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1 Dynamique et fonctions mitochondriales

1.1 Structure et dynamique mitochondriale

Les mitochondries sont des organelles cytosoliques issu de I'endosymbiose de
protéobactéries au sein d'une cellule procaryote (Archibald 2015). Comme leurs
ancétres bactériens, les mitochondries possédent une double membrane
(membranes externe et interne mitochondriales). La membrane interne délimite la
matrice mitochondriale. L’espace localisé entre les deux membranes est appelé
espace interne mitochondrial ou espace intermembranaire. La membrane interne
forme des replis dans la matrice, appelés « crétes mitochondriales », sur lesquels
sont ancrés les complexes de la chaine respiratoire réalisant les oxydations
phosphorylantes. Les protéines mitochondriales sont codées par le génome
mitochondrial circulaire (ADNmt) et le génome nucléaire. LADNmt est une molécule
d’ADN circulaire de 16,6 kbases qui contient 37 génes codant 13 sous-unités de
complexes de la chaine respiratoire, 22 ARNt mitochondriaux et 2 mitoribosomes
(Alston et al. 2017). Les protéines synthétisées dans le cytosol ont, quant a elles,
une séquence d’adressage mitochondrial N-terminal spécifique de 15 a 70 résidus.
Cette séquence est reconnue par une chaperone dédiée qui va adresser la protéine
a une machinerie spécifique de I'import mitochondrial composée de translocases sur
les membranes interne et externe et de machineries d’assemblage de type TIM et
TOM (Chacinska et al. 2009). L'import dans la mitochondrie nécessite le clivage de la
séquence d’adressage pour former la protéine mature mitochondriale (Voet & Voet
1995).

Au sein de la cellule, les mitochondries ne sont pas des organelles isolées les
unes des autres mais elles forment un réseau dynamique. La forme et la distribution
du réseau mitochondrial résultent d’un équilibre entre les activités de division (fission)
et de fusion mitochondriale, avec une morphologie du réseau propre a chaque tissu
(Figure 1).
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Figure 1: Représentation schématique de la dynamique mitochondriale : équilibre entre fusion et fission.

Adapté d’aprés (Youle & van der Bliek 2012)

La fission et la fusion mitochondriales jouent aussi un réle critique dans le
maintien des fonctions mitochondriales lors d'un stress environnemental ou
meétabolique. La fusion mitochondriale permet un échange de métabolites ou
d’acides nucléiques entre les mitochondries saines et endommageées, réalisant ainsi
une complémentation (au niveau de 'ADNmt, des lipides ou des protéines) de la
mitochondrie Iésée par la mitochondrie saine. La fusion est donc stimulée par des
conditions de stress ou un défaut énergétique et permet d’augmenter les capacités
des oxydations phosphorylantes (Youle & van der Bliek 2012). La fission assure le
contréle qualité des mitochondries en facilitant la mitophagie, voie -cellulaire
permettant I'élimination des mitochondries endommageées. La fission est également
essentielle a la séparation des mitochondries lors de la division cellulaire (Zemirli et
al. 2018). Ainsi, la morphologie du réseau mitochondrial varie selon les conditions

énergétiques et 'homéostasie rédox de la cellule (Figure 2) (Wai & Langer 2016).
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Figure 2: Modulation de la morphologie mitochondriale par les apports métaboliques.

La morphologie des mitochondries peut fortement varier et est influencée par les stimuli métaboliques dans les
cellules en culture (fibroblastes embryonnaires de souris) pour adopter une morphologie hyperfusionnée (en vert)
ou fragmentée (rouge). Adapté d’apres (Wai & Langer 2016). OXPHOS : oxydations phosphorylantes

La fusion et la fission sont médiées par des protéines appartenant a la
superfamille des GTPases. Parmi elles, DRP1 (dynamin-related protein 1) est une
protéine cytosolique hautement régulée impliquée dans la fission. La porine FIS-1
située sur la membrane externe mitochondriale recrute DRP1 pour induire la fission.
Quant au processus de fusion, il requiert I'action des mitofusines de types 1 et 2
(MFN1 et MFNZ2) et de la protéine OPA1 (optic atrophy type 1) qui sont impliquées
respectivement dans la fusion des membranes externe et interne mitochondriales
(Kanamaru et al. 2012).

1.2 Fonctions mitochondriales

La mitochondrie est impliquée dans de nombreux processus essentiels a la

cellule tels que le métabolisme énergétique (synthese d’ATP, oxydation des acides
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gras et du pyruvate), 'homéostasie calcique et le métabolisme des acides aminés et
des lipides. Elle joue également un rdle central dans l'apoptose. Pour finir, la
mitochondrie contribue a la production des espéces réactives de I'oxygéne (ou
reactive oxygen species ROS) mais aussi a la régulation du niveau de ces derniéres.

La mitochondrie a également un rdle prépondérant dans le métabolisme du fer
cellulaire puisqu’elle participe a la synthése de I'héme et est le lieu de I'assemblage
des groupements prosthétiques fer-soufre (Fe-S). La biogenése des centres Fe-S
mitochondriaux nécessite une machinerie protéique complexe qui sera détaillée dans
la deuxieme partie de cette introduction. Les protéines a centres Fe-S sont
impliquées dans de nombreuses voies meétaboliques notamment le métabolisme
énergeétique mitochondrial. Ainsi, les complexes I, Il et Ill de la chaine respiratoire
mitochondriale (CRM) possédent plusieurs sous-unités protéiques Fe-S. Parmi les
enzymes du cycle de Krebs, I'aconitase mitochondriale (mt-aconitase) et la sous-
unité SDHB de la succinate déshydrogénase sont également des enzymes a centres
Fe-S. Enfin, la lipoic acid synthase (LIAS) est une autre enzyme mitochondriale a
centre Fe-S qui intervient dans la synthése de I'acide lipoique. La voie métabolique
de l'acide lipoique sera présentée dans la troisieme partie de cette introduction.

1.2.1 Synthese d’ATP : oxydations phosphorylantes

La synthese d’ATP est le résultat de I'action couplée des cing complexes de la
CRM (complexes | a V) ancrés dans la membrane interne mitochondriale. Des
coenzymes mobiles sont également associés a la CRM dans la membrane interne. Il
s’agit du coenzyme Q (CoQ, appelé aussi ubiquinol ou ubiquinone selon son état
rédox) ayant une propriété lipophile et du cytochrome c (cyt c), qui est un coenzyme
héminique et hydrophile.

Les substrats des complexes | et Il sont des coenzymes réduits nommeés
nicotinamide dinucléotide (NADH) et flavine adénine dinucléotide (FADH>),
présentant un faible potentiel d’'oxydo-réduction. Le NADH et le FADH2 proviennent
de réactions oxydatives du métabolisme énergétique (glycolyse, béta-oxydation des

acides gras, cycle de Krebs) (Figure 3).
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Figure 3: Origine des coenzymes réduits NADH et FADH; dans la mitochondrie a partir du
catabolisme des acides gras et du glucose.

Les enzymes du cycle de Krebs sont : @ citrate synthase, ® : aconitase mitochondriale, © : isocitrate
déshydrogénase, @ : alpha-cétoglutarate déshydrogénase, © : succinyl-coA synthétase, ® : succinate
déshydrogénase (complexe Il), @ : fumarate déshydrogénase, © : malate déshydrogénase

Au cours de la glycolyse cytosolique, pour une molécule de glucose, deux
molécules de NADH et deux molécules de pyruvate sont produites. Le NADH entre
dans la mitochondrie par la navette malate-aspartate dans les tissus riches en
mitochondries (cceur, foie, reins). Le pyruvate entre dans la mitochondrie via le
transporteur mitochondrial du pyruvate (mitochondrial pyruvate carrier MPC). Il est
meétabolisé en acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA) avec production de NADH par le
complexe pyruvate déshydrogénase (PDHc). De son cété, la béta-oxydation des
acides gras produit une molécule de NADH, de FADH et d’acétyl-CoA a chaque
réduction de deux atomes de carbone d’un acide gras. (Figure 3). L’acétyl-CoA va
entrer dans le cycle de Krebs. Pour chaque molécule d’acétyl-CoA qui est

meétabolisée, trois molécules de NADH et une molécule de FADH: sont produites au
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niveau de quatre réactions enzymatiques du cycle de Krebs (isocitrate
déshydrogénase ou IDH, alpha-cétoglutarate déshydrogénase ou KGDHc, succinate

déshydrogénase, malate déshydrogénase).

Depuis les coenzymes réduits, les complexes | et Il réalisent un transfert
d’électrons jusqu’au complexe lll, via le CoQ (Figure 4). Le complexe Ill capte les
électrons depuis le CoQ et réduit le cyt C. Le complexe IV accepte ces électrons
depuis le cyt C, qui participent avec les protons de la matrice a la réduction de
'oxygene en eau (Voet & Voet 1995). Le transfert d’électrons est couplé a un
pompage de protons (H*) de la matrice vers I'espace inter-membranaire au niveau
des complexes |, lll et IV. Ceci permet la conversion de la force électromotrice en
force protomotrice. La force protomotrice permet ainsi la phosphorylation de 'ADP en
ATP par le complexe V (ATP synthase) (Stryer et al. 2003).

Espace intermembranaire

Cycle de
Krebs

Matrice mitochondriale
=
N
o

Figure 4 : Représentation schématique du transfert d’électrons associé au couplage de protons entre
les différents complexes de la chaine respiratoire mitochondriale.

La synthése d’ATP est réalisée par le complexe V. Q : coenzyme Q, C : cytochrome C. | a V : complexes | a
V de la CRM.

e Le complexel

Le complexe | (NADH : ubiquinone déshydrogénase) est constitué de 45 sous-
unités chez les mammiféeres dont quatorze sous-unités composant le « noyau » en
forme de «L». Parmi elles, 7 sous-unités hydrophiles forment un « bras »
périphérique dans la matrice et 7 autres sous-unités hydrophobes (sous-unités ND)
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et appartiennent a un domaine ancré dans la membrane interne (Figure 5). Les 31

autres sous-unités ont un réle fondamental dans la structure, la stabilité

'assemblage du complexe (Vinothkumar et al. 2014).

NADH

FeS clusters

@on3 Nia

Bras hydrophile
périphérique

Matrice mitochondriale

Bras hydrophobe
transmembranaire

Espace intermembranaire

Figure 5 : Modéle structural du noyau du complexe | des mammiféres formé de 14 sous-unités

et

Sept sous-unités constituent le bras hydrophobe (sous-unités ND) tandis que sept autres sous-unités forment le
bras hydrophile, assurant la fonction catalytique. Adapté d’aprés (Vinothkumar et al. 2014; Zhu et al. 2016). Q :
CoQ. Les sous-unités a centres Fe-S du bras hydrophile sont détaillées dans le Tableau 1.

Les sous-unités hydrophobes sont impliquées dans la translocation des H* a

travers la membrane interne : quatre H* sont pompés de la matrice vers I'espace
intermembranaire et initient le gradient de H* des OXPHOS. Le noyau hydrophile
contient la FMN permettant 'oxydation du coenzyme NADH en NAD+. De plus, sept
centres Fe-S (de type [2Fe-2S] et [4Fe-4S]) (Tableau 1) sont essentiels au transfert
d’électrons depuis le FMNH:2 jusqu’au CoQ et le r6le de chacun d’entre eux n’est pas

encore complétement établi.
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Sous-unité Intitulé sur la Figure 5 Cofacteur (centre Fe-S)
NDUFV1 51 kDa FMN, [2Fe—2S] (N1a)
NDUFV2 24 kDa [4Fe—4S] (N3)

NDUFS1 75 kDa [2Fe—28], 2 [4Fe—4S] (N1b, N5, N7)
NDUFS3 30 kDa

NDUFS8 TYKY 2 x [AFe—4S] (N4)
NDUFS2 49 kDa

NDUFS7 PSST [4Fe—4S] (N2)

Tableau 1 : Cofacteurs des sous-unités hydrophiles du noyau du complexe | chez les mammiféres.

D’aprés (Hirst 2013; Gnandt et al. 2016)

A I'exception du centre N1A, les centres Fe-S sont essentiels a la formation d’'un
« tunnel » d’électrons intramoléculaire. Ce dernier débute depuis le FMNH2 qui céde
des électrons au centre N3 (Figure 5). Ensuite, les centres Fe-S de ce « tunnel »
sont des relais pour le transfert d’électrons par leur capacité d’oxydo-réduction rapide
et leur proximité. Le centre [4Fe—4S] N2 est le dernier centre Fe-S accepteur
d’électrons avant leur transfert au CoQ. Le centre [2Fe-2S] N1a posséde uniquement
un réle structural au sein du complexe et n’est pas impliqué dans le transfert
d’électrons (Gnandt et al. 2016).

L’assemblage du complexe | est un processus élaboré qui requiert 17 protéines
d’assemblage dont la protéine NUBPL, la protéine NDUFAB1 (ACP) (Guerrero-
Castillo et al. 2017; Sheftel et al. 2009; Stroud et al. 2016). NUBPL, anciennement
appelée IND1, serait dédiée a l'insertion des centres Fe-S au sein des sous-unités

réceptrices du complexe |I.

e Complexe Il ou succinate-coenzyme Q déshydrogénase

Le complexe Il présente une activité enzymatique de succinate déshydrogénase
dans le cycle de Krebs et une activité de transfert d’électrons dans la chaine des
OXPHOS. Il ne participe pas a la formation du gradient de protons
transmembranaire, il est donc parfois considéré comme un complexe auxiliaire de la

CRM (Lenaz & Genova 2010). Le complexe |l est représenté sur la Figure 6.
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Figure 6 : Structure du complexe Il chez les mammifeéres.

Schéma adapté de (Sun et al. 2005)

Le complexe Il est composé de 4 sous-unités : SDHA, SDHB, SDHC et SDHD. Il
est ancré dans la membrane interne mitochondriale par les deux sous-unités
hydrophobes (SDHC et SDHD) qui renferment une molécule héminique de type b et
un domaine de liaison au CoQ. Les deux autres sous-unités, SDHA et SDHB,
forment le domaine soluble, tourné vers la matrice. SDHA porte I'activité catalytique
d’oxydation du succinate et un site de liaison covalente du FADH>. SDHB porte 3
centres Fe-S (un centre [2Fe-2S], un centre [3Fe-4S] et un centre [4Fe-4S]). Aprés
liaison du FADH. sur SDHA, le complexe transfére deux électrons aux quinones
(Cecchini 2003) (Figure 3). Les faibles distances entre le FADH: et les centres [2Fe-
2S], [4Fe-4S] et [3Fe-4S] permettent un transfert rapide des électrons entre eux et
jusqu’au CoQ qui est I'accepteur final des électrons. Le centre héminique de type b
peut également servir d’accepteur intermédiaire d’électrons (Sun et al. 2005).

L’assemblage du complexe Il chez 'homme requiert la protéine SDHAF1 (SDH
Assembly Factor type 1), appartenant a la famille des protéines LYR. SDHAF1 est
essentielle a l'insertion des centres Fe-S au sein de SDHB (Maio et al. 2016).
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e Le complexe lll ou coenzymeQ-cytochrome c réductase

Le complexe Il est un complexe homodimérique d’environ 480 kDa avec 11
sous-unités chez les mammiféres. Trois sous-unités forment le noyau catalytique
appelé complexe bc1, impliqué dans le transfert d’électrons : les cytochromes b et c1
(cyt b et cyt ¢1) qui sont des protéines héminiques et la protéine Rieske (UQCRFS1)
qui porte un centre [2Fe-2S] (Figure 7). Cyt b est une protéine hydrophobe
transmembranaire tandis que cyt c1 et la protéine Rieske sont situés dans I'espace
intermembranaire. Le complexe lll catalyse le transfert d’électrons depuis le CoQ
jusqu’au cyt c1. Le cyt ¢1 réduit devient alors le substrat du complexe IV de la CRM.
Ce transfert est couplé a la translocation de deux protons a travers la membrane
interne mitochondriale. L’enzyme posséde deux sites de liaison du CoQ localisés sur
des sites opposés de la membrane interne mitochondriale : un site d’oxydation (Qo)
et un site de réduction (Qi) au niveau du cyt b.

Membrane
interne

Espace intermembranaire ®®

Figure 7 : Structure du complexe Ill chez les mammiféres

Adapté d’apres (lwata et al. 1998; Lanciano et al. 2013). Q : CoQ, C: cyt C

L’assemblage du complexe Il requiert deux étapes. Un pré-complexe de 10 sous-
unités s’assemble sur la membrane interne. La protéine Rieske intégre ce pré-
complexe. L'insertion du centre [2Fe-2S] au sein de la protéine Rieske grace au

facteur d'assemblage LYRM?7 est requise pour cette étape (Fernandez-V et al. 2018).
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e Complexe IV ou cytochrome c oxydase (COX)

Le complexe IV appartient a la superfamille des protéines héminiques a cuivre. La
COX catalyse I'oxydation du cyt c réduit couplée a la réduction de O2 en H2O (Figure
8). Les 3 sous-unités formant le noyau sont codées par le génome mitochondrial. Il
s’agit des sous-unités COX1, COX2 et COX3. Les 10 autres sous-unités sont codées
par le génome nucléaire. La sous-unité COX1 contient les 2 centres héemes a cuivre
impliqués dans la réduction de O2. La sous-unité COX2 porte un atome de cuivre qui
capte les électrons du cyt c. Les électrons sont ensuite transférés du cuivre jusqu’au
groupement héminique de la sous-unité COX1 (Kadenbach & Huttemann 2015). A
chaque cycle catalytique complet, 2 molécules d’eau sont produites et 8 protons de
la matrice mitochondriale sont nécessaires : 4 protons sont consommés lors de la
réduction du dioxygéne et 4 protons sont exportés vers I'espace intermembranaire
(Taanman 1997; Lenaz & Genova 2010).

Matrice

Membrane interne

Espace
intermembranaire

Figure 8 : Structure et fonction du complexe IV chez les mammiféres.

Les sous-unités du noyau sont colorées en vert (COX1), en violet (COX2) et en bleu (COX3). Les autres sous-
unités sont en gris. Le complexe |V est un dimére, mais pour plus de clarté un seul monomére du complexe 1V
est représenté.C : cyt C (adapté d’apres (Rich 2017)).
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e Complexe V ou ATP synthase

Selon le mécanisme proposé par Peter Mitchell en 1961, le transport d’électrons
et la synthése d’ATP sont couplés par un gradient de protons. Le transport de
protons de part et d’'autre de la membrane interne via les complexes |, Ill et IV
génere un gradient de pH (ApH) et une différence de potentiel membranaire (Ay) a
'origine de la force protomotrice. La synthése d’ATP survient lors du retour des
protons dans la matrice au niveau de I'ATP synthase.

Ce complexe est composé de deux parties : une partie F1_située dans la matrice

et un segment hydrophobe Fo dans la membrane interne qui contient le canal a
protons. La partie F+ catalyse la phosphorylation/déphosphorylation de 'ATP. Elle est
composée de cing chaines polypeptidiques dont la conformation est capitale pour la
réaction enzymatique. L'entrée de protons dans le canal formé par la sous-unité Fo
stimule la rotation et l'activité catalytique de la sous-unité F4. Ainsi, la force
protomotrice issue du transfert d’électrons par la CRM favorise le sens de synthése
d’ATP (Stryer et al. 2003).

Depuis les années 2000 et le développement d’études des complexes de la CRM
en conditions natives par BN-PAGE (Blue Native-PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis) et SDS-PAGE en 2 dimensions, il est maintenant établi que les
complexes interagissent et s’assemblent pour former des supercomplexes, de
composition variable selon les espéces. Chez les mammiferes, les supercomplexes
peuvent étre de type l1lll21V4, 111l121V2 (Schagger & Pfeiffer 2001), I111121V4 (Wittig et al.
2006) et l2lll2lV2 (R. Guo et al. 2017). Les complexes Ill et IV peuvent aussi
s’associer selon le modele Il121V4 (Wittig et al. 2006). Les complexes | et Il peuvent
également former un supercomplexe (Genova et al. 2008; Lenaz & Genova 2010; Gu
et al. 2016). Le complexe Il pourrait s’associer avec les complexes |, Ill et IV ou
seulement avec le complexe lll (Acin-Pérez et al. 2008). Le complexe V existerait
sous forme de dimére au niveau des crétes mitochondriales sans assemblage avec
les autres complexes (Schagger & Pfeiffer 2001; Genova et al. 2008). Les roles des
supercomplexes seraient d’assurer 'assemblage et la stabilisation des complexes, et
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de faciliter le transfert direct des électrons sans fuite afin de limiter la production
d’espéces réactives de I'oxygéne par le complexe | (Genova & Lenaz 2014).

1.2.2 Roble de la mitochondrie dans le métabolisme des ROS

Les ROS sont impliqués dans les voies de signalisation intracellulaire de la survie
cellulaire et aussi dans celles de la mitophagie et de I'apoptose. Les ROS sont aussi
associés a des fonctions cellulaires vitales telles que la prolifération et la
différenciation cellulaires, la réponse immunitaire et la sénescence cellulaire (Zorov
et al. 2014). Le métabolisme des ROS repose sur un équilibre étroit entre leur
production en quantité suffisante pour la fonctionnalité des voies de signalisation
cellulaire, et leur élimination par les mécanismes antioxydants pour limiter leur impact
toxique. Cet équilibre est appelé homéostasie rédox. Lorsque les ROS sont en exces
ou en défaut, I'environnement rédox est instable et on parle respectivement de stress

oxydatif ou de stress réducteur, tous deux déléteres au fonctionnement cellulaire.
Les ROS sont produits dans la cellule sous forme de radicaux libres (anion
superoxyde O2, radical hydroxyl OH) ou d’oxydants non radicaux (peroxyde

d’hydrogéne H202 et oxygéne singulet 'O5) (Zorov et al. 2014). Le superoxyde O2™~

est le précurseur de la plupart des ROS et est hautement réactif (Belhadj Slimen et
al. 2014). Il peut étre dismutée en H,O, spontanément ou par une superoxyde

dismutase (SOD). Il peut aussi réagir avec d’autres radicaux comme NO conduisant
a la formation de peroxynitrite ONOO- a fort pouvoir oxydant. L'H,O, est peu réactif et

peut diffuser a travers la membrane. Il participe a la production du radical OH" ,

beaucoup plus reactif que I'H,O,, en réagissant avec l'ion Fe?* selon la réaction de

Fenton. Les protéines et les lipides de la cellule peuvent étre oxydés par les ROS.
Les protéines peuvent subir une modification réversible de leur résidu cystéine par
oxydation du groupement thiol en groupement sulfinyl (SO2H) et sulfonyl (SOsH) par
H,O, (Rhee 2016). Les protéines sont aussi susceptibles d'étre inactivees en

protéines carbonylées ou clivées par réaction du radical OH" sur les acides aminés

qui les constituent. Les acides gras insaturés peuvent eux aussi étre oxydés par le
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radical OH" ce qui aboutit a la formation de produits de peroxydation lipidique, qui

peuvent également participer a la carbonylation des protéines (Fedorova et al. 2014).
Les produits d’oxydation des protéines et des lipides par le radical OH" sont

irréversibles et la peroxydation lipidique membranaire peut méme engendrer la
rupture des membranes d’'un organelle ou de la cellule. L’ADN peut étre oxydé par
les radicaux libres au niveau des bases et des désoxyriboses ce qui entraine des
adduits a 'ADN ou la transformation de guanosine en 8-oxo-guanosine (Dizdaroglu &
Jaruga 2012).

In cellulo, la production de ROS semble difficile a évaluer (Murphy 2009). Une
équipe a montré qu’'en conditions physiologiques sur mitochondries isolées,
'émission de ROS constitue environ 2% de l'oxygéne consommé dans la
mitochondrie (Chance et al. 1979). La mitochondrie participe a I'équilibre entre la
production et I'élimination des ROS. La cellule a mis en place des systemes de
régulation pour maintenir une production de ROS adaptée a la signalisation rédox et
limiter le stress oxydatif.

1.2.2.1 Les sites de production mitochondriale de ROS
Les complexes de la CRM et les flavoenzymes telles que la sous-unité E3 de

KGDHc sont les principaux sites de production de 02'_. Les complexes | et Il de la

CRM sont des sources de ROS dont la production est dépendante de la force
protomotrice, de I'état rédox NADH/NAD+ et de la quantité de CoQ réduit (CoQH>).
Le complexe IV participe aussi a la production mitochondriale de ROS par un
meécanisme différent (Figure 9).
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Figure 9 : Représentation schématique des principaux sites de production des ROS par les complexes I,
lll et IV de la CRM et par la sous-unité E3 du complexe KGDHc.
Les ROS produits sont signalés par une étoile rouge (H202, O2"). MnSOD : superoxyde dismutase a manganese ;
RET : reverse electron transfert ; QH, : CoQ réduit ; C : cyt C.

Au niveau du complexe |, il existerait deux mécanismes principaux de production
de ROS : (i) le site de la flavine a I'état réduit, FMNH2, peut réagir directement avec
I'O2 pour former de I'O2°", notamment lorsque le ratio NADH/NAD™ s’éleve, c’est-a-
dire des lors que la CRM est moins efficace (Liu et al. 2002; Murphy 2009), (ii) un
transfert d’électrons inverse (reverse electron transfert RET) peut avoir lieu depuis le
CoQH: jusqu'au FMN, et entraine la réduction du NAD+ en NADH. Le site de
production de I'O2~ pourrait étre un ou plusieurs site(s) de liaison du CoQ du
complexe |. Le RET survient lorsque la force protomotrice et la concentration de
CoQH:2 sont élevés, notamment en présence de succinate (substrat du complexe 1)
(Murphy 2009; Kowaltowski et al. 2009). Le complexe Il ne produit pas ou peu de
ROS directement (Yankovskaya et al. 2003).

Au niveau des sites de liaison du complexe Ill au CoQH2, O2~ peut également

étre formé. Un intermédiaire réactionnel physiologique de la réaction d’oxydation du
CoQH: par le complexe Il est le radical semiquinone (Q), qui peut réagir avec I'O2

pour produire de I'O2~ (Kowaltowski et al. 2009).
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La réduction de I'O2 en H20 par le complexe IV de la CRM nécessite quatre
électrons. Lors de cette réaction, une faible quantité d’O2" est produite par réduction

incompléte monoélectronique de '02. L'O2" est ensuite détoxifié par les superoxyde
dismutases (SOD) en H202 une espéce réactive de l'oxygéne plus stable

(Kowaltowski et al. 2009).

L’autre principal site de production des ROS dans la mitochondrie est le complexe
KGDHc du cycle de Krebs. En effet, la sous-unité E3 de KGDHc est un site de
production d’H2O.. Cette production est majorée lorsque le ratio NADH/NAD*
mitochondrial augmente, c’est-a-dire lorsque la CRM est moins efficace (Adam-Vizi
2005).

Il existe d’autres sources mitochondriales de ROS comme la monoamine
oxydase, la protéine p66°™ et la NADPH-oxydase qui ne seront pas détaillées dans

ce manuscrit.

1.2.2.2 Mécanismes antioxydants de la mitochondrie

La mitochondrie posséde plusieurs systemes de détoxification des ROS afin de
maintenir une homéostasie rédox c’est-a-dire une quantité de ROS suffisante a la
signalisation cellulaire et limitée pour éviter le stress oxydatif. Parmi les systémes
antioxydants disponibles (Figure 10), il y a les antioxydants directs, des voies
enzymatiques et des voies de régulation de la production de ROS au niveau des
complexes de la CRM.
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Figure 10 : Principales voies de détoxification des ROS dans la mitochondrie.

Les acteurs de ces voies sont identifiés par une étoile rouge. Les composants antioxydants matriciels et les
enzymes de régénération des substrats incluent Cat : catalase, GPX : glutathion peroxydase, GR : glutathion
réductase, GRX2 glutarédoxine 2, GSH : glutathion réduit, GSSG : glutathion oxydé, IDH : isocitrate
déshydrogénase, MnSOD : superoxyde dismutase @ manganese, PRX3 : peroxyrédoxine, TRX2 : thiorédoxine 2,
TRXR?2 : thiorédoxine réductase. Les autres composants antioxydants membranaires incluent I'alpha-tocophérol
(alpha-TCP), le coenzyme Q (Q) et le cytochrome c (C). (o) : forme oxydée, (r) : forme réduite. Adapté d’apres
(Lin & Beal 2006).

Parmi les composés non-enzymatiques, I'alpha-tocophérol (vitamine E) et le cyt C

interviennent dans I'élimination de O2" (Venditti et al. 2013). L'acide lipoique est
également décrit comme un antioxydant direct qui peut éliminer le radical OH" et

I""O2 (Rochette et al. 2013).

