autophagie est démontré par l'accumulation de P62
dans les fibroblastes Behr. L’accumulation de la protéine P62 a été corrélée a un
déficit de la machinerie autophagique dans différentes pathologies
neurodégénératives (Korolchuk, Menzies, and Rubinsztein 2009; Moscat et Diaz-
Meco 2009). En effet, la protéine P62 est dégradée par la voie autophagique pour
empécher la formation de corps d'inclusion; ainsi, si la voie fonctionne
normalement, aucune accumulation de P62 ne devrait étre évidente (Komatsu et al.

2007).

Des études ont montré que la fission favorisait la dégradation mitochondriale (Twig
et al. 2008). Nous avons observé que le réseau mitochondrial dans les fibroblastes
Behr était normal a intermédiaire. En effet, nous n’avons observé aucune
hyperfusion du réseau mitochondrial qui pourrait géner la dégradation; a la place
un peu plus de 20-30% de leur population mitochondriale correspond a des
mitochondries de petites longueurs et individualisées faisant donc d’elles des cibles

potentielles de la machinerie autophagique. Ces résultats suggerent qu'un stimulus
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autre que la fission seule serait a l'origine de l'initiation de la dégradation des

mitochondries.

Chez les patients DOA+, nos données montrent que la micro-autophagie et la macro-
autophagie sont largement augmentées. L’analyse en microscopie électronique a
transmission montre également une augmentation des structures auto-

phagosomales.

Le taux de dégradation mitochondriale accrue chez les DOA+ pourrait étre attribué
uniquement a la fragmentation du réseau mitochondrial induit par les mutations
OPA1. Néanmoins de récentes études suggérent que la fission seule ne serait pas
suffisante pour 'induction de la mitophagie, et qu'il faudrait un ensemble de stimuli,
tels une dépolarisation des mitochondries, un métabolisme énergétique élevé, une
accumulation de protéines mal repliées (East et al. 2014; Jin et al. 2010; Liesa et

Shirihai 2013). Nos résultats sur les cellules de patients Behr confortent ces études.

Des études récentes ont considéré une relation entre la dégradation mitochondriale
et l'activité énergique des mitochondries, montrant ainsi que la stimulation de la
phosphorylation  oxydative mitochondriale améliore le renouvellement
mitochondrial en augmentant leur taux de dégradation (Melser et al. 2013). Ce
renouvellement contribue a maintenir |'efficacité de la phosphorylation oxydative
par la génération d'une population mitochondriale plus efficace avec des
changements ultrastructuraux et une modulation de la dynamique des
mitochondries (Cogliati et al. 2013; Melser et al. 2013; MacVicar and Lane 2014).
Des études antérieures au laboratoire sur la mutation p_R445H associée a un
phénotype DOA+ (Chevrollier et al. 2008) montraient un découplage partiel de la
chaine respiratoire chez ces patients. Nous avons mesuré les fonctions respiratoires
mitochondriaux sur les fibroblastes intacts. Nous avons montré que les fibroblastes
DOA+ utilisaient une plus grande proportion de leur capacité de réserve respiratoire
et présentaient un découplage partiel. Ce serait cette fuite de protons qui stimulerait

la dégradation mitochondriale en mimant une activité énergétique importante.
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Cette hypothése est confortée par le traitement des cellules de patients Behr par un
protonophore le CCCP, qui stimule la respiration mitochondriale. En effet, une sur-
activation de la chaine respiratoire induit une activation des voies autophagiques

dans les cellules de patients Behr, méme si cette réponse reste faible.

Nos données suggerent que I'absence de la dégradation mitochondriale n’est pas en
soit liée a la morphologie du réseau mitochondrial mais serait plus due a I'absence
de signaux d’activation de la voie mito/autophagique. En effet, contrairement aux
patients DOA +, dans laquelle le découplage mimerait une activité accrue de la
chaine I'activité qui stimule la voie autophagique, chez les patients Behr, 1'absence
de stimulus expliquerait une faible réponse autophagique. Le renouvellement des
mitochondries est nécessaire pour un bon fonctionnement cellulaire. L'incapacité
mitochondriale a présenter des stimuli pro-mitophagiques conduit a accumuler des

mitochondries défectueuses.

En conclusion les phénotypes induits par les mutations d’'OPA1 dans les cas de
syndrome de Behr ne résultent pas de dommages mesurables de la phosphorylation
oxydative ou d'un défaut mesurable de la fusion mitochondriale; mais
impliqueraient néanmoins la voie de dégradation mitochondriale dans la
progression de la maladie (voir synopsis). L’incapacité des patients Behr a dégrader
leurs mitochondries défectueuses en raison de I'absence de stimuli pro-
mitophagiques et un flux autophagique inefficace, traduit par I'accumulation de P62,
pourrait étre le mécanisme responsable de la neurodégénérescence sévere du
syndrome Behr. De la méme maniere, la régulation différentielle du controle-qualité

mitochondrial dans les deux syndromes pourrait expliquer les disparités.
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Introduction

L'autophagie est un processus fondamental dans 1'homéostasie cellulaire. Son
inhibition ou des défauts de cette voie sont impliqués dans différentes maladies
neurodégénératives (Sanchez-Varo et al. 2012; Karbowski et Neutzner 2012; Hirota
et al. 2015; J. G. Lee et al. 2015). La voie autophagique la plus largement décrite et
étudiée implique la dégradation des mitochondries par les autophago-lysosomes.
Cette voie est essentiellement centrée sur deux facteurs PINK1 et Parkin (Narendra
et al. 2010). Les études de la voie PINK1/Parkin ont montré que le recrutement de
PINK1 se faisait a I'issue d'une dépolarisation de la mitochondrie (Narendra et Youle
2011). A I'heure actuelle, il n’existe pas d'outils pharmacologiques sélectifs de la
mitophagie. L'approche commune pour déclencher l'autophagie est basée sur
I'application des inhibiteurs des OXPHOS ou des protonophores: le CCCP et le FCCP.
Ces acides faibles perméabilisent la MIM aux protons, détruisant le gradient de H+,
et ce faisant perturbent le systéme de phosphorylation oxydative. Du fait de cette
propriété a induire une dépolarisation de la mitochondrie, ces protonophores sont
largement utilisés pour étudier la mitophagie (Narendra et al. 2010; Matsuda et al.
2010). Bien que le FCCP déclenche la dépolarisation rapide et efficace des
mitochondries et I'activation de la voie PINK1/Parkin, les effets en aval difféerent
selon les types cellulaires et le métabolisme énergétique (Melser et al. 2013; Van
Laar et al. 2011). Le CCCP et le FCCP sont des protonophores introduits il y a plus
de 50 ans par Heytler et Prichard (Heytler et Prichard 1962). Ces agents
découplants sont largement utilisés pour l'analyse de la fonction mitochondriale
dans les cellules en raison de leur efficacité relativement élevée par rapport a
d'autres classes d’agents découplants tels que les phénols substitués (voir Wallace
et Starkov, 2000). Le CCCP et le FCCP sont donc utilisés pour étudier le couplage
mitochondrial, inhiber I'activité de 1'adénylate cyclase (Peterkofsky et Gazdar 1979),
pour bloquer le transport du calcium dans des vésicules membranaires (Mohr et
Fewtrell 1987) et dernierement pour activer la dégradation sélective de la
mitochondrie par autophagie de par leur capacité a mimer une altération

physiologique des mitochondries (Chen et al. 2013).
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Nous avons effectué un travail de revue afin de :

» Déterminer la distinction entre le CCCP et le FCCP et leurs mécanismes
d’action.

» ldentifier les voies impliquées dans l'activation de la mitophagie et
I'autophagie par le CCCP et le FCCP.

» Expliquer la latence entre la dépolarisation mitochondriale et I'initiation de
la mitophagie.

» Déterminer les cibles autres que mitochondriales et leur importance dans la

réponse cellulaire aux protonophores.
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Abstract

Mitochondrial uncouplers are currently used as an inducer of the mitophagy pathway
after being widely used in bioenergetic studies. We here review CCCP and FCCP
properties and their impact on mitochondrial respiratory and dynamic functions. We
detail the pro-survival and apoptotic pathways induced by mitochondrial and cellular
signaling modifications following CCCP or FCCP treatments. These open new
perspectives as to the use of uncouplers in research approaches and neurodegeneration
therapies.

Introduction

The most widely used protonophore uncouplers for mitochondrial bioenergetics studies,
the ring-substituted carbonyl-cyanide-phenylhydrazone CCCP and FCCP, were
introduced more than 50 years ago by Heytler and coworkers (Heytler and Prichard,
1962). These uncoupling agents are used for analysis of mitochondrial function in living
cells, tissues, and isolated mitochondrial preparations due to their relatively high potency
compared to other classes of uncouplers such as the substituted phenols (For reviews, see
Wallace and Starkov, 2000). The first experimental use of carbonyl-cyanide-
phenylhydrazone and its derivatives was carried out to uncouple mitochondria and
chloroplasts (heytler and Prichard, 1962). CCCP and FCCP strongly inhibited transport
processes in plant tissues and microorganisms, depressed growth and stimulated
respiration. Carbonyl-cyanide-phenylhydrazone and its ring-substitutes analogs have
been used to investigate mitochondrial energy coupling and to inhibit adenylate cyclase
activity (Peterkofsky and Gazdar 1979), to block calcium transport in membrane vesicles
(Mohr and Fewtrell, 1987), and lately to induce mitochondrial degradation and uncover
the autophagy pathway through disruption of the mitochondrial membrane potential A¥Ym
(Chen et al, 2013). This uncoupling of oxidative phosphorylation from ATP production
induced by uncoupling agents is a major signal, which triggers mitophagy (Kim et al,
2007). We here review the background of these chemicals, their mechanism and elucidate
whether their cytotoxicity is the mere result of their impact on mitochondria proton
gradient modification, mitochondrial ATP production depletion given the compensatory
mechanisms that exist in the cells and knowing that their protonophoric activity is not
restricted to mitochondria.

1. Mitochondrial function

Mitochondria are intracellular organelles involved in cellular metabolism, growth,
intracellular signaling and cell death. Mitochondria are dynamic organelles, which exhibit
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changes in size, morphology, and localization and are constantly renewed. These events
are controlled by fusion and fission events, which involve different compartments of the
mitochondria. Mitochondria are composed by two lipid-rich-membranes, the outer-
membrane (MOM) and the inner-membrane (MIM), each with their specific properties
and subsequent functions. The MOM is permeable to ions and solutes of less than 14
kDa, while the cardiolipin-rich-MIM, which delimits the matrix, is not permeable to ions
and metabolites, unless transported by transporters embedded within the MIM (Wallace
and Starkov, 2000). This MIM with its convolutions forms the cristae and the inter-
cristae-space (ICS), which were shown to interfere greatly in energy production,
respiratory chain substrates cell-fate (Hackenbrock, 1966; Manella ef al/, 2001; Frezza et
al, 2006). The integrity of MIM is vital, studies having shown that MIM-permeabilization
may lead to mitochondria-dependent apoptosis. The MIM contains proteins involved in
ATP-production. The lipid bilayer of the MIM harbors the mitochondrial oxidative
phosphorylation system (Oxphos). The coordinated transport of electrons and protons
leads to the production of ATP. This passage of electrons releases energy, which is
largely stored in the form of a proton gradient in the inter-cristal-space (ICS) and is used
by the last OXPHOS complex (F{F,-ATPase) to generate ATP from ADP and inorganic

phosphate. Some of the ATP is used for the mitochondrion’s own needs, but most of it is
transported outside the organelle by the adenine nucleotide translocator and used for
diverse cell functions (Smeitink 2001).

The initial event of energy conservation is charge separation at the MIM. Electrons
deriving from oxidation of substrates are funneled to oxygen through the redox carriers of

+
the respiratory chain, and this process is coupled to H ejection on the redox pumps at
+
complexes I, III and IV. As the passive permeability to H and to cations and anions is a

generally low, H' ejection results in the establishment of an H+ electrochemical gradient,
Ap. According to Mitchell’s chemiosmotic theory, the Ap consists of two components,
the electrical membrane potential (A¥m) and the pH gradient (ApH) across the MIM.
Mitochondrial respiratory chain builds a proton gradient, concentrating H' in the ICS. In
turn, this Ap drives mitochondrial physiology including ATP synthesis, transfer of
calcium and other ion exchangers and the import of proteins (Osellame et al, 2012).
Under physiological conditions most of the gradient is in the form of A¥Ym. Nonetheless,
the two components are inter-dependent to a certain degree, the decrease of
mitochondrial membrane potential results in an increase in the pH gradient (ApH) with no
subsequent alteration of the electrochemical proton gradient (Ap) (Wallace and Starkov,
2000). The amplitude of the Ap regulates the overall rate of electron transport in the
mitochondrial respiratory chain and is converted by enzymes embedded in the MIM into
ATP for example. The coupling state of mitochondria regulates many metabolic
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pathways, including mitochondrial degradation, mitochondrial import, mitochondrial
biogenesis and cell-apoptosis.

2. Uncoupling and uncouplers

Uncouplers comprise different classes that decrease the efficiency of ATP production;
however, the majority used with protonophoric activity remains the lipophilic weak acids.
These lipophilic weak acids count the 2,4-Dinitrophenol (DNP), which belongs to the
substituted phenols class, and the most used carbonyl-cyanide-phenylhydrazone class.
There are several other types of uncoupling agents among which, ionophores, cationic
uncouplers, and long-chain free fatty acids; this latter mediating uncoupling through the
adenine nucleotide translocase or the uncoupling proteins (Wojtczak and Schonfeld,
1993; Pressman and Fahim, 1982). Dissipation of the transmembrane electrochemical
potential produced by respiratory generators leads to respiration uncoupling. It is a result
of an increase in the H* permeability of the coupling membranes (Skulachev, 1997).
Mitochondrial bioenergetics can be hampered by chemicals, which either interfere with
the generation of Ap or cause its dissipation. Both cause ATP deficits, but while the first
induces cytotoxic hypoxia due to the inability to use oxygen, uncouplers induce excessive
oxygen consumption. In this review we will focus mainly on the latter group, with a
specific interest on uncouplers of the oxidative phosphorylation such as CCCP and
FCCP, mostly due to their extensive use in experimental biology.

2.1 The carbonyl-cyanide-phenylhydrazone class, CCCP/FCCP dissipates A¥Ym

CCCP and FCCP are weak acids. Lipophilic weak acids are known as proton shuttling
compounds because they can selectively increase the permeability of lipid membranes to
protons. FCCP shows greater efficiency than CCCP due to its ability to bind eight
protons while CCCP binds only fours protons (Table 1). Mitochondria-wise, the molecule
dissolves in the MIM lipid, allowing it to cross the membrane and release a proton in the
mitochondrial matrix, which is slightly alkaline. In this process, the ApH is disrupted.
The ionized negatively charged molecule diffuses across the membrane, down the electric
field gradient, dissipating the AYm (McLaughin and Benz, 1983; LeBlanc, 1970). Three
factors may affect the ability of weak acids such as CCCP and FCCP to act as
uncouplers: the surface area, the dielectric constant and the surface charge of the
membrane (Kasianowicz et al, 1984). Indeed, CCCP adsorbs to membranes mainly
through hydrophobic interactions, thus if the total surface of the biological membrane is
large, the aqueous concentration of the uncoupler will be depleted. The protonophoric
activity of CCCP was tested on several artificial lipid bilayer membranes and was shown
to possess high uncoupling activity, yet, when artificial membranes contained 20%
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cardiolipins, the protonophoric activity of CCCP decreased. This decreased activity is
due to the electrostatic potential created by the negative lipids, which decreases the
surface concentration of the anionic form of the uncoupler (McLaughin et al, 1983).

Other requirements to act as an uncoupler reside in the structure of the molecule. Indeed,
in order to display uncoupling activity, the molecule should possess an acid-dissociable
group, bulky lipophilic groups and a strong electron-withdrawing moiety (Terada, 1981;
McLaughin and Dilger, 1980). The efficiency of each uncoupler therefore resides in their
solubility in lipid membranes, the stability in their ionized form in the membrane and
most important their ability to bind and release protons. The theoretical model explains
uncoupling by the circulation of both neutral and anionic uncoupler species via the
phospholipidic regions of biological membranes. However, several studies question this
dogma, putting forth a probable assistance of circulations in some way by membrane
proteins, which facilitate transmembrane diffusion of anionic form of uncoupling agents
(Van Dam and Slater 1967; Skulachev, 1997). While almost all mitochondria-related
literature agree to Mitchell’s mechanism, in which the primary act of energy conservation
is the setting up of pH differential, for others, the energy is primarily conserved by
chemical mechanisms and this energy is needed to drive anion uptake. In this case then,
uncoupling would have to result from an interaction between uncouplers and specific
protein sites in the mitochondrial membrane. This view is supported by several studies,
which involve proteo-lipid binding sites within the mitochondrial membrane or again
mitochondrial proteins with thiol groups (Katre and Wilson, 1978; Mlejnek and Dolezel,
2015).