Plusieurs enzymes interviennent dans la détoxification des ROS. Tout d’abord,
les SOD réduisent 'O2" en H20.. Une SOD dépendante du manganése (Mn-SOD)
est située dans la matrice mitochondriale et une autre dépendante du cuivre et du
zinc (Cu-Zn-SOD) est présente principalement dans le cytosol mais aussi dans
'espace intermembranaire. De plus, une cascade de réactions rédox partant du
glutathion réduit (GSH) puis faisant intervenir successivement la glutarédoxine 2
(GRX2), la thiorédoxine (TRX) et les peroxyrédoxines (PRX) permet I'élimination
d’H20:2 par cette derniére (Lin & Beal 2006). L'H2O2 est aussi réduite en H20 par la
catalase et la glutathion peroxydase (GPX). Cette derniere utilise 'oxydation du GSH
en glutathion oxydé (GSSG) pour réduire H202 en H20. Le glutathion oxydé est

ensuite régénéreé par la glutathion réductase (GR), enzyme NADPH dépendante. I
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en est de méme pour la thiorédoxine réductase, qui permet la régénération de la
thiorédoxine réduite. Le NADPH est, quant a Iui, produit par [lisocitrate
déshydrogénase, une enzyme du cycle de Krebs. La régénération des formes
oxydées du GSH et de la thiorédoxine en forme réduite est donc dépendante de la
fonctionnalité du cycle de Krebs pour fournir en quantité suffisante le NADPH. Pour
finir, les thiorédoxines interviennent dans la réduction de ponts disulfures protéiques,

en collaboration avec les PRX (Venditti et al. 2013).

Le principal mécanisme utilisé par la CRM pour contrbler la production
mitochondriale de ROS est I'accélération du transfert d’électrons pour diminuer le

ratio NADH/NAD"* et donc la production d’O2” (Kowaltowski et al. 2009). Lorsque le

flux d’électrons et la consommation d’O2 s’accélérent, il y a une baisse de son

potentiel rédox et une diminution de la formation d’O;"". Le transfert d’électrons peut
étre accéléré par élévation de la concentration calcique mitochondriale et par
découplage de la phosphorylation oxydative. Les protéines découplantes sont
stimulées par les ROS, et dans ces conditions, 'ATPase n’est plus couplée aux
autres complexes de la CRM et cela diminue la force protomotrice. La synthése
d’ADP augmente alors dans l'espace intermembranaire puis I'ADP traverse la
membrane interne via un transporteur couplé a des acides gras. Ces acides gras
permettent la translocation des protons de I'espace intermembranaire vers la matrice.
Les protons peuvent également emprunter d’autres transporteurs (ATP ou K+
dépendants) (Kowaltowski et al. 2009).

La morphologie mitochondriale et le contenu cellulaire en mitochondries ont aussi
un réle dans la prévention du stress oxydatif en participant a I'équilibre de la
production des ROS selon les besoins de la cellule. Il a été montré que la fission
mitochondriale a un réle dans l'augmentation de la production de ROS et que
l'inhibition de la fission diminue la formation de ROS (Yu et al. 2008).

1.2.3 Synthese de 'heme

En plus de son réle dans le métabolisme énergétique et 'homéostasie rédox, la
mitochondrie est également le site de la synthése de groupements prosthétiques tels
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que les centres fer-soufre voir (paragraphe 2.2, p.35) et 'héme, cofacteurs essentiels

a de nombreuses protéines.

L’héme est une métalloporphyrine constituée d’'un atome de fer ferreux (Fe®*)
coordiné par quatre molécules d’azote issus d’'un anneau tétrapyrrole. Selon la
nature des groupements sur les chaines latérales du tétrapyrrole, on distingue
plusieurs types d’hémes. Chez les mammiféres, 'hnéme a est présent au sein du
complexe IV de la CRM, 'heme b au sein des cytochromes b, et 'héme ¢ dans les
cytochromes c. La synthése de I'héme requiert 8 réactions enzymatiques dont 4 sont
mitochondriales. Elle débute par la synthése de I'acide delta-amino-lévulinique (ALA)
dans la mitochondrie, par 'ALA synthase, a partir de succinyl-CoA et de glycine.
L’ALA est exporté dans le cytosol puis, par 4 condensations enzymatiques
successives de plusieurs molécules d’ALA, le coproporphyrinogéne est produit. Il va
entrer dans la mitochondrie via le transporteur PBR (peripheral-type benzodiazepine
receptor) puis étre métabolisé au niveau de la membrane interne mitochondriale en
protoporphyrinogéne puis protoporphyrine. La derniére étape, avant la modification
des chaines latérales de I'anneau tétrapyrrole, consiste en l'insertion de I'atome de
fer au sein de la protoporphyrine. Cette réaction est catalysée par une protéine Fe-S,
la ferrochélatase. La ferrochélatase est un homodimére et chagque monomeére
contient un centre [2Fe-2S], dont la fonction reste inconnue a ce jour (Barupala et al.
2016).

La biogenése des centres Fe-S requiert 18 protéines de la machinerie
d’assemblage des centres Fe-S dans la matrice mitochondriale. Elle est détaillée
dans le chapitre suivant.
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2 Les protéines a centres Fer-Soufre

2.1 Structure et fonctions des centres Fer-Soufre

2.1.1 Structure

Les centres fer-soufre (Fe-S) sont des groupements prosthétiques associant des
atomes de soufre et de fer inorganique. lls sont présents chez presque tous les
organismes vivants, méme les plus primitifs (archae, bactéries, régnes végétal et
animal) et probablement avant I'apparition de la vie sur terre (Imlay 2006). Différents
types de centres Fe-S existent et chez les mammiféres, on retrouve principalement
les centres [2Fe-2S], [3Fe-4S] et [4Fe-4S]. Leur géométrie varie selon leur
nucléarité : ils peuvent étre de structure rhombique ([2Fe-2S]) ou cubique ([3Fe-4S]
et [4Fe-4S]) (Figure 11). Les centres Fe-S sont reliés par liaison non covalente entre
le fer et un atome de soufre, d’azote ou plus rarement d’oxygéne, situé sur la chaine
latérale de certains acides aminés des protéines qui les portent. Cette liaison est
établie avec un atome de soufre d'une cystéine le plus souvent, et moins
fréequemment avec un atome d’azote de [lhistidine ou l'arginine, ou un atome

d’oxygéne de la sérine, de I'aspartate et de la glutamine (Johnson et al. 2005).

eSS S S EN

Figure 11: Structures des centres fer-soufre.

(A\) : structure rhombique pour le centre [2Fe-2S], (B) et (C) : structure cubique pour les centres [4Fe-4S] (B) et
[3Fe-4S] (C) (Johnson et al. 2005)
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2.1.2 Fonctions des centres fer-soufre

2.1.2.1 Role dans le transfert d’électrons

Le premier role identifié des centres Fe-S est celui du transfert d’électrons. En
effet, les atomes de fer peuvent passer d’'un état réduit (ion ferreux Fe?*) a I'état
oxydé (ion ferrique Fe?*) et vice-versa. Cette capacité d’'oxydo-réduction permet ainsi
le transport et I'échange d’électrons. Cette fonction de donneur ou d’accepteur
d’électron est mise a profit, notamment, dans les protéines Fe-S des complexes |, I
et lll de la CRM (paragraphe 1.2.1, p.15).

2.1.2.2 Roéle dans la catalyse enzymatique

Certains centres Fe-S participent a la catalyse enzymatique. C'est le cas de
'aconitase, enzyme mitochondriale du cycle de Krebs ou enzyme cytosolique, qui
renferme un centre [4Fe-4S] dont trois atomes de fer sont reliés a trois cystéines du
site actif. Le dernier atome de fer n’est pas reli€¢ a un résidu de la chaine
polypeptidique et joue le réle d’'un acide de Lewis. Il interagit directement avec le
substrat (le citrate) et les molécules d’eau pour initier une déshydratation puis une
hydratation et former l'isocitrate (Lauble et al. 1992). Le centre [4Fe-4S] est donc

indispensable a 'activité enzymatique de I'aconitase.

Les centres Fe-S ont un réle d’oxydo-réduction au sein d’enzymes a radical S-
adénosyl-méthionine (SAM) qui portent un ou plusieurs centre(s) [4Fe-4S]. Trois des
quatre atomes de fer sont liés a des résidus cystéines de I'enzyme tandis que le
dernier est lié au SAM (Figure 12). Lors de la catalyse, le centre Fe-S capte I'électron

produit ce qui conduit a la formation du radical 5’-désoxyadénosyl (5’-dA") et de

méthionine (Landgraf et al. 2016).
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Figure 12: Activité catalytique des enzymes a radical SAM.

Le radical SAM est clivé en méthionine et radical 5’'désoxyadénosyl (5’-dA’) et le centre [4Fe-4S] est réduit
(Landgraf et al. 2016).

La lipoic acid synthase (LIAS) est une enzyme a radical SAM qui posséde deux
centres [4Fe-4S]. Elle intervient dans la synthése de l'acide lipoique qui sera
détaillée dans la troisieme partie de cette introduction.

2.1.2.3 Role dans le métabolisme de ’ADN

Parmi les protéines Fe-S nucléaires, on peut citer TADN primase, une ARN
polymérase participant a la réplication de ’'ADN (Weiner et al. 2007) et les hélicases
(XPD et FancJ) qui jouent un rble essentiel dans la transcription ou la réparation de
'ADN. L’hydrolyse enzymatique de I'ATP en ADP par I'hélicase entrainerait la
modification de [I'état d’oxydation de son centre Fe-S et une modification
conformationnelle de la protéine, conduisant au déplacement de I'enzyme sur le brin
d’ADN. En I'absence de centre Fe-S, I'hélicase ne peut plus se déplacer sur le brin
d’ADN (Rudolf et al. 2006).

Les ADN glycosylases de type Base Excision Repair (BER ; MutY ou Endolll,
chez Escherichia coli ou les homologues MUTYH et hNTH1 chez I'homme)
possédent également un centre [4Fe-4S]. Ce dernier aurait un réle de détection des
lésions a 'ADN (mésappariement, Iésion oxydative...). En effet, une double hélice
d’ADN parfaite a la capacité de transférer les électrons entre le centre Fe-S d’'une
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ADN glycosylase de type BER a une autre. Cette capacité est perdue en présence
d’'une anomalie sur une base, car le transfert d’électrons s’arréte. Les glycosylases
utiliseraient donc ce transfert de charge de I'ADN pour scanner 'ADN afin de
localiser et réparer efficacement ses défauts (Fuss et al. 2015; Golinelli-Cohen &
Bouton 2017).

2.1.2.4 Roéle dans la régulation des génes

L'IRP1 (Iron Regulatory Protein 1) est une protéine bi-fonctionnelle dont les
activités s’excluent mutuellement par la présence ou I'absence d’'un centre Fe-S. En
conditions physiologiques, I'lRP1 est une aconitase a centre [4Fe-4S] (holo-protéine)
localisée dans le cytosol des cellules, convertissant le citrate en isocitrate. En cas de
carence en fer dans la cellule, ''RP1 n’assemble plus son centre Fe-S (apo-protéine)
et devient un régulateur de la traduction en se liant spécifiquement a des motifs
d’ARN appelées iron responsive element (IRE). L'interaction apo-IRP1/IRE dans la
région 3’ de 'ARNm du récepteur de la transferrine stabilise 'ARNm, facilitant la
traduction de la transferrine donc I'import de fer dans la cellule est ainsi augmenté.
L’apo-IRP1 interagit €également avec des IRE situés en 5 de TARNm des deux sous-
unités de la ferritine inhibant leur traduction. Le stockage du fer dans la cellule sous
forme de ferritine est donc limité. Lorsque le stock de fer intracellulaire est a nouveau
biodisponible, I'apo-protéine IRP1 est convertie en aconitase a centre [4Fe-4S], et
perd sa capacité a se lier aux séquences IREs. La traduction de la ferritine est alors
déréprimée, permettant le stockage du fer non utilisé par la cellule et 'TARNm de la
transferrine n’est plus stabilisé (Ye & Rouault 2010; Crack & Le Brun 2017). L'IRP1
est essentielle a la régulation du fer intracellulaire et participe indirectement a la
biogenése des centres Fe-S en régulant la source de fer cellulaire (Galy et al. 2010).

2.1.2.5 Role dans la réparation des autres protéines Fe-S

La protéine mitoNEET est une protéine a centre [2Fe-2S] ancrée sur la

membrane externe mitochondriale. MitoNEET est impliquée dans la réparation du

34



centre Fe-S de l'aconitase cytosolique en réponse a un stress oxydatif, par une
réaction de transfert de son centre Fe-S (Ferecatu et al. 2014).

2.2 Biogenése mitochondriale des protéines a centre Fe-S

Les études pionniéres sur la biogenése des centres Fe-S ont été réalisées chez
la bactérie (Zheng et al. 1993) et ensuite, des protéines homologues ont été mises
en évidence chez la levure et 'homme (Land & Rouault 1998; Kispal et al. 1999).
Alors que la reconstitution chimique in vitro des centres Fe-S peut se faire de
maniére spontanée en présence de protéines réceptrices, elle requiert in vivo une ou
plusieurs machineries protéiques complexes afin d’éviter un effet toxique du fer et du
soufre inorganique libres sur les protéines cellulaires. Ces machineries comprennent
différentes étapes-clés pour synthétiser les centres Fe-S et les insérer au sein de
leurs apo-protéines cibles (mitochondriales, cytosoliques ou nucléaires).

La biogenése des centres Fe-S débute dans la mitochondrie grace a une
machinerie complexe de 18 protéines qui permet la synthese de centres [2Fe-2S] et
[4Fe-4S] destinés, en premier lieu, aux protéines Fe-S mitochondriales (Figure 13).
D’autre part, grace a un systéme d’export mitochondrial de type ABC (ABCB7), un
centre [2Fe-2S] coordiné a 4 molécules de GSH (Li & Cowan 2015) ou un autre
composé soufré complexé au GSH (Srinivasan et al. 2014) pourrait étre exporté vers
le cytosol puis utilisé par la machinerie Fe-S cytosolique (CIA, constituée de 11
protéines) dédiée a la maturation des protéines extra-mitochondriales a centres [2Fe-
28] et [4Fe-4S].
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Figure 13 : Schéma général de la biogenése des centres Fe-S chez les eucaryotes.

Les rectangles de couleur représentent les différentes étapes de la biogenése des centres Fe-S: synthése de
novo du centre [2Fe-2S] sur la protéine ISCU (gris foncé), transfert du centre [2Fe-2S] de ISCU vers GLRX5 (vert
clair), et maturation des protéines [2Fe-2S] (bleu) et des protéines [4Fe-4S] (orange). Le centre [2Fe-2S] ou un
composé soufré de structure inconnue serait exporté vers le cytosol par le transporteur ABCB7. Adapté d’apres
(Braymer & Lill 2017)

2.2.1 Premiere étape : synthese de novo d’un centre [2Fe-2S] sur la

protéine échafaud ISCU

La premiére étape de la synthése de tous les centres Fe-S de la cellule est
mitochondriale : il s’agit de la constitution d’un centre [2Fe-2S] sur une protéine
échafaud appelée ISCU (iron-sulfur cluster assembly enzyme) (Figure 14) a partir de
fer cytosolique et de soufre inorganique provenant de la désulfuration de la L-

cystéine dans la mitochondrie.
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Figure 14 : Synthése de novo du centre [2Fe-2S] sur la protéine échafaud ISCU.

Ronds jaunes : soufres inorganiques ; Ronds rouges : ions Fe?*. ACP : acyl-carrier protein, FXN : frataxine, FDX :
ferrédoxine, FDXR : ferrédoxine réductase. Adapté d’aprés (Maio & Rouault 2015).

Le fer est tout d’abord importé dans la mitochondrie par la mitoferrine 2 (Paradkar
et al. 2009). Le soufre provient de la désulfuration de la L-cystéine par la cystéine
désulfurase NFS1 complexée aux protéines 1ISD11 et ACP (Adam et al. 2006;
Wiedemann et al. 2006; Boniecki et al. 2017). Le positionnement de la frataxine dans
cette étape de la machinerie n’est pas encore completement élucidé. Pour certains,
elle permettrait d’accélérer le transfert du soufre depuis NFS1 vers ISCU (Parent et
al. 2015) tandis que, pour d’autres, elle stabiliserait le complexe protéique et
régulerait 'apport du fer (Colin et al. 2013; Cai et al. 2018). De plus, la génération
d’un centre [2Fe-28] a partir de Fe?* et de soufre nécessite un apport d’électrons. En
présence de NADH, la ferrédoxine FDX2 et la ferrédoxine réductase (FDXR)
permettraient la réduction du groupement persulfure en sulfure capable de de se lier
au fer afin de constituer le centre [2Fe-2S] sur ISCU (holo-ISCU) (Lill et al. 2006;
Sheftel et al. 2010). La fonction de la protéine FDX1 est controversée. Pour certains,
elle pourrait avoir le méme réle que FDX2 (Shi et al. 2012; Cai et al. 2017) et
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participer au transfert d’électrons alors que pour d’autres, seule FDX2 posséde cette
propriété (Sheftel et al. 2010).

2.2.2 Deuxieme étape : transfert du centre [2Fe-2S]

Cette étape comprend : i) la libération du centre [2Fe-2S] de holo-ISCU par un
systéme chaperon dédie¢ ii) le transfert du centre [2Fe-2S] a GLRX5 ou aux protéines
de la famille LYR.

2.2.2.1 Libération du centre [2Fe-2S] de holo-ISCU

La libération du centre [2Fe-2S] de holo-ISCU nécessite le recrutement de
protéines chaperones de type HSP70 nommées HSC20 et HSPA9 (mortaline) chez
I'homme (Figure 15). HSC20 se lie a la protéine holo-ISCU, entrainant la dissociation
du complexe [holo-ISCU]-NFS1-1ISD11-ACP, et, HSC20 interagit également avec la
chaperone HSPA9 pour former un complexe [holo-ISCU]-HSC20-HSPA9. HSC20
stimule alors l'activité ATPasique de HSPA9 et I'énergie fournie par 'ATP induit des
changements conformationnels de lI'ensemble du complexe [holo-ISCU]-HSC20-
HSPA9 qui permettent la libération du centre [2Fe-2S] de ISCU. Le centre [2Fe-2S]
est ensuite pris en charge par des protéines de transport (GLRXS5 ou protéines de la
famille LYR) jusqu’aux apo-protéines réceptrices mitochondriales (Rouault 2012; Lill
et al. 2012; Wachnowsky et al. 2018).
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Figure 15 : Transfert du centre [2Fe-2S] depuis holo-ISCU a GLRX5 ou a une protéine LYR.

Le complexe formé par holo-ISCU et les chaperones HSPA9 et HSC20 peut interagir avec la protéine GLRX5 ou
une protéine porteuse d’'un motif LYR, et leur transférer le centre [2Fe-2S] par la réaction ATPasique de HSPA9.
Adapté de (Lane et al. 2014).

2.2.2.2 Transfert du centre [2Fe-2S] de holo-ISCU sur GLRX5 ou sur les
protéines LYR

La premiére voie intégre GLRX5 comme protéine réceptrice du centre [2Fe-2S]
issu du complexe [holo-ISCU]-HSC20-HSPA9. GLRXS5, sous forme dimérique, est
capable de lier le centre [2Fe-2S] et de le transférer aux apo-protéines cibles (Figure
15) (Beilschmidt & Puccio 2014; Paul & Lill 2014; Wachnowsky et al. 2018). Dans un
premier temps, GLRX5 interagit avec HSC20 (Maio et al. 2014) et ISCU (Liu et al.
2016). Aprées formation du complexe [holo-ISCU]-HSC20-HSPA9-GLRXS5, le centre
[2Fe-2S] est transféré sur la protéine GLRXS5 (Uzarska et al. 2013). Le centre [2Fe-
2S] est coordiné a deux résidus cystéine de GLRXS (résidu Cyser de chaque
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monomere) et au résidu cystéine de deux molécules de glutathion (Banci et al. 2014;
Couturier et al. 2015). Cette coordination atypique confére une certaine labilité au
centre [2Fe-2S] de GLRXS. Il peut alors étre transféré aisément aux apo-protéines
réceptrices in vitro, ce qui conforte le rble de GLRX5 comme protéine de transport
entre ISCU et les apo-protéines cibles physiologiques (Dutkiewicz & Nowak 2018)
telles que les protéines mitochondriales de type [2Fe-2S] comme la ferrochélatase, et
la sous-unité Rieske du complexe lll.

Un modele plus récent propose que des protéines de type LYR interviendraient
dans le transport du centre Fe-S depuis holo-ISCU vers des apo-protéines cibles
mitochondriales (Maio et al. 2014). Les protéines LYR peuvent également étre elles-
mémes des protéines Fe-S. Elles possédent un motif conservé LYR « Leucine —
Tyrosine — Arginine », et une autre séquence consensus KKx,KK (Lysine - Lysine —
n=6 a 10 - Lysine - Lysine). Ces deux motifs reconnaissent HSC20 et regoivent le
centre [2Fe-2S] de holo-ISCU (Figure 15). Parmi les protéines LYR, on retrouve des
protéines d’assemblage ou des sous-unités des complexes Il et Ill de la CRM comme
la sous-unité SDHB du complexe Il, la protéine SDHAF1 ou LYRMS8 impliquée dans
'assemblage du complexe Il (Ghezzi et al. 2009; Maio et al. 2016) ou la protéine
LYRM7 pour 'assemblage du complexe Il (Sanchez et al. 2013). Certaines protéines
LYR du complexe | telles LYRM6 (NDUFA6) and LYRM3 (NDUFB9) pourraient
également intervenir dans la maturation des sous-unités du complexe | a centres Fe-
S (Maio et al. 2014).

2.2.3 Troisieme étape: voies de maturation des protéines

mitochondriales a centre Fe-S

Le transfert du centre Fe-S depuis GLRX5 jusqu’aux apo-protéines réceptrices
mitochondriales correspond a I'étape de maturation. Cette étape requiert au moins 5
protéines (BOLAS, IBA57, ISCA1, ISCA2, NFU1). Les fonctionnalités de chacune ne
sont pas encore complétement élucidées et I'étude de leur positionnement les unes
par rapport aux autres dans cette étape de maturation fait partie intégrante des
objectifs de ma thése. Leur implication dans la biogenése des centres Fe-S est plus
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largement étudiée depuis que des déficits en ces protéines ont été décrits (Cameron
et al. 2011). Ces anomalies entrainent des désordres mitochondriaux complexes et

une symptomatologie clinique le plus souvent trés séveére (voir paragraphe 4.2, p.61).

Les processus de maturation sont distincts selon le type d’apo-protéine cible. La
maturation des protéines [2Fe-2S] requiert le transfert et I'insertion du centre [2Fe-
2S] directement depuis GLRX5 ou par une protéine LYR. La maturation des
protéines [4Fe-4S] est un processus plus complexe puisque le centre [4Fe-4S] est
préalablement formé a partir de 2 centres [2Fe-2S] puis transféré et inséré au sein de
I'apo-protéine [4Fe-4S] réceptrice.

Les voies d’incorporation des centres [2Fe-2S] au sein des apo-protéines
mitochondriales sont décrites comme nécessitant les protéines LYR, IBA57, BOLA1
ou BOLAGS. Le rble de chacune de ces protéines reste mal connu a ce jour (Figure
16).

Les premieres études ont montré que GLRXS était le pivot central pour la
distribution des centres [2Fe-2S] aux protéines cibles chez la levure (Muhlenhoff et
al. 2003). En ce qui concerne la ferrochélatase, une interaction avec GLRX5 a été
mise en évidence (Medlock et al. 2015), confortant le réle de holo-GLRX5 comme
source de son centre [2Fe-2S]. Cependant, les protéines de transfert du centre [2Fe-
2S] ne sont pas clairement établies. Une hypothése propose la protéine BOLA3
comme protéine de transfert, car elle est capable de lier holo-GLRX5 en formant, in
vitro, un complexe ([2Fe-2S]-BOLA3)-GLRX5 moins stable que celui formé par une
autre protéine de structure proche nommée BOLA1 (Nasta et al. 2017). Une autre
étude suggére que la protéine IBAS7 faciliterait I'insertion du centre [2Fe-2S] au sein
de la protéine Rieske (Sanchez et al. 2018).

Ensuite, la découverte des protéines LYR a remis en cause le réle de holo-
GLRX5 comme unique source de centre [2Fe-2S] pour la maturation des protéines
[2Fe-2S] mitochondriales. Le complexe [holo-ISCU]-HSC20-HSPA9 pourrait aussi
étre une autre source de centre [2Fe-2S], indépendante de GLRXS, pour la protéine
Rieske via la protéine LYRMY7. Cette protéine interagit avec le complexe [holo-ISCU]-
HSC20-HSPA®9, et sa liaison avec HSC20 permet l'insertion du centre Fe-S au sein
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de la protéine Rieske (Figure 16) (Sanchez et al. 2013; Maio et al. 2014; Ciofi-Baffoni
et al. 2018).
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Figure 16: Voies de maturation des protéines [2Fe-2S] mitochondriales.

Les sources de centre [2Fe-2S] seraient les protéines holo-ISCU ou holo-GLRXS5. Les protéines de transfert
IBA57 et BOLAS pourraient étre les protéines de transfert entre holo-GLRXS5 et les apo-protéines cibles
(ferrochélatase et Rieske). La protéine LYRM7 serait dédiée a la maturation de la protéine Rieske depuis holo-
ISCU.

La maturation des protéines [4Fe-4S] requiert la formation d’'un centre [4Fe-4S] a
partir de deux centres [2Fe-2S] puis le transfert de ce dernier vers les protéines
réceptrices (LIAS, mt-aconitase, SDHB, protéines du complexe I...). Un des premiers
modeles de la voie de maturation des protéines Fe-S suggérerait une étape
d’assemblage du centre [4Fe-4S] sur les protéines ISCA1, ISCA2 et IBA57 (Paul &
Lill 2014). Les protéines NFU1, BOLA3 et IND1 agiraient alors en aval de cette étape
d’assemblage et seraient plutét définies, dans ce modeéle, comme des protéines de
transfert du centre [4Fe-4S] vers les protéines cibles (Figure 17).
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Figure 17 : Protéines impliquées dans la maturation des protéines Fe-S mitochondriales.

Ces protéines sont indiquées dans une ellipse verte, et les protéines Fe-S cibles sont dans les rectangles roses.
(Paul & Lill 2014)

o Formation du centre [4Fe-4S]

Il y a une dizaine d’années, I'implication des protéines Isal et Isa2 (Iron-Sulfur
cluster Assembly 1 et Iron-Sulfur cluster Assembly 2) et |ba57 (lron-sulfur cluster
assembly factor for Biotin synthase and Aconitase-like mitochondrial proteins, with a
mass of 57 kDa) dans la formation des centres Fe-S a été mise en évidence chez la
levure Saccharomyces cerevisiae (Kaut et al. 2000; Pelzer et al. 2000; Gelling et al.
2008). Dans le systtme mammifére, le réle de ces 3 protéines a été précisé dans la
maturation des protéines [4Fe-4S] mitochondriales (Sheftel et al. 2012). Chez
'homme, des études biochimiques chez des patients présentant des pathologies
avec déficit dans une de ces protéines ont suggéré que la protéine IBA57 serait
impliquée uniquement dans la maturation des protéines a centres [4Fe-4S] (Ajit Bolar
et al. 2013). En 2018, la description de patients atteints de déficit en ISCA1 ou
ISCA2 laisse supposer que ces deux protéines sont également impliquées dans la
maturation des protéines [4Fe-4S] mitochondriales (Torraco et al. 2018; Alaimo et al.
2018). In vitro, le réle d'ISCA1 et ISCA2 dans la formation du centre [4Fe-4S] a été
étudié récemment. Apo-ISCA1 et apo-ISCA2 sont capables de former un

hétérodimére thermodynamiquement stable qui interagit avec deux molécules de
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holo-GLRX5 pour capter les deux centres [2Fe-2S] et former un centre [4Fe-4S]
(Banci et al. 2014; Brancaccio et al. 2014) (Figure 18). Pour cette étape, les trois
résidus cystéine de chacune des deux protéines ISCA seraient indispensables pour
extraire les centres [2Fe-2S] puis assurer la coordination du centre [4Fe-4S]
(Brancaccio et al. 2017). Deux électrons sont nécessaires pour conduire a la
formation du [4Fe-4S] (conversion de deux ions ferriques Fe3* du centre [2Fe-2S] en
ions ferreux Fe?* dans le centre [4Fe-4S]) mais leur origine n’est pas connue (Ciofi-
Baffoni et al. 2018).

apoISCAZ.’apoSCM

[2Fe-251-GRX5

Figure 18 : Formation d’un centre [4Fe-4S] au sein du dimére ISCA2/ISCA1 a partir de deux molécules
d’holo-GRXS5.

En rouge : monomere d'ISCA2, en bleu : monomere d’'ISCAT1, en beige : la protéine GLRX5 dimérique
(Brancaccio et al. 2014).

Une étude in vivo chez la souris (Beilschmidt et al. 2017) a remis en cause le modéle
proposant la coopération entre les deux protéines ISCA1 et ISCA2 dans la formation
du centre [4Fe-4S] (Brancaccio et al. 2014). La protéine ISCA1 aurait un role
prépondérant alors qu’lISCA2 n’aurait pas de rble dans I'étape finale de maturation
des protéines Fe-S et ISCA1 et ISCAZ2 auraient des protéines partenaires distinctes.
ISCA2 serait capable d’interagir avec IBA57 et GLRX5 tandis qu’ISCA1 interagirait
avec la protéine NFU1, plutdt impliquée dans le transfert des centres [4Fe-4S] vers
les protéines cibles.

Les deux modeles proposés suggérent que la protéine IBA57 ne soit pas
impliquée dans la formation du centre [4Fe-4S]. Cependant, un troisieme modele

vient de mettre en évidence in vitro la formation d’'un hétérodimére avec ISCA2 et
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IBAS7 (Gourdoupis et al. 2018). Chez la levure, les premiéres recherches montraient
qu’lba57 intervenait dans la maturation de protéines [4Fe-4S] (mt-aconitase et des
enzymes a radical SAM (LIAS), SDHB et des sous-unités du complexe |) (Gelling et
al. 2008). Par la suite, les premiers patients identifiés avec un déficit en IBA57
présentaient des défauts d’activité de I'aconitase mitochondriale, des complexes | et
Il de la chaine respiratoire et des anomalies du métabolisme de l'acide lipoique ce
qui donnait un réle pour IBA57 dans la maturation des protéines [4Fe-4S] (Ajit Bolar
et al. 2013; Lossos et al. 2015; Debray et al. 2015). Plus récemment, une autre étude
chez la levure va a I'encontre de ces conclusions en mettant en évidence le role
d’'lba57 dans l'insertion du centre [2Fe-2S] au sein de la protéine Rieske, facilitant
'assemblage du complexe Il et du supercomplexe formé par les complexes Il et IV
de la CRM (Sanchez et al. 2018). L'ensemble des études sur la protéine IBAS7 n’a
donc pas encore permis d’élucider sa fonction dans la maturation des protéines a
centre [4Fe-4S] ou [2Fe-2S] (Figure 16 et Figure 17).

o Transfert du centre [4Fe-4S] vers les protéines cibles

Actuellement, les études sur les protéines NFU1, BOLA3 et NUBPL ont montré
que ces protéines étaient impliquées dans le transfert du centre [4Fe-4S] vers les

cibles mitochondriales.

La protéine NFU1 a été caractérisée puis étudiée chez 'lHomme depuis quelques
années (Tong et al. 2003). NFU1 a d'abord été identifiée chez la bactérie
Azotobacter vinelandii (NifU) comme essentielle dans I'assemblage de centres Fe-S
de la nitrogénase, par ses 4 résidus cystéine (Agar et al. 2000). Elle a été identifiee
et appelée Nfu chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Schilke et al. 1999) puis
NFU (désormais NFU1) chez 'Homme (Tong et al. 2003). Son réle comme protéine
de transfert de centre [4Fe-4S] jusqu’a des protéines réceptrices a été suggereé chez
'Homme depuis sa caractérisation (Tong et al. 2003). Chez la levure, Nfu1 interagit
avec les protéines Isa1 et Isa2 et des protéines a centre [4Fe-4S] comme l'aconitase
mitochondriale, mais pas la protéine Rieske qui porte un [2Fe-2S] et Nfu1 protégerait
le centre [4Fe-4S] des composés oxydatifs présents dans la mitochondrie (Melber et
al. 2016). Récemment, I'étude structurale tridimensionnelle de la protéine NFU1
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humaine a été réalisée (Cai et al. 2016). Le domaine C-terminal contient le motif
CXXC, trés conservé entre les espéces. Les deux résidus cystéine de ce motif sont
indispensables a la liaison d’un centre Fe-S. NFU1 est sous forme dimérique, ce qui
permet la coordination d’'un centre [4Fe-4S] par les 4 résidus cystéine issus des
motifs CXXC de deux sous-unités (Figure 19). De plus, la protéine adopte une
structure trimérique de diméres, par interactions des diméres entre eux par leur
domaine N-terminal. Chaque protéine peut ainsi porter 3 centres [4Fe-4S]. Chaque
domaine C-terminal posséde aussi un motif IYK (Isoleucine — Tyrosine — Lysine),
domaine d’interaction avec la chaperone HSC20, qui pourrait guider la réaction de

transfert du centre [4Fe-4S] vers les apo-protéines cibles (Cai et al. 2016).

Centre [4Fe-4S]

Figure 19 : Modélisation de la protéine holo-NFU1 formée de 3 diméres (rouge, vert et bleu), portant
chacun un centre [4Fe-4S].

D’aprés (Cai et al. 2016)

NFU1 pourrait coopérer avec BOLA3 dans le transfert de centre [4Fe-4S] (Melber
et al. 2016). La protéine BOLAS3 a été étudiée depuis quelques années suite a la
description de patients ayant un déficit en cette protéine menant a une pathologie
neurologique trés sévere (Seyda et al. 2001) proche de celle rapportée dans le déficit
en NFU1 (Cameron et al. 2011; Baker et al. 2014).

BOLA3 appartient a la famille des protéines BolA-like identifiées initialement chez
les bactéries. Chez les eucaryotes, BOLA1 et BOLAS3 sont toutes deux localisées
dans la mitochondrie (Willems et al. 2013) et auraient des fonctions différentes et
controversées. Chez la levure, I'étude des homologues Bol1 et Bol3 suggére un role
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des deux protéines dans la maturation exclusive des protéines [4Fe-4S]
mitochondriales avec Bol3 qui interviendrait dans la stabilisation de holo-Nfu1
(Uzarska et al. 2016). Bol3 pourrait aussi avoir un réle dans le transfert du centre
[2Fe-2S] entre holo-Grx5 (Figure 17) et une apo-protéine cible tandis que Bol1 a un
réle dans la régulation rédox (Willems et al. 2013) et le transfert d’électrons (Melber
et al. 2016; Nasta et al. 2017) plutét que dans la maturation des protéines Fe-S.
Chez I'Homme, les déficits en NFU1 et BOLA3 entrainent un dysfonctionnement
important des protéines [4Fe-4S] telles que LIAS ou SDHB (Ferrer-Cortés et al.
2012) confortant leur réle dans la maturation des protéines [4Fe-4S].

En plus de NFU1 et BOLA3, la proteéine NUBPL (anciennement IND1)
interviendrait dans la maturation des protéines Fe-S. NUBPL est une protéine
mitochondriale qui porte un motif CXXC en C-terminal impliqué dans la coordination
d'un centre [4Fe-4S]. Chez la levure déficitaire en NUBPL, seul 'assemblage du
complexe | de la CRM fait défaut (Bych et al. 2008). Des études complémentaires ont
ensuite mis en évidence une diminution de sous-unités a centres Fe-S du complexe |
en I'absence de NUBPL. Cela suggere un réle de NUBPL exclusivement dans la
maturation des protéines Fe-S du complexe |, et probablement dans l'insertion de
leurs centres Fe-S (Sheftel et al. 2009). Les premiers cas de déficits en NUBPL
décrits chez 'homme associés a une analyse biochimique des complexes de la CRM
montrent un déficit isolé en complexe |, avec absence de ses protéines Fe-S, ce qui
induit un défaut d’assemblage du complexe | (Kevelam et al. 2013). NUBPL semble
donc étre une protéine dédiée au transfert de centre Fe-S au sein des protéines du

complexe |.

3 Les protéines lipoylées : céto-acide déshydrogénases

et le systeme de clivage de la glycine

Les protéines liees de maniere covalente a l'acide lipoique sont appelées
protéines lipoylées. Ce sont des sous-unités de complexes enzymatiques impliqués
dans le métabolisme énergétique (PDHc et KGDHc) et dans le catabolisme des
acides aminés (branch chain keto-acid dehydrogenase BCKDHc, oxoadipic

dehydrogenase OADHc et glycine cleavage system GCS) (Figure 20). L’acide
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lipoique est un cofacteur essentiel a la fonction catalytique de ces complexes

enzymatiques sus-cités.
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Figure 20 : Localisation des céto-acide déshydrogénases au sein de leurs voies métaboliques.

Ces protéines lipoylées (en bleu) portent un résidu lipoyl (ligne brisée avec deux ronds jaunes pour représenter
les fonctions thiols).

3.1 L’acide lipoique

3.1.1 Structure et fonctions

L’acide lipoique (LA) ou acide 6,8-thioctique est présent chez les procaryotes et
les eucaryotes. L'acide lipoique posséde deux résidus thiols (Figure 21). De par les
propriétés oxydo-réductrices des atomes de soufre, I'acide lipoique peut étre oxydé
ou réduit (acide dihydrolipoique, DHLA), le conduisant a participer au recyclage
d’autres antioxydants tels que les vitamines C et E, le GSH et le CoQ (Yi & Maeda
2005). La fonction acide de l'acide lipoique forme une liaison amide avec le
groupement ¢-NH2 d’une lysine spécifique d’'une sous-unité des complexes

enzymatiques dont il est un cofacteur.
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Figure 21 : Structure de I'acide lipoique sous sa forme oxydée (LA) et réduite (DHLA).

L’acide lipoique est essentiel a la survie chez les mammiféres, et ce, dés le stade
embryonnaire chez la souris (Yi & Maeda 2005). Il est 'un des plus puissants
antioxydants naturels et un déficit total de synthése induit un stress oxydatif majeur
entrainant une augmentation des marqueurs de la peroxydation lipidique et une
diminution de la concentration de GSH dans les globules rouges des embryons de
souris dont le gene Lias, codant la lipoic acid synthase, a été inactivé. Ce stress
oxydatif diminue aprés supplémentation exogéne en acide lipoique (Yi & Maeda
2005). En tant que cofacteur des céto-acide déshydrogénases mitochondriales, il est
essentiel a 'oxydation de leur substrat, a la stabilisation et a la régulation rédox de
ces enzymes (Solmonson & DeBerardinis 2018).

3.1.2 Synthese de I'acide lipoique

3.1.2.1 Chez les procaryotes

La synthése d’acide lipoique a été étudiée initialement chez E. coli (Cronan et al.
2005). Chez les procaryotes, I'acide lipoique est synthétisé de novo ou bien recyclé
par une voie enzymatique qui utilise le lipoyl-AMP comme substrat (Figure 22).
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Synthese des acides gras

i LipB LipA LipA
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Figure 22 : Synthése et recyclage de I’acide lipoique chez les procaryotes

La biosynthése du LA a partir de I'octanoyl-ACP requiert les deux enzymes LipB et LipA (fond gris). La voie de
recyclage nécessite la LplA (fond turquoise). Les protéines NfuA et Iscu (fond orange) de la voie de biogenése
des centres Fe-S peuvent régénérer 'enzyme LipA en lui apportant un nouveau centre [4Fe-4S]aux, dégradé lors
de la catalyse. Adapté d’aprés (Green et al. 1995; Christensen & Cronan 2010; Cronan 2014; McCarthy & Booker
2017).

L’acide octanoique, synthétisé sur 'ACP (octanoyl-ACP), est le substrat de la
biosynthése de l'acide lipoique. Il est un intermédiaire de la voie de synthése des
acides gras. Dans une premiére étape, il est transféré sur un résidu lysine de 'apo-
protéine cible grace a une transférase lipoyl(octanoyl)-ACP:protein transferase (LipB)
(Christensen & Cronan 2010). Ensuite, la lipoyl synthase (LipA) catalyse l'insertion
de deux atomes de soufre sur le groupement octanoyl. LipA appartient a la famille
des enzymes a radical SAM. Elle contient deux centres [4Fe-4S], I'un participant a la
catalyse avec un radical SAM ([4Fe-4S]sav) tandis que l'autre est un centre dit
« auxiliaire » ([4Fe-4S]aux). Le centre [4Fe-4S]aux sert de donneur de soufre pour
I'insertion des deux groupements thiols (-SH) sur les atomes de carbone C6 et C8 du
résidu octanoyl, catalysée par LipA. Le centre [4Fe-4S]aux est donc dégradé lors de
la catalyse (Cronan 2014). Récemment, une étude a proposeé que les protéines NfuA
(homologue bactérien de NFU1) et Iscu (homologue bactérien de ISCU) seraient
impliquées dans la régénération du centre [4Fe-4S] aux (McCarthy & Booker 2017).
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Une voie de recyclage du LA en deux étapes a été démontrée chez la bactérie
conduisant a lipoyler une apo-protéine cible (Green et al. 1995). La lipoate ligase
(LplA) fixe une molécule d’AMP sur une molécule d’acide lipoique, formant le lipoyl-
AMP. Ensuite, la LplA catalyse l'insertion du résidu lipoyl depuis le lipoyl-AMP sur

une apo-protéine.

3.1.2.2 Chez les eucaryotes

3.1.2.2.1 Synthese de I'acide lipoique chez la levure S. cerevisiae

Des protéines homologues des protéines bactériennes impliquées dans la
synthése de l'acide lipoique ont été identifiées chez les eucaryotes. Chez S.
cerevisiae, la voie de synthése mitochondriale des acides gras de type Il synthétise
le résidu octanoyl lié a 'ACP, I'octanoyl-ACP, qui est le substrat pour la synthése de
novo du LA (Brody et al. 1997; Schonauer et al. 2008). Trois enzymes sont
essentielles. Il s’agit de Lip2 (homologue de LipB), Lip5 (homologue de LipA) et Lip3
(homologue de LplA) (Tableau 2). La lipoylation des apo-protéines requiert une étape
supplémentaire chez S. cerevisiae par rapport a E. coli, i) Lip2 et Lip5 ne sont pas
suffisantes pour la synthése de l'acide lipoique ; ii) Lip3 ne permet pas a elle seule la
lipoylation de protéines ; iii) la présence d’'une protéine du systéme de clivage de la
glycine est nécessaire a la synthése d’acide lipoique sur une apo-protéine
(Schonauer et al. 2009). De plus, la voie de recyclage de I'acide lipoique n’a pas été
mise en évidence chez la levure (Solmonson & DeBerardinis 2018).

3.1.2.2.2 Synthese du LA chez 'Homme

Chez 'Homme, la voie de synthése de I'acide lipoique est moins bien connue
mais les protéines homologues de celles des bactéries et de la levure ont été
identifiees (Tableau 2).
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Synthése de novo Voie de
recyclage
Octanoyltransférase | Lipoate Lipoyltransférase Lipoate ligase
synthase
E. coli LipB LipA LplA
S. cerevisiae | Lip2 Lip5 Lip3
Homme LIPT2 LIAS LIPT1

Tableau 2 : Enzymes impliquées dans la synthése de I'acide lipoique selon les espéces.

D’aprés (Solmonson & DeBerardinis 2018)

Ainsi, le modéle de la voie de synthése de l'acide lipoique chez 'lHomme a été

proposé d’apres celle identifiée chez la levure. Une étude chez le boeuf a confirmé

que l'acide octanoique provenait également de la synthése mitochondriale de novo

des acides gras (Witkowski et al. 2007). Récemment, des patients présentant une

encéphalopathie sévére causée par des mutations dans les génes codant les
protéines LIPT1, LIAS et LIPT2 ont été décrits (Soreze et al. 2013; Tort et al. 2014;
Baker et al. 2014; Habarou et al. 2017). L’étude biochimique dans les fibroblastes de

ces patients montraient des défauts de lipoylation de protéines. Ces résultats ont

permis de conforter le réle de ces protéines dans la synthése de I'acide lipoique chez

'Homme. Cette voie de synthése nécessite donc trois étapes enzymatiques (Figure

23) :

1)

L’acide octanoique issu de la synthése mitochondriale des acides gras est lié
a 'ACP (octanoyl-ACP) puis transféré sur la sous-unité H du systéme de
clivage de la glycine (octanoyl-H) par la lipoyltransférase 2, LIPT2.
L’octanoyl-H va ensuite recevoir deux groupements thiols sur les carbones C6
et C8 du résidu octanoyl par LIAS. C’est une enzyme a radical SAM portant
deux centres [4Fe-4S], essentiels a sa fonctionnalité, comme son homologue
bactérienne. Le centre [4Fe-4S]aux, détruit lors de la catalyse, pourrait étre
régénéré au sein de LIAS par 'action de NFU1 et/ou ISCU, par analogie avec
le modele bactérien (McCarthy & Booker 2017). Apres lipoylation, la sous-
unité H du systéme de clivage de la glycine est alors fonctionnelle.
La derniere étape est nécessaire pour la lipoylation d’autres apo-protéines a
partir de lipoyl-H. La lipoyltransférase 1, LIPT1, catalyse le transfert du
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groupement lipoyl depuis lipoyl-H vers les apo-protéines cibles, c’est-a-dire la
sous-unité E2 des céto-acide déshydrogénases.

Synthése mitochondriale
des acides gras

NFU1
MalonybAP & s
H LIPT2 LIAS 00 @
Octanoyl-ACP 7T' OctanoylH —— Lipoyl-H LIAS
GCS-H ACP
LIPT1
GCS-H Lipoyl-

Figure 23 : Synthése de I'acide lipoique chez ’Homme.

La synthése de I'acide octanoique est représentée sur fond vert. La voie de synthése de I'acide lipoique sur
la sous-unité H du systeme de clivage de la glycine (H et GCS-H) et de transfert sur les sous-unités E2 des céto-
acide déshydrogénases (E2) est représentée sur fond gris. La voie possible de réparation du centre [4Fe-4S] de

LIAS par ISCU et NFU1 est figurée sur fond orange. Les cercles jaunes représentent les groupements thiols de
I'acide lipoique. Adapté d’aprés (Soreze et al. 2013; Tort et al. 2014; McCarthy & Booker 2017).

3.2 Les céto-acide déshydrogénases et le systéme de clivage de la

glycine

Les céto-acide déshydrogénases sont des complexes enzymatiques situés dans
la matrice mitochondriale. Ces enzymes catalysent la décarboxylation associée a
une oxydation de substrats. Il s’agit des complexes PDHc, KGDHc, BCKDHc,
OADHc et du GCS qui ont pour substrats respectifs le pyruvate, I'alpha-cétoglutarate,
des céto-acides issus du catabolisme des acides aminés branchés, le céto-adipate et
la glycine (Mayr et al. 2014). Ces complexes enzymatiques sont composés de trois
sous-unités catalytiques nommées E1, E2 et E3 pour PDHC, KGDHc, BCKDHc, et
'OADHc. Le GCS a une structure légérement différente et sera présentée dans le
paragraphe 3.2.3 de ce chapitre (p.58). Bien que ces complexes enzymatiques aient
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une structure semblable et le LA comme cofacteur enzymatique commun, ils sont

impliqués dans des métabolismes différents (Figure 20).

La réaction catalytique effectuée par les céto-acide déshydrogénases se déroule
en plusieurs étapes (Figure 24). Les trois sous-unités des céto-acide
déshydrogénases possédent chacune leur fonction catalytique spécifique. La sous-
unité E1 permet la décarboxylation du substrat avec 'aide d’un cofacteur, le thiamine
pyrophosphate (TPP). La sous-unité E2 va ensuite oxyder le substrat qui a perdu son
groupement COOH. Cette réaction requiert I'acide lipoique, cofacteur lié¢ a E2 par
liaison covalente. Ensuite, l'intermédiaire réactionnel (R-C(-OH)=TPP) est transféré
sur le coenzyme A (CoA-SH). Cette réaction de transacylation va libérer un ester de
coenzyme A (R-C(=0)-S-CoA). La sous unité E3 est utile a la réoxydation de I'acide
lipoique, par réduction du FAD en FADHo, lui-méme ensuite réoxydé par le NAD*. La
sous-unité E3 est commune aux quatre céto-acide déshydrogénases. Au total, ces
complexes enzymatiques réalisent une décarboxylation oxydative de leur substrat,
dépendante de la disponibilité de 4 cofacteurs (TPP, LA, NAD*, FAD). Les
spécificités de chaque complexe enzymatique vont étre présentées ci-aprés.

CoA-SH
v [R-C-S-LipSH
R-C-COOM [TFP]
2=oxoacid \/ CoA
\‘ E aCy) CoA
CO. (R-C | m :‘.l_-"*w]
oM ues) FAD
B ) neonew
FADH
\
NAD*

Figure 24 : Structure et réactions de décarboxylation oxydative des céto-acide déshydrogénases.

PDHc (R=H3C-), a-KGDHc (R= COOH-CH>-CH>-), BCKDHc (R=(CH3)2CH-, CH3CH>CH(CHs) - ou
CH3CH2CH(CH3)CHz- ), OADHc (R= COOHCH;, CH> CHa-), composées des sous-unités E1, E2 et E3. Le
cofacteur de la sous-unité E1 est le thiamine pyrophosphate (TPP). Le cofacteur covalent de la sous-unité E2 est
I'acide lipoique (LipS: a I'état oxydé et Lip(SH). a I'état réduit) et le coenzyme A (CoA-SH) est nécessaire a la
formation du produit de la réaction, I'acyl-CoA. (Mayr et al. 2014).
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3.2.1 Le complexe PDHc

3.2.1.1 Fonction

Le complexe PDHc intervient dans le métabolisme oxydatif du glucose car il relie
la voie de la glycolyse au cycle de Krebs par la production d’acétyl-coA a partir du
pyruvate (Patel et al. 2014). A la suite de la glycolyse cytosolique, le pyruvate
emprunte le transporteur mitochondrial du pyruvate (MPC) (Bricker et al. 2012) pour
entrer dans la mitochondrie. Les enzymes du carrefour du pyruvate (PDHc et
pyruvate carboxylase) sont hautement régulées. En fonction des besoins
énergétiques de la cellule, le pyruvate est métabolisé par le PDHc afin de produire
des métabolites pour la synthése d’ATP ou par la pyruvate carboxylase pour initier la
néoglucogeneése.

3.2.1.2 Structure

En plus des sous-unités catalytiques E1, E2 et E3 retrouvées chez les céto-acide
déshydrogénases, PDHc comporte une sous unité non catalytique appelée E3BP
(E3-binding protein). E3BP et la sous-unité E2 forment le noyau, de forme
pentagonale dodécaedrique, sur lesquelles les sous-unités périphériques E1 et E3
sont liées par liaison non covalente (Figure 25) (Vijayakrishnan et al. 2010). E3BP
est structuralement proche d’E2 et posséde une molécule d’acide lipoique lié a une
lysine (au lieu de deux molécules sur E2), mais E3BP n’a pas de fonction catalytique.
Elle est codée par le géne PDHX (chromosome 11). La sous-unité E2 est appelée
dihydrolipoamide acétyltransférase et codée par le gene DLAT (chromosome 11). La
sous-unité E1 est la pyruvate déshydrogénase, il s’agit d’'un tétramére a2 composé
de 2 sous-unités E1a et E1p. La sous-unité E1a est codée par le géne PDHA1
(chromosome X) et la sous-unité E13 est codée par le géne PDHB (chromosome 3).
La sous-unité E3 est un homodimére commun a toutes les céto-acide

déshydrogénases, codée par le géne DLD (chromosome 7). Au sein du complexe
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PDHec, elle interagit avec la sous-unité E3BP grace a des liaisons électrostatiques et
hydrophobes (Patel et al. 2014).

Le complexe PDHc est une macromolécule d’environ 10 000 kDa composée de
60 multiméres du noyau (E2 et E3BP) et 30 hétérotétraméres a2p2de la sous-unité
E1 et 6 homodiméres de E3. Le nombre de sous-unités de E2 (40 ou 48) et de E3BP
(20 ou 12) reste a définir (Vijayakrishnan et al. 2010; J. Guo et al. 2017) mais le
modele avec 48 sous-unités E2 et 12 sous-unités E3BP semble le plus probable
(Hezaveh et al. 2018).

Domaine de liaison a LA de
PDH-E2

Sous-unité PDH-E3BP

Domaine de liaison a LA
de E3BP

Sous-unité E3

Figure 25 : Modélisation du complexe PDHc avec 48 sous-unités E2 associées a 12 sous-unités E3BP.

Le noyau est formé de la sous-unité E2 (vert), et de la sous-unité E3BP (rouge). Les bras lipoylés de E2 (orange)
se lient aux tétraméres de E1 (jaune) tandis que le bras lipoylé de E3BP (gris) interagit avec ’'homodimére de E3
(violet) (Hezaveh et al. 2018).

3.2.2 Les complexes KGDHC, BCKDHc et OADHc

3.2.2.1 KGDHc

Le complexe KGDHc catalyse la décarboxylation oxydative de [l'alpha-céto
glutarate en succinyl-coA dans le cycle de Krebs. Le complexe KGDHc a un poids

moléculaire d’environ 3 200 kDa. Il est formé d’'un noyau octaédrique de 24 sous-
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unités E2 (chacune d’environ 50 kDa), associé a 6 sous-unités E1 et d’'une sous-
unité E3. La sous-unité E1 (E10) est codée par le géene OGDH (chromosome 7) et la

sous-unité E2 (E20) par le géne DLST (chromosome 14) (Armstrong et al. 2014).

3.2.2.2 Les complexes BCKDHc et OADHc

Ces deux complexes enzymatiques font partie du catabolisme oxydatif des acides

aminés.

Le complexe BCKDHc est une macromolécule de 4 000 kDa composée de 3
sous-unités catalytiques : E1b (codée par BCKDHA, chromosome 19), E2b (codée
par BCKDHB, chromosome 6) sur laquelle deux molécules d’acide lipoique sont
fixées et E3. En amont du complexe BCKDHc, la valine, la leucine et 'isoleucine sont
meétabolisées par une aminotransférase (BCAT) en céto-acides, respectivement le 3-
meéthyl-2-cétobutanoate, le  4-méthyl-2-cétopentanoate et le  3-méthyl-2-

cétopentanoate. Ceux-ci vont étre décarboxylés en acyl-CoA respectifs par BCKDHc.

Le complexe OADHc catalyse la décarboxylation oxydative du céto-adipate en
glutaryl-CoA. Le céto-adipate est un métabolite du catabolisme mitochondrial de la
lysine (Danhauser et al. 2012) et du tryptophane (Colabroy & Begley 2005). Le céto-
adipate peut également étre métabolisé par le complexe KGDHc (Danhauser et al.
2012) ce qui remet en cause la fonction du complexe OADHc, peu étudié dans la

littérature.

Les complexes BCKDHc et OADHc n'ont pas été étudiés dans ce travail car le
service de biochimie de I'hdpital Bicétre est spécialisé dans I'étude du complexe
PDHc et des enzymes du cycle de Krebs dont le complexe KGDHc. Les mesures des
activités enzymatiques des complexes BCKDHc et OADHc n’étant pas disponibles
au sein du laboratoire, elles n'ont pas été mises au point pour la réalisation de ce
travail puisque nous disposions des techniques de mesure de l'activité de deux
autres enzymes lipoylées (PDHc et KGDHc).
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3.2.3 Le systeme de clivage de la glycine

La glycine est le plus simple des acides aminés et posséde plusieurs voies de
catabolisme. La principale voie est catalysée par le GCS. Elle conduit a une
décarboxylation oxydative en ammoniaque (NHz), CO2 et groupement méthyléne
accepté par le tétrahydrofolate (THF) (Figure 26). En cas de dysfonctionnement du
GCS, la concentration de la glycine augmente dans les liquides biologiques (Sato et
al. 1991)

| - CO0O
CH —“" + NH

glycine n
n n 5,10-methylene-THF
co =y \ ) 5]

'V,'i_ [l— Po ]
n NADH + H*

FADH,

NAD*

Figure 26 : Structure et fonctions du GCS.

Le cofacteur de la sous-unité P est le pyridoxal 5’phosphate (PLP). Le cofacteur covalent de la sous-unité H
est I'acide lipoique (LipS. a I'état oxydé et Lip(SH), a I'état réduit). L’accepteur du méthylene, produit de la
réaction est le tétrahydrofolate (THF) porté par la sous-unité T. La sous-unité L catalyse I'oxydation de I'acide
lipoique avec deux cofacteurs : le FAD et le NAD* (Mayr et al. 2014).

Le complexe GCS est composé de 3 sous-unités catalytiques (sous-unités P, H et
L) et d’'une sous-unité structurale (sous-unité T) (Kure et al. 2001). Il a une structure
proche de celle des céto-acide déshydrogénases mais n'a pas de sous-unité
commune avec elles. La nature de la sous-unité L, qui a la méme fonction que la
sous-unité E3 des céto-acide déshydrogénases, n’est pas clairement connue (Mayr
et al. 2014). De plus, il ne possede pas le thiamine pyrophosphate comme cofacteur
de la sous-unité P mais le pyridoxal-5-phosphate. Contrairement aux céto-acide
déshydrogénases, le clivage de la glycine par le GCS est une réaction enzymatique

complexe réversible. Ce complexe enzymatique est principalement exprimé dans le
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foie et son activité ne peut étre dosée dans les fibroblastes (Zay et al. 2011). Le GCS
n’a donc pas été étudié dans ce travail.

4 Pathologies liées a un déficit dans la voie de synthése

de P'acide lipoigue ou de la biogenése des protéines
Fe-S

Pour la plupart des protéines impliquées dans la voie de biogenése des protéines
Fe-S et de l'acide lipoique, un déficit avec mutation du gene correspondant a été

décrit au moment ou j'ai commencé mon travail de thése.