The study of the effect of different thiol-combining agents on oxidative phosphorylation
of mitochondria showed that these compounds uncouple mitochondria at low
concentrations and inhibit respiration at high concentrations by chemical modification of
a small but significant portion of mitochondrial thiol groups. Carbonyl-cyanide-
phenylhydrazone and derivatives would cause maximal stimulation of respiration, not
only by chemical modifications of thiol-groups, but by suppression of the dissociation of
the functional thiol-groups given their proton carrier properties. The protonized form of
the uncoupler is suggested to react with thiol-groups. The high reactivity of CCCP and
FCCP with thiol-groups is due to their electron-withdrawing substituents on the aromatic
group (Drobnica and Sturdik, 1979). This thiol-depletion is relevant to the downstream
effects of CCCP, which we will further discuss along the review.
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2.2 Cellular effects of carbonyl-cyanide-phenylhydrazones

Sequential observations show that AWm is an early event occurring within seconds of
treatment, followed by a drop in ATP as early as 15 min and down-regulation of protein-
synthesis. 2-hour-treatment induced upregulation of genes involved in DNA-damage and
cell cycle arrest, whether this last is a direct consequence of ATP depletion or DNA-
damage is not known. Later responses included an upregulation of the Fas-mediated
apoptosis pathway and Caspase 3, thereby supporting previous findings, which involved
Fas in FCCP-induced apoptosis (Linsinger et al, 1999; Kuruvilla et al, 2003). Studies
have however shown distinctions in the way different cell-lines react to Fas signal, in
some cases Fas-signaling leads to rapid caspase activation and cell death, while in others,
this effect is not seen (see apoptosis section of this review) (Scaffidi er al, 1998;
Linsinger et al, 1999). In any case, these studies only press the point that apoptosis
induced by protonophores is a late-stage response, and that prior to apoptosis many
mechanisms have taken place, including pro-survival pathways. FCCP-treatment led to a
progressive loss of oxidative phosphorylation resulting in widespread effects including
decreased activity of plasma membrane sodium pumps, switch to glycolysis with
increased lactic acid production, dissociation of ribosomes from the rough endoplasmic
reticulum leading to protein synthesis reduction and subsequent alteration of the
cytoskeleton (Figure 1).

2.2.1 CCCP alters mitochondrial network dynamics and ultrastructure

Carbonyl-cyanide-hydrazone-treatment collapses the AWYm with subsequent impacts on
mitochondrial function and morphology. These impacts on mitochondrial structure were
highlighted in the mid-sixties both in in vitro preparations and whole cells (Weinbach and
Garbus; Morisset 1974).

Live-cell imaging and imaging analysis showed that CCCP induces A¥m loss followed
by mitochondrial fission (Legros et al, 2002; Ishihara et al, 2003). Our experiments
carried out on human fibroblasts showed a fragmentation of mitochondrial network
within 4h-treatment, and following 48h-exposure with high concentrations of CCCP (10
uM) mitochondria were mostly round and isolated (Figure 2), implying activated fission.
Higher concentration-use (100 uM) leads to perinuclear mitochondria-clustering. This
clustering is attributed to CCCP-impact on the microtubules (Maro and Bornens, 1982).
Timelapse analysis of mitochondrial morphology transition upon CCCP-treatment
showed that an initial swelling of mitochondria precedes mitochondrial fission depending
on cell-type (De Vos et al, 2005). Mitochondrial dynamics are marked by opposing but
coordinate fusion and fission, with functional redundancy of its machinery components.
Mitochondrial fusion involves Mitofusins 1 and 2 and OPAL1. Fission events were shown
to involve many recognized factors such as DRP1, a GTPase (Smirnova et al/, 2001).
Mutations on DRPI impede fission, leading to hyper-tubular mitochondrial networks,
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thus making DRP1, one of the main actors of fission. Consequently, mitochondrial
network fragmentation can occur only with unopposed fission (Wai and Langer, 2016).
Under, conditions of mitochondrial alterations, negative regulation of fusion proteins is
necessary to induce fragmentation for subsequent degradation or apoptosis. The
regulation of fusion proteins relies on proteolysis of the dynamin-related GTPase protein
OPA1. Studies have shown that MOM-fusion by mitofusins is a potential-independent
mechanism; however, MIM-fusion is hampered by loss of AYm (legros et al, 2002;
Ishihara et al, 2003). CCCP and FCCP promote stress-induced fission in part through the
regulation of OPA1 processing by OMA1 (Wai et al, 2015). Dissipation of A¥m inhibits
fusion through alterations of the homeostasis of both long and short OPA1 isoforms
(Duvezin-Caubet et al, 2006; Song et al, 2007). CCCP promotes the activation of
proteases such as OMALI, resulting in the protein cleavage of L-OPA1 and accumulation
of S-OPA1, whilst both isoforms are essential to proper mitochondrial fusion (Ishihara et
al, 2006; Anand et al, 2014). Moreover, OPA1 not only plays a crucial role in MIM-
fusion, but is also involved in mitochondrial cristae integrity, thereby regulating cell
metabolism and apoptosis through the release of cytochrome c. Indeed, OPA1-dependent
mitochondrial cristae stabilization increases mitochondrial respiratory efficiency and
hampers cytochrome ¢ release and ROS production (Varnita et al, 2015). Recent studies
are therefore tying processing of OPA1l to mitochondrial morphology. Given that S-
OPAT1 accumulation accelerates fission, there’s an emerging role of this one in the fission
machinery.

Studies have shown that DRP1 only is insufficient to mediate mitochondrial fission. The
cytoskeleton also plays a major role in the fission process. F-actin-inhibition was shown
to lead to elongation of mitochondrial network in osteosarcoma cells (Korobova et al,
2013). Recent findings indicate that F-actin along with Drpl participate in both stress-
induced and physiological mitochondrial fission. FCCP-treatment resulted in
accumulation of F-actin and its regulator proteins cortactin, cofilin and Arp3 on MOM,
prior to DRP1-recruitment (Li ez a/, 2015). DRP1 involvement in stress-induced fission is
however a matter of debate, DRP1 knockout models expressing OPA1 proteins still
possess the ability to fragment upon stress stimuli.

Upon CCCP-treatment, several studies have described new mitochondrial processing,
which is different from the common dynamic pathways, resulting in new mitochondrial
structures.

CCCP-treatment led to formation of disk-shaped-mitochondria, which appeared swollen,
lacking internal structures and contained vacuole-like structures (De Vos et al, 2005).
Conventional transmission electron microscopic examination of murine embryonic
fibroblasts treated with CCCP detected these ring-shaped structures with typical features
including double membranes and cristae within lh-exposure (Ding et al, 2012). Both
studies exclude a simple fusion between two parts of a mitochondrion resulting in a
donut, but rather involved a three-dimensional transformation of the entire mitochondria,
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forming a clearly defined internal space surrounded by mitochondrial membranes.
Studies were undertaken to seize the role of DRPI1 in this new dynamic induced by
uncoupling-treatment. Experiments on dominant-negative mutant DRP1/K38A showed
that these CCCP-induced disk-shaped mitochondria formation was not impeded upon
treatment, thus indicating that the mitochondrial fission machinery is not involved in
mitochondrial remodeling (De Vos et al, 2005). The formation of spherical mitochondria
following CCCP-treatment requires both mitofusins and ROS, knockout of MFNI/2 and
treatment with antioxidants preventing their formation (Yin and Ding, 2013). These
mitochondrial spheroids are hypothesized to protect mitochondria from selective
degradation by the autophagy machinery. Authors rule out the involvement of OPA1 due
to its proteolytic cleavage by proteases, nonetheless, one cannot ignore the ultra-
structural mitochondrial changes following longer uncoupling treatment, implying that
OPAL1 play a bigger role in stress-induced mechanism than it is credited. CCCP induces
ultra-structural changes in mitochondria, with total loss of cristae. The first observations
of these ultra-structural alterations in mitochondrial morphology were observed by
electron microscopy on Amoeba proteus mitochondria (Smith and Ord, 1979). Studies
carried out by our team showed that CCCP-treatment led to altered mitochondrial
ultrastructure with complete loss of cristae structures and subsequent oxphos subunits
depletion. These alterations are later responses following CCCP-treatment, taking place 8
to 12h after exposition depending on cell-type (De Graaf et al, 2004).

2.2.2 CCCEP activates pro-survival pathways

Studies carried out on CCCP, show that cultured cells are able to resist CCCP-treatment
and survive, even after loss of A¥Ym and mitochondrial-ATP production. These
observations suggest that depending on the time and concentration, cells are able to adapt
and put forth mechanisms that protect them from CCCP-induced apoptosis. Relative to
this adaptative response, one main pathway following CCCP-treatment is an activation of
mitochondrial degradation through the autophagic pathway. In this regard, several studies
have tied mitochondrial health to an efficient PINK1/PARKIN pathway. CCCP-treatment
has been implicated in mitophagy-activation through PINK1 stabilization on the MOM,
overlooking the various roles of PINK1 in cell-survival through its capacity to act as an
intrinsic signal in response to mitochondrial status. PINK1 has been qualified as the key-
player in the stress-response induced by CCCP-treatment through PARKIN recruitment;
however it cannot be excluded that autophagy may be activated through other actors and
pathways besides PINK and PARKIN (OMIM *602544).

PINK1 (PTEN-induced putative kinasel; OMIM *608309) is primarily localized in
mitochondria, but a few reports have shown that it can also be found in the cytoplasm
(Beilina et al, 2005; Haque et al, 2008; Meissner et al, 2011). Besides its role in
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mitochondrial turnover, the MOM-kinase PINK1 was also shown to phosphorylate Akt
(also known as PKB) at Ser-473 through mTORC?2 activation (Murata et a/, 2010; Kwon
et al, 2011). mTORC2 (Mechanistic target of rapamycin, OMIM *601231) is a protein
kinase involved in cell-survival responses. mTORC?2 inhibits apoptosis and regulates
cellular metabolism switch to glycolysis in the CCCP-stress response (Masui et al, 2014).
Recent findings involve mTORC2 in PINKI/Parkin mediated mitochondrial quality
control (MQC) (Wu et al, 2013). Consistent with previous findings, the study shows that
PINK1 is required for mTORC2 kinase activity; however Akt seems unlikely to mediate
mTORC2-dependent MQC. Instead, they identified a serine/threonine kinase, NDRI
(Nuclear DBF-2 related protein, OMIM *606964) also known as STK38
(serine/threonine protein kinase 38) as the downstream effector of mTORC2. CCCP-
treatment resulted in NDRI1-Parkin-colocalization at the MOM, thus confirming the
implication of this kinase in PINK-mediated-MQC. Knockdown of NDRI, led to
decreased Parkin phosphorylation upon CCCP-treatment, implying that Ndr1 is upstream
of Parkin in PINK1-dependent mitophagy (Wu et al, 2013).

The mTOR-signaling network counts not only mTORC2, but also mTORC1 (OMIM
*601231), whose implication in autophagy pathway is recognized (Takei and Nawa,
2014). mTORC1 was shown to respond to various insults including energy status and
stress (Laplante and Sabatini, 2012). CCCP induces mitophagy through ULK1 activation,
which is inhibited by mTORCI, suggesting that CCCP alleviates this inhibition (Joo et
al, 2011). Studies have shown that mTORCI is regulated by several factors including
TSC1/2 (tuberous sclerocis complex, OMIM #191100 and OMIM #613254) and AMPK
(AMP-activated protein kinase, OMIM *602739) (Laplante and Sabatini, 2012; Inoki et
al, 2003).

PINK1 thus participates in cell-protection by activating catabolic pathways including
mito/autophagy and metabolic switch to glycolysis, following CCCP-treatment.
Nonetheless, how does CCCP mediate these responses remains elusive?

2.2.2.1 Autophagy induction through A¥Ym dissipation

A¥m dissipation is a signal for mitochondrial degradation and apoptosis induction. In
order to study the mitophagic pathway, researchers reverted to protonophores to induce
A¥m depletion and thus mimic mitochondria damage. The lipophilic weak acids, CCCP
and FCCP are therefore widely used to trigger mitophagy and bulk autophagy due to their
permeabilization effect on MIM to H', dissipating the Ap.

PINK1 and Parkin have been found to work in sequestering and eliminating defective
mitochondria through a process known as mitophagy. A¥m dissipation was shown to
inhibit the processing of FL-PINK1, leading to its accumulation on the MOM (Matsuda
et al, 2010, Narendra et al, 2010; Twig et al, 2010). PINK1 accumulates on the outer
membrane as its 63KDa full-length isoform to recruit PARKIN, which in turn
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ubiquitylates MOM proteins such as VDAC and mitofusins leading to autophagosome
engulfment of depolarized mitochondria and subsequent lysosomal degradation.
Activation of the PINK1/Parkin pathway is tied to cell survival and overexpression of
PINKI rescues neuron-loss induced by various stresses (Valente et al, 2004; Gautier et
al, 2008).

CCCP induces cell death in only a minor population of cell lines, apoptosis occurring
with overexposure. This is explained by the fact that despite a collapsed A¥Ym and lower
ATP production, CCCP and its analogs will initially activate anti-apopototic pathways
among which the autophagic pathway, as part of a cellular stress-response (Jendrach et
al, 2009). Studies have shown that protonophores induce rapid loss of mitochondrial
A¥Ym with subsequent increase of autophagosomes’ number reflecting increased
degradation rate in a time and concentration-dependent manner (Gomez-Sanchez et al,
2013).

A¥m loss induced by CCCP activates the PINKI/Parkin pathway involved in the
removal of damaged mitochondria. Moreover, CCCP induces fission of the reticular
mitochondrial network, thus facilitating mitochondria degradation.

Our studies combined with previous studies showed that mitochondrial uncoupling led to
loss of mitochondria mass, which would return to normal once CCCP was removed from
the media. Studies have shown a decrease of about 20-40% of mitochondrial population
following CCCP-treatment, implying an upregulation of the mitophagy pathway
(Leonard et al, 2015; Berezhnov et al, 2016).

Under basal conditions, PINKI is rapidly degraded in a process involving a AYm-driven
mitochondrial import through the TOM complex (outer-membrane translocase). PINK1
cleavage by several proteases among which MPP (mitochondrial processing peptidase,
OMIM *603131) is crucial not only for processing, but also for its mitochondrial import.
Knockdown of this protease activates mitophagy through abrogation of both mechanisms
(Greene et al, 2012). CCCP through A¥m dissipation inhibits PINK1 import and
degradation thus facilitating PARKIN recruitment on the MOM (Jin et al, 2010). The
increase of full-length PINKI1 following CCCP-treatment occurs as early as 2-3hour
treatment. Once recruited PARKIN ubiquitylates MOM proteins and involves P62
(Sequestosome 1, OMIM *601530) in mitochondrial sequestration and degradation.
Ubiquination of MOM-proteins such as MFN2 inhibits mitochondrial fusion, thereby
facilitating its elimination by mitophagy (Poole et al, 2010).

Increased levels of PINK1 following uncoupling were not only due its stabilization on the
MOM, but certainly to de novo synthesis of this stress-sensor protein (Ruber-Sanchez et
al, 2013). Indeed, transcriptional level of PINK1 is increased during CCCP-induced-
stress. This stress-related-transcriptional regulation is under the control of NRF2 (nuclear
factor erythroid-derived 2-like2, OMIM *600492), an antioxidant transcription factor
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(Murata et al, 2015). Translocation of NRF2 from the cytoplasm to the nucleus is ROS-
mediated.

2.2.2.2 Autophagy induction through ROS

Several studies have shown that CCCP induces ROS production (Lyamzaev et al, 2004;
Kensler et al, 2007; Han et al, 2009). FCCP treatment induces the depletion of the
antioxidant glutathione in mitochondria with subsequent cell-death (Han ef al, 2009-
2011). The glutathione depletion was suggested to occur due to its excessive oxidation or
because of a possible conjugation with FCCP. Recent studies showed that glutathione-
depletion was rather due to its complexation with the uncoupling agent, and that this
reaction was time and concentration dependent, consistent with earlier findings of
Drobnica and Sturdik (Mlejnek and Dolezel, 2015). Depletion of glutathione leads to an
increase in ROS production. This ROS production is however transient, certainly due to
activation of antioxidant pathways through activation of NRF2.

Transient ROS production activates stress-induced pathways to protect cells from
apoptosis. Indeed, CCCP-treatment resulted in a substantial induction of PRC (PGC1-
related coactivator) through ROS production, concomitant anti-oxidant treatment
abolishing PRC-activation. Instead of enhancing expression and function of the
mitochondrial respiratory chain, PRC under CCCP, seems to serve as a metabolic sensor,
which orchestrates expression of genes involved in stress-response. The identified PRC-
dependent genes were either genes involved in the resistance to apoptosis such as
NAMPT encoding the rate-limiting enzyme in NAD biosynthesis, or genes implicated in
glucose homeostasis, HK2. This glucose-modulator gene encodes the Hexokinase-2,
which is localized on the MOM and promotes glycolysis (Gleyzer and Scarpulla, 2011).

Morover, even if transient, the initial ROS production is crucial to mitochondrial and
downstream signaling events including activation of NRF2-dependent-pro-survival
pathways (Finkel et a/, 2008; Mitsuishi et al, 2012). NRF2 favors survival pathways by
enhancing mitochondrial degradation through the PINK/Parkin pathway. NRF2 also
activates the anti-oxidant response element (ARE) pathway, including antioxidant and
anti-inflammatory genes, as well as transcription factors involved in mitochondrial
biogenesis (Tufekci et al, 2011). NRF2 activation can be mediated by changes in
intracellular levels of ROS. Indeed, ROS have been known to activate PKC (protein
kinase C), which in turn was involved in NRF?2 translocation. In vitro and in vivo studies
showed that NRF2 was phosphorylated by the catalytic subunit of PKC, abrogating its
associating with KEAP1 (Kelch-like ECH associated protein 1, OMIM *606016) in the
cytosol leading to its activation (Huang et al, 2000). Under stress conditions, oxidants
and electrophiles were shown to oxidize critical residues of KEAP1 (Kelch-like ECH-
associated proteins), which normally would have degraded NRF2 through ubiquitin-
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pathway (Itoh et al, 1999). Studies have however emitted different regulatory mechanism
in which P62, a stress-inducible scaffold protein, binds competitively to NRF2-binding
sites of KEAPI1, resulting in stabilization and translocation of NRF2 (Komatsu et al,
2010). Recent studies have shown that NRF2-ROS-mediated activation results from
degradation of KEAP1 through the autophagic pathway. CCCP and FCCP were shown to
increase P62-KEAP1 complexes. Formation of theses complexes facilitates degradation
through p62-dependent recruitment of autophagosomes, thereby enhancing KEAP1
degradation and NRF2 activation (Park er al, 2015). Besides activating NRF2, P62
contains anti-oxidant responsive elements (ARE) in its promoter region, thus creating a
positive feedback between NRF2 and P62 itself.