Les anomalies dans la voie de synthése de I'acide lipoique entrainent un défaut
de lipoylation des complexes PDHc, KGDHc, BCKDHc avec ou sans atteinte du
GCS. Cliniqguement, les pathologies causées par un défaut de la voie de synthese de
I'acide lipoique vont donc associer les signes clinico-biologiques des déficits en
PDHc, KGDHc, BCKDHc et/ou GCS (régression psycho-motrice, hyperlactatémie,
hyperglycinémie sans cétose, leucodystrophie).

Les anomalies dans la voie de biogenése des protéines Fe-S impactent la
fonctionnalité d’'une ou plusieurs apo-protéines cibles. Ainsi, le phénotype clinique
est variable, allant de 'anémie sidéroblastique, a la myopathie, ou a des syndromes
de dysfonctionnements mitochondriaux multiples (MMDS) lorsque plusieurs apo-
protéines cibles sont déficitaires en centre [4Fe-4S] (sous-unités de complexes de la
CRM, LIAS, mt-aconitase).

Toutes ces maladies sont des pathologies trés rares. La plus fréquente est
I'ataxie de Friedreich causée par une mutation dans le géne de la frataxine tandis
que pour les autres, le nombre de cas décrits se limite a quelques cas. Elles sont de

transmission autosomique récessive pour la quasi-totalité d’entre elles.
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4.1 Anomalies dans la voie de lipoylation des protéines

La voie de lipoylation des protéines requiert I'action coordonnée de deux
transférases (LIPT1 et LIPT2) et d'une enzyme a centres [4Fe-4S] (LIAS) a partir de
'acide octanoique. Comme présenté plus haut, I'acide lipoique est un cofacteur
essentiel a la fonction des complexes qui le portent: PDHc, KGDHc, BCKDHc et
GCS. Ainsi, une anomalie dans les protéines LIPT1, LIPT2 ou LIAS va entrainer des
dysfonctions majeures de ces complexes enzymatiques avec une symptomatologie
clinique et radiologique a I'IRM évocatrice d'un déficit en PDHc et dune
hyperglycinémie sans cétose par dysfonction du GCS. Les analyses biochimiques
vont mettre en évidence une augmentation des substrats de ces enzymes (pyruvate
et lactate, glycine, alpha-cétoglutarate) dans le sang, les urines et/ou le liquide
céphalo-rachidien (LCR), suggérant une anomalie de lipoylation des protéines. Dans
le déficit en LIPT1, contrairement au déficit en LIPT2, la lipoylation de la sous-unité H
du GCS n’est pas affectée (Figure 23), donc les taux de glycine dans le sang et le

LCR restent normaux.

Des anomalies dans les génes codant les protéines LIAS et LIPT1 ont été
décrites depuis 2011. Le Tableau 3 répertorie les différents signes cliniques,
radiologiques et biologiques de ces déficits rapportés au moment ou jai débuté mon

travail de thése.

Pathologie Phénotype clinique, imagerie cérébrale et Cas décrits
(géne, OMIM) anomalies biologiques (Références)
Déficit en LIAS Hypotonie, convulsions, ou encéphalopathie aigué | 4 cas
Hyperglycinémie, avec mouvements anormaux. (Mayr et al. 2011;
acidose lactique et Atrophie cérébrale, kystes. Baker et al. 2014;
convulsions Tsurusaki et al.

(LIAS, 614462)

Hyperglycinémie, hyperglycorrachie. Diminution de la
lipoylation des protéines.

2015)

Déficit en LIPT1
(LIPT1, 616299)

Retard psycho-moteur, tétraparésie ou défaillance
multiviscérale  aigué avec acidose lactique,
hypertension pulmonaire.

Atrophie cérébrale, retard de myélinisation.

Acidose lactique. Activitt GCS normale, pas
d’hyperglycinémie. Activités PDHc, KGDHc, BCKDHc
diminuées.

2 cas

(Soreze et al
2013; Tort et al.
2014)

Tableau 3 : Présentation clinique, radiologique et biologique des déficits dans la voie de lipoylation

de protéines décrits au début de mon travail de thése en 2015
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En 2016, deux nouveaux cas de déficit en LIPT1 ont été décrits (Taché et al.

2016). En 2017, trois cas de déficits en LIPT2 ont été rapportés (Habarou et al.

2017), dont le patient P2 étudié dans mon travail de thése.

4.2 Anomalies dans la voie de biogenése des protéines Fe-S

4.2.1 Déficits dans les étapes précoces de biogenese mitochondriale

des centres Fe-S

Les pathologies causées par une anomalie dans un géne codant une protéine

impliquée dans la voie de synthése de novo du centre [2Fe-2S] et dans son transfert

jusqu’aux protéines cibles déja décrites sont présentées dans le Tableau 4.

Pathologie (géne, Phénotype clinique, imagerie cérébrale et Cas décrits
OMIM) anomalies biologiques (Références)

Déficit en FDX2 - Myopathie avec acidose lactique, rhabdomyolyse | 1 cas
Myopathie aigue. (Spiegel et al. 2014)
mitochondriale par| - Acidose lactique, augmentation de la CK lors des
déficit en FDX2 épisodes aigus. FGF-21 augmenté. Diminution de
(FDX1L ou FDX2, l'activité des complexes I, Il et Ill de la CRM dans le
614585) muscle.

Déficit en frataxine

Maladie neurodégénérative avec ataxie progressive,
cardiopathie, scoliose, atrophie optique.

Prévalence 1/50 000

Ataxie de Friedreich (Pandolfo 2008)
(FXN ,606829) - Atrophie de la moelle épiniére cervicale.
- Diminution de l'activité des complexes |, Il et lll de la
CRM, de l'aconitase mitochondriale et cytosolique.
Déficit en GLRX5 Deux phénotypes :
Anémie - Anémie sidéroblastique avec surcharge cellulaire en | 2 cas

sidéroblastique
(GLRX5, 609588)

Spasticité infantile
avec hyperglycinémie
(GLRX5, 616859)

fer.

Activité aconitase cytosolique diminuée.

Spasticité avec troubles de la marche, troubles
visuels.

Leucodystrophie, atrophie du corps calleux, lésions
de la moelle épiniére supérieure.

Hyperglycinémie, activité PDHc diminuée.

(Camaschella et al.
2007; Liu et al. 2014)

3 cas
(Baker et al. 2014)
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Pathologie (géne, Phénotype clinique, imagerie cérébrale et Cas décrits
OMIM) anomalies biologiques (Références)
Déficit en HSPA9 - Anémie avec sidéroblastes dans la moelle | 21 cas
Anémie osseuse. (Schmitz-Abe et al.

sidéroblastique
(HSPA9, 182170)

- Retard de croissance intra-utérin, dysmorphie
des oreilles, du nez et anomalies des épiphyses
et des vertébres avec retard d’ossification et
dysplasie (EVEN-PLUS syndrome),
cardiomyopathie, néphropathie

2015)

3 cas (Royer-
Bertrand et al. 2015)

Déficit en ISCU

Myopathie par déficit
en ISCU

(ISCU, 255125)

Myopathie avec acidose lactique évoluant par
poussées. Intolérance a I'exercice, cardiomyopathie
hypertrophique.

Hyperlactatémie. Activités des complexes |, 1l et 1l et
de mt-aconitase diminuées.

23 cas

(Mochel
2009)

& Haller

Déficit en ISD11

Déficit combiné des
OXPHOS

(LYRM4, 615595)

Acidose lactique néonatale sévére.

Diminution de l'activité des complexes I, Il et lll de la
CRM et d'autres protéines Fe-S mitochondriales et
cytosoliques.

2 cas apparentés
(Lim et al. 2013)

Déficit en NFS1

Déficit des complexes
Il etlll

(NFS1,
d'OMIM)

absence

Acidose lactique, hypotonie, épilepsie, défaillance
multi-organes.

Diminution de l'activité des complexes Il et Il de la
CRM. Mitochondries de morphologie anormale.
Hyperlactatémie, élévation des enzymes hépatiques
et musculaire.

3 cas apparentés
(Farhan et al. 2014)

Déficit en LYRM7

Déficit  mitochondrial
du complexe "
nucléaire de type 8
(LYRM7, 615838)

Leucoencéphalopathie sévere, retard de

développement, régression neurologique

Anomalies de signal progressives avec cavités
multifocales dans la substance blanche
périventriculaire et profonde.

Déficit isolé du complexe Il de la CRM.

1 cas

(Invernizzi et al.
2013)

Tableau 4 : Pathologies causées par une anomalie dans une protéine impliquée dans la synthése de

novo du centre [2Fe-2S] ou dans le transport du centre [2Fe-2S] vers I'apo-protéine cible, décrites au

début de mon travail de thése en 2015.

Dans les anomalies de synthése de novo du centre [2Fe-2S], une surcharge

cellulaire en fer est présente, causant des troubles musculaires et/ou hématologiques

et un dysfonctionnement de I'ensemble des protéines [2Fe-2S] et [4Fe-4S]

mitochondriales et extramitochondriales. Une myopathie est le signe d’appel pour un

déficit en ISCU ou FDX1L tandis que I'ataxie ou la spasticité sont majeures dans les

déficits en frataxine ou GLRX5. Une anémie sidéroblastique est le signe clinique

présent dans certains déficits en GLRX5 et dans le déficit en HSPA9. Le déficit en
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ABCB7 associe ataxie et anémie sidéroblastique (OMIM 301310). Les autres
pathologies (déficit en ISD11 et NFS1) sont plutdt évocatrices d’une cytopathie
mitochondriale puisqu’elles associent une acidose lactique sévére avec défaillance

multi-organes par déficit énergétique important.

A ce jour, une nouvelle mutation dans le géne FDX2 (c.431C4T, p.Pro144Leu) a
été répertoriée dans deux familles brésiliennes (Gurgel-Giannetti et al. 2018), et six
nouveaux cas de déficit en LYRM7 ont été décrits (Dallabona et al. 2016; Kremer et
al. 2016; Hempel et al. 2017). Aucun déficit congénital de la mitoferrine 2, impliquée
dans l'import de fer dans la mitochondrie, n’a encore été rapporté.

4.2.2 Déficits dans les étapes tardives de maturation des protéines
[4Fe-4S] mitochondriales

Les anomalies par mutation d’'un géne codant une protéine impliquée dans la voie
d’assemblage (ISCA1, ISCA2) et de transport (IBA57, BOLA3, NFU1, NUBPL) du
centre [4Fe-4S] au sein des apo-protéines cibles vont entrainer un
dysfonctionnement de celles-ci. Ainsi, des protéines [4Fe-4S] appartenant aux
complexes | et Il de la CRM, au cycle de Krebs (mt-aconitase) et la protéine LIAS
essentielle a la lipoylation des céto-acide déshydrogénases peuvent étre impactées
et induire de multiples dysfonctionnements mitochondriaux. C’est ainsi que les
premiers déficits en NFU1 (Seyda et al. 2001), dont la confirmation génétique a été
ultérieure (Cameron et al. 2011), ont été décrits. Le syndrome MMDS est une
anomalie sévére du métabolisme énergétique, qui induit des troubles respiratoires,
un défaut de développement neurologique, une acidose lactique, un faible tonus
musculaire et un décés précoce. La symptomatologie clinique est associée a des
anomalies biochimiques multiples assez caractéristiques du MMDS : déficit en
complexes | et Il de la chaine respiratoire et anomalie de lipoylation des enzymes
mitochondriales qui entraine un déficit en PDHc, KGDHc et BCKDHc. Quatre types
de MMDS ont été décrits. lls correspondent respectivement aux déficits en NFU1,
BOLAS3, IBA57 et ISCA2 (Tableau 5). Le déficit en NUBPL, protéine impliquée

exclusivement dans le transport des centres Fe-S vers les apo-protéines du
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complexe |,

entraine

une symptomatologie

mitochondriales, avec déficit isolé du complexe |.

classique

des cytopathies

Pathologie (géne, | Phénotype clinique, imagerie cérébrale et Cas décrits
OMIM) anomalies biologiques (Références)
Déficit en NFU1 MMDS de début précoce, trés sévére, | 22 cas

MMDS de type 1
(NFU1, 605711)

hypertension pulmonaire (fonction de Ia
mutation ~ génétique),  spasticité  parfois
prépondérante.

Leucodystrophie vacuolée ou kystique, atrophie
cérébrale.

Diminution de l'activité des complexes | et Il de
la CRM, de la mt-aconitase, du complexe PDH
et anomalies de la lipoylation des protéines.
Hyperglycinémie. Diminution de [lactivité mt-
aconitase.

(Cameron et al. 2011;
Navarro-Sastre et al. 2011;
Nizon et al. 2014; Invernizzi
et al. 2014; Tonduti et al.
2015; Ahting et al. 2015)

Déficit en BOLA3

MMDS de type 2
(BOLA3, 614299)

MMDS de début précoce, atteinte trés sévére
(déces avant 2 ans), avec cardiomyopathie,
épilepsie.

Anomalies de la substance blanche profonde,
Iésions céphalorachidiennes diffuses

Diminution de l'activité des complexes | et Il de
la CRM, de la mt-aconitase, du complexe PDH
et anomalies de la lipoylation des protéines.
Hyperglycinémie. Diminution de [lactivité mt-
aconitase.

6 cas

(Cameron et al. 2011;
Haack et al. 2013; Baker et
al. 2014)

Déficit en IBA57

MMDS de type 3
(IBA57, 615330)

Myopathie et encéphalopathie sévére ou
paraplégie spastique avec atrophie optique.

Leucodystrophie.

Diminution de l'activité des complexes | et Il de
la CRM et anomalies de la lipoylation des
protéines. Hyperglycinémie variable. Diminution
de l'activité mt-aconitase variable.

15 cas

(Ajit Bolar et al. 2013;
Lossos et al. 2015; Debray
et al. 2015)

Déficit en ISCA2

MMDS de type 4
(ISCA2, 616370)

Régression neurologique, spasticité, atrophie
optique, nystagmus.

Leucodystrophie diffuse.

Diminution inconstante de [lactivité des
complexes |, Il et IV de la CRM. Anomalies de
la lipoylation des protéines. Hyperglycinémie.

6 cas
(Al-Hassnan et al. 2015)
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Pathologie (géne, | Phénotype clinique, imagerie cérébrale et Cas décrits

OMIM) anomalies biologiques (Références)
Déficit en NUBPL - Retard de développement moteur, myopathie, | 7 cas
Déficit en complexe | ataxie. (Calvo et al. 2010; Kevelam
(NUBPL, 613621) - Leucodystrophie ou leucoencéphalopathie | et al. 2013)

caractéristique.

- Diminution de l'activit¢ du complexe | de la
CRM.

Tableau 5 : Pathologies associées a un déficit dans la voie d’assemblage et de transport du centre

[4Fe-4S] aux apo-protéines cibles mitochondriales décrites au début de mon travail de thése en 2015.

Depuis 2016, quatre nouveaux patients avec un déficit en NFU1 (Ferrer-Cortés et
al. 2016; Jin et al. 2017), vingt nouveaux cas de déficit en IBA57 (Ishiyama et al.
2017; Torraco et al. 2017; Hamanaka et al. 2018; Liu et al. 2018) et treize nouveaux
patients avec un déficit en ISCA2 (Alfadhel et al. 2018; Alaimo et al. 2018; Toldo et
al. 2018) ont été décrits. De plus, un cinquiéme type de MMDS (MMDS type 5),
correspondant au déficit en ISCA1, a été répertorié chez 6 patients (Shukla et al.
2017; Torraco et al. 2018; Shukla et al. 2018).
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OBJECTIFS DE TRAVAIL

Chez [I'Homme, Ila maturation des protéines [2Fe-2S] et [4Fe-4S]
mitochondriales fait appel a une machinerie protéique complexe. Elle se décompose
en trois grandes étapes qui sont : i) la formation de novo d’un centre [2Fe-2S] sur la
protéine échafaud ISCU en faisant intervenir notamment FDX1L, ii) le transfert de ce
centre sur la protéine GLRX5 a I'aide d’'un systéme chaperon et, iii) la maturation des
protéines Fe-S mitochondriales qui implique notamment les protéines ISCA1, ISCA2,
IBA57, BOLA3 et NFU1. Cette derniére étape consiste a l'insertion du centre [2Fe-
2S] dans les protéines cibles a centre [2Fe-2S] mais aussi a la formation d’'un centre
[4Fe-4S] puis a son transfert sur les protéines réceptrices a centre [4Fe-4S]. Parmi
ces protéines, la protéine LIAS qui porte deux centres [4Fe-4S], intervient dans la
voie de de lipoylation des céto-acide déshydrogénases mitochondriales avec les
enzymes LIPT1 et LIPT2.

Depuis 2011, plusieurs patients présentant un déficit d’'une des protéines de la
voie mitochondriale de maturation des centres Fe-S ont été décrits. Entre 2012 et
2015, le service de Biochimie de I'hépital Bicétre a participé au diagnostic de 13
patients avec un déficit en PDHc, secondaire a un défaut de lipoylation par mutation
dans un géne codant une protéine impliquée dans les étapes précoces de la
biogenése des centres Fe-S (FDX1L), dans les étapes finales de la maturation des
protéines [4Fe-4S] mitochondriales (BOLA3, IBAS57, ISCA2, NFU1) ou dans la voie
de lipoylation (LIPT1, LIPT2). Au cours de mon travail de thése, un nouveau patient
présentant un déficit en ISCA1 a été diagnostiqué dans le service de biochimie de
I'hépital Bicétre. Ce déficit n’était pas décrit dans la littérature lorsque j’ai commencé
a m’y intéresser. L'étude de ce patient a été inclus dans ce travail.

Les objectifs de ce travail de thése sont d’étudier les conséquences d'un déficit
en acide lipoique a I'échelle de la biochimie et de la biologie cellulaire dans les
fibroblastes de 14 patients présentant un déficit en LIPT1, LIPT2, FDX1L, IBA57,
ISCA1, ISCA2, BOLA3 et NFU1 pour améliorer le diagnostic de ces pathologies
rares et séveres pour la plupart d’entre elles. Le déficit en acide lipoique est commun
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a toutes ces pathologies. De plus, I'acide lipoique, de par ses importantes capacités
antioxydantes, est un acteur de ’homéostasie rédox. Je me suis donc intéressée a
'effet d’'un apport exogéne d’acide lipoique, dans les fibroblastes de patients, sur
I'activité des protéines mitochondriales affectées dans ces pathologies ainsi que sur
le niveau de stress oxydatif, potentiellement modifié.

Le second objectif de cette étude est de compléter les connaissances des
meécanismes moléculaires impliquant les protéines IBA57, ISCA1, ISCA2, BOLAS3 et
NFU1. Pour cela, les profils d’expression des protéines NFU1, IBA57, ISCA1 et
ISCA2 ont été étudiés chez plusieurs patients, déficitaires ou non en ces protéines.
De plus, d’éventuels phénoménes de compensation entre protéines ou de
déstabilisation de ces protéines, qui seraient signes d’interactions entre elles, ont été
également recherchés.

Ce travail de thése a été effectué en collaboration entre deux unités localisées sur
deux sites différents : le service de Biochimie de [I'hopital Bicétre (HOpitaux
Universitaires Paris-Sud, Le Kremlin-Bicétre) et I'équipe de recherche « Signalisation
rédox et fonctions des protéines Fe-S » de l'Institut de Chimie des Substances
Naturelles (CNRS UPR2301, Gif-sur-Yvette).
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CHAPITRE 2 :

MATERIELS ET METHODES

69



1 Produits

Les anticorps primaires dirigés contre GRIM19 (ab10240), NDUFS5 (ab188510),
PRX2-Cys (ab16765), PRX-SO3 (ab16830), SDHA (ab14715), SDHB (ab14714),
UQCRC2 (ab14745), la protéine Rieske (ab14746) et I'acide lipoique (ab58724)
proviennent de Abcam (Cambridge, Royaume-Uni). L’anticorps dirigé contre la sous-
unité E2 du complexe PDH (sc-271352) est fourni par Santa Cruz Biotechnology
(Dallas, Tex, USA). L’anticorps dirigé contre la prohibitine (NBP2-37563) est fourni
par Novus Biologicals (Littleton, Co, USA). Les anticorps dirigés contre NFU1, IBA57,
ferrochélatase, et mt-aconitase ont été gracieusement donnés respectivement par T.
Rouault, NICHD, NIH, Bethesda, Md, USA ; R. Lill, Marburg, Allemagne ; H. Puccio,
Strasbourg, France ; R. B. Franklin, University of Maryland, Baltimore, Md, USA. Les
anticorps anti-LIAS (PA5-22387), anti-ISCA1 (PA5-60121) et anti-ISCA2 (PA5-
22387) sont produits par ThermoFisher Scientific (Rockford, IL, USA). Les anticorps
secondaires dirigés contre les immunoglobulines de lapin (NA934V) et de souris
(A4416) couplés a une peroxydase sont fournis par Sigma Aldrich (St Louis, Mo,
USA). Pour les immunoblots, les anticorps secondaires fluorescents couplés au
IRDye® 800 dirigés contre les immunoglobulines de lapin et de souris proviennent de
chez LI-COR (Lincoln, NE, USA). Pour I'immunofluorescence, I'anticorps secondaire
dirigé contre les immunoglobulines de lapin couplé a la fluorescence (A32723)
provient de Life Technologies (Carslbad, CA, USA).

Le milieu de culture HAM F10 (modifié avec 12 mg/L de rouge de phénol et 50
mg/l d’uridine) et le tampon Phosphate Buffered Saline (PBS) 1X proviennent de
Eurobio (Les Ulis, France). Le sérum de veau fecetal, la glutamine, la trypsine et les
antibiotiques (pénicilline et streptomycine 100X) proviennent de Life Technologies
(Carlsbad, CA, USA). La puromycine est fournie par Invivogen (San Diego, CA,
USA). L’acide lipoique (T1395) et le polybréne sont fournis par Sigma Aldrich (St
Louis, Mo, USA). Le peroxyde d’hydrogeéne stabilisé a 30% provient de Cooper

(Melun, France).

Le réactif MitoTracker Red CMXRos (M7512) et le Hoechst (H3570) sont fournis

par Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Le Citifluor provient de Biovalley (Nanterre,
70



France). Le paraformaldéhyde (PFA) a 16% provient de Electron Microscopy
sciences (Hatfield, PA, USA). Le NH4Cl vient de Merck (Darmstadt, Allemagne). Le
Tween 20 est fourni par Sigma Aldrich (St Louis, Mo, USA).

L’inhibiteur de protéases Complete Protease Inhibitor Cocktail est fourni par
Roche (Mannheim, Allemagne). Les réactifs utilisés pour la préparation de tampons
(Tris, NaCl, NaF, B-glycérophosphate, éthyléne-diamine tétraacétate (EDTA), triton-
X100, saccharose, KCI, éthyléne-bis(oxyéthylénenitrilo)tetraacétate (EGTA),
'albumine, le Percoll ®, la digitonine, le B-mercaptoethanol, I'acide caproique, Bis-
Tris, le laurylmaltoside, le sodium-dodécylsulfate (SDS), la tricine, la glycine
proviennent de Sigma Aldrich (St Louis, Mo, USA). Le bleu de Coomassie provient
de Réactifs RAL (Martillac, France). Le réactif de Bradford et la solution de Laemmli
(4X) proviennent de Bio-Rad (Hercules, CA, USA). Les gels d’électrophorése des
immunoblots ou de BN-PAGE, le 4X Sample diluant Native Page, le marqueur de
poids moléculaire (BenchMark prestained protein ladder), les tampons NuPAGE™
MOPS SDS Running Buffer et Novex™ Tris-Glycine Transfer Buffer sont fournis par
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Le méthanol et I'acide acétique proviennent de
Merck (Darmstadt, Allemagne). La membrane de nitrocellulose (Hybond-ECL) et le
réactif de révélation de chimiluminescence (ECL) viennent d’Amersham (Piscataway,
NJ, USA).

Les réactifs utilisés pour la mesure d’activités enzymatiques et le dosage du
glutathion (NADH, NAD*, KCN, décylubiquinone, roténone, succinate,
dichlorophénylindophénol, KH2PO4, NA2EDTA, antimycine, malonate, cytochrome C,
antimycine, hydrosulfite de sodium, cis-aconitate, dithiotréitol, CaCl,, MgCl,
alphacétoglutarate, thiamine pyrophosphate, coenzyme A (CoA-SH), acétyl-CoA,
oxalo-acétate, 5,5-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB), N-acétyl-cystéine (NAC),
glutathions réduit et oxydé, acide métaphosphorique) proviennent de Sigma Aldrich
(St Louis, Mo, USA). L'acide orthophosphorique est fourni par Merck (Darmstadt,
Allemagne). Le kit TBARs Assay kit est fourni par Cayman Chemicals (Ann Arbor,
MI, USA).
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2 Culture et traitements de cellules

2.1 Origine des cellules

Les fibroblastes et les myoblastes sont issus de la culture primaire de biopsies de
peau et de muscle des patients. Ces prélevements ont été effectués aprés
consentement du représentant Iégal pour la cryoconservation des cellules et pour

leur utilisation ultérieure pour des études complémentaires scientifiques.

2.2 Culture des cellules

Les cellules sont cultivées a 37°C en atmosphére humide avec 5% de CO2 dans
un milieu de HAM F10 supplémenté avec 100 Ul/mL de pénicilline, 100 ug/mL de
streptomycine et 1% de glutamine. Ce milieu sera appelé par la suite milieu de
culture. Les fibroblastes sont cultivés avec le milieu de culture supplémenté avec
12% de sérum de veau feetal, nourris deux fois par semaine et repiqués environ une
fois par semaine dans des flasques de 25 cm2 ou 75 cm? appelées T25 ou T75
respectivement. Les myoblastes sont cultivés avec le milieu de culture supplémenté
avec 20% de sérum de veau feetal, nourris 3 fois par semaine et repiqués une a deux
fois par semaine en T75. Les cellules arrivées a confluence sont lavées au PBS et
trypsinées. Elles sont ensuite soit divisées pour la suite de la culture, soit utilisées
extemporanément (pour la mesure de l'activité de la mt-aconitase ou I'extraction
protéique en vue du dosage du GSH), soit reprises dans du PBS, centrifugées a
1700 tr/min a 20°C pendant 7 min, lavées au PBS, recentrifugées en éliminant tout le
PBS puis conservées a -80°C (culot) jusqu’a leur utilisation pour la mesure d’autres
activités enzymatiques (complexes de la CRM, KGDHc, citrate synthase) ou pour
extraction protéique (pour immunoblot, BN-PAGE, dosage malondialdéhyde).

2.3 Traitements des cellules

Pour les expériences de supplémentation en acide lipoique (LA), les cellules sont
traitées par le LA pendant minimum trois semaines avant leur utilisation. Une solution
de LA a 0,8 g/L est préparée dans de I'éthanol, passée sur filtre 0,22 pm et
conservée a +4°C pendant 7 jours (protocole recommandé par Cayman Chemical,

Ann Arbor, MIl, USA). Deux fois par semaine, les cellules sont nourries ou trypsinées,
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et un volume fixe de solution de LA est ajouté au milieu pour atteindre une
concentration finale en acide lipoique de 2 mg/L ou 20 mg/L. En paralléle, les

cellules contréles sont incubées avec le méme volume d’éthanol.

Pour l'étude du stress oxydatif, les cellules traitées par H2O. sont, dans un
premier temps, lavées au PBS puis mises en contact pendant 20 minutes a
température ambiante avec une solution d’'H>.02 a 100 pM. Les cellules sont ensuite
trypsinées, rincées au PBS, centrifugées comme précédemment puis le culot obtenu

est conservé a -80°C jusqu’a utilisation.

2.4 Immortalisation des cellules

Le principe de cette technique repose sur I'intégration, par infection rétrovirale, du
géne de la télomérase humaine (hTERT) et du gene de la résistance a la
puromycine. La télomérase active I'élongation des téloméres a chaque division
cellulaire et maintient les fibroblastes en état de prolifération au-dela de leur durée de
vie habituelle (20 a 30 divisions pour les fibroblastes). Il s’agit d’'une modification
geénétique cellulaire qui requiert un agrément de I'agence de la biomédecine. Les
expérimentations d’'immortalisation et de sélection ont été effectuées au sein de
l'unité de Marc Lombés, directeur de l'unité INSERM U-1185, UMS-32 Institut
Biomédical de Bicétre 12B, Faculté de Médecine Paris Sud, en laboratoire de niveau
de sécurité L2. Pour étre immortalisées, les cellules humaines sont mises en culture
avec le rétrovirus défectif recombinant produit dans le surnageant de culture de
cellules PA317 dérivées de fibroblastes de souris. La lignée PA317 a été initiée par
Vincent Mouly (Institut de myologie, UMRS 974, Université Pierre et Marie Curie,

Paris) et est utilisée avec son accord.

Aprés 48 h de culture des cellules PA317 en milieu de culture supplémenté avec
12% de sérum de veau foetal a 37°C, le surnageant de culture contenant les
particules virales est récupéré apres passage sur filtre de 0,22 ym. Une solution de
polybréne y est ajoutée a une concentration finale de 4 pg/mL pour favoriser
l'interaction des virus avec la membrane des cellules a infecter. Les fibroblastes de 4
sujets (patients P4 (BOLA3) et P8 (NFU1) et de 2 témoins pour la 1°¢ série
d’'immortalisation, et les fibroblastes des patients P10 (IBA57) et P12 (ISCA2) et de 2

autres témoins pour la 2°m série d'immortalisation) sont cultivés avec ce surnageant
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de culture infectant, 2 fois/jour, pendant 3 jours. 48 heures aprés la derniére
infection, les fibroblastes sont divisés par trypsination puis sélectionnés par addition
de puromycine a 1 pg/mL dans le milieu de culture supplémenté par 12% de SVF.
Pendant 8 jours, les fibroblastes sont cultivés a 37°C dans ces conditions, nourris
toutes les 48h. Aprés cette période, seuls les fibroblastes ayant intégré le virus, et
donc le géne de la télomérase, survivent et la culture est poursuivie en laboratoire de

culture cellulaire standard, hors du L2.

Les fibroblastes immortalisés des 4 patients sont analysés par biologie
moléculaire pour vérifier que les anomalies moléculaires qui les caractérisent sont
toujours présentes aprés immortalisation. L'ADN total est extrait des fibroblastes
immortalisés a partir d’'un culot cellulaire d’environ 2 millions de cellules par le kit EZ1
DNA Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Allemagne) sur I'automate EZ1 (QIAGEN, Hilden,
Allemagne). L'amplification de la zone d’intérét du géne est faite par PCR a partir de
I’ADN de chaque échantillon, suivie du séquencgage par la méthode de Sanger selon
un protocole standard avec des amorces spécifiques présentées ci-aprés (Tableau
6). Pour chaque patient le génotype a été vérifié sur les cellules immortalisées.

Patient | Géne (RefSeq) Exon Amorce sens Amorce anti-sens
P4 BOLA3 Exon 2 tgtgttttggggcacttaca ctgaccctctgtccttccaa
(NM_212552)
P8 NFU1 Exon 7 | tgagtgaattttggtattttacctga gctaggtcatgaacttcttttcaa
(NM_001002755)
P10 IBA57 Exon 1 cactctcagtcggcctcaac cttgagcttccaccccatc
(NM_001010867)
Exon 3 ggagctggacgatgttcaat agtaggcgcagcagacagat
P12 ISCA2 Exon 2 gaggggcaggtaccaagact aaatttggaataaaagtgcacct

(NM_194279)

Tableau 6 : Séquence des amorces utilisées pour la PCR et le séquencage des exons d’intérét a partir de
I’ADN total extrait des fibroblastes immortalisés des 4 patients P4, P8, P10 et P12.

74



3 Etude du réseau mitochondrial et de I’acide lipoique par

immunofluorescence dans les fibroblastes et myoblastes

3.1 Ensemencement des cellules

Les cellules sont cultivées sur des lamelles de verre (Menzel, 12 mm de diamétre,
ThermoScientific) disposées au fond d’une plaque 24 puits pendant 48 a 72h a 37°C
dans le milieu de HAM supplémenté avec 15% de SVF. Lorsque les cellules sont en
guantité suffisante mais non confluentes, le milieu de culture est éliminé. Les cellules
sont incubées avec un MitoTracker pour étudier le réseau mitochondrial puis fixées
et incubées avec le marqueur de noyaux. Le Mitotracker est une molécule qui
pénétre passivement dans la cellule puis se concentre dans la mitochondrie active
par un systeme dépendant du potentiel de membrane. Ce marqueur est visible au
microscope a fluorescence qui posséde une longueur d’'onde d’excitation a 595 nm

et une longueur d’'onde d’émission a 613 nm.

Pour étudier le réseau mitochondrial, les cellules sont rincées 1 fois au PBS puis
incubées avec une solution de MitoTracker® a 0,1 uM en concentration finale dans
du milieu de HAM pendant 30 a 45 minutes a 37°C, a l'obscurité. La suite des

expéerimentations est réalisée a température ambiante et a I'abri de la lumiére.

Pour étudier le marquage cellulaire du LA par immunofluorescence, les cellules
sont fixées (apres ou non incubation avec un MitoTracker), perméabilisées, incubées
avec l'anticorps primaire reconnaissant le LA puis I'anticorps secondaire et enfin

avec le marqueur de noyaux.

3.2 Fixation des cellules

Les cellules sont rincées au PBS puis fixées avec du paraformaldéhyde (PFA) a
4% pendant 20 min. Aprés élimination du PFA et un lavage au PBS, les cellules sont
incubées avec une solution contenant 20 mM de NH4Cl pendant 10 min, pour

neutraliser le PFA non fixé aux cellules, puis rincées 3 fois au PBS.
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3.3 Marquage cellulaire de 'acide lipoique

Les cellules fixées sont perméabilisées avec une solution de Triton-X100 dilué a
0,3% dans le PBS pendant 10 min puis lavées 3 fois au PBS. Les cellules sont
ensuite incubées avec une solution de saturation (lait écrémé 5% dans du tampon
PBS-Tween a 0,1%) pendant 1h a température ambiante ou toute la nuit a +4°C.
Aprés élimination de la solution de saturation, les cellules sont incubées toute la nuit
a +4°C avec une solution contenant un anticorps dirigé contre I'acide lipoique, dilué
au 1/500°™e dans la solution de saturation. Aprés 3 ringages avec le tampon PBS-
Tween 0,1%, les cellules sont incubées pendant au moins 1h a température
ambiante avec un anticorps secondaire couplé a un marqueur fluorescent et dirigé
contre les immunoglobulines de lapin dilué au 1/1000°™ dans un tampon PBS-
Tween 0,1%. Les cellules sont ensuite lavées 3 fois avec le tampon PBS-Tween
0,1%.

3.4 Marquage des noyaux cellulaires

Les cellules sont incubées avec une solution de Hoechst a une concentration
finale de 1 ug/ml dans le PBS pendant 1 min. Les cellules sont enfin rincées 3 fois
avec le tampon PBS-Tween 0,1%.

1 uL de Citifluor est déposé sur une lame adaptée a I'observation microscopique.
Le Citifluor permet de limiter la perte de fluoescence, c'est—a-dire I'effet quenching,
au cours du temps. La lamelle contenant les cellules a sa surface est déposée dans
le Citifluor, sur la lame. Chaque lamelle est ensuite scellée avec du vernis a ongle.
Les cellules sont ensuite observées au microscope a fluorescence au grossissement
100X. Les images sont acquises par une caméra et traitées par le logiciel Qcapture
Pro version 5.1 (Q Imaging Inc., Surrey, British Columbia, Canada).
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4 Extractions protéiques

4.1 Extraits protéiques totaux (homogénats)

Les culots cellulaires provenant de 1T75 ou 2T75 de fibroblastes ou myoblastes

conservés a -80°C sont décongelés dans la glace.

Pour les mesures d’activité enzymatique et la mesure polarographique, le culot
cellulaire est repris dans du PBS, dans le méme volume que le culot, soit environ 200
ML de PBS pour un culot de 1T75. Le dosage des protéines selon la méthode de
Bradford est réalisé sur cet homogénat. Pour la mesure de l'activité du complexe II,
les cellules sont plongées dans l'azote liquide pendant 15 minutes juste avant la

mesure pour lyser les cellules.

Pour I'immunoblot, les cellules sont reprises dans un volume de 150 a 300 ul de
tampon de lyse contenant 50 mM de Tris-HCI pH=7.5, 100 mM de NaCl, 50mM de
NaF, 40 mM de béta-glycérophosphate, 5 mM d’EDTA, et 1% de Triton-X100 et
I'inhibiteur de protéases au 1/1500°™. Les cellules sont incubées avec le tampon de
lyse pendant 20 min sur la glace puis centrifugées pendant 10 min a 10 000 tr/min a
+4°C. Le surnageant est récupéré et le dosage des protéines selon la méthode de
Bradford est réalisé sur ce surnageant. Ce dernier est ensuite conservé a -80°C en
conditions réductrices (25% Laemmli 4X et avec 10% de béta-mercapto-éthanol)

jusqu’a réalisation de 'immunoblot.

Pour le dosage du glutathion, deux T75 de fibroblastes a confluence sont
nécessaires. Les cellules sont lavées au PBS, trypsinées puis les cellules sont
regroupées et réecupérées dans du tampon PBS, centrifugées a 1700 tr/min a 20°C
pendant 7 min. Aprés un deuxiéme lavage du culot obtenu avec du tampon PBS et
une centrifugation identique, le culot est conservé dans la glace. Les
expérimentations suivantes sont réalisées dans la glace. Le culot est repris dans 100
ul d’eau distillée a +4°C. Un échantillon de ce lysat (20 pl environ) est conservé pour
le dosage des protéines par la méthode de Bradford et le dosage de la citrate
synthase. Le reste du lysat est mélangé avec 10% V/V d’'une solution de NAC
(servant de contrdle interne) et 10 %V/V d’'une solution d’acide métaphosphorique
(MPA) a 40 % (pour précipiter les protéines), puis vortexé et incubé dans la glace
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pendant 5 minutes (pour la préparation de ces solutions, se référer au paragraphe
8.1). Il est ensuite centrifugé pendant 10 min, 10 000 tr/min a +4°C, filtré sur des
micro-colonnes a 30 kDa par centrifugation pendant 30 min, a 10 000 tr/min a +4°C
pour éliminer les protéines. Le filtrat de chaque échantillon est ensuite conservé a -

80°C jusqu’au dosage du GSH.

4.2 Fractions enrichies en mitochondries

L’enrichissement en mitochondries est réalisé a partir d’'un culot cellulaire
provenant de 2T75 de fibroblastes ou myoblastes conservé a -80°C décongelé dans
la glace ou a partir d'un culot de cellules obtenu par trypsination extemporanée
d’1T75 ou 2 T75 (voir paragraphe 2.2). Les cellules sont incubées pendant 10 min
dans la glace dans 0,5 a 1 ml de tampon A (20 mM de Tris, 0.25 M de saccharose,
40 mM de KCI, 2 mM d’EGTA ajusté a pH 7,2), complémenté avec de l'albumine a 1
mg/mL finale, 10% de Percoll et une solution de digitonine a 0.01% finale. Aprés une
centrifugation pendant 5 min a 5000 tr/min a +4°C, le surnageant est éliminé, le culot
de cellules perméabilisées a la digitonine est lavé avec 1 mL du tampon A
supplémenté avec de I'albumine a 1 mg/mL finale puis centrifugé pendant 5 minutes
a 5000 tr/min a +4°C. Le surnageant est éliminé et le culot cellulaire est ensuite
repris par 150 a 200 ul d’'un tampon adéquat selon la technique d’utilisation de
'échantillon (Tableau 7). Aprés centrifugation a 10 000 tr/min pendant 10 min, le
surnageant (extrait protéique) est conservé pour le dosage des protéines par la
technique de Bradford. L’échantilon est ensuite conservé ou utilisé
extemporanément selon la technique utilisée (Tableau 7).

Technique Tampon de reprise du Conservation de
culot I’échantillon
Immunoblot Tampon de lyse (voir 4.1, | Conservation a -80°C en
p.77) conditions réductrices

(25% Laemmli a 10% de
-mercaptoéthanol)
jusqu’a réalisation de la
technique.

78




Technique Tampon de reprise du Conservation de
culot I’échantillon

Activités enzymatiques | Tampon A supplémenté | Utilisation extemporanée
des complexes de la|avec de lalbumine a 1| avec possibilité de

CRM, du complexe | mg/mL finale congélation a -80°C
KGDHc, de la citrate pendant 24 a 48h
synthase

Activité enzymatique de la | Tampon Triton-X100 a | Utilisation extemporanée
mt-aconitase 0,5% dans solution a 0,1
M de Tris-HCI pH=7,5

Tableau 7 : Variations des conditions de réalisation et de conservation des fractions de cellules
enrichies en mitochondries selon la technique utilisée.

Pour I'analyse par BN-PAGE, les cellules perméabilisées a la digitonine sont
lavées avec le tampon A supplémenté avec de l'albumine a 1 mg/mL finale puis
centrifugées a 10 000 tr/min pendant 10 min a +4°C. Le culot est repris dans 100 pl
de tampon ACBT (1 mM d’acide caproique et 75 mM de Bis-Tris) a pH=7 et 20 ul de
solution de laurylmaltoside a 10% dans de I'eau distillée (solution LM). Les cellules
du culot sont incubées 10 min sur la glace, puis centrifugées 30 min a 10000 tr/min a
+4°C. Le surnageant est récupéré et dilué a 75% dans du tampon 4X Sample diluant
Native Page® et les protéines sont dosées par la méthode de Bradford sur cet
échantillon. Chaque échantillon est a nouveau dilué avec la solution B pour obtenir
45 pl d’échantillon a 1 pg/pl de protéines. La solution B contient 62,5% de tampon
ACBT, 12,5% de solution LM et 25% de tampon 4X Sample diluant Native Page. Cet

échantillon est congelé a -80°C jusqu’a réalisation du BN-PAGE.

4.3 Dosage des protéines avec le réactif Bradford

La concentration protéique de 'ensemble des extraits cellulaires utilisés dans ce
travail est déterminée par la technique de Bradford. La mesure est réalisée en triple
pour chaque échantillon. 1 a 5 pl d’échantillon est incubé 20 min a température
ambiante avec 20 yl d’'une solution de Triton-X100 a 0,5% dans H2O. Ensuite, 880 pl
de NaCl isotonique a 0,9% et 200 ul de réactif de Bradford sont ajoutés et la densité
optique (DO) des échantillons est lue immédiatement a 595 nm. La concentration en
protéines est déterminée a l'aide d’'une gamme étalon d’albumine bovine comprise

entre 3 et 12 pg/ml.
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5 Mesure de la consommation d’O. par polarographie

La consommation de l'oxygéne par les mitochondries de I'homogénat de
fibroblastes ou myoblastes (paragraphe 4.1) est mesurée en présence de pyruvate
ou de succinate. L’échantillon est mis dans des cuves thermostatées a 37°C reliées
a polarographe. Le milieu réactionnel contient de 'ADP pour stimuler la respiration
puis un agent protonophore (MCCP), appelé découplant, est ajouté et dissipe
chimiquement le gradient de protons entrainant alors une dissociation entre
oxydation et phosphorylation et une forte accélération de la consommation

d’oxygéne.

La consommation en O: en présence de pyruvate (cuve A) et d’'un agent
découplant est ainsi le reflet des activités enzymatiques de PDHc, des enzymes du
cycle de Krebs et des complexes I, Ill et IV de la CRM. L’ajout de malate permet
ensuite de court-circuiter le complexe PDH. La consommation d’O2 en présence de
succinate (cuve B) permet d’évaluer les activités des complexes Il a IV, le complexe |
étant inhibé par la roténone. Les résultats sont exprimés en nmol d'O:

consommé/min/mg protéine.

Dans chaque cuve, 'homogénat cellulaire est mis dans un tampon contenant du
0,3 M de mannitol, 10 mM de KCI, 5 mM de MgCl2, 10 mM de KH2POa4, ajusté a pH=
7,4 et supplémenté avec 1 mg/ml d’albumine et 0,02 mg/mL de digitonine. Ensuite

différents substrats sont ajoutés dans les cuves A et B.

Dans la cuve A, 8 mM de pyruvate (substrat du cycle de Krebs et du complexe ),
0,16 mM d’ADP (pour activer la respiration), 0,2 mM de malate (pour activer le cycle
de Krebs), et 0,8 mM de NAD* (cofacteur des enzymes du cycle de Krebs) sont
ajoutés. Lorsque la consommation en O est linéaire, 5 yM d’oligomycine et 2,4 yM
de MCCP (agent découplant) sont ajoutés pour inhiber le complexe V. La pente
obtenue refléte la consommation en Oz en présence de pyruvate. Ensuite, dans la
méme cuve, la consommation en O2 est mesurée aprés ajout de 5 mM de malate et
16 mM de glutamate (pour activer le cycle de Krebs et piéger I'oxalo-acétate en
excés). La pente obtenue correspond a la consommation en Oz en présence de

malate.
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Dans la cuve B, 10 mM de succinate (substrat du complexe Il), 4 uM de roténone
(inhibiteur du complexe 1), 0,16 mM d’ADP et 0,4 mM d’ATP (activateurs de la
respiration mitochondriale) sont ajoutés dans la cuve. Lorsque la consommation en
O:2 est linéaire, 5 yM d’oligomycine et 2,4 yM de MCCP (agent découplant) sont
ajoutés pour inhiber le complexe V. La pente obtenue correspond a la consommation
d’O2 en présence de succinate.

6 Mesure des activités enzymatiques

Les activités enzymatiques sont mesurées sur un spectrophotometre d’absorption
UV-visible thermostaté a 37°C. Les concentrations des réactifs indiquées ci-apres
sont les concentrations finales. Les protocoles de mesure de I'activité des complexes
de la chaine respiratoire, du complexe KGDHc et de la citrate synthase ont été

publiées par (Rustin et al. 1994).

6.1 Complexes de la CRM

La mesure de [lactivité des complexes de la CRM est réalisée sur un
enrichissement de mitochondries ou un homogénat de fibroblastes ou de myoblastes
(voir paragraphe 4.2, p.78). Pour chaque réaction enzymatique, I'absorbance est
mesurée a la longueur d’onde cible et a une longueur d’'onde 20 nm inférieure a

celle-ci afin de limiter le bruit de fond et d’augmenter la sensibilité du test.

6.1.1 Complexe |

La mesure du complexe | est réalisée uniquement sur un enrichissement de
mitochondries. L’activité du complexe | dans I'échantillon se mesure par la vitesse
d’oxydation du NADH qui absorbe a 340 nm en présence de 800 uL d’eau distillée,
15 pL d’échantillon, d’'un tampon Tris 50 mM ajusté a pH 8,0 supplémenté avec du
KCN a 0,32 mM, NADH a 0,2 mM et de quinone oxydée (décylubiquinone) a 0,04
mM. Aprés 10 min d’incubation, une solution de roténone a 4 uyM est ajoutée pour
inhiber le complexe |, pendant 5 minutes. L’activité est calculée selon la différence
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entre la pente de la premiére réaction (réaction totale) et la pente de la deuxieme

réaction (réaction non spécifique).

6.1.2 Complexe Il

Le complexe |l transfére les électrons du succinate vers ['ubiquinone
(décylubiquinone). In vitro, [l'ubiquinone peut transférer des électrons au
dicholorophénylindophénol (DCIP) qui absorbe a 600 nm. Le DCIP est donc le
substrat de la réaction utilisée pour mesurer I'activité du complexe Il. La réaction est
réalisée dans 1 mL de volume total avec 4 pL d’échantillon et du succinate a 5 mM
dans un tampon B (contenant KH2PO4 10 mM et Na2EDTA 2 mM ajusté a pH 7,8 et
supplémenté avec 1 mg/ml d’albumine), de la roténone 4 yM pour inhiber le
complexe |, de I'antimycine 2 yM pour inhiber le complexe Il et du KCN 0,32 mM
pour inhiber le complexe IV. Le DCIP est ajouté a 80 uM et aprés 4 min d’incubation,
la quinone oxydée (décylubiquinone) a 80 pM est apportée dans le milieu
réactionnel. Aprés 7 min d’incubation, la réaction enzymatique est stoppée par du
malonate a 5 mM (inhibiteur du complexe Il). L’activité est calculée par la différence
entre la pente de la réaction sans malonate (réaction totale) et la pente de la réaction
aprés ajout du malonate (réaction non spécifique).

6.1.3 Complexe Il

Le cytochrome c réduit est le produit de réaction du complexe Ill par transfert
d’électrons depuis l'ubiquinone réduite (décylubiquinol) au cytochrome c oxydé. Le
cytochrome c réduit absorbe a 550 nm. L’activité du complexe Ill est mesurée dans 1
mL de volume total avec 4 uyL d’échantillon par la vitesse d’apparition du produit a
550 nm en présence de tampon B (voir paragraphe 6.1.2), de laurylmaltoside 0,625
mM, de KCN 0,32 mM, de cytochrome c oxydé 40 uM, de décylubiquinol 60 pM, puis
de I'antimycine 5 yuM (inhibiteur du complexe lll). L’activitt mesurée en présence
d’antimycine est soustraite de [Iactivité totale mesurée pour obtenir l'activité

spécifique du complexe Il.
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6.1.4 Complexe IV

Le complexe IV oxyde le cytochrome c réduit avec de I'O.. Le cytochrome c
réduit, substrat de la réaction qui absorbe a 550 nm, est obtenu en mélangeant de
I'hydrosulfite de sodium et du cytochrome c oxydé. L’activité du complexe IV dans
I'échantillon est mesurée dans un volume total de 1 mL en suivant la diminution de
'absorbance du substrat a 550 nm. 4 yL d’échantillon sont incubés dans un tampon
(contenant KH2PO4 10 mM et saccharose 0,3 M) ajusté a pH 6,8 supplémenté avec 1
mg/mL d’albumine, du laurylmaltoside 2,5 mM et du cytochrome c réduit a 10 uM,
pendant 5 minutes. L’activité mesurée du complexe IV correspond a la vitesse de
disparition du cytochrome c réduit.

6.2 Enzymes du cycle de Krebs

6.2.1 Aconitase mitochondriale

L’activité enzymatique de I'aconitase mitochondriale est réalisée sur les fractions
enrichies en mitochondries de fibroblastes (voir paragraphe 4.2, p.78). Le dosage
s’effectue dans une cuve en quartz en présence de 30 ug de protéines, 300 ymoles
de cis-aconitate dans un tampon Tris-HCI 0,1 M a pH 7,5, dépourvu d’'oxygéne. Ce
tampon a été dégazé immeédiatement avant la réaction par bullage d’'un gaz neutre
(azote ou argon). La vitesse de diminution de I'absorption a 240 nm du cis-aconitate,
rapportée a la quantité de protéines et au volume total, correspond a l'activité de

I'aconitase mitochondriale.

6.2.2 Complexe KGDHc

La réaction enzymatique du complexe KGDHc conduit a la formation de NADH et
de succinyl-CoA a partir de I'alpha-cétoglutarate et du CoA-SH. Le NADH absorbe a
340 nm et sa vitesse d’apparition correspond a l'activité enzymatique du complexe
KGDHc dans les conditions suivantes. Dans un volume total de 1 mL, 10 pL
d’échantillon sont incubés pendnant 20 min dans le tampon B (supplémenté par
Triton-X100 a 0,1%, dithiotréitol 2 mM, EDTA 2,5 mM, CaCl> 2 mM, MgCl2 2 mM),
avec du NAD* a 1 mM, de l'alpha-cétoglutarate a 2 mM, du thiamine pyrophosphate

a 0,1 mM, et du CoA-SH a 0,25 mM. La vitesse d’apparition du NADH rapportée a la
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concentration de protéines dans I'échantillon correspond a l'activité du complexe
KGDHc.

6.2.3 Citrate synthase

La citrate synthase forme du citrate et du CoA-SH a partir de I'oxaloacétate et de
'acétylCoA. Le CoA-SH formé peut réagir avec le DTNB pour donner du TNB qui
absorbe spécifiquement a 412 nm. L'activité de la citrate synthase est donc mesurée
en suivant l'augmentation de [l'absorbance a 412 nm dans les conditions
expérimentales suivantes. Dans un volume total de 1 mL, 4 uL d’échantillon sont
incubés dans du tampon B supplémenté par du Triton-X100 a 0,1%, du DTNB a 0,5
mM, de I'acétylcoA a 0,2 mM et de I'oxaloacétate a 9 mM. La vitesse d’apparition du
TNB rapportée a la concentration protéique de I'échantillon correspond a I'activité de
la citrate synthase.

7 Immunoblot et BN-PAGE

7.1 Immunoblot

Trente a quarante microgrammes de protéines provenant d’homogénat ou de
fractions enrichies en mitochondries de fibroblastes ou de myoblastes (voir
paragraphe 4, p.77) sont séparées par migration électrophorétique en conditions
dénaturantes. Sur chaque gel, 8 yl de marqueur de poids moléculaire, sont déposés
dans un puits. Le gel d’électrophorése est un gel gradient de 4 a 12 % Bis-Tris ou un
gel de 16% tricine pour la détection des protéines ISCA1 et ISCA2. La migration
s’effectue dans un tampon NUPAGE™ MOPS SDS Running Buffer a 150 V pendant
75 a 90 min pour un gel 4-12% et a 115V pendant 110 a 120 minutes pour un gel a
16%. Les échantillons sont transférés sur une membrane de nitrocellulose, dans le
tampon de transfert contenant 25 mM de Tris, 192 mM de glycine ou Novex™ Tris-
Glycine Transfer Buffer auquel sont ajoutés 70 yM de SDS et 10 % de méthanol. Le
transfert est effectué a 80 V pendant 2 h, a +4°C. La membrane est incubée pendant
15 min dans l'acide acétique 8% V/V puis lavée pendant 15 min dans du tampon
PBS —Tween 0,05%. Elle est ensuite incubée une heure a température ambiante
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dans la solution de blocage (PBS-Tween contenant 5% de lait écrémé), puis durant
la nuit a 4°C avec l'anticorps primaire dilué dans la solution de blocage ou du PBS-
Tween 0,05% (Tableau 8). Apres élimination de la solution d’anticorps primaire,
plusieurs lavages a température ambiante dans le tampon PBS-Tween 0,05%, la
membrane est incubée avec un anticorps secondaire (couplé a la peroxydase ou a
un marqueur fluorescent IRDye® 800), dilué au 1/1000°™ dans le tampon PBS-
Tween 0,05% (Tableau 8). Aprés plusieurs lavages, la bande immunomarquée
correspondant a la protéine d’intérét est révélée par chimioluminescence a l'aide du
réactif ECL et l'appareil GBox (Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) si
utilisation d’un anticorps couplé a la peroxydase ou par détection de fluorescence sur
'appareil Odyssey Imaging system, LICOR Biosciences (Lincoln, NE, USA), si

utilisation d’un anticorps couplé fluorescent.

Protine ciblode | DIUon <2 | Tampon do diluion de | ESP4E8 o producton
primaire primaire Fanticorps primaire primaire
PDH-E2 1/800 Lait écrémé 5% PBS-Tween Souris

Acide-lipoique 1/1000 Lait écrémé 5% PBS-Tween Lapin
LIAS 1/1000 PBS-Tween Lapin
SDHA 1/2000 PBS-Tween Souris
SDHB 1/800 PBS-Tween Souris

Protéine Rieske 1/1000 PBS-Tween Souris
ISCA1 1/500 Lait écrémé 5% PBS-Tween Lapin
ISCA2 1/300 Lait écrémé 5% PBS-Tween Lapin
IBA57 1/200 PBS-Tween Lapin
NFU1 1/5000 PBS-Tween Lapin

Ferrochélatase 1/2000 PBS-Tween Lapin

Mt-aconitase 1/500 Lait écrémé 5% PBS-Tween Lapin
IRP1 1/2000 PBS-Tween Lapin
Prohibitine 1/2000 PBS-Tween Lapin
GAPDH 1/5000 PBS-Tween Lapin
PRX-SO3H 1/3000 PBS-Tween Lapin
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Proteine bl de| Duton 4 | Tampon do dtiondo | ESP4SS deproducton
. . I’anticorps primaire P
primaire primaire primaire
PRX-Cys2 1/3000 PBS-Tween Lapin
NDUFS5 1/1000 Lait écrémé 5% PBS-Tween Lapin

Tableau 8 : Dilution et espéce de production des anticorps primaires utilisés pour la détection des

protéines par immunoblot.

7.2 BN-PAGE

Six a quinze microgrammes d’échantillons de fibroblastes préparés pour le BN-
PAGE (voir paragraphe 4.2, p.78) sont déposés sur un gel Native PAGE 4-16% Bis-
Tris Gel. A 'anode, le tampon de migration est un tampon Bis-Tris 10 mM a pH 7. A
la cathode, le tampon de migration contient de la tricine 10 mM, du Bis-Tris 3 mM,
0,02% de bleu de Coomassie, ajusté a pH 7. L’électrophorése est réalisée dans ces
conditions pendant 30 min a 80 V puis pendant 2 h a 100 V. A la fin de cette étape,
le tampon de migration de la cathode est alors remplacé par un tampon contenant de
10 mM de tricine, et 3 mM de Bis-Tris ajusté a pH 7 et I'électrophorése est poursuivie
pendant 2 h a 120 V. Les échantillons sont ensuite transférés sur une membrane de
nitrocellulose avec le tampon de transfert contenant 25 mM de Tris, 192 mM de
glycine et 70 uM de SDS et 10 % de méthanol. Le transfert est effectué a 80 V
pendant 2 h a +4°C. La membrane est incubée pendant 15 minutes dans I'acide
acétique 8% V/V puis lavée pendant 15 minutes dans du tampon PBS-Tween
0,05%. Elle est ensuite incubée une heure a température ambiante dans le tampon
de blocage PBS-Tween 0,05% contenant 2,5% de lait écrémé, puis durant la nuit a
4°C avec l'anticorps spécifique dirigé contre la protéine d’intérét dilué dans la
solution de blocage (Tableau 9). Aprés 3 lavages a température ambiante dans le
tampon PBS-Tween 0,05%, la membrane est incubée pendant 1 h a température
ambiante avec I'anticorps secondaire (dirigé contre les immunoglobulines de souris
et couplé a la peroxydase) dilué au 1/1000%™ dans la solution de blocage. Aprés 3
lavages, la bande immunomarquée correspondant a la protéine d’intérét est révélée
par chimioluminescence a l'aide du réactif ECL. La membrane est ensuite de

nouveau incubée avec un autre anticorps primaire dirigé contre une autre protéine
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d’intérét dilué dans la solution de blocage durant la nuit a +4°C. Apres 3 lavages au
PBS-Tween 0.05%, la membrane est réincubée avec l'anticorps secondaire anti-
souris couplé a la peroxydase pendant 1h a température ambiante. Les lavages et la

révélation sont faits comme ci-dessus.