These different hypotheses are not conflicting. Indeed, prior studies had shown that
CCCP and its derivatives play the role of electrophilic components and thiols endorsing
the nucleophilic role (Drobnica and Sturdik 1979). One way to abrogate KEAP1
inhibition of NRF2 is through direct inactivation of KEAP1. CCCP, through its
electrophilic properties can therefore directly modify the multiple cysteine residues on
KEAPI protein leading to its inactivation (Levonen et a/, 2004).

NRF2 favors survival pathways by enhancing mitochondrial degradation through the
PINK/PARKIN pathway. Consistent with prior studies that showed CCCP upregulated
PINK1 transcription and translation, Murata and colleagues showed that CCCP activates
PINK1 mRNA transcription through NRF2 upregulation (Murata et al, 2015).

2.2.2.3 CCCP mitochondrial-ATP-synthesis inhibition: relevance to autophagy

CCCP induces metabolic stresses by inhibiting mitochondrial-ATP production,
consequently triggering catabolic pathways to generate ATP and restore its levels
(Gowans et al, 2013). CCCP induces a drop in mitochondrial ATP-level in neurons,
immediately followed by ATP-level increase, suggesting activation of pathways that
compensate the mitochondrial-ATP-production loss. CCCP initiates several pathways all
involved in the catabolic metabolism to maintain cell viability. All pathways have one
resultant, favor glycolysis regardless of the signal. Following CCCP treatment, as
oxidative phosphorylation becomes less efficient, cells divert to glycolytic metabolism to
sustain ATP levels, reflected by upregulation of glycolysis-genes such as HK2
(hexokinase 2 OMIM *601125).

Several lines of evidence tend to point the ATP-reliance of the PINK1/PARKIN pathway.
The compensatory mechanisms make it difficult to truly size the importance of
mitochondrial-contribution to the PINKI1/PARKIN pathway; nonetheless glycolysis
switch seems to be essential to the ongoing of autophagy processes. Inhibition of the
glucose-metabolism validated that active glycolytic pathway is necessary to trigger
PARKIN translocation to the mitochondria. Glucose-starvation combined with longer
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exposures led to decreased translation of PINK1, suggesting that PINK1 or other actors
are able to sense glucose and therefore ATP level (Lee ef al, 2015). Authors suggest the
hypothetical role of AKT/PKB a serine threonine kinase (protein kinase B, OMIM
*164730) in PINKI translation, which is directly activated by FCCP. Nonetheless, while
PINK1 was shown to activate AKT/pathway, no studies have shown a feedback loop
between these two.

Recent studies implicating a new regulator HK2 in the PINK1/PARKIN pathway may
shed light in the mechanism of CCCP-induced mitochondrial degradation. HK2 is part of
the anti-oxidant pathway mediated by PRC. Is it possible that HK2 regulates PINK1?
Studies show that HK2 activity is critical for PARKIN recruitment and acts downstream
of AKT/PKB but upstream of PINKI, suggesting that cellular signaling plays an
important role in the activity of PINK1/PARKIN (McCoy et al, 2014).

CCCP is implicated in activation of AMPK (AMP-activated protein kinase) an energy
sensor, which monitors the cellular ratios of AMP/ADP to ATP. AMPK promotes
mitophagy and autophagy through phosphorylation of ULKI1, which in turn activates
Beclinl for mitochondrial engulfment (Egan er a/, 2011). Moreover, it is suggested that
AMPK promotes autophagy by diverting membrane trafficking toward the autophagy
pathway and away from any mechanism not involved in the stress-response (Hardie and
Ashford 2014). It is tempting to think that AMPK activates ULK1 through direct
inhibition of mTORCI activity, this latter being one of its main targets (Gwinn et al,
2008). However, several lines of evidence argue against this mechanism in CCCP-
induced autophagy. Indeed, Kwon and colleagues showed using double Knockout MEFs
(Mouse embryonic fibroblasts) for AMPK1/2, that CCCP induces inhibition of mTORC1
independently of AMPK (Kwon ef al, 2011). Nonetheless, activation of AMPK in CCCP-
treatment and its downstream effects cannot be overlooked (Figure 3).

2.2.2.4 CCCP induces DNA-damage and activates pro-survival pathways

AMPK activation can be induced by several stresses including ATP depletion, increased
cytosolic Ca®" and DNA damage, all features found following CCCP treatment (Howley
et al, 1995; Gowans et al, 2013; Laplante and Sabatini, 2012; Kuruvilla et al, 2003).
Indeed, relative to gene expression studies following CCCP-treatment, DNA damage is
one of the earliest responses, occurring within a couple of hours of exposure. This DNA
damage leads to activation of pathways associated with cell-cycle regulation, DNA repair
and energy balance. DNA damage induces p53 (tumor protein 53, OMIM *191170),
which besides promoting apoptosis through activation of Fas/ TNFRSF6 (tumor necrosis
factor receptor superfamily, member 6, OMIM *134637), is linked to AMPK activation
(Agarwal et al, 2015; Gu et al, 2016; Kuruvilla ef al, 2013).
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p53 induction is interesting in two ways relative to mTORCI inhibition and activation of
autophagy. As pointed out previously, p53 activates AMPK thus abolishing mTORC1
inhibition of the autophagy pathway. Yet through a second pathway involving TSCI-
TSC2, it also leads to mTORCI1 inhibition independently of AMPK. p53 activates TSC1-
TSC2, through REDD1/DDIT4 (DNA damage inducible transcript 4, OMIM *607729), a
factor involved in the hypoxia response and ER-stress response. Activation of this
pathway results in inhibition of mMTORCI1 through negative regulation of its activator a
GTPase protein Rheb (RAS homolog enriched in brain, OMIM *601293) (see review
Hardie and Ashford 2014).

Moreover, DNA-damage may also play a part in the recruitment and activation of NRF2.
Indeed, DNA-damage activates P53, which in turn activates NRF2 through p21
expression. p21 (cyclin dependent kinase inhibitor 1A, OMIM *166899) directly interacts
with NRF2 and thus competes with KEAP1 for NRF2-binding, compromising
ubiquitination of NRF2. Inhibition of ubiquitination of NRF2, results in its stabilization
and translocation to the nucleus, where it activates genes involved in the pro-survival
response (Chen et al, 2009).

2.2.2.5 CCCP mediates the pro-survival-response through cytosolic Ca®" elevation

CCCP orchestrates mitochondrial degradation and promotes cell-survival through
different stimuli besides ROS production and ATP depletion. Indeed, CCCP disturbs
Ca’" homeostasis, releasing calcium stores and inhibiting its uptake, by mitochondria, the
endoplasmic reticulum and even the Golgi apparatus.

Intracellular calcium concentration is a key regulator of a number of cell functions, its
homeostasis achieved through a number of overlapping mechanisms. Ca*" is a signaling
molecule, which leads to either cell proliferation or cell death depending on the input it
generates. Studies have shown that mitochondria are one of the major actors of this
homeostasis through an elaborate calcium transport system across the MIM (Gunter and
Pfeiffer 1990). CCCP induces the release of calcium consecutive to dissipation of A¥m.
The AWm dissipation across the MIM inhibits calcium uptake through the mitochondrial
uniporter (Vauer et al, 2000). Short exposures of CCCP are enough to produce cytosolic
calcium elevations in different cell models (Bountra et al, 1988, Vaughan Jones et al,
1998). In addition, CCCP releases calcium from non-mitochondrial stores. Other studies
showed that CCCP treatment did not modify the release of calcium from an intracellular
store but produced the entry of extracellular calcium and consequently an elevation in
cytosolic calcium levels. Blockade of intracellular calcium release from stores such as
ER, mitochondria and lysosomes using thapsigargin, rotenone and bafilomycin Al
respectively, still led to an increase in intracellular calcium observed after treatment with
CCCP, suggesting the presence of a different source of intracellular calcium increase. A
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beginning of response may be found through the studies carried out on non-excitable
cells, where the authors involve a possible activation of Ca*" channels at the plasma
membrane following depletion of mitochondrial Ca*".

Calcium is known to serve various cellular processes and in this manner, increased
cytosolic calcium level has numerous repercussions, including selective autophagy.
Recent findings showed that PINK1 mRNA levels were significantly increased by 4-fold
after 24h-treatment with CCCP. Concomitant treatment with calcium-chelating agent
BAPTA-AM impaired the CCCP-induced PINK1 mRNA and protein expression, thus
CCCP-induces mitophagy in a calcium-dependent manner (Gomez-Sanchez et al, 2014).
The detailed molecular mechanism on CCCP-induced-calcium-dependent-mitophagy
remains unclear. Indeed, there was no evidence of FOXO3 increasing PINKI
transcription, despite its described implication in PINK1 regulation in nutrient privation
(Mei et al, 2009).

In the case of CCCP-treatment, one link may be TG2/TGM2 (type 2 transglutaminase,
OMIM *190196). As a matter of fact, several studies have tied TG2 in the autophagy-
dependent clearance of ubiquitinylated proteins and mitophagy (Rossin ef a/, 2012 and
2015). TG2 is a multifunctional protein involved in a large number of biochemical
functions including autophagy and apoptosis. Ca*" finely tunes TG2-activity. Under
physiological conditions, ATP and GTP inhibit the transamidating activity of TG2, while
CCCP treatment increases drastically the enzyme’s transamidating activity. This reaction
coincided with cytosolic elevation of Ca**, which is essential to the enzyme activation
(Rossin et al, 2015). Intracellular calcium elevation is essentially due to the release from
the endoplasmic reticulum (Rimessi et a/, 2013). In basal conditions, cytosolic calcium is
buffered by A¥Ym-driven uptake via the mitochondrial uniporter (mCU). A¥Ym-dissipation
thereby blocks calcium regulation in CCCP-treatments (Biswas et al, 1999).

TG2 regulates mitochondrial clearance at several stages and is therefore involved in the
stress-response  induced by CCCP. Under stress conditions, TG2 catalyzes
posttranslational modifications of proteins, thereby facilitating their degradation through
autophagolysosomes in collaboration with p62 (D’Eletto et al, 2012). In addition, TG2
facilitates mitophagy regulation, by its direct interaction with key actors of mitochondrial
dynamics. Under CCCP treatment, TG2 level on MOM was significantly reduced. This
reduction is followed by concomitant reduction of TG2-DRP1 and TG2-Fis1 interaction,
suggesting that TG2-activation by calcium favors mitochondrial fission via recruitment of
DRP1 by Fisl (Rossin et al, 2015).

Moreover, TG2 protects cells from apoptosis through two mechanisms: by crosslinking
with caspase 3 with consequent inhibition of its pro-apoptotic activity on one hand and on
the other hand by limiting the reversion of the F1-Fo-ATP synthase through maintenance
of IF1 (ATPase inhibitory factor 1 OMIM *614981) (Faccenda et a/, 2013). Cells lacking
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TG2 showed drastic reduction of IF1 expression resulting in mitochondrial ultrastructural
alterations and ATP-breakdown by ATP-synthase. Given all these functions, TG2 may be
implicated in the regulation of the CCCP-induced-switch of cellular metabolism from
mitochondrial respiration to glycolysis.

2.2.2.6 CCCP induces autophagy through ApH disruption

Another component of the Ap is the ApH, which is also altered by CCCP-treatment and
implicated in mitochondrial turnover. New studies tie mitophagy initiation with changes
in cytosolic pH (Berezhnov et al, 2016). During starvation and hypoxia conditions,
changes in intracellular pH initiate the autophagy pathway (Marino et al, 2012; Dechant
et al, 2010). It is tempting to suggest that mitochondria had a major role in changes of
intracellular pH, due the upregulation of glycolysis, but studies showed that
mitochondrial impact is negligible (Berezhnov et a/, 2016). Treatment with Nigericin, an
ionophore with impact on pH also induced mitophagy. Nigericin acts as a potassium
ionophore promoting K'/H" exchange across membranes and stimulates ATPase activity
in mitochondria but also lysosomes. In the study short FCCP-exposure led to
PINK1/PARKIN dependent mitophagy, while nigericin induced translocation of
mitochondria to lysosomes in both a PINKI1/PARKIN dependent and independent
manner. Authors explain discrepancies in the initiation and mechanism of mitopahgy
from the differing sources of cytosolic acidification. Indeed, FCCP induces acidification
via the redistribution of H" from mitochondria and lysosomes while in the case of
nigericin treatment lysosomes contribution is minor.

It appears, that it is mostly the effect of the uncoupler on lysosomes that initiates this
autophagic-pathway, joining new hypothesis, which suggest that it is mostly organelles-
stress such as lysosomes that initiate autophagy. Indeed, in response to lysosome-stress,
mTORCI1 is released from the lysosomes and becomes inactive, leading to activation of
autophagy and higher transcription of lysosome-related genes (Pena Llopis et al, 2011;
Roczniak-Ferguson et al, 2012).

2.2.2.7 CCCP initiates the mito/autophagy pathway through the unfolded-protein
response

Besides mitochondria and lysosomes, CCCP was shown to impact various organelles
including the golgi apparatus and the endoplasmic reticulum, both involved in the
synthesis, the folding and the transport of secretory proteins. CCCP-treatment is
associated with alteration of protein synthesis. This effect of uncouplers was described in
the early 70s, where subsequent inhibition of protein secretion by CCCP was attributed to
downregulation of intracellular transport between the ER and the Golgi. Indeed, CCCP
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was shown to cause an accumulation of proteins in the ER without inhibition of their
synthesis (Tarkatoff and Vassalli, 1979). Accumulation of secretory proteins overwhelms
the ER chaperones, which are unable to fold the proteins. Unfolded proteins will then
aggregate and cause ER-stress (Wang and Kaufman, 2014). ER-stress according to
certain studies is triggered by Golgi-stress (Miyata et al, 2013). This agrees with
observations of CCCP impairing protein modifications such as glycosylation, in the Golgi
(Antoine and Jouanne, 1986). Inhibition of protein modification in CCCP-treatment was
associated to an alteration of pH gradient. Indeed, CCCP neutralizes Golgi compartment,
while maintenance of luminal acidic pH is required for proteolytic processing of
secretory proteins (Schmidt and Moore, 1995; Antoine and Jouanne, 1986). Dissipation
of transmembrane ApH was shown to lower intravesicular Ca®" binding affinity. The
Golgi-calcium content is important in the regulation of several enzymatic activities
within the Golgi including protein processing and membrane trafficking between the
Golgi and the ER (Oda et al, 1992; Virk et al, 1985; Xing et al, 2010). CCCP-treatment
therefore activates an ER and Golgi stress-response by inhibiting Ca*" uptake, through
disruption of ApH.

ER-stress was also linked to A¥m dissipation, although the detailed mechanism was not
addressed (Bouman et al, 2011). ER-stress is relevant to the PINK1/PARKIN-mediated
pro-survival pathway. Indeed, ER-stress leads to upregulation of PARKIN. This
increased expression of Parkin is mediated through the Perk/ATF4 pathway and is shown
to protect cells from apoptosis. PERK/ATF4 pathway in ER stress controls the interplay
between autophagy and apoptosis in many cell lines, via the effect of ATF4. This cell
death switch is mediated through an upregulation of the P62-pathway. PERK is mediated
to attenuate new protein translation as a pro-survival mechanism. This mechanism is
however transient, therefore prolonged-CCCP-exposures activate pro-apoptotic ER-stress
response pathway through the same pathway (Shen et al, 2015).

2.2.3 CCCP induces apoptosis

During CCCP-treatment, pro-survival-pathways are first summoned, replaced by
apoptosis when all anti-stress responses fail to rescue cell-integrity. Studies on glycolytic
cells showed that uncouplers did not cause any loss of cell-viability during 48h, but
induced mitochondrial-shaped-transition and severe fragmentation. Uncouplers-removal
following fission resulted in a complete restoration of mitochondrial integrity, while
prolonged exposures led to cell-death (Lyamzaev et al, 2004). This apoptosis is
mitochondria-mediated, because fraction of cells depleted from their mitochondrial
content remained viable with comparable exposures (Lyamzaev et al, 2004).
Mitochondria trigger apoptosis by releasing cytochrome ¢, a caspase-activator.
Cytochrome c release is dependent on mitochondrial membrane permeabilisation. CCCP
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most probably induces cell-death by disrupting the diffusion barrier between the inner-
mitochondrial membrane space and the inter-cristae-space. Indeed, as long as MIM
integrity is conserved, mitochondrial-dependent apoptosis through cytochrome ¢ release
is hindered (Ott et al, 2002). Loss of mitochondria integrity is a common feature in
CCCP-treatment, irrespective of the dose, the time-course and cell-type. In all studies,
CCCP-treatment resulted in a fast-shape-transition of mitochondria including swelling
and fission. PTP, the permeability transition pore, was shown to mediate both processes.
Mitochondrial membrane depolarization induced by CCCP-treatment favors PTP-
opening. PTP has been implicated in a wide-range of cell-death through deregulation of
Ca”" and ATP-depletion (Bernadi et al, 1992). Investigation of the relationship between
PTP-opening, mitochondrial depolarization, cytochrome c¢ release and the occurrence of
cell-death, showed that modulation of the open-time is key as to the outcome (Petronilli
et al, 2001). Mitochondrial volume changes make cytochrome ¢ more available for
selective release following pore-mediated swelling.

Nonetheless, beside mitochondrial membrane permeability, previous findings suggest
that changes in pH may be behind CCCP-induced apoptosis. Indeed, it is most likely
alteration of intracellular-pH, which regulates caspase activation in the mitochondrial
pathway for apoptosis (Matsuyama et al, 2000). Apoptosis induction is often associated
with concomitant modulation of autophagy. Their shared key molecular regulators
evidence the interplay between both pathways (Rossin and D’Eletto, 2012). Programmed-
cell-death not only includes apoptosis, it has also recently expanded to autophagy and
necroptosis (Su et al, 2015). Accordingly, the possible mechanism for autophagy proteins
to regulate apoptosis is through inactivation of their autophagy function in favor of their
apoptotic properties. Under severe damage, specific autophagy proteins are believed to
act as sensors of the metabolic state of cells and induce apoptosis. This was elegantly
demonstrated in recent studies. Indeed, PARKIN was shown to mediate apoptosis
following long exposures to uncoupling agents. The outcome of PARKIN expression is
dose-dependent, limited or transient depolarization leading to mitophagy and cell-
survival, while sustained PARKIN activation leads to apoptosis (Carroll et a/, 2014).

Conclusion

The observed time-dependence-responses during CCCP-treatment raise questions as to
the link between mitochondrial damage and the mitochondrial-autophagic clearance. New
reports suggest that mitophagy is not induced by mitochondrial damage (Bhatia-Kissova
and Camougrand, 2013; Eiyama et a/, 2013).

CCCP and its analogs are widely used to induce the autophagy-pathway through
mitochondrial damage. We have, through the existing literature shown that the CCCP
induced autophagic response was not only mediated by the rapid depolarization of
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mitochondria but induces activation of autophagy-pathways through its action on several
other pathways and organelles such as the endoplasmic reticulum, the Golgi apparatus
and lysosomes. The CCCP mitochondrial specificity is questionned as these weak-acids
possess the ability to impair membrane-conductance and disrupt ApH. To regain
organellar-homeostasis, several pro-survival pathways are triggered in response to ATP-
depletion, Ros-production and calcium-release. CCCP-treatment outcome, whether it is
cell-survival or cell-death depends largely on exposure-time and concentration. CCCP-
response is a perfect example of the fine cellular autoregulation, and could be capitalized
on for future therapies in neurodegenerative diseases.
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Molecular Weight 204.6158 g/mol 254.16811 g/mol
Molecular Formula CHsCIN, CyoHsF3N,O
XLogP3 34 3.7
Hydrogen Bond Donor Count 1 1
Hydrogen Bond Acceptor
Count 4 8
Rotatable Bond Count 2 3
Exact Mass 204.020274 g/mol 254.041545 g/mol

Tablel: Structures of CCCP and FCCP
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Figure 1: General mechanism of FCCP and CCCP on cells

Common features are mitochondrial membrane potential dissipation, followed by a
decrease of ATP level. Concomitantly, cell cycle arrest is observed due to DNA damage
and protein synthesis alterations. Upregulation of glycolysis increases ATP level in the
following stages. Early cellular responses to CCCP/FCCP treatment are anti-apoptotic,
which include an upregulation of autophagy, an increase of the anti-oxidant response.
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Figure 2: CCCP impacts mitochondrial network and cristae integrity

A: Control fibroblasts were treated either with DMSO, or 10-100uM CCCP.
Mitochondrial networks were labeled with Mito-Tracker Green.

B: Control fibroblasts were treated with DMSO or 10uM CCCP for 48h and cristae
integrity was assessed by electron microscopy
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Figure 3: FCCP and CCCP activates pro-survival pathways

Proposed mechanism of CCCP/FCCP action in promoting cell survival
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Introduction

La dynamique mitochondriale comprend non seulement la régulation du
remodelage mitochondrial et de la connectivité du réseau mitochondrial médiées
par les cycles de fusion et de fission, mais aussi le mouvement des mitochondries le
long du cytosquelette. Les modifications de la dynamique mitochondriale peuvent
étre impliquées dans la physiopathologie des maladies neurodégénératives
communes comme la maladie de Huntington et la maladie de Parkinson (Friedman
et al. 2011). Des mutations dans deux geénes de fusion mitochondriales (MFNZ et
OPA1) conduisent a des maladies neurodégénératives, notamment la maladie de
Charcot-Marie Tooth de type 2A et l'atrophie optique autosomique dominante
(ADOA), soulignant ainsi l'importance de ces événements dans la physiologie

cellulaire (Olichon et al. 2006; Loiseau et al. 2007).

L’ADOA causée par des mutations dans le géne d’'OPA1 est caractérisée sur le plan
histologique a une diminution du nombre de cellules ganglionnaires de la rétine
conduisant a la perte des tissus de la myéline et des nerfs a l'intérieur du nerf
optique, entre autre. Cette dégénérescence primaire des RGCs qui caractérise ce
trouble conduit souvent a la perte d'acuité visuelle partielle et parfois a une cécité.
Au niveau cellulaire et selon les fonctions prétées a OPA1, des mutations sur ce
dernier conduisent a une de sensibilité accrue a l'apoptose des cellules, des
dysfonctionnements bioénergétiques et des altérations de la distribution et de la
morphologie des mitochondries (Ambre M. Bertholet et al. 2013; Chevrollier et al.
2008). De nombreuses études ont mis en évidence un phénotype fragmenté du
réseau mitochondrial dans les maladies neurodégénératives (Xinglong Wang et al.
2009). Sachant que I'équilibre entre la fusion et la fission est essentiel aux fonctions
cellulaires, le défi est le criblage de molécules thérapeutiques capables de renverser
la fragmentation excessive des mitochondries. En se concentrant sur cet aspect de la
recherche, notre objectif est le développement de stratégies thérapeutiques visant a
inverser le phénotype associé aux mutations d’'OPA1 en pathologie en modulant la
distribution et la biogenése mitochondriale. L’acétylation des résidus lysines est une

modification post-traductionnelle clé connue pour réguler la transcription des
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genes, la transduction du signal, le transport et le métabolisme cellulaire. Les lysines
désacétylases (HDAC), y compris KDACs classiques (histone désacétylases, HDAC) et
les sirtuines (SIRTs), émergent comme des cibles thérapeutiques dans Ila
neurodégénérescence (Guedes-Dias et Oliveira 2013a). La régulation de la
biogenése mitochondriale est sous le controle de SIRT1 et SIRT3, principalement via
une modulation de PGC-la et la fission mitochondriale est diminuée par des
inhibiteurs de KDACs (HDAC)(Ahn et al. 2008; Kong et al. 2010b; ]. S. Lee et al.
2012). 1l existe deux déacétylases cytosoliques ayant un réle dans la régulation de
'acétylation de I'alpha-tubuline : HDAC 6 et SIRT2. Des études sur HDAC6 ou SIRT2
ont rapporté un effet neuroprotecteur de Ilinhibition de ces déacétylases
(Dompierre et al, 2007; Luthi-Carter et al, 2010). Seule l'inhibition de HDAC6 a été
rapportée comme ayant un impact sur le transport mitochondrial (Guedes-Dias et
al. 2015). Nous avons donc sélectivement inhibé 'activité a-tubuline déacétylase de
HDACG6 par une molécule la tubacine. L’objectif de cette étude était de moduler la
dynamique mitochondriale dans les cellules de patients DOA+ en ciblant le

cytosquelette compte tenu de la relation entre les mitochondries et ce dernier.
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INTRODUCTION

Mitochondria are dynamic organelles that mediate many essential cell functions such as
energy production and apoptosis. Depending on the cellular context, mitochondria shift
between fragmented and tubular network-like morphologies by means of coordinated
fission and fusion. Mitochondrial fusion enables the exchange of mitochondrial DNA
(mtDNA) and other matrix components between mitochondria, rendering protection
against mtDNA mutations by allowing functional complementation thereby maintaining a
healthy oxidative phosphorylation system (Youle and van der Bliek, 2012; Burchell et
al, 2010). Mitochondrial fission allows mitochondrial segregation to daughter cells
during mitosis, dysfunctional mitochondrial targeting to the mitophagy machinery for
elimination, and enables mitochondrial size and shape adaptations required for
distribution (Twig et al. 2008b) (Ishihara et al, 2009) . Fission and fusion are mediated
by a large family of GTPases (Pareyson et al. 2015). Mitochondrial fusion involves
merging of the outer as well the inner mitochondrial membranes, a coordinated process
assisted by different proteins. Mitofusin-1 (MFNL1), Mitofusin-2 (MFN2) mediate
mitochondrial outer membrane (MOM) fusion, while Optic Atrophy-1 (OPA1) located in
the mitochondrial inner membrane (MIM) is implicated in MIM-fusion (Song et al.
2007)(Chen et al, 2003). Fission is solely controlled by MOM proteins, DRP1(dynamin-
related protein-1), FIS1 (mitochondrial fission protein 1), MFF (mitochondrial fission
factor) and MID49/51 or MIEF1/2 (mitochondrial elongation factor 1/2) (Zhao et al,
2011) (Ishihara et al. 2009; Otera et al. 2010) (Palmer et al. 2013). Mutations in these
genes are associated with neurodegenerative disorders (Knott et al. 2008). Mutations in
OPAL1 are related to the most common form of optic atrophy, Autosomal Dominant Optic
Atrophy (ADOA) (Knott et al. 2008). This optic neuropathy is characterised by optic
nerve degeneration leading to partial visual loss (Lenaers et al. 2012b). On the cellular
level, OPAl gene mutations leads to an increased cell-sensitivity to apoptosis,
bioenergetics dysfunction (Landes et al, 2010) (Chevrollier et al, 2008). Mutations on
OPAl lead to mitochondrial network fragmentation. Other studies have tied
mitochondrial network structure and bioenergetics efficiency. Hence finding a manner to
reverse this fragmented network could be a possible target for therapy.

Previous studies have shown that treatment with lysine deacetylases (KDACS) inhibitors
induced mitochondrial elongation in several cell lines (J. S. Lee et al. 2012).
Mitochondria fission and fusion dynamics are regulated by acetylation. The
mitochondrial deacetylase SIRT3 is capable of deacetylating OPA1 and elevating its
GTPase activity (Samant et al. 2014). Moreover mitochondrial dynamics also involve
mitochondrial transport and distribution, which are mediated by dyneins and kinesins
(Saxton and Hollenbeck 2012). This distribution is modulated by calcium levels,
phosphorylation and acetylation (Saxton and Hollenbeck, 2012; (Friedman et al. 2010).
Hyperacteylation of microtubules improves the attachment of kinesin-1 to mitochondria

195



thus elevating mitochondrial transport, partly because mitochondria display higher
affinity for acetylated microtubules (S. Chen et al. 2010) ((Friedman et al. 2010).
Acetylation is also implicated in mitochondrial biogenesis (Guedes-Dias and Oliveira
2013b). Deacetylation of microtubules by SIRT1 is reported to activate mitochondrial
biogenesis (Guedes-Dias and Oliveira 2013b). Knowing that ADOA is characterised by
mitochondrial fragmentation and by a loss of mitochondrial mass (Chevrollier et al.
2012), regulating acetylation may be a potential approach to improve mitochondrial
connectivity and reverse the various mitochondrial function-alterations induced by OPA1
mutations. Acetylation is mainly regulated by lysine deacetylases (KDAC); among these
KDACS are found histones deacetylases (HDAC) and sirtuins deacetylase (SIRTS).
HDAC6 and SIRT2 are the two most significant KDAC for the regulation of
mitochondrial transport and distribution in cells (Guedes-Dias and Oliveira 2013b). We
focused on directly impacting the deacetylase domain of HDACG6 using tubacin on
several cell-lines affected by OPAl mutations, to promote mitochondrial fusion and
mitochondrial biogenesis.

MATERIALS AND METHODS

Patients and fibroblast primary culture- 2 patients exhibiting the OPA1_S545R
mutation in the optic atrophy 1 gene (OPAL), 1 patient harbouring the OPA1l R445H
mutation and finally 1 patient characterized for the OPA1_C551Y were considered in this
study. All 4 patients were diagnosed with DOA plus (DOA+) syndrome.
Primary fibroblast originated from skin biopsies were obtained from healthy and DOA+
patients after written consent. The cells were grown at 37°C in a humidified atmosphere
(95% air and 5% CO,) with 2/3 Dulbecco's Modified Eagle Medium and 1/3
amniomMAX (Invitrogen) supplemented with 10% foetal bovine serum  (PAA
laboratories), uridine (5mg/ml; Sigma) and pyruvate (10mg/ml, Sigma). Cells were then
treated for 24h or 7days with DMSO or 10uM tubacin. All experiments were conducted
on cells with similar passage numbers, ranging from 6 to 25, to avoid senescence
artefacts.

Cell Growth assay- approximately 10 000 fibroblasts per well were seeded on a
24-well chamber slide (Cellstar, Greiner) and placed in the IncuCyte ZOOM® system
(Essen Biosciences). IncuCyte ZOOM® consists of a microscope gantry that resides in a
cell incubator, and a networked external controller hard drive that gathers and processes
image data. A 10X objective was used. Four phase-contrast automated images per well
were acquired every 2 hours for 7days. Three replicates were analyzed for each cell line
and each condition. Cell growth was automatically calculated at each time point using the
relative cell density (ratio of the occupied area to the total area of the acquired regions).
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PCR Quantification of mtDNA- mtDNA quantifications were performed by gPCR
with the use of two primer couples specific to mitochondrial DNA, and two primer
couples specific to nuclear genes, usingiQ SYBR Green Supermix and the Chromo4
Real-Time PCR Detection System (Biorad). Data are presented as the ratio of mtDNA
copy number/nuDNA copy number. The following primers were used in the protocol:

MitoDNA_RNAL: Forward: 5-CGCATAAAACTTAAAACTTTACAG-3;
Reverse: 5'-CTTTGCGTAGTTGTATATAGC-3;,

MitoDNA_ND4: Forward 5-CAGCCACATAGCCCTCGTAG-3};
Reverse: 5’-GCGAGGTTAGCGAGGCTTGC-3}

NuclB-glob: Forward: S>TTGTCTTTCAGCAAGGACTG-3';
Reverse: S>ATCTTGGGCTGTGACAAAGT-3,

NuclAIB: Forward: 5°-GGAGTTTCCTGGACAAATGA;
Reverse: 5'-AGGACTGGCGTTTATGTCTT-3".

Microscopy- Mitochondria were labelled with Mitotracker green (Life Technologies,
5:20000) and incubated for 15 minutes under the same incubation conditions. Acetylation
of a-tubulin and a-tubulin were marked with primary antibodies (respectively: T7451,
Sigma; T3526) and secondary antibodies: Goat Anti-Rabbit 1gG, Alexa Fluor® 488
(ab150077 and Goat Anti-Mouse 1gG, Alexa Fluor® 568, abl175701.during
immunofixation.

For imaging, coverslips were mounted in 24-well glass plate or in double chambers and
placed on the stage of an inverted microscope. Images were then acquired with the
inverted widefield NIKON Ti-E microscope equipped with an Andor NEO sCOMS
camera controlled by NIS Element software. Each image was obtained with a 100x oil
objective (Nikon Plan Apo100x, N.A. 1.45). On average, 21 image-planes were taken
along the Z-axis at 0.2um increments. To limit mitochondrial movements, the images
were taken at a controlled-temperature (25°C). Huygens software (Scientific Volume
Imaging) was used for deconvolution and Imaris 8 software (Bitplane) was used for
morphometric analysis. The data presented here are the mean of 25 images from 4
independent trials for each cell-line and condition.

Immunoblotting analysis — Total protein extracts (25-60 npg) were separated on
acrylamide-SDS gels and transferred to PVDF membranes (GE healthcare, life sciences).
Specific proteins were detected using mouse anti-LC3 (1/2000, Enzo, #ALX-803-081-
C100), mouse anti-VDAC (1/2000, Abcam, #ab34726), rabbit anti-P62 (1/1000, Enzo,
#BML-PW9860-0100), anti-mouse P84 (1/1000, Abcam, #ab487), anti-mouse Human
Oxphos (1/1000, Abcam, #ab110411) mouse anti-OPA 1 (1/1000,
“BD transduction #612606), rabbit anti-SIRT3 (1/1000, cell-signaling mAb #2627) and
mouse anti-tubulin (1/2000, Sigma, #T9026). Anti-mouse and anti-rabbit peroxidase-
linked secondary antibodies (GE healthcare, life sciences) were used at 1/10 000 and 1/20
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000 respectively and signals were detected using a chemiluminescence system (Super
signal® west femto, Thermo Scientific, #34095).

Mitochondria Respiration measurements — Respiration rates were assessed on intact cells
(1.1*10° cells) suspended in DMEM-F12. Cellular oxygen consumption was measured at
37°C on a high-resolution oxygraph (Oroboros, Innsbuck, Austria). Baseline respiration
was measured in the absence of exogenous substrates, while non-phosphorylating
respiration was achieved by addition of oligomycin at a concentration of 2 pg/ml. In
order to see how the patients’ cells would react to an increased ATP demand, the
uncoupler, Carbonyl-4-(trifluoromethoxy)-phenylhydrazone (FCCP), was added to
dissipate the electrochemical gradient that drives ATP synthesis. This maximal
respiration was accomplished by a stepwise manual titration of FCCP (4 mM). Finally
mitochondrial specific respiration was controlled by inhibition of cytochrome bc,
(complex III) with antimycin at a concentration of 2.5 pM.

Statistical analysis- Statistical analysis was performed using GraphPad statistical
software (San Diego, CA). Independent sample #-test was used for two group
comparisons, as required. For all analysis, a p value < 0.05 was considered statistically
significant.
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RESULTS

Tubacin has no impact on cell-growth at low concentrations- Tubacin is a
selective inhibitor of HDACG6 (IC50 = 0.004 microM) described to have anti-proliferative
properties on cancer-cells (Haggarty et al, 2003). We thus tested tubacin at various
concentrations in parallel of nocodazol a known cell-cycle inhibitor through its effect on
microtubules polymerization. We observed that at our 10 uM working concentration,
tubacin had no impact on fibroblasts division. While nocodazol led to high cell
proliferation inhibition and led to high cell mortality within 48 hours, higher tubacin
concentrations (20-50 uM) had no impact on cell viability, but reduced cell proliferation
rate. Tubacin at 10 uM led to similar cell growth profile than untreated fibroblasts
(Figurel).

Tubacin induces hyper-acetylation of a-tubulin- We showed that HDACG6
inhibition with 10 uM tubacin leads to targeted a-tubulin hyperacetylation in skin
fibroblasts. Cells were grown in media supplemented with either DMSO or tubacin. In
normal conditions (without tubacin), tubulin filament acetylation was discrete, with few
traces of hyperacetylation. Alpha-tubulin hyperacetylation seems to be confined to the
MTOC (Figure 2, top panel) near the nucleus. This hyperacetylation seems to be essential
in cell-division, as shown in figure 2. Tubacin treatment leads to an increase of
acetylation of a-tubulin. Immunofluorescence with anti-acetylated o-tubulin shows
hyperacetylation of the whole microtubules within 24h tubacin treatment at 10 uM. Data
acquired through western-blot analysis of anti-acetylated a-tubulin showed that 24h-
tubacin treatment induces hyper-acetylation of alpha-tubulin at low concentrations, 2 uM
(data not shown) and 10uM on fibroblasts (control and DOA+) (Figure 2).