Anticorps Protéine cible Di|L.lti0n dans la
primaires solution de blocage
Anti-GRIM19 GRIM-19 (complexe | de la CRM) 1/1200
Anti-SDHA SDHA (complexe Il de la CRM) 1/8000
Anti-UQCRC2 UQCRC2 (complexe Ill de la CRM) 1/3000
Anti-COX1 COX1 (complexe IV de la CRM) 1/1200

Tableau 9 : Anticorps utilisés pour la détection des complexes de la CRM par Blue-Native PAGE

8 Dosage de métabolites impliqués dans I’homéostasie

rédox

8.1 Dosage du GSH

Le glutathion réduit (GSH) et oxydé (GSSG) sont dosés simultanément par
coulométrie aprés séparation par chromatographie liquide haute performance
(HPLC). La phase mobile utilisée pour 'HPLC est un tampon filtré contenant 10 mM
de NaH2POg4 ajusté a pH=2,7 par de I'acide orthophosphorique a 85%, avec 15% de
méthanol. La concentration du GSH dans I'échantillon est calculée a partir d’'une
gamme étalon allant de 0 a 25 yM de GSH et de 0 a 18,5 uM de GSSG. L’étalon
interne est la N-acétyl-cystéine (NAC) a 173 uyM en concentration finale. La NAC est
ajoutée a chaque point de la gamme étalon et dans chaque échantillon en méme
quantité (voir paragraphe 4.1 pour la préparation des échantillons). Les contréles de
qualité internes de GSH a deux niveaux sont fournis par Chromsystems (La Haye,
Pays-Bas) et sont dosés a chaque série pour valider I'analyse des échantillons. La
colonne utilisée est une colonne Uptisphére C18 avec un débit de phase mobile a 1

ml/min. La solution de ringage utilisée entre chaque échantillon est composée a 50%
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de méthanol et 50% d’H2O. La détection coulométrique est effectuée a 0,87 V pour
un ampérage d’environ 6 pA.

8.2 Dosage du malondialdéhyde

Le dosage du malondialdéhyde (MDA) est effectué dans les culots de fibroblastes
de 2T75 qui avaient été cultivés en présence d’acide lipoique a 2 mg/L ou d’éthanol,
véhicule du LA, avant la réalisation des culots cellulaires conservés a -80°C. Les
culots sont décongelés dans la glace, repris dans 150 pL de PBS, et lysés par
sonication en mode impulsionnel (3 impulsions de 2 s) dans la glace. Les protéines
sont dosées par la méthode de Bradford dans chaque lysat (voir paragraphe 4.3)
puis les expérimentations du dosage du MDA sont réalisées selon les
recommandations du kit TBARs Assay Kit utilisé. Le principe repose sur la réaction a
haute température de I'acide thiobarbiturique (TBA) avec le MDA, en milieu acide,
pour former un composé MDA-TBA qui absorbe a la longueur d’'onde de 530 nm. Les
échantillons sont traités dans les mémes conditions que les standards servant a la
gamme étalon du MDA fournis dans le kit. La quantité de MDA dans I'’échantillon est
obtenue a partir de cette gamme étalon et rapportée a la quantité de protéines dans
I'échantillon.
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CHAPITRE 3 :

RESULTATS ET DISCUSSION
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1 Etude d’anomalies de protéines mitochondriales sur

les fibroblastes de patients déficitaires en FDXIL,
IBA57, ISCA2, BOLA3, NFU1, LIPT1 et LIPT2

Cette premiére étude a pour objectif d’effectuer une caractérisation
biochimique sur fibroblastes de patients présentant des mutations identifiees dans
différents génes codant des protéines impliquées dans la biogenése des centres Fe-
S (FDX1L, ISCA2, IBA57, NFU1, BOLA3) ou dans la synthése de I'acide lipoique
(LIPT1, LIPT2). Ces anomalies entrainent un tableau clinique sévére avec
encéphalopathie et dégradation rapide de I'état clinique suivie d’'un décés précoce de
la plupart des patients. Les pathologies causées par une anomalie dans les protéines
impliquées dans la maturation des protéines Fe-S (BOLA3, NFU1, ISCA2, IBA57)
sont décrites comme des syndromes de dysfonctionnement mitochondrial multiple
(MMDS, voir Introduction bibliographique, p.59).

Ces patients sont des sujets pour lesquels une diminution de l'activité du
complexe PDHc dans les fibroblastes avait été mise en évidence dans le service de
biochimie de I'ndpital Bicétre mais sans anomalie retrouvée dans les différents génes
codant les sous-unités de ce complexe. Le diagnostic n’étant pas abouti, 'étude des
complexes de la CRM a été réalisée et a montré des dysfonctionnements de cette
derniére associés au déficit en PDHc. Lorsque les premiers cas de déficits en NFU1,
BOLAS, LIAS ont été décrits dans la littérature (Mayr et al. 2011; Cameron et al.
2011), l'analyse moléculaire des différents genes, codant les protéines impliquées
dans la biogenese des centres Fe-S, a été réalisée dans le service de biochimie de
I'hépital Bicétre pour les patients en question. Parmi les patients analysés, des
anomalies ont été identifiees dans les génes NFU1, BOLA3, IBA57 et ISCA2 pour dix
d’entre eux. Pour 3 autres patients (patients LIPT1, LIPT2 et FDX1L de notre étude),
'analyse moléculaire par exome réalisée dans un laboratoire extérieur a permis de
les diagnostiquer. Les protéines LIAS, LIPT1 et LIPT2 sont les 3 enzymes de la
synthése de I'acide lipoique, cofacteur du complexe PDHc (Cronan et al. 2005; Baker
et al. 2014; Tort et al. 2014; Soreze et al. 2013). La présence de deux centres [4Fe-
4S] dans la LIAS implique que la synthese de I'acide lipoique et la voie de biogenése
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des centres Fe-S sont liées. En effet, les protéines FDX1L, IBA57, ISCA2, BOLA3 et
NFU1 interviennent, quant a elles, dans la synthése mitochondriale des centres Fe-S
et donc dans la maturation de la protéine LIAS (Sheftel et al. 2010). Au début de mon
travail, les données concernant la fonction de ces protéines dans la maturation des
protéines Fe-S étaient limitées et I'impact de leur déficit sur la maturation des
protéines Fe-S mitochondriales n’était pas clairement établi.

J’ai donc entrepris une analyse biochimique sur les fibroblastes de 10 patients
avec des déficits en NFU1 (n=4), BOLA3 (n=2), ISCA2 (n=2), IBA57 (n=2), d’un
patient présentant un déficit en FDX1L, et de deux patients ayant un déficit dans la
voie de synthese de l'acide lipoique (LIPT1 et LIPT2). Dans ce manuscrit, les
différents patients seront régulierement nommeés par la lettre P et un chiffre. Le géne
muté pour chaque patient est présenté dans le Tableau 10.

Patient | P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13

Géne | LIPT1| LIPT2 | BOLA3 | BOLA3 | NFU1 | NFU1 NFU1 | NFU1 | IBA57 | IBA57 | ISCA2 | ISCA2 | FDX1L
muté

Tableau 10 : Géne muté responsable de la pathologie des 13 patients inclus dans ce manuscrit.

Les anomalies génétiques sont décrites dans l'article ci-dessous.

L’objectif de ce travail est de mieux comprendre la physiopathologie de ces
maladies rares en étudiant les conséquences d’un déficit en acide lipoique dans les
fibroblastes de ces patients, a I'échelle de la biochimie et de la biologie cellulaire.
Ces patients étant suivis par différents pédiatres, ces derniers ont apporté les
renseignements cliniques et ont donné leur accord pour la réalisation de ce travail (Pr

de Lonlay, Pr Boespflug-Tanguy, Dr Héron).

1.1 Article : “Impact of mutations within the [Fe-S] cluster or the lipoic

acid biosynthesis pathways on mitochondrial protein expression

profiles in fibroblasts from patients”
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ABSTRACT

Lipoic acid (LA) is the cofactor of the E2 subunit of mitochondrial ketoacid dehydrogenases and plays a major
role in oxidative decarboxylation. De novo LA biosynthesis is dependent on LIAS activity together with LIPT1 and
LIPT2. LIAS is an iron-sulfur (Fe-S) cluster-containing mitochondrial protein, like mitochondrial aconitase (mt-
aco) and some subunits of respiratory chain (RC) complexes I, I and III. All of them harbor at least one [Fe-S]
cluster and their activity is dependent on the mitochondrial [Fe-S] cluster (ISC) assembly machinery. Disorders
in the ISC machinery affect numerous Fe-S proteins and lead to a heterogeneous group of diseases with a wide
variety of clinical symptoms and combined enzymatic defects. Here, we present the biochemical profiles of
several key mitochondrial [Fe-S]-containing proteins in fibroblasts from 13 patients carrying mutations in genes
encoding proteins involved in either the lipoic acid (LIPT1 and LIPT2) or mitochondrial ISC biogenesis (FDX1L,
ISCA2, IBA57, NFU1, BOLA3) pathway. Ten of them are new patients described for the first time. We confirm
that the fibroblast is a good cellular model to study these deficiencies, except for patients presenting mutations in
FDX1L and a muscular clinical phenotype. We find that oxidative phosphorylation can be affected by LA defects
in LIPT1 and LIPT2 patients due to excessive oxidative stress or to another mechanism connecting LA and
respiratory chain activity. We confirm that NFU1, BOLA3, ISCA2 and IBA57 operate in the maturation of [4Fe-
48] clusters and not in [2Fe-2S] protein maturation. Our work suggests a functional difference between IBA57
and other proteins involved in maturation of [Fe-S] proteins. IBA57 seems to require BOLA3, NFU1 and ISCA2
for its stability and NFU1 requires BOLA3. Finally, our study establishes different biochemical profiles for pa-
tients according to their mutated protein.

1. Introduction

Lipoic acid (LA) is an important antioxidant used in human ther-
apeutics [1,2]. It is also found as a covalent cofactor of the H subunit of
the glycine cleavage system (GCS) and of E2 subunits of mitochondrial
ketoacid dehydrogenase complexes, namely pyruvate dehydrogenase
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(PDHc), a-ketoglutarate dehydrogenase (a-KGDHc), branched-chain
ketoacid dehydrogenase (BCKDHc) and ketoadipate dehydrogenase
(KADHc). Starting from malonyl-coenzyme A, mammalian mitochon-
drial fatty acid synthesis type II enables the modification of the acyl-
carrier protein by a covalently linked octanoic acid. Then, the octanoic
acid is transferred to the H subunit of GCS with the help of the
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lipoyltransferase LIPT2, and two thiolate groups are added to form LA.
The next step is performed by the lipoic acid synthase (LIAS), a [4Fe-
48] cluster-containing protein. Finally, LA is transferred by LIPT1 to
target E2 subunits of ketoacid dehydrogenase complexes [3].

LIAS, a key protein of the LA synthesis pathway, coordinates two
[4Fe-4S] clusters, which are critical for its activity [4]. The [Fe-S]
cluster is a widespread prosthetic group found in proteins localized in
most mammalian organelles, including mitochondria, cytosol and nu-
cleus, but also in all the kingdoms of life. Their numerous functions
vary from electron transfer to sulfur donor or gene expression regula-
tion [5]. They are composed only of iron and inorganic sulfur and are
found with different nuclearities. The two major [Fe-S] clusters are the
[2Fe-2S] and [4Fe-4S] clusters. In many cases, the [Fe-S] cluster is
necessary for enzymatic activity, as for LIAS [6]. Moreover, several
subunits of respiratory chain (RC) complexes as complex I (eight sub-
units), complex II (SDHB subunit) and complex III (UQCRFS1 or Rieske
protein) also assemble [Fe-S] clusters, which are essential for OXPHOS
electron transfer. Furthermore, ferrochelatase, a mitochondrial enzyme
involved in the heme synthesis pathway, carries a [2Fe-2S] cluster [7],
and mitochondrial aconitase (mt-aco), an enzyme of the tricarboxylic
acid cycle, carries a [4Fe-4S] cluster [8].

The biogenesis of all mammalian [Fe-S] clusters starts in the mi-
tochondrion, independently of the subcellular localization of the [Fe-S]
protein (Fig. 1). Using inorganic sulfur provided by the cysteine de-
sulfurase NFS1 complexed to ISD11 and ferrous ions, a [2Fe-2S] cluster
is built on the scaffold protein ISCU with the help of ferredoxin (FDX1L)
and frataxin (FXN). In a second step, the [2Fe-2S] cluster is transferred
from ISCU to the glutaredoxin (GLRX5) with the help of the chaperone
proteins HSPA9 and HSC20 [9]. Finally, the cluster is either transferred
to target mitochondrial proteins or exported to the cytosol for the
maturation of extra-mitochondrial proteins through the iron-sulfur ex-
porter system. However, the exact nature of the exported component
(ISC or sulfur) remains unknown [5]. This last step of the maturation of
mitochondrial [Fe-S] proteins involves transfer factors, including
IBA57, BOLA3, NFU1 and ISCA2 [10]. The specific roles of these pro-
teins are still debated. It is proposed that all of them are required only
for the maturation of [4Fe-4S]-containing mitochondrial proteins [11],
with NFU1 and BOLA3 being more specifically involved in the specific
maturation of LIAS, mt-aco and SDHB [8,9].

Since the first report of Cameron et al. in 2011 [12], various mul-
tiple mitochondrial dysfunctions syndromes (MMDS) have been re-
ported involving mutations in genes encoding proteins involved in the
Fe-S cluster biogenesis pathway, namely MMDS1 (NFU1), MMDS2
(BOLA3), MMDS3 (IBA57) and MMDS4 (ISCA2) [3,12-17], or in the
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lipoic acid synthesis pathway (LIAS, LIPT1, and LIPT2) [16,18-21].
Recently, a new MMDS was described with mutations in ISCAI [22].
The clinical phenotypes of all these patients are very similar to those
frequently observed in disorders concerning mitochondrial energy
metabolism. In general, the presenting symptoms occur during the
neonatal period or infancy. Common clinical presentations are neuro-
logical symptoms, including hypotonia, leukoencephalopathy, and
psychomotor regression, but extraneurological symptoms have also
been reported [23]. Biochemical studies show low PDHc enzymatic
activity, but defects in RC complex activities are variably observed.

In this report, we describe 13 patients carrying mutations in genes
encoding proteins involved either in lipoic acid synthesis (LIPT1 and
LIPT2) or in mitochondrial [Fe-S] cluster biogenesis (NFU1, BOLA3,
IBA57, ISCA2, FDX1L). Ten of these patients are described here for the
first time. Using their cultured skin fibroblasts, we established bio-
chemical profiles (protein level and enzymatic activity) of several key
mitochondrial proteins carrying either a [Fe-S] cluster or bound to li-
poic acid. Since the development of next-generation sequencing tech-
nologies, molecular diagnosis of rare diseases is accelerating, but bio-
chemical data are needed to improve our knowledge of these proteins
and to help the formulation of new therapeutic approaches for present
and future patients.

2. Materials and methods
2.1. Patients and cell culture

Thirteen patients with mutations in genes encoding proteins in-
volved in either [Fe-S] cluster biogenesis or the LA synthesis pathway
were included. The genotype of each patient is described in Table 1,
patients P1, P2 and P8 having already been reported [19-21,24]. The
integrated software ALAMUT V.2.7 (Interactive Biosoftware; http://
www.interactive-biosoftware.com) was used for in silico analysis of
missplicing effects. No novel mutations were reported as SNP variants
in Exome Variant Server, NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP),
Seattle, WA (http://evs.gs.washington.edu/EVS/) [March 2017 ac-
cessed]. Cultured skin fibroblasts from these patients and from in-
dividuals without mitochondrial disease (controls) were grown in
HAM'S F-10 medium (Eurobio, Les Ulis, France) supplemented with
antibiotics (100 IU/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin),
50 mg/L uridine and 12% fetal bovine serum. Cells were cultured at
37 °C in a humidified incubator with 5% CO,. Clinical and biochemical
data and brain magnetic resonance imaging (MRI) findings were col-
lected retrospectively. Informed consent was obtained from all patients
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Table 1
Mutational spectrum of the thirteen patients.
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Patient Gene Reference sequence Allele 1 Allele 2
Nucleotide change Protein change Location Nucleotide change Protein change Location

P1° LIPT1 NM_145199 ¢.535A > G p-Thr179Ala Exon 2 c.875C > G p.Ser292* Exon 2
p2* LIPT2 NM_001144869 c.89T > C p-Leu30Pro Exon 1 c.377T > G p.Leul26Arg Exon 1
P3 BOLA3 NM_212552 c136C > T p.Arg46* Exon 2 c.136C > T p.Arg46* Exon 2
P4 BOLA3 c.136C > T p.Arg46* Exon 2 c136C > T p.Arg46* Exon 2
P5 NFU1 NM_001002755 c.146del p-Pro49Leufs*8 Exon 3 ¢.303-1988_¢.369 + 1021del p.? Intron 3 to intron 4
P6 NFU1 c.622G > T p-Gly208Cys Exon 7 c.629G > T p.Cys210Phe Exon 7
P7 NFU1 179G > T p-Phe60Cys Exon 3 c.179G > T p-Phe60Cys Exon 3
pg° NFU1 ¢.565G > A p.Gly189Arg Exon 7 c.622G > T p.Gly208Cys Exon 7
P9 IBA57 NM_001010867 ¢.335T > G p.Leul12Trp Exon 1 c.437G > C p-Argl146Pro Exon 2
P10 IBA57 c.316A > G p-Thr106Ala Exon 1 c.738C > G p-Asn246Lys Exon 3
P11 ISCA2 NM_194279 c.154C > T p.Leu52Phe Exon 2 c.154C > T p.Leu52Phe Exon 2
P12 ISCA2 c.313A > G p-Argl05Gly Exon 4 c.313A > G p.-Argl05Gly Exon 4
P13 FDX1L NM_001031734 clA>T p-Metl? Exon 1 clA>T p-Met1? Exon 1

Mutations in bold are described for the first time in this publication. Nomenclature of variants is in accordance with the recommendations of the Human Genome Variation Society [31].

2 P1, P2 and P8 were already reported [19-21,24].

before inclusion in the study.

2.2. Biochemical studies

All biochemical analyses were performed on cultured skin fibro-
blasts. PDHc activity was measured as described [25]. RC complexes, a-
KGDHc and citrate synthase activities were measured by spectro-
photometric assay [26]. Assays of complex I and of mt-aco activity were
performed on mitochondria-enriched fractions prepared from permea-
bilized cells with digitonin, as described previously [27,28]. RC com-
plex and mt-aco activities were normalized to citrate synthase activity.
Glutathione measurement was carried out on total fibroblast lysates
[29].

2.3. Western blot and BN-PAGE analyses

Western blot analysis was performed on mitochondria-enriched
fractions or on total fibroblast lysates. About 30 ug of protein extracts
was separated by SDS-PAGE and transferred to PVDF membranes,
blocked in PBS-Tween containing 5% non-fat milk and then incubated
overnight with primary antibodies. Antibodies against lipoic acid (LA)
(Abcam, ab18724), PDH-E2 subunit (SantaCruz Biotechnology, sc-
271352), NFU1 (kindly provided by Dr. T. Rouault, NICHD, NIH,
Bethesda, USA), IBA57 (kindly provided by Prof. R. Lill, Marburg,
Germany), SDHB (Abcam, ab14714), Rieske protein (Abcam, ab14746),
LIAS (ThermoFisher Scientific, PA5-22387), ferrochelatase (kindly
provided by Dr. H. Puccio, Strasbourg, France), mt-aconitase (kindly
provided by Dr. R. B. Franklin, University of Maryland, Baltimore, USA)
and prohibitin (Novusbio, NBP2-37563) were used. Secondary perox-
idase-conjugated anti-mouse (Sigma-Aldrich, A4416) and anti-rabbit
(Sigma-Aldrich, NA934V) antibodies were used. Detection was
achieved using the ECL chemiluminescence kit (GE Healthcare) and G-
Box (Sysgene) associated with GeneSNAP software. For some experi-
ments, goat anti-rabbit or anti-mouse IRDye® 800-conjugated sec-
ondary antibodies (LI-COR, Lincoln, USA) were used. Membranes were
scanned with the Odyssey infrared imaging system and images were
processed with the Image Studio Software (LI-COR, Lincoln, USA).

Blue-native PAGE (BN-PAGE) analysis was carried out on mi-
tochondria-enriched fractions from fibroblasts [30]. Immunoblotting
was performed using antibodies raised against the complex I subunit
GRIM19 (Abcam, ab10240), the 70 kDa subunit of complex II (SDHA,
Abcam, ab14715) and the complex III subunit core2 (UQCRC2, Abcam,
ab14745).
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3. Results
3.1. Patients

Thirteen children from 12 unrelated families were included in our
study. Patients P3 and P4 were first cousins. The clinical, MRI and
biochemical data are summarized in Table 2. Clinical presentations
were mostly severe encephalopathy features with hypotonia, psycho-
motor delay since birth (n = 2/13) or neurological regression (n = 7/
13). Epilepsy was noted in five patients. Pulmonary arterial hyperten-
sion was also reported in two of the four (P6 and P8) NFU1 patients.
The only patient with normal neurological development was an FDX1L-
deficient patient (P13), who presents recurrent acute episodes of
rhabdomyolysis and muscular weakness. Onset began between four and
five years of age. In most patients, first symptoms began during the first
days or months of life. All the patients with BOLA3 (P3 and P4), NFU1
(P5 to P8), IBA57 (P9 and P10) mutations and one ISCA2 patient (P12)
died before 3 years of age. The second ISCA2 patient (P11) has a mild
disease with isolated and non-progressive spastic paraplegia at 12 years
of age. White matter abnormalities were usually found in patients with
encephalopathy. Magnetic resonance spectroscopy showed a lactate
peak in three (LIPT1, P1; LIPT2, P2; NFU1, P7) of the six tested patients
(P1, P2, P5, P7, P8 and P13).

3.2. Biochemical results

3.2.1. Mitochondrial lipoylated proteins

PDHc activity was decreased in fibroblasts of all patients (Table 3).
It extended from 0.04 to 0.95 nmol/min/mg of protein, corresponding
to 3% to 79% of the lowest reference value (reference values:
1.20-3.10 nmol/min/mg of protein). a-KGDHc activity was decreased
for all patients except for one NFU1 patient (P7) and the FDX1L patient
(P13). PDHc and a-KGDHc activities were only moderately decreased in
one ISCA2 patient (P11). We measured the level of lipoylation of the E2
subunit of PDHc and a-KGDHc with an antibody against LA (Fig. 2A).
We found a severely altered lipoylation in all patients except for one
NFU1 patient (P7), one ISCA2 patient (P11) and the FDX1L patient
(P13), with the E2 subunit of PDHc detectable for all patients. This
alteration of protein lipoylation is in accordance with decreased enzy-
matic activity (Table 3).

3.2.2. Mitochondrial Fe-S proteins

We focused on two [4Fe-4S] proteins, LIAS and mt-aco, and two
[2Fe-2S] proteins, ferrochelatase and Rieske protein. LIAS activity is
directly dependent on the assembly of its [4Fe-4S] cluster, which is
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Table 3
PDHc, a-KGDHc, mt-aco, respiratory chain complex activities and cellular glutathione concentration.
Enzymatic activities " . . . . Glutathi
. (nmolimin/mg protein) Relative mt-aco and respiratory chain complex activities (pmo:;n?g ;;?(:‘t:in)
Patient Gene PDHc 0-KGDHc Citrate mt-aco/CS [of lex I/CS [of nes ¢ lICS Complex IVICS
synthase (CS)
(RV:1.20-3.10)  (RV:3.7-7.1) (RV:61-93) (RV:0.40-0.59) (RV:0.15-0.41) (RV:0.20-0.32)  (RV:0.70-1.40)  (RV:1.00-1.50) (RV:7-21)
P1 LIPT1 0.08 0.5 59 0.20 0.04 0.24 1.18 1.61 18
P2 LIPT2 0.28 0.5 58 0.33 0.07 0.30 2.28 1.05 1
P3 0.05 1.6 70 0.18 <0.01 0.08 0.82 0.93 13
BOLA3
P4 0.07 0.7 84 0.34 0.03 0.09 1.18 0.78 25
P5 0.15 0.1 64 0.35 0.01 0.12 2.66 0.90 20
P6 0.04 0.6 64 0.13 0.03 0.02 1.69 0.85 11
NFU1
P7 0.56 11.5 120 0.24 0.02 0.34 1.47 1.45 14
P8 0.35 <0.1 81 0.30 <0.01 0.06 0.86 1.38 9
P9 0.39 23 81 0.44 0.04 0.15 1.48 1.0 17
IBA57
P10 0.54 1.1 1056 0.40 0.04 0.07 0.9 1.3 19
P11 0.95 2.8 66 0.33 0.05 0.21 267 2.03 20
ISCA2
P12 0.09 0.3 101 0.20 0.04 0.15 4.18 1.38 12
P13 FDX1L 0.95 8.4 89 0.46 0.09 0.33 1.48 1.43 19

All the analyses were performed on cultured fibroblasts from the patients. Citrate synthase activity served as a reference for mitochondrial content in tested samples. mt-aco and RC
complex activities were expressed relative to citrate synthase activity. Reduced glutathione measurement was determined in total lysates of fibroblasts. Gray shading indicates results
in the normal value range. Other results were abnormal compared with reference values. CS, citrate synthase; RV, reference values.

essential for incorporation of sulfur residues into octanoic acid. LIAS
protein was detectable for all patients and controls (Fig. 2B). LIAS ac-
tivity, which was indirectly measured by the level of lipoylation of
target proteins, was decreased in most patients with defects in [Fe-S]
biogenesis (Fig. 2).

Then, we looked more closely at mt-aco, the stress-sensitive [4Fe-
48] cluster of which is also crucial for its enzymatic activity and sta-
bility [28,32]. Its activity was normalized to citrate synthase activity to
avoid bias due to between-sample variability in mitochondrial content
(Table 3). While mt-aco protein level was little affected (Fig. 3), its
activity was decreased for all patients except for both IBA57 patients
(P9 and P10) and the FDX1L patient (P13) (Table 3). Thus, low mt-aco
activity is a consequence of the alteration of its [4Fe-4S] cluster. Given
that glutathione (GSH) production is typically increased by severe
oxidative stress [33], we measured total reduced GSH in cell lysates of
fibroblasts, but found no significant variation between control and
patient cells (Table 3).

Ferrochelatase assembles a [2Fe-2S] cluster, which is crucial for its
stability and presents some sensitivity to oxidative stress [32,34]. We
found that ferrochelatase level, and consequently the presence of the
cluster, was moderately reduced for patients 1, 9 and 11 only (Fig. 4A).

3.2.3. OXPHOS analysis

Several subunits of RC complexes I, II and III carry [Fe-S] clusters
that are essential to their activities. We looked first at the activity of RC
complexes relative to citrate synthase activity (Table 3) and then at two
[Fe-S] proteins of the RC complex, SDHB (complex II) (Fig. 4C) and
Rieske protein (complex III) (Fig. 4B). Finally, we checked the integrity
of RC complexes containing [Fe-S] clusters when activities were af-
fected by BN-PAGE using antibodies against subunits that do not

NFU1 IBAS7

& v
A \\,Q Q BOLA3

S — ——<<Q
Cl P1 P2 P3 P4 PS5

P6 P7 P8 P9 P10
o T

-

PDH-E2

—

PDH-E2-LA

KGDH-E2-LA

ISCA2

P11 P12 P13 C2

coordinate an [Fe-S] cluster (Fig. 5).

Complex I activity was decreased in all patients (Table 1) and its
assembly was also clearly affected in all of them except three patients,
P1 (LIPT1 patient), P11 (ISCA2 patient) and P13 (FDX1L patient)
(Fig. 5). Complex II activity and integrity were normal in LIPT1 (P1)
and LIPT2 (P2) patients, in one NFU1 patient (P7) and in the FDXI1L
patient (P13) (Table 1 and Fig. 5). For these four patients, the amount
of SDHB subunit was moderately decreased or normal (Fig. 4C). Con-
cerning the other patients, complex II activity and assembly were
compromised for eight patients (the two BOLA3 patients, P3 and P4;
three of the four NFU1 patients, P5, P6, P8; the two IBA57 patients, P9
and P10; one of the two ISCA2 patients, P12) while one ISCA2 patient
(P11) showed low normal activity of complex II and its assembly
seemed to be only moderately affected. For these nine patients, SDHB
was undetectable (Fig. 4C). So, complex II activity and/or integrity
seems to be affected by defects in NFU1, BOLA3, IBA57 and ISCA2,
proteins involved in the late step of mitochondrial [Fe-S] protein ma-
turation. Conversely, complex III activity was normal in all patients, as
was the amount of Rieske protein (Fig. 4B). Complex IV activity was
moderately affected by defects in BOLA3 or NFU1 (P3 to P6).