Tubacin induces mitochondrial elongation both in control and DOA+ fibroblasts-
Prior studies had shown an impact of KDAC inhibitors on mitochondria morphology
(Lee et al, 2012). However, the HDACG6 tubulin deacetylase activity selectivity was
questioned. In this study we have therefore focused on tubacin, which was characterized
as a specific HDACS tubulin deacetylase activity inhibitor. Cells were treated for 24h and
7 days with either 10uM tubacin or DMSO. While a-tubulin hyperacetylation occurs
within 24h of tubacin treatment, image analysis of mitochondrial network show no
impact of this hyperacetylation on mitochondria distribution and structure at 24 hours.
Mitochondrial structure modification occurs only after 7days treatment (data not shown).
Our data shows an elongation of mitochondrial network both in control fibroblasts and
DOA+ fibroblasts (Figure 3, top panel). Mitochondrial network in DOA+ fibroblasts
which is characterized by increased fission, regain connectivity following treatment with
tubacin. The average length of 85% of the mitochondrial population harbouring OPA1
mutations is less than 10um. Treatment with tubacin, reverses this fragmented phenotype;
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only 20% of the mitochondrial population measures less than 10um. The increased
mitochondrial fusion is a late stage response, as it takes places only 7 days after tubacin
exposures.

Mitochondria elongation in control and DOA+ fibroblasts is independent of
tubacin-induced a-tubulin hyperacetylation- Several studies have reported a preferential
localization of mitochondria on acetylated microtubules (Friedman et al, 2012).
Moreover, acetylation is a key regulator of mitochondrial functions. Decreased levels of
acetylated alpha-tubulin and impaired mitochondrial dynamics, such as reduced motility
and excessive fission, are associated to various neurodegenerative diseases (Guedes-Dias
et al, 2015). KDAC inhibitors lead to mitochondrial elongation in cancer cell-lines and
untransformed cell-lines (Lee et al, 2012). Our data shows a decrease of a-tubulin
hyperacetylation after 7 days treatment; the initial burst of hyper-acetylation that was
present within 24 hours is lost to discrete focal point of acetylation. This acetylation
seems not to involve the whole microtubule-population, as was the case after a few hours
exposure (Figure 3).

Tubacin increases mitochondrial biogenesis- Quantification mitochondrial mass
using VDAC as a marker of mitochondria volume showed a 20% decrease of
mitochondrial content in DOA+ fibroblasts, compared to controls (Figure 5). Treatment
with 10 pM-tubacin for 7 days led to mitochondrial mass and OXPHOS subunits
expression increase both in control and DOA+ fibroblasts, consistent with image
observations. Tubacin-treatment for 7 days led to 1.6 fold increase of VDAC expression
in DOA+ patients and about 1.3 fold increase in control fibroblasts. OXPHOS chain
complexes expression follow the same trend; NDUFB8 expression which reflects
complex 1, is increased by 1.15 in control cells and 1.6 in DOA+ patients treated with
tubacin. ATP5A, which reflect complex V expression, is higher in untreated DOA+
compared to untreated control fibroblasts. Treatment with tubacin lead increase of
complex V content, but this latter is not significant. DOA+ patients’ fibroblasts treatment
with tubacin did not lead to complex IV increase, while this complex expression
increases in control fibroblasts treated with tubacin (Figure 5). Mitochondrial biogenesis
is further supported by an increase of mtDNA copy number (supplementary data).

Tubacin improves mitochondrial respiration and reverses the energetic defect in
DOA+ patients fibroblasts- Mitochondrial respiratory function was assessed in DOA+
and control fibroblasts with and without tubacin-treatment for 7 days. The oligomycin-
insensitive respiration, i.e. independent of ATP-synthase, was 1.5 higher in DOA+
compared to control fibroblasts, indicating increased non-phosphorylating respiration in
normal conditions (without treatmen). These DOA+ fibroblasts showed a lower
respiratory control ratio (RCR) compared control fibroblasts, indicating a mild
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uncoupling. The RCRp showed that the respiration-related to ATP production was also
higher in DOA+. And, as regard to the basal respiration, to reach such ATP production,
DOA+ cells use a greater portion of their respiratory reserve capacity than do control
fibroblasts, as reflected by the ratio of basal respiration to the FCCP-uncoupled
respiration (R/FCCP) (Figure 6). Treatment with tubacin at 10 uM for 7 days did not
result in higher routine respiration compared to untreated DOA+ patients and untreated
controls. However, the oligomycin-insensitive respiration is decreased, and the RCRp
and the FCCP-uncoupled respiration, which were high in DOA+ under normal condition,
also decrease in tubacin treatment. The respiration ratios are comparable to untreated
control fibroblasts. Control fibroblasts treated with tubacin, show a slight increase of
routine respiration and other respiration ratios, but these increases are moderate.

Tubacin induced mitochondrial biogenesis and mitochondrial elongation is not
through SIRT3- Partial loss of tubulin-acetylation led us to investigate a possible increase
of other KDAC:s in the process. Mitochondria fusion is under the control of OPA1, which
is regulated by SIRT3. We therefore assessed both protein expressions in tubacin-
treatment. Preliminary results on SIRT3 expression show that SIRT3 did not increase
majorly following tubacin treatment and that it is unlikely that the moderate loss of a-
tubulin acetylation after 7days is mediated by this KDAC. Moreover, based on these
preliminary results mitochondrial elongation cannot be attributed to an increased OPA1-
GTPase activity mediated by increased SIRT3 level (Figure 7).

Tubacin reduces autophagy flux- Autophagy level was assessed by Western-blot analysis
through LC3 and P62 expression, autophagy markers. In normal conditions, DOA+
patients’ fibroblasts show a slightly higher LC3 conversion rate and lower P62 levels
compared to control fibroblasts. When fibroblasts are treated with 10uM tubacin for 7
days, autophagy level decreases reflected by lower LC3II level and higher P62 level both
in control and DOA+ fibroblasts (Figure 8).
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Figure 1: Tubacin has no impact on cell growth at low concentrations

Control fibroblasts were treated with different concentrations of Tubacin. Cell growth was
monitored with IncuCyte ZOOM®. The graph represents automatically calculated cell-confluency
at regular time points for 48 hours. High concentration Tubacin-treatment (20 uM and 50 pM)
showed a marked cell growth reduction. Error bars indicate standard deviation.
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Figure 2: Tubacin leads to a-tubulin hyperacetylation at low concentrations

Control fibroblasts were treated with either DMSO or 10 pM Tubacin for 24 hours. Images
represent o-tubulin acetylation detected by immunofluorescence with an anti-acetylated a-
tubulin antibody (red) and o-tubulin (green). Differences between cell lines and treatments
were analyzed by Student-z-test: (***: p <0.0001).
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Figure 3: Tubacin induces mitochondrial network elongation

Mitochondrial network in Control (CTL, n=4), DOA+ (n=4). Cells were either treated with
DMSO or 10uM Tubacin for 24h (data not shown) or 7 days. Mitochondrial networks were
labelled with Mito-Tracker Green. Quantifications of mitochondrial lengths were performed by
the standardization of cell size and shape using micropatterned coverslips. Data were inferred

from a mean of 50 cell acquisitions from micropatterned slides. Scale Bar = 10 um 204
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Figure 4: Mitochondria elongation is not correlated with a-tubulin acetylation

Control fibroblasts were treated with either DMSO or 10 uM Tubacin for 7 days. Images
represent a-tubulin acetylation detected by immunofluorescence with an anti-acetylated o-
tubulin antibody (red) and a-tubulin (green).
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Figure S: Tubacin increases mitochondrial mass and OXPHOS subunits expression

Western blot of respiratory chain subunits in Control (n=3), DOA+ (n=4). Cells were either treated with
DMSO or 10uM Tubacin for 7days. Expressions of OXPHOS chain subunits were assessed. Data
represented here are ATPSA from complex V, COXII from complex IV and NDUFBS8 from complex I,
which were normalized to VDAC, a mitochondrial marker. Mitochondria mass was also quantified as
VDAC normalized to P84 a cytosolic protein marker. Data were collected from five independent
experiments and results from treated samples are represented as percentage to untreated controls + SD.
Differences between cell lines and treatments were analyzed by Student-z-test: (*: p < 0.05).
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Figure 6: Tubacin improves mitochondrial respiration and reverses the energetic impairment in
DOA+ patients

Mitochondrial oxidative phosphorylation were analyzed on control (CTL, n=4) and DOA+ fibroblasts (4
patients). Cells were either treated with DMSO or 10uM Tubacin for 7 days. Oxygen consumption was
measured under basal conditions (Basal respiration graph), in the presence of oligomycin (4pg/ml)
(oligomycin-insensitive respiration graph) and in the presence of FCCP (4mM). The respiratory control
ratio (RCR graph) was calculated as the ratio of the FCCP-uncoupled to the oligomycin-insensitive
respiration. Respiration coupled to ATP production (RCRp graph) was calculated as the ratio of the
difference between the rates of basal and oligomycin-insensitive respiration to the uncoupled FCCP
respiration. Respiratory reserve capacity was calculated as the ratio of basal respiration to the FCCP-
uncoupled respiration (R/FCCP graph). Data were analyzed from six independent experiments and are
presented as mean £ SD. Differences between cell lines were analyzed by Student-t-test: (*: p < 0.05;
*%: p<0.01).
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Figure 7: Tubacin induced mitochondrial biogenesis and mitochondrial elongation is not through

Western blot of OPA1 expression and mitochondrial deacetylase SIRT3 in Control (n=3), DOA+ (n=4).
Cells were either treated with DMSO or 10uM Tubacin for 7days. Expressions of OPA1 and SIRT3 were
assessed. Data represented were normalized to TUBA (a-tubulin) a cytosolic protein marker. Data were
collected from (n=???) independent experiments and results from treated samples are represented as
percentage to untreated controls = SD. Differences between cell lines and treatments were analyzed by
Student-#-test: (*: p < 0.05).
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Figure 8: Tubacin does not impact autophagy flux

Western blot of autophagy in Control (n=3), DOA+ (n=4). Cells were either treated with DMSO or 10uM
Tubacin for 7days. Autophagy was assessed as the conversion rate of LC3 and P62 expression. Data
represented were normalized to P84 a cytosolic protein marker. Data were collected from (n=2)
independent experiments and results from treated samples are represented as percentage to untreated
controls = SD. Differences between cell lines and treatments were analyzed by Student-z-test: (*: p <
0.05).
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Supplementary: Tubacin increases mtDNA content

Mitochondrial DNA copy number in Control (n=3), DOA+ (n=4). Cells were either treated with DMSO or
10uM Tubacin for 7days. mtDNA copy number were assessed by qPCR.. Data were collected from seven
independent experiments and results from treated samples are represented as percentage to untreated

controls = SD. Differences between cell lines and treatments were analyzed by Student-z-test: (*: p <
0.05).
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Discussion

L’altération de la dynamique mitochondriale, y compris une fragmentation
mitochondriale excessive ont été suggérées comme prenant part dans le processus
initial de la pathophysiologie dans plusieurs maladies neurodégénératives. Un défi
notable est d'identifier des stratégies pharmacologiques pour contrer la
fragmentation excessive du réseau mitochondrial dans ces pathologies. HDAC6 est
une histone déacétylase cytosolique présentant une activité déacétylase a-tubuline
dépendante et une activité de liaison a l'ubiquitine. Dans les cellules neuronales et
fibroblastiques humaines, le cytosquelette, spécifiquement les microtubules
régulent la distribution et la biogenése mitochondriale. Par ailleurs d'autres études
ont montré une localisation préférentielle des mitochondries sur les microtubules
acétylés. Sur la base de toutes ces constatations, nous avons émis I'hypothese qu'une
modulation de l'acétylation des microtubules conduirait a une distribution et une
biogenése accrue des mitochondries dans les fibroblastes de patients mutés sur le
gene OPA1. Nous avions donc choisi de cibler HDAC6 et d’inhiber son activité a-
tubuline déacétylase en utilisant la tubacine. La tubacine a été initialement utilisée
par Haggarty et al. ou elle est décrite comme ayant une activité inhibitrice sélective
sur HDAC6 et particulierement le domaine a-tubuline déacétylase avec une ICso de
0.004 uM (Haggarty et al. 2003). Nos résultats montrent que I'’hyperacétylation des
microtubules améliore le phénotype des cellules de patients DOA+. Cette
modification semble étre médiée par l'inhibition de HDAC6. Dans nos modeles

cellulaires OPA1 muté, l'inhibition de HDAC®6 :

e restaure la connectivité de réseau mitochondrial

e stimule la biogénese mitochondriale

e corrige le défaut de couplage mitochondrial des cellules DOA+
Nos résultats montrent que méme si l'effet de la tubacine sur l'acétylation des
microtubules est immédiat (traitement de 24h), I'élongation du réseau
mitochondrial n’arrive que tres tardivement, 7 jours plus tard. Ces données

suggérent donc un mécanisme secondaire ou indirect a I'hyperacétylation des
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microtubules sur la modulation du réseau mitochondrial dans le cas des mutations
OPA1. Les résultats d'immunofluorescence de la tubuline acétylée montrent une
diminution de 'hyperacétylation initiale, méme si celle-ci reste présente 7 jours
apres le traitement tubacine, nous confortant dans I'hypothése que
I’hyperacétylation seule ne suffit pas a induire cette réponse mitochondriale. La
diminution de l'acétylation suggére un mécanisme de compensation mis en place
par la cellule pour palier a I'inhibition de HDAC6. Nos données montrent également
une augmentation de la biogénese mitochondriale et une augmentation de la fusion
mitochondriale. Ces données couplées a la baisse de 'acétylation observée a 7jours
de traitement suggérent une implication des sirtuines. En effet, des études ont
montré une augmentation de l'activité d’OPA1 suite a son acétylation par SIRT3
(Samant et al. 2014). Nos données préliminaires par Western blot ne montrent pas
d’augmentation significative de I'expression de SIRT3. L’expression d’'OPA1 semble
augmenter tres légérement, mais compte tenu de 'augmentation significative de la
masse mitochondriale consécutive au traitement tubacine, cette augmentation est a
prendre avec précaution. Des études sur les autres inhibiteurs de HDAC montrent
une élongation du réseau mitochondrial due a une diminution de l'expression de
FIS1 et donc une diminution de I'activité de fission médié par DRP1 (J. S. Lee et al.
2012). Cette diminution de I'expression de FIS1 serait due a une augmentation de
'acétylation des histones nucléaires et non d’une hyperacétylation sélective des
microtubules. Une étude plus récente sur 'inhibition de HDAC6 avec la tubastatin A,
montrent également une augmentation de la fusion mitochondriale dans les
neurones corticaux, néanmoins contrairement a I’étude de Lee et al., cette étude ne
montre aucune modification de l'expression des protéines impliquées dans la
dynamique mitochondriale (Guedes-Dias et al. 2015). Au regard de nos données,
nous émettons ’hypothése que dans nos lignées de fibroblastes DOA+, la dynamique
de fission est plus importante que la fusion et que le traitement tubacine inhiberait
cette fission. En effet, le traitement tubacine inhibe la fission médiée par les
traitements CCCP (données préliminaires), suggérant que la tubacine inhibe la

machinerie de fission. Des études récentes ont impliqué d’autres acteurs dans la
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fission mitochondriale dont la F-actine (Li et al. 2015). L’assemblage et la
polymérisation de la F-actine et son rdle dans la fission sont régulés par la
cortactine (OMIM *164765). Or des études montrent que les KDACS, outre les
histones et I'alpha-tubuline, régulent également d’autres protéines cellulaires parmi
lesquelles, la cortactine. Il a ainsi été montré que HDAC6 est capable de se lier a la
cortactine. La surexpression de HDAC6 conduit a une hypoacétylation de la
cortactine, alors que l'inhibition de I'activitt de HDAC6 conduit a une
hyperacétylation de la cortactine (X. Zhang et al. 2007). Nous émettons donc
I’hypothese selon laquelle HDAC6 modulerait la dynamique mitochondriale en

modifiant 1'état d'acétylation de la cortactine modifiant ainsi sa liaison a la F-actine.
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Conclusion générale et

perspectives



Les pathologies mitochondriales regroupent un ensemble de phénotypes cliniques
complexes et des origines génétiques multiples. Les maladies de la dynamique
mitochondriale associées aux mutations des génes nucléaires tels que MFNZ et OPA1
soulévent la question de la relation entre la structure et la fonction des

mitochondries au sein des tissus.

Les mutations OPA1 ont été associées a 'atrophie optique autosomique dominante.
L’ADOA est une maladie neurologique causée par des mutations du géne OPA1, qui
affectent les cellules ganglionnaires de la rétine (CGRs) dont les axones forment le
nerf optique. La dégénérescence de ces CGRS conduit a une diminution de l'acuité
visuelle voir une cécité. Depuis une décennie, le tableau clinique des mutations
OPA1 a énormément évolué comptant maintenant les cas sévéres des syndromes
DOA+, le syndrome de Behr, un syndrome de Parkinson et une démence (Amati-

Bonneau et al. 2008; Bonneau et al. 2014; Carelli et al. 2015).

Alors que I'haploinsuffisance est considérée comme le principal mécanisme
pathogénique dans I’ADOA, l'effet dominant négatif contribue également a la
pathogenese. Les anomalies du réseau mitochondrial, le déficit bioénergétique, la
sensibilité a l'apoptose, une instabilité du génome mitochondrial ont tous été
proposés comme causes possibles de la neurodégénérescence dans 'ADOA (Landes

etal. 2010).

Les études sur les maladies neurodégénératives communes telles que la maladie de
Parkinson montrent que la mort des neurones est entre autre induite par un défaut
de la voie autophagique. Ce serait ce critere et particulierement un défaut
machinerie de controle qualité des mitochondries qui expliquerait la progression de
la maladie. La morphologie des mitochondries détermine la réponse cellulaire a la
macroautophagie. Les mitochondries tubulaires sont épargnées par la dégradation
autophagique. Ces mitochondries possedent plus de crétes, les niveaux de
dimérisation et l'activité de I'ATP synthase sont augmentés pour maintenir la
production d’ATP. Inversement, lorsque la fusion et donc la formation de

mitochondries tubulaires sont génétiquement ou pharmacologiquement bloquées,
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les mitochondries consomment I’ATP, précipitant ainsi la mort des cellules. Les
MEFs Opal-/- présentent donc une sensibilité accrue a l'apoptose lors d'une
privation en nutriments, car l'absence de fusion ne les protége plus de la
dégradation (Gomes, Di Benedetto, et Scorrano 2011). La dégradation excessive des
mitochondries aboutirait a une déplétion de la population et une mort des cellules
due au déficit énergétique. Une augmentation du niveau de l'autophagie a été
observée dans les CGRs dans le modeéle de souris Opal (Sarzi et al. 2012). De plus
des études ont montré que les mitochondries ciblées par la machinerie de
dégradation avaient un Aym réduit et une diminution des niveaux d’OPAI. Ces
études avec le caractere progressif de la maladie suggérent qu'un défaut
d’autophagie serait le mécanisme physiopathologique dans 'ADOA. En effet, les
premiers signes cliniques apparaissent dans I'enfance compliqués progressivement
dans les cas syndromiques par une atteinte neuromusculaire. Dans le cas de la
DOA+, la présence de délétions multiples de ’ADNmt dans le muscle suggere que les
défauts d'ADNmt secondaires contribuent dans le déclenchement des
dysfonctionnements multisystémiques. Méme si les modeles OPA1-/- montrent un
défaut de fusion, des déficits énergétiques dus a une absence de la respiration
mitochondriale, une apoptose accrue, les mutations OPA1 chez les patients
présentent des altérations moins drastiques, suggérant que ce serait I'accumulation

des défauts qui menerait a la dégénération neuronale.

Nous avons donc exploré deux pistes physiopathologiques de ’ADOA qui seraient en
accord avec l'aspect progressif de la maladie. La premiere était d’étudier 'impact
des mutations OPA1 sur ’ADNmt, sachant que la protéine OPA1 est impliquée dans
I'ancrage des nucléoides a la membrane interne et que cette membrane interne
mitochondriale semble étre le siege de la réplication de 'ADNmt (Elachouri et al.
2011; Rajala et al. 2014; Gerhold et al. 2015). L’autre question adressée était de
déterminer les conséquences des mutations OPAI1 sur la dégradation des

mitochondries.

218



L'impact des mutations OPA1 sur 'ADNmt

Nous avons étudié l'impact des mutations OPA1 sur la taille, le nombre et la
distribution des nucléoides. Il existe une grande hétérogénéité génétique, les
mutations OPA1 touchant différents domaines de la protéine avec une altération
plus ou moins importante des fonctions d’'OPA1. Nous avons donc utilisé des lignées
de fibroblastes de patients qui ne présentent soit aucun impact sur le réseau
mitochondrial soit un réseau mitochondrial hyper-fragmenté et un modele KO

d’OPA1, les MEFs opal-/-.

Nous avons développé une approche de standardisation de la taille des cellules pour
faciliter la quantification des nucléoides par cellule d’abord dans des cellules

controles ensuite dans les modéles de mutations ou de déplétion d’OPA1.

Nos résultats montrent un lien entre la taille des cellules, le réseau mitochondrial et
le nombre de nucléoides. En effet, le nombre de nucléoides augmente avec la taille

du réseau mitochondrial qui elle-méme est proportionnelle a la taille des cellules.

Nous avons démontré cette relation d’abord en utilisant différents types cellulaires,
ensuite en utilisant une approche de standardisation de la taille des cellules. Avec
cette technologie, nous avons été en mesure de moduler la taille du cytoplasme des
fibroblastes, et avons confirmé cette relation entre la taille des organelles et la taille
du cytoplasme, en nous affranchissant des spécificités des types cellulaires, telles
que le métabolisme énergétique par exemple. Ces résultats renforcent I'hypothese
selon laquelle la dynamique des nucléoides est régie par la dynamique
mitochondriale et pourraient étre provoqués par la croissance de la membrane et la

plasticité membranaire.

Plusieurs études ont démontré avec des modeles mathématiques que la taille du
cytoplasme régulait la taille des organelles qu'’il contenait (Hara et Kimura 2011;

Chan et Marshall 2010).

La quantification de '’ADNmt par qPCR dans les lignées OPAI ne montre aucune
variation de la quantité d’ADNmt alors que la déplétion d’OPA1 dans les MEFs

entraine une réduction d’environ 50% du nombre de copies d’ADNmt. Nous avons
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montré une baisse du nombre de nucléoides qui est corrélée a la baisse du volume
mitochondrial constatée dans les lignées ou la mutation ou la déplétion d’OPA1
impactait le réseau mitochondrial. Nos données de qPCR rapportées au nombre de
nucléoides par cellule montrent une augmentation du nombre de copies d’ADNmt
par nucléoide uniquement dans les modeles ou la réticulation du réseau

mitochondrial était impactée.

Dans un modéle normale, la distribution et l'organisation des nucléoides est
dépendant du remodelage mitochondrial de par leur ancrage a la MIM. Cet ancrage
et la structure des crétes limitent la sphere d’influence des nucléoides. Plusieurs
études montrent qu’il faudrait plusieurs cycles de fusion et de fission répétitifs pour
un échange des protéines de la membrane interne, et le suivi de TFAM montre que

cette diffusion est encore plus limitée dans le nucléoide (Busch et al. 2014).

Selon le modele actuel et les données de super-résolution, il existerait une seule
molécule d’ADNmt par nucléoide, suggérant donc qu'une mutation dans cet ADNmt
résulterait en un défaut du systeme OXPHOS et donc une dégradation sélective de
cette portion de mitochondrie. Or, dans le cas des syndromes DOA plus, les
mutations d’OPA1 se traduisent par l'accumulation de délétions multiples de
I'ADNmt dans le muscle (Amati-Bonneau et al. 2008). Ces observations suggerent
donc que la machinerie de controle qualité est incapable de discriminer
sélectivement les molécules d’ADNmt mutées de ’ADNmt sauvage. La dégradation
sélective repose sur une dépolarisation d’'une portion de la mitochondrie due a la
présence d’ADNmt mutant. Or dans les cellules de patients, les mitochondries
présentent un potentiel de membrane assez hétérogene, rendant cette dégradation
sélective des mutants presque impossible. Cette hétérogénéité peut étre expliquée

par:

- Soit un échange de molécules d’ADNmt par la fusion des mitochondries

- Soit par la coexistence de plusieurs molécules d’ADNmt par nucléoide

Nos données supportent la coexistence de plusieurs copies d’ADNmt par nucléoide

chez les mutants OPA1. Nous n’excluons pas des phénomenes de fusion chez les
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patients mutés dans le gene OPAI caractérisés par une hyper-fragmentation du
réseau mitochondrial, méme si '’hypothése commune serait que I'absence de fusion
serait a I'origine des délétions de '’ADNmt et 'accumulation de mutations sur celui-
ci (Chen et al. 2007). Nous suggérons qu'il existe des phénomeénes de fusion, mais
que ces fusions sont soit transitoires, soit ralenties. Contrairement aux études qui
suggerent un avantage de réplication de 'ADNmt mutant, nous pensons que
I'existence d’'un nucléoide multi-génomique est surtout due a la diminution de la

fusion qui ne permet pas un plus large échange des molécules d’ADNmt.

Afin de répondre a cette question, il serait intéressant d’évaluer les taux d’échange
intra et inter-mitochondrial des molécules d’ ADNmt par la super-résolution dans les
mutations OPA1. Ces tests de fusion mitochondriale permettront de déterminer le
taux et la vitesse des événements de fusion dans les mutations OPA1 et les

conséquences de ces changements de dynamique sur la distribution de ’ADNmt.

L’hétérogénéité du contenu d’ADNmt a été soulevée par plusieurs études comme
étant le mécanisme qui empécherait une dégradation sélective et efficace des
mitochondries ayant des molécules dADNmt muté et donc potentiellement une
atteinte de la phosphrylation oxydative (Busch et al. 2014). Nous avons voulu

étudier la dégradation sélective des mitochondries dans différentes mutations OPA1.

L'impact des mutations OPA1 sur la réponse autophagique

Jusqu'a présent, la physiopathologie de I'’ADOA a été attribuée alternativement a
I'altération de la structure du réseau mitochondrial et ensuite aux défauts
énergétiques (Chevrollier et al. 2008; Mayorov et al. 2008; A. M. Bertholet et al.
2016). Pourtant, I'analyse collective des différentes mutations réfute la possibilité
que I’ADOA découle uniquement du réle d’'OPA1 sur la fusion mitochondriale, parce
qu'il n'y a pas de lien entre la sévérité de la maladie et la fragmentation de réseau
mitochondrial. Plusieurs publications ont suggéré que les mutations OPA1 altérent
le mécanisme de contréle-qualité des mitochondries, ce qui rend les cellules plus
sensibles aux facteurs de stress, en particuliers les cellules ganglionnaires de la

rétine (Alavi and Fuhrmann 2013; White et al. 2009; H. Chen et al. 2010). Une
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accumulation de vésicules autophagosomales a été relevée dans ces études;
néanmoins que cette accumulation soit due a un défaut des étapes finales de la
dégradation autophagique ou simplement une augmentation de la réponse
autophagique n’a pas été abordée. Nous avons étudié cette réponse autophagique
dans deux syndromes multi-systémiques dus a OPA1 : le syndrome DOA plus et le
syndrome Behr qui se distinguent par la présentation clinique et I'dge d’apparition

des symptomes.

Notre travail d’exploration de la dynamique de la mitophagie et 'autophagie dans
des modeles cellulaires a montré une corrélation entre un défaut de couplage, une
fragmentation du réseau mitochondrial et une stimulation des processus de
dégradation. La dégradation mitochondriale était augmentée chez les patients DOA
plus en réponse a un réseau mitochondrial trés fragmenté et un défaut de couplage
de la phosphorylation oxydative. En revanche, les fibroblastes Behr n’ont montré
aucune altération des fonctions mitochondriales quantifiables; cependant le taux de
dégradation mitochondriale est séveérement réduit. Les patients Behr sont
également caractérisés par une accumulation de P62, or la neurodégénérescence
peut étre provoquée, selon différentes hypothéses, par l'accumulation des
inclusions-p62 (Rusten et Stenmark 2010; Kirkin et al. 2009; Wooten et al. 2008;
Komatsu et al. 2007; Nakaso et al. 2004; Kuusisto, Suuronen, et Salminen 2001).

Nos données suggerent donc que le défaut de couplage mitochondrial pourrait
permettre de stimuler un certain temps les voies autophagiques et ainsi favorisait le
maintien d’'une population mitochondriale fonctionnelle. Dans ces cellules mutées
dans le gene OPA1, le défaut de couplage serait protecteur, en accord avec les débuts
plus tardifs de la maladie chez les patients DOA+ comparés aux patients présentant
le syndrome de Behr. Les effets potentiellement bénéfiques d’'un découplage partiel
sur les différentes fonctions cellulaires ont d’abord été soulevés par Skulachev dans
les années 90, puis reconfirmés par différents essais thérapeutiques sur I'ischémie-
reperfusion et les maladies neurodégénératives (Skulachev 1997; Mattiasson et al.

2003; Pandya, Pauly, et Sullivan 2009).
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Notre étude bibliographique sur le CCCP renforce le lien entre le découplage et
'activation des voies anti-apoptotiques. Nous suggérons que certaines mutations
OPA1 caractérisées par effet dominant-négatif et un défaut de couplage présentent
une expression similaire des voies de signalisation que lors d'un découplage
transitoire par le CCCP, a savoir une activation des voies de la glycolyse, un
remodelage mitochondrial, une inhibition de l'apoptose et une activation de

I'autophagie (voir revue).

Une question que souleve cette étude est I'origine du défaut de couplage associé a
certaines mutations OPA1. La fuite de protons est associée a une modification de la
conductance des membranes qui elle-méme dépend de la composition de la
membrane. Des études sur différentes mutations OPA1 montrent qu’elles présentent
des défauts sélectifs dans plusieurs activités, y compris l'association aux
cardiolipines (Ban et al. 2010). Nous suggérons donc que les mutations OPA1
induisant un défaut de couplage modifient la composition des membranes, en
particulier les cardiolipines. Il serait intéressant, par des approches lipidomiques,
d’étudier I'impact de différentes mutations OPA1 sur la composition lipidique des

membranes.

Une autre hypothése serait que la densité accrue des crétes chez les mutations OPA1
due a une augmentation du complexe V serait derriére la fuite des protons. Nous
avons montré une augmentation des complexes de la chaine respiratoire, celle-ci
étant significative pour le complexe V. L’ATP-synthase mitochondriale F1-F0-ATP,
joue un role dans la stabilisation des crétes, leur surexpression permettant la
formation de crétes tubulaires (Kucharczyk et al. 2009; Bannwarth et al. 2014).
L'expression accrue du complexe V pourrait-elle contrer la désorganisation des
crétes observée dans plusieurs mutations OPA1? Il semblerait, qu’effectivement,
dans ces mutations OPA1, il y aurait plutét une augmentation de la densité des
crétes, en cohérence avec les données précédentes sur un modele murin d'atrophie
optique. Ils ont constaté que le nombre de mitochondries opaques chez les souris
mutantes augmentait a 6 et 24 mois pour satisfaire les besoins en énergie des

axones (White et al, 2009). Les oligomeres d’OPA1 régulent I'ATP synthase qui
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modifie la structure des crétes, cette propriété d’'OPA1 est indépendante de son
activité de fusion et de son activité GTPase (Patten et al. 2014). L’altération de la
structure de I’ATP-synthase conduit a la fission du réseau mitochondrial et la
désorganisation ultra-structurelle mitochondriale (Johann Habersetzer et al. 2013).
Il serait intéressant d’étudier I'impact d’'une surexpression des complexes de la
chalne respiratoire mitochondriale sur l'efficacité du rendement énergétique. Une
augmentation de la densité des complexes de la chaine respiratoire par unité
mitochondriale n'impacterait-elle pas la structure et la conductance de la membrane

interne mitochondriale ?

Méme si le syndrome de Behr a été inclu dans un spectre plus large qui est le
syndrome DOA plus lié a OPA1, nos données recueillies tout au long de ce travail
montrent que ce syndrome reste une entité a part entiere et que les mécanismes
physiopathologiques sont différents dans les différentes pathologies liées a OPAI.
L’altération de la structure du réseau mitochondrial et de la fonction bioénergétique
seule n’explique pas les disparités. Nous avons montré une régulation différentielle
des réponses autophagiques dans les syndromes de Behr et DOA plus, ce qui
expliquerait la disparité et I'hétérogénéité des tableaux cliniques des pathologies
liées aux mutations du gene OPAI. Nos données montrent une modification des
réponses mitophagiques et autophagiques, laissant penser que les maladies
associées a OPA1 devraient étre traitées comme les maladies neurodégénératives
communes. Une meilleure compréhension de la fission mitochondriale et de la
fusion, et des facteurs de régulation impliqués, peut conduire a des traitements et

des remedes améliorées pour ces maladies.

L'impact de I'inhibition sélective de HDAC6 sur la fonction
mitochondriale des fibroblastes OPA1+/-

La majorité des maladies neurodégénératives sont caractérisées par un défaut de la
dynamique mitochondriale, avec une propension pour une hyper-activation de la
fission (Guedes-Dias et al. 2015). Une partie de nos travaux consistait a développer

différentes approches et outils pharmacologiques qui corrigeraient le phénotype
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hyper-fragmenté du réseau mitochondrial dans les fibroblastes de patients DOA+.
Nous avons donc mis en place différents protocoles dont l'inhibition de la
déacétylation du cytosquelette par la tubacine. Nos résultats montrent que
I'inhibition sélective d’"HDACS6, une histone déacétylase, permet au niveau cellulaire
de corriger les altérations des fonctions mitochondriales caractéristiques de
certaines mutations OPA1, a savoir I'hyperfragmentation du réseau mitochondrial, la
baisse de la masse mitochondriale et enfin dans les cas de syndrome DOA+,
I'augmentation de la réponse autophagique. La tubacine induit donc une élongation
des mitochondries, stimule la biogénése mitochondriale et corrige le défaut de
couplage observé chez les patients DOA+. Nos données montrent que méme si la
tubacine induit une hyperacétylation des microtubules, la modulation des fonctions
mitochondriales ne serait pas une réponse directe a cette hyperacétylation de la
tubuline-a. Le temps de réponse de plusieurs jours implique d’autres mécanismes
dans la modulation des fonctions mitochondriales. La restauration de la connectivité
du réseau mitochondrial est concomitante a l’amélioration de la fonction
bioénergétique. Serait-il possible qu'un switch métabolique soit le mécanisme
derriere la stimulation de la fusion? Il est difficile de déterminer la part de chaque
parameétre dans cette réponse. Le délai dans la modulation des fonctions
mitochondriales est en accord avec d’autres études qui ont été menés sur
différentes pathologies mitochondriales telles que le MELAS ou la restriction
calorique est mise en place pour améliorer le phénotype clinique. Pour ces cellules
de patients, les effets bénéfiques sur la fonction mitochondriale a savoir
I'assemblage du complexe I, une amélioration de la respiration mitochondriale et
une augmentation de la production d’ATP n’intervient que tres tardivement, environ
3 semaines apres. Le délai de la réponse impliquerait soit une régulation
transcriptionnelle, soit une sélection positive par mitophagie des mitochondries
fonctionnellement compétitives. Dans le dernier cas, ceci implique que le traitement
a la tubacine des fibroblastes de patients induirait une pression de sélection mettant
ainsi en évidence les défauts fonctionnels des mitochondries et leur dégradation.