The biochemical profile of patient P7 with a mutation in NFUI
differed from that of other NFU1 patients. First, lipoylation of PDH-E2
and a-KGDH-E2 and a-KGDHc activity were normal, while PDHc and
mt-aco activities were clearly affected (Fig. 3 and Table 3). RC complex
analysis showed only an effect on the activity and integrity of complex I
(Table 3 and Fig. 5). These results contrasted with the findings con-
cerning other NFU1 patients (P5, P6 and P8) and underscored the
various biochemical profiles in the same deficiency despite similar se-
vere clinical features and a fatal outcome for all the NFU1 patients.

> Fig. 2. Protein level of lipoylated proteins and lipoic acid syn-
¥ thase in fibroblasts. Fibroblasts of the 13 patients and 2 controls
(C1 and C2) were analyzed by immunoblot after mitochondrial
enrichment. Antibodies against lipoic acid (detection of lipoic

70kDa acid bound to E2 subunits of PDHc and a-KGDHc), E2 subunit of
PDHc (A) and LIAS (B) were used.

70kDa

55kDa

B LIAS I- i- W —— —— i‘---!j- 42kDa
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& Lv N Fig. 3. Protein level of mt-aconitase in fibroblasts. Fibroblasts of
\§ § BOLA3 NEU1 IBA57  ISCA2 ‘(Q'\' th.e 13 patie.nts an.d 2 controls. (C1 and C2) fNere a‘nalyzed after
I N S S mitochondrial enrichment by immunoblot with antibody against
P1 P2 C1 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 C2 mt-aconitase. Prohibitin is shown as the loading control of mi-
- — —— - - - tochondrial content.
mt-aconitase . | 78 kDa
Prohibitin | 33kDa

3.2.4. NFUI1 and IBAS57 protein level

Finally, we looked at the level of NFU1 and IBA57 proteins in the
fibroblasts of patients presenting a mutation in one protein involved in
the late steps of mitochondrial [Fe-S] cluster maturation (P3 to P12)
(Fig. 6). As expected, NFU1 protein was undetectable for the P5 NFU1
patient, who carries one intragenic deletion and one point deletion.
NFU1 protein level was decreased for the two other NFU1 patients (P6
and P8) presenting a point mutation in their NFUI gene and, more
surprisingly, for both BOLA3 patients (P3 and P4). NFU1 level was not
changed for the last NFU1 patient (P7) or for IBA57 (P9 and P10) and
ISCA2 (P11 and P12) patients. IBA57 protein was seriously decreased in
all patients presenting a mutation in a gene encoding a protein involved
in the late steps of mitochondrial [Fe-S] cluster maturation (P3 to P12).

4. Discussion

We studied 13 patients with a mutation in a gene encoding a mi-
tochondrial protein involved either in LA biosynthesis (LIPT1 and
LIPT2) or in [Fe-S] cluster biogenesis (BOLA3, NFU1, IBA57, ISCA2 and
FDX1L). Among these patients, ten are described for the first time in this
manuscript with mutations in BOLA3 (P3 and P4), NFU1 (P5, P6, and
P7), IBA57 (P9 and P10), ISCA2 (P11 and P12), and the second case
with a mutation in FDXIL (P13). Deficiencies in those proteins are
known to cause diseases with severe encephalopathy due to defects in
mitochondrial OXPHOS and keto-dehydrogenases (PDHc and o-
KGDHc) [23]. Conversely, FDX1L deficiency leads to a muscular

phenotype with normal neurological development [35]. In fact, PDHc
and a-KGDHc are both active only when bound to LA, whose synthesis
involves LIAS, a [4Fe-4S] cluster-containing protein. As a consequence,
LA synthesis and keto-dehydrogenases activity are dependent on the
mitochondrial [Fe-S] cluster biogenesis pathway. We performed bio-
chemical analysis to assess the precise impacts of each mutation on both
lipoylated proteins, but also on key mitochondrial [Fe-S] proteins
(several subunits of respiratory chain complexes, ferrochelatase and mt-
aco). As the analyses were carried out in the same conditions and tissue,
i.e. skin fibroblast cultures, for all the patients, biochemical profiles can
be compared to each other.

4.1. Fibroblasts from LIPT1 and LIPT2 patients

Both patients present similar brain imaging and clinical features
with early-onset encephalopathy [19-21]. Up to now, four LIPT1 pa-
tients have been described: P1 of our study [19] and three others
[18,36], and three LIPT2 patients have been reported one of whom was
included in our study (P2, corresponding to Patient 1 described by
Habarou et al.) [20,21]. P1 and P2 presented a decrease in PDHc and a-
KGDHc activities due to a defect of lipoylation of the E2 subunits
(Table 3, Fig. 2). Mt-aco is well known to be highly sensitive to cellular
oxidative stress, which degrades its [4Fe-4S] cluster to a [3Fe-4S]
cluster, and, consequently, decreases its enzymatic activity [37]. We
observed an unexpected decrease in mt-aco activity for both subjects
(Table 3), despite a normal amount of the protein (Fig. 3), indicating a

N
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A v I
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Prohibitin | v (D - - - - ey A G - 33kDa
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Fig. 4. Protein level of mitochondrial [Fe-S] proteins in fibroblasts. Fibroblasts of the 13 patients and 2 controls (C1 and C2) were analyzed after mitochondrial enrichment using
antibodies against the [2Fe-2S]-containing ferrochelatase (panel A) and Rieske protein (panel B). Prohibitin served as the loading control. Panel C shows the level of the [4Fe-4S] protein
SDHB, subunit or RC complex II. Antibody against SDHA, another subunit of respiratory chain complex II, without [Fe-S] clusters, is shown as the loading control of mitochondrial

content.
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N A N Fig. 5. Blue-native PAGE analysis of respiratory chain complexes
{2& \Q& BOLA3 NFU1 IBAS7 ISCA2 ((Q—\- I and II in fibroblasts. BN-PAGE analysis of mitochondria-en-
N N riched fibroblasts of the 13 patients and three controls (C1, C2
1 P1L P2 F3. FP4: PS R6 k7 RS P9 F10 Ril iz P13 2 G and C3) was performed using antibodies against respiratory
hain complex subunits that do not coordinate an [Fe-S] cluster
Cl | — - oy =] - c
. - - (CL: GRIM19, CII: SDHA). Complex III (subunit UQCRC2) served
cll ‘“ . - . as the loading control, while the activity of complex III was not
- - - - . - affected in all patients.

cln

Fig. 6. NFU1 and IBA57 protein levels in fibroblasts.

BOLA3 NFU1 IBAS7 ISCA2 Fibroblasts of the 10 patients (patients with mutations in
LIPT1, LIPT2 and FDX1L were not included) and two con-
Cl P3 P4 PS5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 C2 trols (C1 and C2) were analyzed after mitochondrial en-
NFU1 - p— —— - —— ’ — 28kDa richment using antibodies against NFU1 (A) and IBA57 (B).
Prohibitin was used as the loading control of mitochondrial
content. Unfortunately, the tested antibodies against
Prohibitin ‘- - — - - - — — - ’ 35kDa BOLA3 and ISCA2 were not suitable for immunoblotting.
BOLA3 NFU1 IBAS57 ISCA2
B Cl1 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 C2
IBAS7

Prohibitin

probable increase in oxidative stress in the fibroblasts of these patients.
On the other hand, the [2Fe-2S] cluster of ferrochelatase is not neces-
sary for catalytic activity, but is required for protein stability [34]. No
strong variation in the level of ferrochelatase between patients and
controls was observed (Fig. 4A). The hypothesis of increased oxidative
stress in patients with lipoylation defects has previously been suggested
to explain their clinical pulmonary hypertension [18]. There was no
significant variation in the level of total reduced glutathione (GSH)
between patient and control fibroblasts (Table 3). While the amounts of
the oxidized form of glutathione (GSSG) were under the limit of de-
tection of our assay, variations in the ratio between GSH and GSSG
cannot be excluded. Surprisingly, complex I was also affected in both
patients (Table 3, Fig. 5). These results confirm those obtained by po-
larographic study in both patients which showed low consumption of
oxygen with pyruvate and malate [19,21]. To our knowledge, none of
the subunits of this complex are lipoylated. However, a decrease of
complex I following down-regulation of acyl-carrier protein, which is
involved in octanoic acid synthesis, has been observed [38]. Moreover,
LA supplementation is known to improve mitochondrial function [39],
probably by increasing the efficiency of RNase P processing and, con-
sequently, tRNAP™ processing, which is essential for mitochondrial
protein expression [40,41]. Lastly, the decreased activity and stability
of complex I could also be a consequence of oxidative stress in these
patients. Taken together, our results suggest that moderate oxidative
stress may be present in the fibroblasts of these patients and leads to
dysfunction of [Fe-S] proteins, which are highly sensitive to oxidative
stress, like mt-aconitase and complex I, but has no effect on other [Fe-S]
proteins that are less sensitive to oxidative stress, such as ferrochela-
tase. Clearly, LA deficiency induces OXPHOS dysfunction and more
studies are needed to elucidate the molecular mechanism.

4.2. Fibroblasts from the FDX1L patient

Here we report the second case of ferredoxin deficiency. Both pa-
tients (P13 and [35]) carry the same homozygous mutation c.1A > T
and present similar clinical features, with late onset of metabolic
myopathy, recurrent episodes of rhabdomyolysis, hyperlactacidemia
and muscular weakness. Neurological development is normal. FDX1L is
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clearly involved in the first steps of mitochondrial [Fe-S] cluster bio-
genesis, steps that are necessary for the maturation of all the [Fe-S]
clusters independently of their subcellular localization. The FDXI1L
patient (P13) presented with mild biochemical abnormalities (Table 3,
Fig. 2) and a moderate decrease in SDHB protein level (Fig. 4C). Spiegel
et al. observed an SDHA defect in fibroblasts and muscle of their patient
with stronger OXPHOS deficiencies in muscle, with lower activity of
complexes I and II in muscle than in fibroblasts [35]. Similar observa-
tions were reported previously with patients with FXN and ISD11 de-
fects [42,43], patients with motor deficiency as the major clinical fea-
ture, as observed in FDX1L patients. Muscle biopsy was not available
for our FDX1L patient and we could not check whether deficiencies,
particularly lipoylation of proteins, were also stronger in muscle than in
fibroblasts. In conclusion, for FDX1L patients it would be appropriate to
look at the deficiencies not only in fibroblasts but also in muscle to
obtain a more significant biochemical signature.

4.3. Patients with defects in the late steps of the mitochondrial ISC
machinery fibroblasts

We looked at 10 patients carrying mutations in four different pro-
teins involved in the delivery of the [Fe-S] cluster to mitochondrial
target proteins, namely NFU1, BOLA3, IBA57 and ISCA2. As with other
patients previously described, they presented encephalopathy with
early-onset and a fatal outcome for nine of them. One ISCA2 patient
(P11) was more moderately affected and still alive at 12 years (Table 2).
In the current model for eukaryotic cells [10,41,44], NFU1 and BOLA3
serve for the maturation of some [4Fe-4S]-containing proteins such as
LIAS, mt-aco and SDHB. Interestingly, all the patients we have studied
are affected in complex I activity (Table 3) and integrity (except one
ISCA2 patient: P11) (Fig. 5). As for the LIPT1 and LIPT2 patients, the
amount of ferrochelatase (Fig. 4A) and the GSH concentration (Table 3)
are not significantly affected. Thus, for ISCA2, IBA57, and BOLA3, these
results are in accordance with the model proposed by Lill's group,
which positions these proteins downstream of IND1 in the maturation
of complex I [10]. But, according to this model, NFU1 is only dedicated
to the maturation of SDHB and LIAS. The effects we observed in NFU1
patients indicate that NFU1 is involved in complex I maturation, as
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proposed by Cameron et al. [12].

Interestingly, all BOLA3, NFU1 and ISCA2 patients have a decreased
amount of IBA57 (Fig. 6). It was shown previously that, in yeast, Iba57p
physically interacts with Isalp and Isa2p [45]. Due to the high
homology of sequences between yeast and mammals, it is probable that
IBA57 interacts with ISCA2 in mammals too, an interaction that would
explain the effects of mutation in ISCA2 on IBA57 protein level. The
effects of mutations in BOLA3 on IBA57 protein level indicate a link
(cellular or physical interaction) between these two proteins.

Concerning [2Fe-2S] protein maturation, our results suggest that
mutations in these four genes would not affect the maturation of the
[2Fe-2S]-containing proteins (Rieske protein, ferrochelatase). This is in
agreement with the model for eukaryotic cells, which does not involve
Nful in the delivery of [2Fe-2S] clusters [9,46-48]. It seems that
BOLA3, ISCA2 and IBA57 are not involved in this function either.

Six BOLA3 patients [12,16,17] and > 25 patients with NFUI mu-
tations have been reported to date [12,13,24,49,50]. The clinical and
biochemical phenotypes of these two deficiencies are quite similar, with
early onset of severe encephalopathy, variable cardiomyopathy, PDHc
and mitochondrial RC defects (Tables 2 and 3). Our study includes two
new BOLA3 patients (P3 and P4) carrying the known homozygous
mutation p.Arg46* [12] The four NFU1 patients presented early-onset
encephalopathy and died before the age of three years. Two of them
had pulmonary hypertension (P6 and P8), as is usually observed in
patients carrying the same mutation p.Gly208Cys [49]. Patient P5
carries two heterozygous deletions in the NFUI gene, leading to un-
detectable amounts of NFU1 protein in his fibroblasts and this can be
considered as an almost complete NFU1 deficiency (Fig. 6A). This pa-
tient presents severe RC and mt-aco dysfunctions, and keto-dehy-
drogenases deficiency, secondary to lipoylation defects, resulting in
severe clinical encephalopathy. This confirms that NFU1 is clearly in-
volved in at least the maturation of [4Fe-4S] proteins such as LIAS, mt-
aco and SDHB. In the case of patient P7, we observed a discrepancy
between biochemical profiles (with unexpected normal a-KGDHc ac-
tivity and protein lipoylation) and clinical features as previously re-
ported for some patients [50]. But, our patient presents a point muta-
tion (p.Phe60Cys) that does not affect NFU1 protein level. This
mutation in the (1 strand of the protein is predicted to be deleterious by
in silico predicting softwares (SIFT, MutationTaster and PolyPhen-2).
The recent NMR structure of NFU1 highlights the formation of a trimer
of dimers of holo-NFU1 and the authors proposed that the 31 strand
might be involved in interaction with chaperones, which would help
cluster transfer [47]. Thus, this mutation, which does not affect the
stability of NFU1, might decrease the efficiency of cluster delivery to
target proteins, which would explain the mild effects on biochemical
profiles of the patient.

Both BOLAS3 patients (P3 and P4) present low levels of NFU1 protein
(Fig. 6A). These results are in accordance with studies in yeast showing
that Bol3 forms a complex with Nful, stabilizes it and is involved in
[4Fe-4S] cluster delivery [41]. Thus, in these patients, the mutation in
BOLAS3 affects both BOLA3 and NFU1 proteins. This explains the very
severe clinical phenotype of all reported BOLA3 patients, with a cu-
mulative effect of lack of both BOLA3 and NFU1 [17].

In our study, both IBA57 patients carry two heterozygous missense
mutations, have no detectable IBA57 protein (Fig. 6B), and present a
severe clinical phenotype with early onset and a fatal outcome. Of the
18 IBAS57 patients already described, some suffer from severe diseases
(n = 4), while others, all members of the same family, present chronic
spastic paraplegia [14,51,52]. Clinical presentations of our two ISCA2
patients (P11 and P12), who both present novel missense mutations, are
quite different, with neonatal onset and early death for patient P12,
whereas patient P11, at 12 years of age, suffers from non-progressive
spastic paraplegia (Table 2). Only 7 cases, from six unrelated families,
of patients with ISCA2 mutations have been described before [15,53].
They presented spasticity and psychomotor delay, a clinical presenta-
tion quite similar to that observed for P11 (Table 1). One ISCA2 patient
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(P12) showed marked decreases in the enzymatic activities of PDHc, a-
KGDHc and RC complexes and in SDHB protein level, while the other
one (P11) showed more limited effects in accordance with their re-
spective clinical phenotypes. The molecular relation between IBA57
and ISCA proteins is still debated. Initially, it was considered that IBA57
acts with ISCA1 and ISCA2 in the maturation of mitochondrial [4Fe-4S]
proteins [11]. Then, it was proposed that ISCA proteins might form
heterocomplexes without the help of IBA57 [54]. Finally, proteomic
studies proposed that ISCA2 interacts with ISCA1, but also with GLRX5
and IBA57 [55]. As for patients with NFU1 and BOLA3 disorders, IBA57
patients have impaired lipoylation (Fig. 2) with decreased activities of
PDHc and a-KGDHc (Table 3). RC complex defects were reported in
most of the previous published cases of IBA57 deficiencies [14,51,56]
and dysfunction of complexes I and II was observed in our two IBA57
patients. As for BOLA3 and NFU1 disorders, they are likely due to ab-
normal assembly of the [Fe-S] clusters held by subunits of these com-
plexes. But, as previously observed in IBA57-depleted HeLa cells [11],
mt-aco is not affected in these patients (Table 3 and Fig. 3). Thus, IBA57
protein may not be essential for [4Fe-4S] transfer to mt-aco protein,
even if one IBA57 patient, carrying mutations compared with our pa-
tients, was recently reported with decreased mt-aco protein in fibro-
blasts [56].

4.4. Conclusion

We report two patients with mutations in either LIPT1 or LIPT2, one
new patient with a mutation in FDX1L, a protein of the early steps of
mitochondrial [Fe-S] cluster biogenesis, and ten patients, including
nine new patients with deficiency in proteins (IBA57, BOLA3, NFU1,
ISCA2) involved in the late steps of this same pathway. Clinical pre-
sentation was extremely severe with early fatal outcome for eight of
them. Ferredoxin deficiency leads to severe myopathy with moderate
mitochondrial protein dysfunction in fibroblasts. In all other defi-
ciencies, PDHc and a-KGDHc activities and lipoylation of these en-
zymes were affected. OXPHOS was also affected. Interestingly, in all the
patients, the integrity of complex I was affected and its activity was
greatly reduced even in LIPT1 and LIPT2 patients. Similar observations
were made for mt-aco activity. These decreases in activity of several
mitochondrial [Fe-S] proteins in patients with mutations in either
LIPT1 or LIPT2 may reflect an increase in oxidative stress, which de-
grades stress-sensitive [Fe-S] clusters. We confirm that ISCA2, NFU1,
BOLAS3 and IBA57 are involved only in the maturation of mitochondrial
[4Fe-4S]-containing proteins and not [2Fe-2S]-containing proteins.
Moreover, IBA57 does not seem to be involved in mt-aco maturation, as
previously proposed using HeLa cells as model. BOLA3, NFU1 and
ISCA2 are required for IBA57 stability and BOLAS3 is required for NFU1
stability. These findings, summarized in a proposed scheme (Fig. 7),
indicate the formation of multiple heterodimers between these four
proteins, as already proposed for IBA57 and ISCA2 [11,54], and BOLA3
and NFU1 [41]. We cannot exclude that they form a larger complex
including all four proteins.
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Fig. 7. Proposed scheme of human mitochondrial [Fe-S]
protein biogenesis. The scheme summarizes the results
obtained in our study. Arrows between BOLA3, NFU1,
ISCA2, IBA57 symbolize the stabilizing effects we observed
between these four proteins.
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1.2 Résultats complémentaires

1.2.1 Le complexe IV est affecte par le déficit en LIPT2 et en IBA57,
ISCA2, BOLA3 et NFU1, protéines de la voie de maturation des

protéines Fe-S

J’'ai complété 'étude de l'intégrité des complexes I, Il et lll de la CRM présentée
dans larticle par I'étude du complexe IV par BN-PAGE. A la différence des
complexes [, I, et lll, le complexe IV posséde deux centres héminiques mais ne
contient pas de centres Fe-S. La Figure 27 montre les résultats des analyses des
complexes I, I, Il et IV de la CRM par BN-PAGE pour les 13 patients étudiés.
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Figure 27 : Etude des complexes I, II, lll et IV par BN-PAGE dans les fibroblastes de 13 patients.

C1, C2, C3: fibroblastes controles. P1 a P13 : patients présentant une mutation dans le géne précisé. Les
anticorps dirigés contre GRIM19 (complexe I, Cl), SDHA (complexe Il, Cll), UQCRC2 (complexe Ill, CIII) et
MTCO1 (complexe IV, CIV) ont été utilisés.

Chez les sujets contrdles (C1, C2 et C3), le complexe IV est en quantité
équivalente ou supérieure a celle du complexe I. A l'inverse, pour tous les patients,
l'intégrité du complexe IV est altérée. Le complexe IV est indétectable par BN-PAGE,
chez huit des treize patients (LIPT2 (P2), BOLA3 (P3, P4), NFU1 (P5, P6), IBA57
(P9) ou ISCA2 (P11, P12)). Pour les cinq autres patients (LIPT1 (P1), NFU1 (P7 et
P8), IBAS7 (P10) et FDX1L (P13)), le complexe IV est présent mais en moindre
quantité. Ces résultats sont étonnants puisque le complexe IV ne contient pas de
centre Fe-S et n’est pas non plus une protéine lipoylée. Ces résultats peuvent étre
confrontés a ceux de l'activité enzymatique du complexe IV présentés dans la Table
3 de larticle. Pour 4 patients seulement (P3 et P4 (BOLA3), P5 et P6 (NFU1)),
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I'activité enzymatique du complexe IV (rapportée a celle de la citrate synthase) est
diminuée, ce qui est compatible avec le résultat du BN-PAGE sur lequel le complexe
IV n’est pas détecté. Inversement, pour les neuf autres patients (LIPT1, LIPT2, NFU1
(P7 et P8), IBAS7, ISCA2 et FDX1L (P9 a P13), l'activité enzymatique relative du
complexe IV n'est pas diminuée alors que le résultat du BN-PAGE de ces patients
(sauf le patient LIPT1), montre que l'intégrité du complexe IV est fortement altérée.
Ces résultats discordants pourraient s’expliquer par le fait que les supercomplexes
auxquels appartient le complexe IV sont déstabilisés. Le complexe IV forme un
supercomplexe avec le complexe | de type l1lll2IV4, 14lll2IV2 (Schagger & Pfeiffer
2001; R. Guo et al. 2017) et le défaut d’intégrité du complexe | mis en évidence dans
les fibroblastes des patients pourrait entrainer une déstabilisation du supercomplexe
formé entre les complexes |, Ill et IV. Si le complexe IV ne peut s’associer avec le
complexe | au sein du supercomplexe, il pourrait étre plus rapidement dégradé et
donc non ou moins détectable par BN-PAGE. Cependant, une étude réalisée dans
des cellules HelLa déplétées en IND1 (NUBPL), facteur d’assemblage de protéines
Fe-S du complexe |, va a I'encontre de cette hypothése (Sheftel et al. 2009). Cette
équipe a mis en évidence qu’une diminution du supercomplexe formé par les
complexes |, Il et IV, par défaut d’assemblage du complexe |, entrainait une
augmentation de [l'assemblage des complexes Il et IV pour former un
supercomplexe llI21V1. De plus, le complexe IV serait a 85% sous forme libre, et
seulement 15% associés a un supercomplexe (Schagger & Pfeiffer 2001). En
conclusion, il semble peu probable que le déficit du complexe IV (défaut d'intégrité
et/ou d’activité enzymatique) soit une conséquence directe du déficit du complexe |.
Le complexe IV portant deux centres héminiques, son activité pourrait étre diminuée
par défaut de synthése de I'héme. Cette voie de synthése est dépendante de
lactivité d’'une enzyme a centre [2Fe-2S], la ferrochélatase. Cependant, cette
protéine n’est affectée chez aucun des patients étudiés. Il n’y aurait donc pas de
défaut de synthése de I'héme dans les anomalies de la biogenéese des centres Fe-S
retrouvées chez les patients étudiés. Une autre hypothése est que le défaut
d’intégrité du complexe IV est secondaire au déficit d’acide lipoique mitochondrial
dans les fibroblastes. En effet, I'acide lipoique, en plus de son réle antioxydant, aurait
un réle dans la traduction des protéines mitochondriales sans que le mécanisme ne
soit clairement établi (Hiltunen et al. 2009). Cette hypothése est confortée par des

résultats expérimentaux chez la levure (Melber et al. 2016) qui ont montré un déficit
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de la protéine COX2, sous unité du complexe IV et de protéines du complexe Ill chez
la levure S. cerevisiae déplétée en Nful, suggérant une atteinte de la synthése
protéique mitochondriale. Ces anomalies sont plus modérées dans les levures
déplétées en Bol3 ou en Bol3 et Bol1. Chez 'homme, le déficit de la lipoylation des
protéines est aussi marqué dans les déficits en BOLA3 que dans les déficits en
NFU1. Le déficit de I'activité du complexe IV a été mis en évidence chez certains de
nos patients BOLA3 et NFU1, chez quelques patients IBA57 (Ajit Bolar et al. 2013;
Torraco et al. 2017), un patient BOLA3 (Nishioka et al. 2018) et quelques patients
NFU1 (Cameron et al. 2011; Ahting et al. 2015) dans la littérature. Le fait que
I'intégrité du complexe IV soit altérée dans les fibroblastes de patients déficitaires en
NFU1, mais aussi dans les déficits en BOLA3, ISCA2, IBAS7 et LIPT2 suggére bien
gu’il existe un mécanisme commun d’atteinte du complexe |V, par le déficit en acide
lipoique mis en évidence chez tous ces patients, mais par une autre voie que
I'atteinte de la synthése mitochondriale de protéines. Le défaut d’intégrité du
complexe IV pourrait étre la conséquence d'une instabilité de 'homéostasie rédox,
secondaire a la baisse quantitative de I'acide lipoique qui est un antioxydant majeur.
Il a été montré qu’en cas de stress oxydatif lié a I'hnypoxie, I'activité du complexe IV
est effondrée (Srinivasan et al. 2013) via des mécanismes de régulation des sous-
unités du complexe IV par phosphorylation ou déphosphorylation (Fang et al. 2007).
Il est donc intéressant d’évaluer le niveau de stress oxydatif dans les cellules des
patients. J'ai réalisé ces expérimentations dans les cellules de patients traitées ou
non par de I'acide lipoique. Ces résultats seront présentés dans le paragraphe 2 de

ce chapitre (p.109).

1.2.2 L’immortalisation des fibroblastes ne modifie pas leur profil

biochimique mitochondrial

A la suite de ces premieres expérimentations, les subcultures de fibroblastes des
patients avaient déja un nombre de passages assez élevés ce qui m’a amenée a
réfléchir sur le matériel cellulaire qui pouvait étre utilisé pour la continuité de ce
travail. En effet, ce travail pouvait étre arrété a tout moment si les fibroblastes
entraient en sénescence. La plupart des patients étant décédés, il n’y avait pas
d’autre prélevement disponible. Dans un premier temps, jai choisi de me focaliser
sur les patients déficitaires en BOLA3, NFU1, ISCA2 et IBA57. Plusieurs alternatives
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étaient alors possibles. D’'une part, l'utilisation de lignées de fibroblastes (type MRC5)
déplétés du gene dintéerét (NFU1, BOLA3, ISCA2, IBAS57), avec ou non
surexpression du géne muté, de fagon stable ou bien par siRNA, était une premiére
possibilité. D’autre part, 'immortalisation des cultures de fibroblastes issues de
patients était une autre possibilité. Cette technique utilise un rétrovirus et requiert un
laboratoire agréé pour la modification génétique de cellules humaines. Elle semblait
préférable afin d’utiliser un matériel biologique le plus proche possible des
fibroblastes, utilisés pour le début de cette étude. L'unité INSERM U-1185, UMS-32
Institut Biomédical de Bicétre 12B, dirigée par Marc Lombés, située a la Faculté de
Médecine Paris Sud, disposait de cette technologie et de 'agrément nécessaire pour
la mise en place de l'expérimentation. J'ai donc réalisé limmortalisation des
fibroblastes de 4 patients (P4 (BOLA3), P8 (NFU1), P10 (IBA57) et P12 (ISCA2)) et
de 4 témoins en deux séries, par intégration virale du gene de la télomérase
humaine pour augmenter I'expression de cette enzyme. Le choix des fibroblastes a
immortaliser répondait a deux critéres qui sont le géne muté et la capacité de division
cellulaire. Ainsi, parmi les deux patients avec un déficit en IBAS7 (P9 et P10), les
cellules du patient P10 ont été choisies car les fibroblastes du patient P9 avaient une
capacité de division cellulaire tres faible.