Cette hypotheése est vérifiée dans la restriction calorique dans les modeles de
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MELAS (Busch et al. 2014). Cependant dans le cas des fibroblastes de patients DOA+,
nos données préliminaires suggerent que la tubacine induit une diminution du flux
autophagique, suggérant donc que le mécanisme de sélection par mitophagie
semble peu probable. La diminution du flux autophagique aprés un traitement a la
tubacine est en accord avec I'élongation des tubules mitochondriaux et la
restauration du défaut de couplage partiel, qui dans nos travaux sont responsables

de la I'hyperstimulation de la réponse autophagique.

Les traitements a la tubacine confortent notre hypothese d’'une dynamique de
fission hyper-stimulée dans le syndrome DOA+. Nos travaux nous font penser que
les mitochondries des cellules mutées pour le géene OPA1 conservent une activité
réduit de fusion, mais que la dynamique de fission est certainement plus rapide que
celle de la fusion aboutissant au phénotype fragmenté qui caractérise la pathologie.
La tubulation du réseau induite par la tubacine dans les mutations OPA1 avec des
mitochondries hyperfragmentées va dans le sens cette observation. Notre
hypothese est supportée par des études récentes qui impliquent la F-actine dans la
fission médiée par DRP1 (Li et al. 2015). La F-actine est régulée par la cortactine, qui
est elle-méme régulée par HDAC6 (X. Zhang et al. 2007). 1l est donc probable que la
tubacine induise une hyperfusion du réseau mitochondrial en inhibant la régulation
de la F-actine par la cortactine et donc inhiber le processus de fission. Il serait
intéressant d’étudier la voie des Sirtuines, en particulier SIRT1 sachant que
I'augmentation de la biogéneése mitochondriale induite par la tubacine résulte tres
certainement en une régulation des genes de la biogénése mitochondriale. Les
inhibiteurs des KDACs ont été décrits dans la littérature pour leurs effets
protecteurs dans les pathologies neurodégénératives. Nos données sur la tubacine
en traitement sur les fibroblastes DOA+ suggerent un effet bénéfique. Au niveau
cellulaire, la tubacine apparait comme un agent pharmacologique prometteur dans
le traitement des pathologies liées a une hyper-fragmentation du réseau
mitochondrial induite par des mutations OPAI. Des études in vivo sur des modeles
murins OPA1*/- sont nécessaires pour déterminer le potentiel thérapeutique de

cette molécule dans le syndrome DOA+.
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Fiches technigues



Fiche Technique n° 1 : Culture cellulaire

Milieux et réactifs :

e DMEM-F12 (Dominique Dutscher, Issy-les-Moulineaux, Paris, France)
e SVF (Dominique Dutscher, Issy-les-Moulineaux, Paris, France)
e Amniomax® (Gibco, New York, USA)
e Trypsine-EDTA (Gibco, New York, USA)
e PBS (Eurobio, Paris, France)
Culture des cellules:

Les fibroblastes cutanés sont cultivés a 37°C, en atmosphere humide, avec 5% de
CO2, dans un milieu constitué de 2/3 de DMEM-F12 - 10% de SVF et 1/3
d’Amniomax®. Les fibroblastes sont entretenus dans un milieu supplémenté en
50pg/ml d’uridine et 100pg/ml de pyruvate.

Récolte et utilisation des cellules :

Les travaux sont réalisés sur des cellules a 80% de confluence et a des passages
inférieurs a 25 pour éviter les biais liés a la sénescence des cellules. Les cellules sont
lavées par du tampon phosphate sans calcium ni magnésium (PBS) puis décollées
avec de la trypsine 0,25 %-EDTA 0,02 %. Elles sont ensuite resuspendues dans du
PBS - 5% SVF puis centrifugées 5 minutes a 900 rpm. Les cellules sont alors
congelées dans de I'azote liquide puis conservées a -80°C.
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Fiche technique n° 2 : Dosage des protéines par spectrophotométrie

Ce dosage est un dosage colorimétrique utilisant I'acide bicinchoninique (Lowry et
al, 1951).

Il est réalisé a I'aide du kit BC Assay® (Interchim, Montlugon, France).
Réactifs :

¢ Solution d’acide bicinchoninique (solution A)

e Solution de sulfate de cuivre (solution B)

e Solution de BSA (Bovine serum albumine) a 1mg/ml
Le principe du dosage repose sur le fait qu’en milieu alcalin, les protéines réduisent
les ions cuivriques Cuz+ en ions cuivreux Cu+. Les ions cuivreux et l'acide
bicinchoninique vont alors former un complexe soluble coloré en violet.
L’absorbance est directement proportionnelle a la concentration protéique qui est
calculée a I'aide d’'une gamme étalon de sérum albumine bovine (BSA).

Technique :

e Préparation de la gamme étalon de BSA
Une gamme étalon est préparée a partir de la solution de BSA a 1mg/ml
(0.125mg/ml ; 0,250mg/ml ; 0,5mg).

e Préparation des réactifs
La solution B est diluée au 50¢me dans la solution A

e Préparation des échantillons
Les culots cellulaires sont repris dans du NaCl de maniere a ce que les valeurs
soient compris dans la gamme étalon. 200pl des réactifs (A+B) sont ajoutés a chaque
puits. La plaque est alors incubée 30 min a 37°C avant d’étre lue au
spectrophotomeétre a 562 nm.
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Fiche technique n° 3 : Mesure de la respiration cellulaire sur fibroblastes intacts par
oxygraphie

Cette technique consiste a mesurer la vitesse de consommation d’oxygeéne de
cellules intactes dans différents états métaboliques (Hiitter et al, 2004). Les cellules
utilisent leurs substrats endogenes et ceux contenus dans le milieu de culture pour
alimenter la chaine respiratoire. La mesure est réalisée a l'aide d’'un oxygraphe
contenant une électrode de «Clark » sensible a l'oxygene (Rank Brothers Ltd,
Cambridge, Angleterre).Cette électrode est composée d'une cathode en platine et
d’'une anode en argent avec une différence de potentiel de -0,7 V, immergées dans
une solution de KCl a demi saturée et isolées de la cuve par une membrane semi-
perméable laissant diffuser 1'oxygene. Ainsi, chaque molécule d’oxygéne traversant
la membrane va étre réduite au niveau de la cathode selon la réaction suivante :

02+4H*+4e - 2H20

Une oxydation se produit a 'anode :
4Ag+4Cl->4AgCl+4e

L’équation bilan de la réaction est donc:
4Ag+4Cl-+02+4H*—> 4 AgCl + 2 H,0

Dans ces conditions, la variation de courant induite par la réduction de 'oxygéne au
niveau de la cathode est directement proportionnelle a la concentration d’oxygene
dissoute dans le milieu d’incubation.

L’électrode est associée a une cuve de mesure thermostatée et est calibrée dans le
milieu d’incubation équilibré a l'air a 37°C. Pour le 100%, la consommation
d’oxygéene est mesurée sous agitation, cuve ouverte avec du milieu.

Lorsque le tracé est bien stable, le 100 % d’oxygene est réglé sur I'appareil. Ensuite
une solution de dithionite de sodium, un agent réducteur qui va peu a peu
consommer l'oxygéne contenu dans le milieu, est injectée dans la chambre,
cnduisant ainsi au 0% d’oxygene.

La consommation d’oxygene peut étre déterminée a différents états :

e Routine : respiration basale de la cellule.

e Oligomycine : respiration insensible a l'ajout d’oligomycine (inhibiteur de
I’ATP synthase), il s’agit donc d'une respiration en conditions non
phosphorylantes, qui n’est pas couplée a la synthese d’ATP.
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FCCP : le gradient de protons est dissipé par un protonophore (le FCCP). La
respiration ainsi mesurée est contrélée par le systéme d’oxydation et refléte
donc la capacité maximale de fonctionnement de la chaine respiratoire dans
des conditions découplées.

La mesure de ces différents parametres permet le calcul de rapports suivants :

FCCP/Routine : Il permet de déterminer la capacité respiratoire de réserve
des fibroblastes et indique donc la part de la capacité respiratoire maximale
utilisée par les cellules.

FCCP/Oligomycine : En présence d’oligomycine, l'inhibition de I'ATP
synthase augmente le potentiel de membrane puisque celle-ci ne favorise
plus le retour des protons vers la matrice mitochondriale. En cas de couplage
total, la respiration est totalement inhibée mais si une respiration résiduelle
est mesurée, elle permet alors uniquement de compenser la fuite de protons.
Ce rapport est donc un indicateur du couplage des phosphorylations
oxydatives. Lorsqu’il diminue, en liaison avec une augmentation de
respiration en présence d’oligomycine, il indique une diminution de
couplage.

(Routine - Oligomycine)/FCCP : Il représente la part de la respiration couplée
a la syntheése d’ATP mitochondriale en fonction de la capacité respiratoire
des fibroblastes.

Réactifs :

DMEM-F12 (Dominique Dutscher, Issy-les-Moulineaux, Paris, France)
Oligomycine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 1 mg/ml

FCCP (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 200 uM

Antimycine A (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2 mg/ml

Technique :

Les cellules, soit une flasque T75, sont récoltées par I'action de la trypsine. Entre 1 et

2.10¢6cellules sont nécessaire, pour une oxygraphie. Reprendre les cellules dans 200

pul de milieu de respiration, les mettre dans la cuve de l'oxygraphe et fermer le

bouchon.

Lorsque la pente correspondant a la respiration basale est réguliere, ajouter 2 pl

d’oligomycine 1 mg/ml, de sorte a étre en condition saturante.

Ensuite faire une titration du FCCP en joutant 0,5 pl de FCCP a 200 uM jusqu’a

'obtention de la respiration maximale.
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Ajouter 2 pl d’antimycine A a 2 mg/ml (8 pg/ml final). Ce réactif est un inhibiteur du
complexe Il permettant de mesurer la consommation d’oxygene qui n’est pas due a
la chaine respiratoire mitochondriale. La valeur de cette respiration en présence
d’antimycine A sera retranchée a toutes les autres mesures afin d’exprimer
spécifiquement la respiration mitochondriale.

A la fin de 'oxygraphie, prélever 400ul de suspension dans la chambre de mesure
pour un dosage des protéines afin de pouvoir rapporter chaque respiration par mg
de protéines.
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Fiche technique n° 4 : Western blot

Cette technique permet de déterminer la présence ainsi que la quantité relative
d’'une protéine contenue dans un échantillon. Elle est basée sur la reconnaissance
d’'un motif antigénique d’une protéine par un anticorps primaire. Cet anticorps est a
son tour reconnu par un anticorps secondaire couplé a la peroxydase. La révélation
du complexe antigene/anticorps primaire/anticorps secondaire se fait par
chimiluminescence.

Réactifs :

e Tampon Tris SDS pH 8,8 (Stocké a 4°C)
» Tris (Eurobio, Paris, France) : 1 M
» SDS (Eurobio, Paris, France) : 0,2 %

e Tampon Tris SDS pH 6,8 (Stocké a 4°C)
» Tris (Eurobio, Paris, France) : 325 mM
» SDS (Eurobio, Paris, France) : 0,2 %

e Tampon échantillon pH 6,8
» Tris-HCI (Eurobio, Paris, France) : 0,4 M
SDS (Eurobio, Paris, France) : 4,5 %
Glycérol (Eurobio, Paris, France) : 4,5 %
Bleu de bromophénol (Eurobio, Paris, France) : 2 mM
B-mercaptoéthanol (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,6 M

YV V V V

e Tampon électrophorese pH 8,3
» Tris (Eurobio, Paris, France) : 25 mM
» Glycine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 192 mM
» SDS (Eurobio, Paris, France) : 0,1 %

e Tampon de transfert pH 8,3
» Tris (Eurobio, Paris, France) : 20 mM
» Glycine (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 150 mM
» Ethanol: 20 %

e Tampon TBS pH 7,4
» NaCl (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 0,2
» KCl (Sigma Aldrich, Lyon, France) : 2,5 mM
» Tris (Eurobio, Paris, France) : 25 mM
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Préparation des gels

Les gels sont coulés entre des plaques de verre fixées sur un support et un peigne
est enchassé entre les plaques (systéeme Miniprotean, Biorad, CA, USA). Les gels sont
constitués d'un gel de séparation et d'un gel de concentration.

e Gel de séparation :

v' Réactifs Gel a 12,5% (recette pour 4 gels)
o 2mldeHz0
o 12,5 ml de tampon Tris-SDS pH 8,8
o 10,4 ml de solution d’acrylamide/Bis a 30 %
o 250 pl de persulfate d’ammonium a 10%
o 12,5 pul de TEMED

- Couler le gel et laisser polymériser a température ambiante.

¢ Gel de concentration :

v Réactifs Gel a 12,5% (recette pour 4 gels)
o 4 mlHz0
o 5 ml de tampon Tris-SDS pH 8,8
o 1,2 ml de solution d’acrylamide/Bis a 30 %
o 100 pl de persulfate d’ammonium a 10%
o 10 ul de TEMED

- Couler le gel, insérer les peignes et laisser polymériser a température ambiante.

Préparation des échantillons

Les western-blots ont été réalisés a partir de lysats cellulaires obtenus par
congélation-décongélation de culots secs de fibroblastes.

Les échantillons sont d’abord repris dans une solution d’inhibiteurs de protéases.
Apres une étape de dosage de protéines, les échantillons sont dilués dans un tampon
d’échantillon (2x ou 4x) puis dénaturés en les chauffant a des températures allant de
55°C a 95°C pendant 5 a 10min.

L’électrophorese en SDS-Page

Les échantillons sont ensuite chargés dans les gels puis les protéines sont séparées
par électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de SDS. En paralléle un
standard protéique de masse moléculaire connue afin d'estimer la masse
moléculaire des protéines d’'intéréts.
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La migration se fait dans une cuve contenant du tampon d’électrophorese a 100
volts pendant 15 minutes afin de concentrer les échantillons dans le gel de
concentration puis a 140 volts pendant environ 1h30 pour séparer les protéines.

Transfert sur membrane de PVDF

Les protéines sont transférées sur une membrane de PVDF par I'application d'un
courant électrique.

La membrane de PVDF est activée par immersion dans un bain d’éthanol, ensuite
dans un bain d’eau puis dans le tampon de transfert. Cette membrane déposée sur le
gel d’électrophorése sont placés dans un appareil de transfert entre deux papiers
Whatman. Le tout est imbibé de tampon de transfert. Le transfert se fait a 280mA
pendant environ 1h30 selon la taille de la protéine et le nombre de gels.

Blocage des sites non-spécifiques

A l'issu du transfert, la membrane est incubée dans une solution de lait ou de BSA a
5 % (TBS-1X+ 0,1%Tween + 5% de lait en poudre demi-écrémé, Régilait ®). Cette
étape se fait soit 1h a température ambiante ou toute la nuit a 4°C.

Incubation avec les anticorps primaires et secondaires

La membrane est incubée avec 'anticorps primaire correspondant a la protéine
d’'intérét pendant 2h a température ambiante sous agitation ou toute la nuit a 4°C.
L’anticorps est dilué dans du TBS-1X, Tween-20 0,1%, lait 1%. Ensuite la membrane
est lavée avec du TBS-1X-tween, puis ré-incubée avec un anticorps secondaire 1h30
a température ambiante. La révélation s’effectue par chimiluminescence. L’image est
acquise par un imageur Li-COR®.
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Fiche technique n° 5 : Microscopie a épifluorescence sur fibroblastes en
culture

Préparation des échantillons :

Les cellules sont mises en culture dans des doubles-chambres (Labtek, Nunc
International, Naperville, IL) pour I’étude de la structure ou des fonctions
mitochondriales par exemple. Les cellules des patients et des témoins sont
ensemencées dans du milieu DMEM F12-SVF 10% a raison de 30 000 cellules dans
les doubles-chambres.

Les fluorophores utilisés :

» Mitotracker® Green/ Mitotracker® Red/TMRM (Molecular Probes, CA,
USA): Ces molécules ont la propriété de se fixer sur les membranes chargées
des mitochondries.

» Picogreen qui se fixe spécifiquement a ’ADNmt double brin et émet une
fluorescence verte. Le marquage des cellules se fait avec 100ng/mL de
picogreen, 15 min a 37°C. A I'issu de ce marquage, le milieu de marquage est
éliminé et remplacé par 1 mL de milieu OPTIMEM qui servira de milieu
d’observation.

» Hoechst 33342® qui se fixe spécifiquement aux bases adénine et thymine de
I’ADN et émet une fluorescence bleue. Il diffuse librement a travers les
membranes des cellules saines et apoptotiques.

» MitoSOX® (Molecular Probes, CA, USA) et CellROX interagissent
spécifiquement avec les ROS « reactive oxygen species » d’origine
mitochondrial et cellulaire en émettant respectivement dans le rouge et dans
le vert. Le marquage des cellules se fait avec 5mM de MitoRox et CellRox, 45
min a 37°C. A l'issu de ce marquage, le milieu de marquage est éliminé et
remplacé par 1 mL de milieu OPTIMEM qui servira de milieu d’observation.

La microscopie

Le microscope utilisé est un vidéomicroscope a fluorescence inversé (DMI6000B,
Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) équipé d’'une caméra (Roper Scientific,
Tucson, AZ, USA). Il est composé d’'une source de lumiere a vapeur de mercure,
permettant un éclairage puissant et stable dont le spectre de la lumiere émise
possede plusieurs pics utilisables pour exciter les fluorophores usuels (en utilisant
des filtres pour sélectionner le pic choisi). Le principe de ce type de microscopie
photonique est de marquer les molécules ou les structures d’intérét avec une sonde
fluorescente capable d’émettre elle-méme de la lumiere qui est récupérée par les
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capteurs de la caméra CCD. Lorsqu'une molécule fluorescente est excitée par un
photon d’une énergie suffisante (avec la bonne longueur d’onde), elle se désexcite
en émettant un photon d’énergie plus basse (a cause des relaxations d’énergie
vibrationnelle). Afin de corriger les aberrations optiques (dues aux objectifs, aux
vibrations, a l'huile utilisée sur l'objectif 100X) un processus est utilisé : la
déconvolution. Ce processus a pour but de ramener sur le plan focal toute la
diffraction. Ceci nécessite l'acquisition d’'une pile d'images dans l'axe Z pour
récupérer toute la diffraction au-dessus et en-dessous du plan focal afin d’avoir le
maximum d’information de I'image. Les acquisitions sont réalisées avec le logiciel
Metamorph® 7.6 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Au minimum, 50
acquisitions sont réalisées par puits.

L’analyse des images: Les images obtenues sont déconvoluées afin de corriger les
distorsions optiques et améliorer la qualité des images (réduction du bruit de fond),
en utilisant un module de déconvolution se basant sur un algorythme de Meinel
(Huygens software). Les images ainsi obtenues sont reconstruites en 3D. L’analyse
des images est réalisée a l'aide du logiciel Imaris 6.3® (Bitplane, Zurich,
Switzerland), permettant d’étudier la longueur des mitochondries, la fragmentation
du réseau, l'état de connectivité des mitochondries, le volume mitochondrial, le

nombre des nucléoides ou encore la production de ROS.
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Fiche technique n° 6: Extraction de I’ADN total

Les extractions d’ADN ont été réalisées avec le kit Roche life science (référence
11796828001)

Réactifs

e Tampon de lyse cellulaire

e Tampon d’élution

e Tampon de ringage (wash buffer)

e Protéinase K

e RNase

e Solution de précipitation des protéines
e [sopropanol

e (Culot cellulaire (2 millions)

Protocole

- Reprendre le culot cellulaire par 200ul de PBS 1X
- Ajouter 40 pl de protéinase K
- Ajouter 40 pul de binding buffer, incuber 10 min a 70°C

- Ajouter 100 pl d'isopropanol et transférer 540 pl dans une colonne avec un

tube collecteur, centrifuger 1 min a 10 000g
- Ajouter 500 pl de tampon de ringage (wash buffer), centrifuger 1 min a
10 000g (x2)
- Centrifuger 10 s a 13000g, ensuite transférer la colonne dans un tube
eppendorf
- Ajouter 100 pl de tampon d’élution et centrifuger 1 min a 10 000g (x2)
- Dosage de la quantité d’ADN extrait au spectrophotometre (Nanodrop)
- Stockage a -80°C pour utilisation ultérieure
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Fiche technique n° 7 : Quantification de I’ADN mitochondrial

Cette technique permet l'amplification de la séquence d’ADN cible et la
quantification de I'amplicon formé grace a l'utilisation d’'une sonde fluorescente. La
sonde fluorescente utilisée lors de ces manipulations est le SYBR green 1 qui se lie a
toutes les molécules d’ADN double brin en émettant une fluorescence détectable a
521 nm. La fluorescence émise, détectée par un spectrofluorimetre, sera
proportionnelle a la quantité d’ADN double brin synthétisé. ON utilise des paires
d’amorces pour la réaction. Cet ensemble contient des paires d'amorces pour
I'amplification de quatre régions: deux paires d’amorces pour la détection de I'ADN
mitochondrial et deux paires d'amorces pour la détection de I'ADN. Chaque amorce
est spécifiquement congue pour ne pas amplifier de pseudogenes.

Technique : Les transcrits des génes ND4 et 2 microglobuline sont quantifiés par
PCR quantitative en temps réel grace au thermocycleur Chromo 4 real-time PCR
detector et au kit iQ Sybr green Supermix (BioRad, CA, USA). B2 microglobuline sert
de géne de référence pour normaliser la quantité d’ADNc de chaque échantillon.

Etapel: Préparation d'une gamme de référence pour chaque géne

Afin de pouvoir analyser de maniére quantitative I'amplification du géne d’intérét, il
est nécessaire d’établir au préalable une gamme de nombre de copies connues
d’amplicons du gene cible. Pour cela, une PCR classique est réalisée : 2 pl d’ADNc
sont ajoutés a 15 pl d'un mélange d’amorces (2ul d’'amorces sens et antisens a 20
mM chacune et 11 pl d’eau) et a 23 pl du mélange de PCR (4 pl de tampon 10X, 2,5 ul
de MgCl2 a 25 mM, 4ul de dNTP a 2 mM, 12 pl d’eau DEPC et 0,5 pl de I'enzyme Taq
polymerase).

Les ADNc sont d’abord dénaturés a 94°C pendant 3 minutes puis 35 cycles de
dénaturation 94°C 30 secondes, hybridation au Tm du couple d’amorces 30
secondes, élongation a 72°C pendant 30 secondes et enfin 72°C pendant 10 minutes.
Les ADN amplifiés sont purifiés sur colonne (High Pure Product Purification Kkit,
Boeringher) et sont quantifiés a la fois par lecture de la densité optique des ADN
double brin a 260 nm et par quantification sur gel d’agarose a 2,5%. Le nombre de
copies dans les échantillons est calculé grace a la formule suivante :

Nombre de copies = DO (ng/ul) * 9,1. 1011 / nombre de paires de bases du produit
de PCR Les échantillons sont dilués pour obtenir 1010 copies/pl.

La gamme est ensuite réalisée par dilutions en cascade de cet échantillon a 1010
copies/pl dans de I'eau stérile.
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Etape 2-PCR quantitative en temps réel

Mettre dans une barette adaptée au Chromo 4 real-time PCR detector : - 8 ul d’ADN
issu de 'extraction d’ADN et dilué au 1/40eme (1/100eéme final) - 1 ul d’amorce
sens (0,5 pM final) - 1 pl d’amorce anti-sens (0,5 pM final) - 10 pl de mix 2X
contenant contenant I'enzyme Taq DNA polymerase et le fluorochrome.

Les séquences des amorces utilisées sont les suivantes :

ADNmt: MitoDNA_RNAL: amorce sens 5'-CGCATAAAACTTAAAACTTTACAG-3' et
amorce antisens 5'-CTTTGCGTAGTTGTATATAGC-3'

MitoDNA_ND4: amorce sens 5'-CAGCCACATAGCCCTCGTAG-3' et amorce antisens 5'-
GCGAGGTTAGCGAGGCTTGC-3’

ADNnu: NuclB-glob: amorce sens 5TTGTCTTTCAGCAAGGACTG-3' et amorce
antisens ATCTTGGGCTGTGACAAAGT-3'

NuclAIB: amorce sens 5'-GGAGTTTCCTGGACAAATGA et amorce antisens 5'-
AGGACTGGCGTTTATGTCTT-3'

Le programme d’amplification utilisé est le suivant :

e 95°C pendant 10 min, puis :

e Dénaturation : - Température : 95°C - Temps d’incubation: 10 s
e Hybridation : - Température : 59°C - Temps d’incubation : 15 s
e Elongation : -Température : 72°C- Temps d’incubaction : 20 s

e Retour a I’étape de dénaturation : nombre de cycles : 45 cycles

® « Melting curves » de 70° a 99°C
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Autres activités



Publications

e Cell and mitochondrial network size and shape control mitochondrial nucleoid
number

Mariame Selma KANE *, Jennifer ALBAN"**, Marc FERRE"*, Valérie DESQUIRET-
DUMAS™, Naig GUEGUEN"?, Julien CASSEREAU**, Christophe VERNY>*, Patrizia
BONNEAU™?, Vincent PROCACCIO"** Dominique BONNEAUY** Guy LENAERS®, Pascal
REYNIER™** Arnaud CHEVROLLIER™ soumis & Mitochondrion

e OPA1 mutations on autophagy: relevance to the pathogenesis of mitochondrial
optic neuropathies

Mariame Selma KANE , Jennifer ALBAN?, Valérie DESQUIRET-DUMAS"?, Naig
GUEGUEN™?, Layal ISHAK®, Marc FERRE?, Patrizia AMATI-BONNEAU"?, Vincent
PROCACCIO™?, Dominique BONNEAU™?, Guy LENAERS®, Pascal REYNIER™?, Arnaud
CHEVROLLIERY" soumis 3 journal of Medical Genetics

e The protonophores, CCCP and FCCP: their relevance to the mito/autophagic
pathways

Mariame Selma KANE *, Jennifer ALBAN?, Aurélien PARIS®, Valérie DESQUIRET-DUMAS™?,
Naig GUEGUENY?, Layal ISHAK?, Marc FERRE®, Patrizia AMATI-BONNEAU™?, Vincent
PROCACCIOY?, Dominique BONNEAU™?, Guy LENAERS', Pascal REYNIER™?, Arnaud
CHEVROLLIER" manuscrit en préparation

e Selective HDACS6 inhibition induces mitochondrial fusion in OPA1-mutated
fibroblasts and reverses impaired mitochondrial function

Mariame Selma KANE?, Jennifer ALBAN?, Valérie DESQUIRET-DUMAS™?, Naig
GUEGUEN™?, Kamel Madani®, Marc FERRE?, Patrizia AMATI-BONNEAU™, Vincent
PROCACCIOY?, Dominique BONNEAU™?, Guy LENAERS', Pascal REYNIER™?, Arnaud
CHEVROLLIERY manuscrit en préparation
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e Assembly defects induce oxidative stress in inherited mitochondrial complex |
deficiency

Leman G, Gueguen N, Desquiret-Dumas V, Kane M.S, Wettervald C, Chupin S, Chevrollier
A, Lebre AS, Bonnefont JP, Barth M, Amati-Bonneau P, Verny C, Henrion D, Bonneau D,
Reynier P, Procaccio V. International journal of biochemistry AoGt 2015
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Communications

e Bnmiale - Angers (Septembre 2014)
Mitochondria hyperpolarization, a checkpoint to mitophagy regulation?

e Bnmiale - Angers (Janvier 2014)
Mitochondrial dynamics: Mitophagy in ADOA fibroblasts?

e Journées scientifiques de I'ED BS-Nantes et ED international St Jacques De
Compostelle (programme Mérimée) - Nantes (Décembre 2013)
Mitochondrial dynamics: Mitochondria structure/function relationship in
ADOA fibroblasts

e Febs-EMBO - Paris (Aodt 2014)
Hyperpolarization of isolated mitochondria triggers mitophagy in OPA1-
mutated fibroblasts

e Meetochondrie.Evian 2014 - Evian (Mai 2014)

OPA1-mutations related to mitochondrial fragmentations increase
mitophagy in ADOA fibroblasts

Enseignement

e Poste d’ATER en santé (PLURIPASS) => Biochimie et Biologie Moléculaire
e Atelier de microscopie a fluorescence- IBS-IUT —Angers (Janvier 2016)
e Atelier de microscopie super-résolution - PARIS (Juin 2015)
e Atelier de microscopie IUT - Angers (Décembre 2014)
e Meetochondrie workshop (GDR CNRS 3159) - Angers (Juin 2014)
Voir la dynamique mitochondriale: santé et végétal
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Résumé

L’atrophie optique autosomique dominante (ADOA) est une maladie mitochondriale
rare. Les cellules ganglionnaires de la rétine (CGRs) et les axones qui forment le nerf
optique dégénerent entrainant une perte visuelle progressive. Cette neuropathie
héréditaire est liée aux mutations du géne OPA1. Différentes atteintes du systéme
nerveux central, périphérique et autonome ont été rapportés chez des patients
ADOA syndromiques avec des variations de 1'age d'apparition et de la gravité. La
protéine mitochondriale OPA1 est impliquée dans la fusion mitochondriale, la
constriction des crétes et la maintenance du génome mitochondrial. La conjonction
d’'une dynamique mitochondriale perturbée, d’'une instabilité I'ADNmt et d’une
altération de la phosphorylation oxydative mitochondriale précipiterait la mort des
CGRs et autres cellules neuronales. Les fibroblastes de patients ADOA
permettent d’étudier la physiopathologie des différentes mutations du géne OPAL.
Une caractérisation biochimique et par microscopie fluorescente nous a permis
d’isoler des cellules de patients ADOA syndromiques présentant un défaut de
couplage mitochondrial et un réseau mitochondrial hyperfragmenté. Nous avons
montré une altération de la compaction de 'ADNmt et de la distribution des
nucléoides. Une étude des voies autophagiques des cellules mutées OPAI montre
une corrélation entre le défaut de couplage et I'activation de la mitophagie. Ces
meécanismes physiopathologiques sont en accord avec I'aspect progressif de '’ ADOA.
La recherche de pistes thérapeutiques nous a permis de mettre en évidence un effet
bénéfique d’un inhibiteur spécifique d’'une histone-déacétylase, la tubacine, sur le
phénotype des cellules mutées OPA1. L’hyper-acétylation des microtubules permet
une réversion du phénotype du réseau mitochondrial, une biogénese
mitochondriale et une amélioration du défaut de couplage mitochondrial.

Mots clés : Neuropathie optique, Dynamique mitochondriale, OPA1, Nucléoide,
Mitophagie
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Abstract

Autosomal dominant optic atrophy (ADOA) is a rare mitochondrial disease. Retinal
ganglion cells (RGCs) and axons that form the optic nerve degenerate, resulting in
progressive visual loss. This hereditary neuropathy is linked to mutations of the
OPA1 gene. Various alterations of the central nervous system, peripheral and
autonomous have been reported in syndromic ADOA patients with variation in age
of onset and severity. The mitochondrial protein OPA1 is involved in mitochondrial
fusion, cristae constriction and mitochondrial genome maintenance. The
conjunction of disturbed mitochondrial dynamics, mtDNA instability and impaired
mitochondrial oxidative phosphorylation precipitate RGCs and other neuronal cells
death. The use of ADOA patients’ fibroblasts allows the pathophysiology study of
different OPA1 mutations. Biochemical characterization and fluorescent microscopy
allowed the isolation of syndromic ADOA patients with mitochondrial network
defects and mitochondrial uncoupling. We showed an alteration of mtDNA
compaction and nucleoids’ distribution. A study of the autophagic pathways in
OPAI-mutated cells showed a correlation between partial uncoupling and an
increased mitophagy response. These pathophysiological mechanisms are
consistent with the progressive aspect of ADOA. The search for therapeutic
approaches highlighted the beneficial effect of tubacine, a specific histone
deacetylase’s inhibitor, on OPA1l-mutated-cells’ phenotype. Microtubules hyper-
acetylation led to a reversal of mitochondrial network phenotype, an increased
mitochondrial biogenesis and a tighter mitochondrial coupling.

Key Word: Optic neuropathy, Mitochondrial dynamics, OPA1, Nucloids,
Mitophagy
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Résumé

L’atrophie optique autosomigue dominante (ADOA) est une maladie
mitochondriale rare. Les cellules ganglionnaires de la rétine (CGRs) et les
axones qui forment le nerf optique dégénérent entrainant une perte
visuelle progressive. Cette neuropathie héréditaire est lide aux
mutations du géne OPAI. Différentes atteintes du systéme nerveux
central, périphériqgue et autonome ont été rapportés chez des
patients ADOA syndromiques avec des variations de I'dge d'apparition et
de la gravité. La protéine mitochondriale OPA1 est impliguée dans la
fusion mitochondriale, la constriction des crétes et la maintenance du
génome mitochondrial. La conjonction d’une dynamique mitochondriale
perturbée, d'une instabilité I'ADNmt et d'une altération de Ila
phosphorylation oxydative mitochondriale précipiterait la mort des
CGRs et autres cellules neuronales. Les fibroblastes de patients ADOA
permettent d’étudier la physiopathologie des différentes mutations du
géne OPAI1. Une caractérisation biochimigue et par microscopie
fluorescente nous a permis d'isoler des cellules de patients ADOA
syndromiques présentant un défaut de couplage mitochondrial et un
réseau mitochondrial hyperfragmenté. Nous avons montré une
altération de la compaction de I'ADNmt et de la distribution des
nucléoides. Une étude des voies autophagiques des cellules
mutées OPAI montre une corrélation entre le défaut de couplage et
I'activation de la mitophagie. Ces mécanismes physiopathologiques sont
en accord avec l'aspect progressif de FADOA. La recherche de pistes
thérapeutigues nous a permis de mettre en évidence un effet bénéfigue
d’un inhibiteur spécifique d’une histone-déacétylase, la tubacine, sur le
phénotype des cellules mutées OPA1. LU'hyper-acétylation des
microtubules permet une réversion du phénotype du réseau
mitochondrial, une biogénése mitochondriale et une amélioration du
défaut de couplage mitochondrial.

Mots clés : Neuropathie optique, Dynamique mitochondriale, OPA1,
Nucléoide, Mitophagie
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Abstract

Autosomal dominant optic atrophy (ADOA) is a rare mitochondrial
disease. Retinal ganglion cells (RGCs) and axons that form the optic
nerve degenerate, resulting in progressive visual loss. This hereditary
neuropathy is linked to mutations of the OPA1 gene. Various alterations
of the central nervous system, peripheral and autonomous have been
reported in syndromic ADOA patients with variation in age of onset and
severity. The mitochondrial protein OPA1 is involved in mitochondrial
fusion, cristae constriction and mitochondrial genome maintenance. The
conjunction of disturbed mitochondrial dynamics, mtDNA instability and
impaired mitochondrial oxidative phosphorylation precipitate RGCs and
other neuronal cells death. The use of ADOA patients’ fibroblasts allows
the pathophysiology study of different OPAI mutations. Biochemical
characterization and fluorescent microscopy allowed the isolation of
syndromic ADOA patients with mitochondrial network defects and
mitochondrial uncoupling. We showed an alteration of mtDNA
compaction and nucleoids’ distribution. A study of the autophagy
pathways in OPAI-mutated cells showed a correlation between partial
uncoupling and an increased mitophagy response. These
pathophysiological mechanisms are consistent with the progressive
aspect of ADOA. The search for therapeutic approaches highlighted the
beneficial effect of tubacin, a specific histone deacetylase’s inhibitor, on
OPAl-mutated-cells’ phenotype. Microtubules hyper-acetylation led to a
reversal of mitochondrial network phenotype, an increased
mitochondrial biogenesis and a tighter mitochondrial coupling.

Key Words: Optic neuropathy, Mitochondrial dynamics, OPAl,
Nucloids, Mitophagy
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