Aprés immortalisation, la vitesse de division cellulaire a été satisfaisante pour
toutes les cellules de témoins sauf pour celles d’'un témoin, immortalisées dans la
premiére série, ce qui a empéché leur utilisation dans des expériences ultérieures.
L’analyse moléculaire du géne d’intérét a été réalisée afin de vérifier que les cellules
immortalisées des 4 patients avaient conservé l'anomalie génétique qui les
caractérise. A la fin de la premiére série dimmortalisation des deux lignées (P4
(BOLA3) et P8 (NFU1)), les caractéristiques biochimiques des cellules immortalisées
ont été vérifices et comparées avec celles des cellules avant immortalisation,
comparativement a des cellules «témoins » immortalisées dans les mémes

conditions (Figure 28).
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Figure 28 : Comparaison des activités enzymatiques d’enzymes du cycle de Krebs et de complexes
de la CRM des fibroblastes avant et aprés immortalisation.

L’analyse est réalisée sur les fibroblastes de deux patients (P4 (BOLA3) et P8 (NFU1)) et d'un témoin
(contréle), immortalisés dans la méme série. A : citrate synthase (enzyme de contrble), B : KGDHc, C : complexe
I, D : complexe Il, E : complexe lll, F : complexe IV. Barre noire : résultat avant immortalisation, barre grise :
résultat apres immortalisation. Chaque barre représente une expérience, réalisée dans des fractions enrichies en
mitochondries a partir de culots de fibroblastes. Toutes les mesures d’activité ont été réalisées le méme jour.
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Les cellules immortalisées et non immortalisées des 2 patients P4 (BOLA3) et P8
(NFU1) et du témoin ont un profil biochimique comparable pour les activités des
complexes de la CRM, de la citrate synthase (enzyme de contrble de la quantité de
mitochondries) et du complexe KGDHc (enzyme lipoylée). Le défaut d’activité des
complexes | et Il et de KGDHc reste présent dans les fibroblastes immortalisés des
deux patients. La baisse d’activité du complexe |V identifiée dans les cellules du
patient P4 (BOLA3) est également détectée. Ces résultats confirment que
limmortalisation n’annihile pas les anomalies biochimiques observées dans les
fibroblastes des patients BOLA3 (P4) et NFU1 (P8). Dans les cellules du témoin, on
peut observer une diminution modérée des activités enzymatiques aprés
immortalisation. Par conséquent, dans la suite de ce travail, toutes les activités
enzymatiques mesurées sur fibroblastes immortalisés de patients seront comparées
a celles mesurées dans les fibroblastes immortalisés de témoins. Mes résultats
confirment que la technique d'immortalisation cellulaire insérant le géne de la
télomérase permet de garder le phénotype des cellules aprés leur transformation
génétique (Robin et al. 2015). A la suite de ces résultats, une deuxiéme série
d'immortalisation a été débutée pour les fibroblastes des patients IBA57 (P10) et
ISCA2 (P12) et de deux autres témoins. L'analyse moléculaire sur 'ADN total extrait
des cellules immortalisées des patients P10 (IBA57) et P12 (ISCA2) a confirmé la
présence de I'anomalie génétique qui les caractérise. Pour le patient P10 (IBA57),
les cellules immortalisées se divisant plus lentement que les autres cellules,
'ensemble des expérimentations envisagées n’a pu étre réalisé. En conclusion, la
suite de ce travail porte sur I'étude des cellules immortalisées de ces 4 patients avec
déficit dans le gene NFU1, BOLAS3, IBA57 ou ISCAZ2 et de témoins sauf précision

contraire.

1.2.3 Le réseau mitochondrial n’est pas modifié dans les fibroblastes
de patients atteints de déficit en IBA57, ISCA2, BOLA3 et NFU1

Les résultats précédents montrent que [lactivité ou lintégrité de plusieurs

protéines mitochondriales de la CRM, du cycle de Krebs et de la synthése de I'acide

lipoique sont altérées par une anomalie dans la voie de maturation des protéines Fe-

S. La dynamique mitochondriale est modulée par les besoins en nutriments,
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I'efficacité de la CRM ou le niveau de stress oxydatif, et 'aspect du réseau
mitochondrial est un équilibre entre fusion et fission (Wai & Langer 2016). L’efficacité
de la CRM étant réduite par dysfonction des complexes I, Il et parfois IV chez les
patients présentant un déficit en BOLA3, NFU1, IBA57 ou ISCA2, le réseau
mitochondrial a donc été observé dans leurs fibroblastes par microscopie a
fluorescence a I'aide du Mitotracker. Cette expérience permet d’observer I'aspect du

réseau formé par les mitochondries actives au sein d’'une cellule.

Les résultats obtenus dans les fibroblastes du témoin (Figure 29A) et dans les
fibroblastes des patients (Figure 29B a E) sont présentés ci-dessous.

Control

Mitotracker + Hoechst

P4 (BOLA3)

Mitotracker Mitotracker + Hoechs'

C Mitotracker +
Hoechst

P8 (NFU1)

Mitotracker
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D Mitotracker Mitotracker +
Hoechst

P10 (IBAS57)

P12 (ISCA2)

Mitotracker +
- Hoechst

Figure 29 : Réseau mitochondrial observé par microscopie a fluorescence dans les fibroblastes des
patients P4 (BOLA3), P8 (NFU1), P10 (IBA57) et P12 (ISCA2)

A a E : visualisation du réseau mitochondrial a I'aide du Mitotracker. A’ a E’ : visualisation du réseau
mitochondrial (Mitotracker) et du noyau cellulaire (Hoechst). Fibroblastes immortalisés controles (A et A’);
fibroblastes immortalisés du patient BOLA3 (P4) (B et B’); fibroblastes immortalisés du patient NFU1 (P8)( C et
C’) ; fibroblastes non immortalisés du patient IBA57 (P10)(D et D’); fibroblastes immortalisés du patient ISCA2
(P12) (E et E’). Objectif x100 (1,3 NA). L'image représentée par un rectangle blanc correspond a un
grossissement numérique plus important de la zone encadrée. L'échelle précisée sur la figure A est la méme pour
toutes les images.

Le réseau mitochondrial est d’aspect tubulaire et filamenteux dans tous les
fibroblastes observés des patients P4 (BOLA3), P8 (NFU1), P10 (IBA57) et P12
(ISCA2) et du témoin, sans variation notable dans les conditions expérimentales.

Récemment, une étude dans les fibroblastes d’'un patient ISCA2 a montré une
anomalie de répartition du réseau mitochondrial dans la cellule par rapport a des
fibroblastes contrdles avec présence de mitochondries élargies au niveau
périnucléaire (Alaimo et al. 2018). Ces anomalies ont été également observées dans
des myocytes de rats déficitaires en frataxine (Obis et al. 2014) et dans des cellules
HelLa déplétéees en ISCU, NFS1 ou HSC20 (Ferecatu et al. 2018). Un aspect
fractionné du réseau mitochondrial, qui diminue les échanges de métabolites entre
les mitochondries peut étre mis en évidence suite au dysfonctionnement des
OXPHOS (Wai & Langer 2016) ou a une anomalie de certaines protéines Fe-S
incluant mitoNEET (Vernay et al. 2017). Les mitochondries élargies d’aspect
particulier ne sont pas observées dans les fibroblastes des patients de mon étude,
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avec un déficit en BOLA3, NFU1, ISCA2 ou IBAS7, dans des conditions
expérimentales similaires a celles décrites dans la littérature. Dans les fibroblastes
de ces patients, seul un réseau mitochondrial tubulaire est observé, ce qui suggére
que des mécanismes de compensation sont mis en place pour limiter les
dysfonctionnements des OXPHOS, afin de faciliter les échanges de meétabolites

entre les mitochondries d’'une méme cellule.

1.3 Discussion

Les anomalies de la voie de biogenéese des centres Fe-S et de synthése d’acide
lipoique entrainent des dysfonctionnements des protéines lipoylées et de la CRM
(Mayr et al. 2014; Habarou et al. 2017; Alaimo et al. 2018). Le défaut de lipoylation
des protéines cibles (KGDHc et PDHc) s’explique par le défaut d’activité de la
protéine LIPT1, LIPT2, ou LIAS, essentielles a la synthése d’acide lipoique et a la
lipoylation des protéines. Chez les patients déficitaires en BOLAS, IBA57, ISCA2,
NFU1, du fait que ces protéines anormales ne permettent plus I'apport de centre
[4Fe-4S] nécessaire a la fonctionnalité de LIAS, la synthése de l'acide lipoique n’est
pas fonctionnelle. D’autre part, I'atteinte de la CRM est également rapportée dans
ces pathologies. Le complexe Il porte un centre [2Fe-2S], un centre [3Fe-4S] et [4Fe-
48] et il est toujours affecté (Cameron et al. 2011; Ajit Bolar et al. 2013; Nizon et al.
2014; Mayr et al. 2014; Alaimo et al. 2018) tandis pour les complexes |, Il et IV,
I'atteinte est variable (Cameron et al. 2011; Ajit Bolar et al. 2013). Tous les patients
étudiés ici présentant une anomalie dans la voie de biogenése des centres Fe-S ont
un défaut d’activité du complexe Il associé a une baisse de la protéine SDHB, a
I'exception de 3 patients (P7 (NFU1), P11 (ISCA2) et P13 (FDX1L)). Le déficit en
complexe Il s’explique par 'anomalie de maturation de la protéine SDHB qui contient
un centre [4Fe-4S]. En cas de défaut d’'insertion de son centre [4Fe-4S] par déficit en
BOLA3, NFU1, IBA57 ou ISCA2, SDHB est instable et non fonctionnelle ce qui
entraine sa dégradation et le défaut d’'intégrité du complexe Il. Chez les 3 patients
(P7 (NFU1), P11 (ISCA2) et P13 (FDX1L)) avec une activit¢ du complexe Il
maintenue, on peut supposer que leur protéine anormale NFU1, ISCA2 ou FDX1L
posséde une activité résiduelle suffisante qui permet la maturation d’'une protéine
SDHB normale.
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Le déficit en complexe | a été décrit précédemment chez un patient FDX1L
(Spiegel et al. 2014), des patients IBA57 (Ajit Bolar et al. 2013; Torraco et al. 2017),
et des patients NFU1 et BOLA3 (Cameron et al. 2011; Ahting et al. 2015). A l'inverse,
I'activité du complexe | chez un patient ISCAZ2 était normale (Alaimo et al. 2018). Les
13 patients de mon étude présentent également un défaut d’activité du complexe | en
accord avec les résultats de la littérature, a I'exception des patients déficitaires en
ISCA2. Les patients ISCAZ2 inclus dans notre étude portent des mutations différentes
de celui rapporté par (Alaimo et al. 2018), ce qui peut expliquer la différence d’'impact
du déficit sur le complexe |. Le déficit en complexe | chez 'ensemble des patients est
probablement causé par le défaut de maturation des 5 protéines Fe-S qui le
composent, suite aux anomalies de la voie de biogenése des centres Fe-S. Comme
discuté dans l'article ci-dessus (paragraphe 1.1), cette hypothése n’élucide pas le
déficit du complexe | mis en évidence chez les patients LIPT1 (P1) et LIPT2 (P2) qui
possédent une anomalie dans la voie de lipoylation des protéines. Pour ces patients,
le défaut d’acide lipoique pourrait induire une diminution de la synthése
mitochondriale de protéines en réduisant I'efficacité de la RNase P qui active 'ARNt
de la proline, nécessaire a I'expression des protéines mitochondriales (Hiltunen et al.
2009; Melber et al. 2016). Cette hypothése pourrait expliquer également les
anomalies concernent le complexe IV qui peut avoir une activité diminuée ou une
atteinte de son intégrité dans les déficits de la biogenése des centres Fe-S ou le
déficit en LIPT2. Cependant, le complexe lll, qui posséde également une sous-unité
codée par le génome mitochondrial, n’est atteint chez aucun des patients étudiés. En
conclusion, il parait peu probable que la synthése protéique mitochondriale soit
diminuée suite au défaut quantitatif d’acide lipoique.

Au sein du complexe lll, seule la protéine Rieske est une protéine Fe-S et
'assemblage du complexe lll requiert I'insertion du centre [2Fe-2S] dans la protéine
Rieske (Fernandez-V et al. 2018). Les patients étudiés ici ne présentent pas de
déficit quantitatif de la protéine Rieske ni de défaut d’intégrité du complexe Il
suggérant que l'insertion du centre [2Fe-2S] est conservée dans les anomalies en
BOLA3, NFU1, IBA57 et ISCA2. Une autre protéine mitochondriale a centre [2Fe-2S]
est la ferrochélatase, impliquée dans la synthése de I'héme. Dans les fibroblastes
des patients étudiés, elle est en quantité comparable a celle évaluée dans les
cellules contréles. Ces résultats confirment que les déficits en BOLA3, NFU1, IBAS7
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et ISCA2 n’entrainent pas de dysfonctionnement des protéines [2Fe-2S] et que ces
protéines seraient dédiées a la maturation des protéines [4Fe-4S].

Récemment, une modification de I'aspect du réseau mitochondrial a été mise en
évidence dans les fibroblastes chez un patient ISCA2 (Alaimo et al. 2018). Les
auteurs observent une distribution périnucléaire anormale du réseau mitochondrial,
associée a une diminution de la quantitt d’/ADNmt. Chez mes 4 patients ayant un
déficit en BOLA3, NFU1, IBA57 et ISCA2, le réseau mitochondrial observé dans
leurs fibroblastes présente un aspect filamenteux, comparable a celui des cellules
témoins sans retrouver cette distribution périnucléaire anormale. Le patient déficitaire
en ISCAZ2 rapporté par (Alaimo et al. 2018) porte la mutation p.Gly77Ser décrite chez
la plupart des patients ISCA2 de la littérature alors que le patient ISCA2 (P12) est
porteur d'une autre mutation (p.Arg105Gly). Il serait intéressant d'étudier si
'anomalie du réseau mitochondrial et la diminution quantitative de 'ADNmt sont
retrouvées chez les autres patients ISCAZ2 avec la mutation p.Gly77Ser.

2 Etude de l'effet d’une supplémentation en acide

lipoique sur les fibroblastes immortalisés de patients
déficitaires en BOLA3, NFU1, IBA57 ou ISCA2

Les patients étudiés ayant tous un défaut de lipoylation des complexes PDHc et
KGDHc par défaut de biogenése des centres Fe-S, il est intéressant d’évaluer si
'apport exogéne d’acide lipoique sur les cellules peut avoir un effet sur la
restauration de la fonctionnalité des enzymes lipoylées et sur celle des complexes de
la CRM. Dans une seconde partie, jai donc expérimenté [leffet dune
supplémentation en acide lipoique dans le milieu de culture des fibroblastes
immortalisés des patients et de témoins pendant 3 semaines minimum avec une
solution d’acide lipoique (2 mg/L et 20 mg/L). Jai ensuite mesuré l'activité des
complexes de la CRM et de certaines enzymes du cycle de Krebs. Notre patient P8
avait fait I'objet d’'une expérimentation similaire par I'équipe de (Nizon et al. 2014), et
'étude avait mis en évidence une restauration de l'activité du complexe IV en
présence d’acide lipoique bien que les autres activités enzymatiques (PDHc,
complexe Il) n’étaient pas restaurées. Ces résultats suggérent alors que l'acide
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lipoique peut avoir un effet favorable sur I'activité de certains complexes de la CRM
pour un patient avec un déficit en NFU1. Cet effet a aussi été décrit in vivo chez le rat
agé présentant une diminution de I'activité des complexes de la CRM (Arivazhagan
et al. 2001). L'objectif de mon étude est de voir si un tel effet peut étre observé pour
les sujets avec déficit en BOLA3, IBAS7 ou ISCA2, et sur d’autres activités
enzymatiques que celles déja étudiées pour le patient NFU1 (complexe |, KGDHc).
Le patient P10 (IBAS7) n'a pu étre inclus dans cette expérimentation a cause de la
faible vitesse de division de ses fibroblastes (voir p.94).

Une autre conséquence possible du déficit en acide lipoique, qui est un
antioxydant majeur, est que le niveau de stress oxydatif soit augmenté
secondairement a ce déficit. J’ai donc étudié le niveau de stress oxydatif dans les
fibroblastes des patients. Dans un premier temps, javais dosé le glutathion réduit
(GSH) dans les fibroblastes des patients P1 a P13. Aucune variation de
concentration de GSH n’a été mise en évidence par rapport a celle mesurée dans
des fibroblastes contrdles (résultats présentés dans l'article, p.91). Pour confirmer
ces résultats, deux autres marqueurs de stress oxydatif détectables dans les
fibroblastes ont été mesurés : les sulfoperoxyrédoxines, marqueurs réversibles et
précoces du stress oxydatif, issues de la sulfonylation des peroxyrédoxines a 2
cystéines, et le malondialdéhyde (MDA) marqueur irréversible et tardif du stress
oxydatif puisqu’il s’agit d’'une empreinte de la peroxydation lipidique. Le MDA a aussi
été dosé dans les fibroblastes supplémentés en acide lipoique car une concentration
trop élevée d’acide lipoique pouvait induire un effet prooxydant (Packer et al. 1995).

2.1 La supplémentation en acide lipoigue ne restaure pas les activités
des complexes |, Il et IV de la CRM ni de KGDHc

Les activités enzymatiques des complexes enzymatiques de la CRM, du
complexe KGDHc et de la citrate synthase ont été mesurées dans des fractions
enrichies en mitochondries de fibroblastes immortalisés des patients P4 (BOLA3), P8
(NFU1) et P12 (ISCA2) et de 3 témoins, cultivés avec les différentes concentrations
d’acide lipoique dans le milieu de culture (0,2 mg/L pour le milieu de base, 2 mg/L ou
20 mg/L pour le milieu supplémente). Pour évaluer 'effet d’'une supplémentation en
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acide lipoique sur 'activité d’'une protéine lipoylée, la mesure du complexe KGDHc a

été retenue.

e Activités enzymatiques des complexes de la CRM et d’enzymes du

cycle de Krebs des fibroblastes témoins

Les résultats des activités enzymatiques mesurées selon les différentes
conditions de culture dans les cellules témoins sont présentés dans la Figure 30.
L’activité de la citrate synthase refléte la quantité de mitochondries et sert d’'enzyme

de contréle pour chaque échantillon.
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Figure 30 : Activités enzymatiques des complexes de la CRM et d’enzymes du cycle de Krebs dans
les fibroblastes témoins supplémentés en acide lipoique.

Les activités de la citrate synthase (enzyme de contréle), des complexes Il et IV (A), des complexes | et Il de
la CRM et de KGDHc (B) ont été mesurées dans des fractions enrichies en mitochondries des fibroblastes
immortalisés contréles (n=3) cultivés avec 0,2 mg/L (état basal, bleu clair), 2 mg/L (turquoise) et 20 mg/L
(turquoise foncé) d’acide lipoique (LA). Les résultats sont la moyenne des expérimentations pour les 3 controles
(une ou deux expérimentations pour chaque contrdle). Les barres d’erreur représentent I'écart-type.

Les activités enzymatiques mesurées dans les fibroblastes témoins ne montrent

pas de différence évidente selon les différentes concentrations d’acide lipoique dans
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le milieu de culture, a I'exception de I'activité du complexe KGDHc qui diminue avec
I'apport d’acide lipoique a 20 mg/L.

e Activités enzymatiques des complexes de la CRM et d’enzymes du
cycle de Krebs du patient BOLA3 (P4)

Les activités enzymatiques mesurées dans les fibroblastes du patient BOLA3
(P4), supplémentés ou non en acide lipoique, sont représentées rapportées a celles
des fibroblastes témoins (Figure 31).
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Figure 31 : Activités enzymatiques des complexes de la CRM et d’enzymes du cycle de Krebs dans les
fibroblastes du patient BOLA3 supplémentés en acide lipoique.

Les activités ont été mesurées dans des fractions enrichies en mitochondries des fibroblastes immortalisés du
patient BOLA3 (P4) cultivés avec 0,2 mg/L (état basal, bleu clair), 2 mg/L (turquoise) et 20 mg/L (turquoise foncé)
d’acide lipoique (LA). Les activités sont rapportées en % de la moyenne des activités mesurées dans les
fibroblastes témoins (n=3) dans les mémes conditions. Chaque barre représente une mesure. Les activités
relatives <2% (notées sur les barres) ont été vérifiées par une seconde mesure sur le méme échantillon.

L’étude des fibroblastes immortalisés du patient BOLA3 avec les 3 concentrations
d’acide lipoique montre que I'activité relative de la citrate synthase est stable ce qui
témoigne d’'une quantité de mitochondries équivalente dans les différents
échantillons. L’activité relative du complexe | augmente en présence de 2 mg/L
d’acide lipoique, mais reste basse en valeur absolue (Annexe 1) voire indétectable
avec 20 mg/L d’acide lipoique dans le milieu de culture. L’'activité relative du
complexe |l reste basse avec les 3 conditions testées, sans restauration d’'une

activité normale. Pour les complexes Il et IV de la CRM, leur activité a tendance a
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diminuer en présence de 20 mg/L d’acide lipoique. L’'activité du complexe KGDHc,

enzyme lipoylée, n’est pas restaurée aprés supplémentation en acide lipoique.

e Activités enzymatiques des complexes de la CRM et d’enzymes du
cycle de Krebs du patient NFU1 (P8)

Les résultats des mesures d’activités enzymatiques des complexes de la CRM,
de la citrate synthase et de KGDHc dans les fibroblastes immortalisés du patient
NFU1 supplémentés ou non en acide lipoique sont présentés rapportés aux activités

mesurées dans les fibroblastes témoins (Figure 32).

120% ~

100% A

80% -

60% -

40%

20% - I

o 0% I 0%

Citrate Complexe | Complexe Il Complexe Complexe Complexe
synthase I v KGDHc

Activitérapportée a celle des
fibroblastes témoins

LA 0,2 mg/L LA 2 mg/L LA 20 mg/L

Figure 32 : Activités enzymatiques des complexes de la CRM et d’enzymes du cycle de Krebs dans les
fibroblastes du patient NFU1 supplémentés en acide lipoique.

Les activités ont été mesurées dans des fractions enrichies en mitochondries des fibroblastes immortalisés du
patient P8 (NFU1) cultivés avec 0,2 mg/L (état basal, bleu clair), 2 mg/L (turquoise) et 20 mg/L (turquoise foncé)
d’acide lipoique (LA). Les activités sont rapportées en % de la moyenne des activités mesurées dans les
fibroblastes témoins (n=3) dans les mémes conditions. Chaque barre représente une mesure. Les activités
relatives <2% (notées sur les barres) ont été vérifiées par une seconde mesure sur le méme échantillon.

La citrate synthase augmente en présence de 2 mg/L d’acide lipoique, reflétant
une quantité de mitochondries plus importante sur cet échantillon. Cette variation
peut étre due a un effet de l'acide lipoique ou au meilleur rendement de
I'enrichissement en mitochondries. Les activités des complexes |, Il et de KGDHc
restent tres diminuées par rapport a celles des contrdles. En présence de 20 mg/L
d’acide lipoique dans le milieu de culture, les activités du complexe | et de KGDHc

sont méme indétectables. L’activité du complexe Ill augmente en présence d’acide
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lipoique (2 mg/L ou 20 mg/L). L’activité du complexe IV avec 2 mg/L d’acide lipoique
augmente de pair avec l'activité de la citrate synthase, ce qui ne permet pas de

conclure a un effet stimulateur de I'acide lipoique sur 'activité du complexe IV.

e Activités enzymatiques des complexes de la CRM et d’enzymes du
cycle de Krebs du patient ISCA2 (P12)

La méme étude a été effectuée dans les fibroblastes du patient ISCA2 (P12) et
les activités mesurées sont présentées rapportées aux activités mesurées dans les

fibroblastes des témoins pour chaque condition expérimentale (Figure 33).
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Figure 33 : Activités enzymatiques complexes de la CRM et d’enzymes du cycle de Krebs dans les
fibroblastes du patient ISCA2 supplémentés en acide lipoique.

Les activités ont été mesurées dans des fractions enrichies en mitochondries des fibroblastes immortalisés du
patient ISCA2 (P12) cultivés avec 0,2 mg/L (état basal, bleu clair), 2 mg/L (turquoise) et 20 mg/L (turquoise foncé)
d’acide lipoique (LA). Les activités sont rapportées en % de la moyenne des activités mesurées dans les
fibroblastes témoins (n=3) dans les mémes conditions. Chaque barre représente une mesure. Les activités
relatives <2% (notées sur les barres) ont été vérifiées par une seconde mesure sur le méme échantillon.

L’activité de la citrate synthase dans les fibroblastes du patient ISCA2
supplémentés en acide lipoique refléte une quantité de mitochondries variable dans
les 3 échantillons. L’activité du complexe |, trés diminuée en condition basale, est
augmentée aprés supplémentation en acide lipoique a 20 mg/L. Les activités du
complexe Il et de KGDHc restent trés faibles voire indétectables avant ou apres ajout
d’acide lipoique dans le milieu de culture. L’activit¢ du complexe Il varie

concomitamment avec la quantité de mitochondries, donc elle n’est pas modifiée par
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I'ajout d’acide lipoique. L’'activité du complexe IV varie également concomitamment
avec la quantité de mitochondries aprés supplémentation des cellules avec 2 mg/L

par contre elle diminue fortement en présence d’acide lipoique a 20 mg/L.

Ces résultats montrent que la supplémentation en acide lipoique dans le milieu de
culture des fibroblastes n'a pas d'effet majeur sur l'activité des complexes de la
chaine respiratoire dans les fibroblastes ni des témoins ni des patients avec un effet
plutét délétere sur l'activité de KGDHc a forte concentration. L’activité du complexe
KGDHc n’a pas donc pas été restaurée dans les cellules de patients supplémentées
en acide lipoique. Ce résultat est en accord avec les résultats obtenus pour le
complexe PDHc, dont l'activité n’était pas modifiée aprés supplémentation en acide
lipoique des fibroblastes du patient NFU1 (P8) (Nizon et al. 2014). L’acide lipoique
exogéne ne parvient probablement pas a intégrer la sous-unité lipoylée de ces

complexes enzymatiques mitochondriaux.

Les activités des complexes | et I, tres diminuées dans les fibroblastes des 3
patients, ne sont pas non plus restaurées par I'ajout d’acide lipoique, sauf dans les
cellules du patient P12 (ISCA2) dans lesquelles l'activité du complexe | semble
ameliorée en présence de 20 mg/L d’acide lipoique. Concernant le complexe 1V, la
premiere étude chez le patient NFU1 (Nizon et al. 2014) a mis en évidence une
augmentation de l'activité du complexe IV aprés supplémentation in cellulo en acide
lipoique, avec augmentation du ratio activité du complexe IV/activité de la citrate
synthase (ratio a 1, 2 et 2,5 pour les concentrations d’acide lipoique respectives de
0,2, 2 et 20 mg/L). Mes expérimentations, réalisées sur fractions enrichies en
mitochondries des fibroblastes de ce méme patient, ont retrouvé un ratio proche de 1
quelle que soit la concentration d’acide lipoique in cellulo (Annexe 1). A l'inverse,
'acide lipoique pourrait avoir un effet délétére sur le complexe IV, dans les
fibroblastes du patient ISCAZ2 aprés supplémentation avec 20 mg/L d’acide lipoique.
Une étude sur les hépatocytes de rats, supplémentés en acide lipoique in vitro
pendant une durée de 30 min a 1h (Valdecantos et al. 2010), a montré que l'acide
lipoique entrainait une diminution de la consommation en O par la mitochondrie, soit
un effet plutot délétére sur I'activité des complexes de la CRM. Il serait intéressant de
compléter les expérimentations in vitro sur les cellules d’autres patients présentant

une anomalie dans la voie de maturation des protéines Fe-S pour mieux évaluer
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'effet induit par l'acide lipoique sur les activites des complexes de la CRM

notamment les complexes | et IV.

Les complexes | et IV sont donc les deux complexes de la CRM sur lesquels
I'acide lipoique pourrait avoir un effet stimulant ou, au contraire, inhibiteur dans les
fibroblastes de certains patients. L’acide lipoique semble aussi affecter I'activité du
complexe KGDHc sur les cellules controles. Ces 3 complexes enzymatiques,
complexe |, complexe IV et KGDHc, sont les principaux sites de production de ROS
dans la mitochondrie. Lorsque la CRM est moins efficace, comme c’est le cas chez
ces patients, elle est dans un état oxydé ce qui augmente la production de ROS au
niveau des complexes |, lll et IV (Nickel et al. 2014). L’acide lipoique étant un
antioxydant majeur, une variation de sa concentration mitochondriale ou cellulaire
peut influer sur 'homéostasie rédox. Il est donc possible que les effets observés au
niveau de I'activité de KGDHc dans mes expérimentations soient liés a une variation
du stress oxydatif dans la cellule aprés supplémentation en acide lipoique. Dans les
mitochondries de mammiféres, I'acide lipoique semble majoritairement sous forme
réduite et peut induire la formation d’anion superoxyde (Rochette et al. 2013). J'ai
donc étudié le stress oxydatif dans les fibroblastes des patients supplémentés ou
non avec de l'acide lipoique. Les objectifs sont d’évaluer I'existence d’un stress
oxydatif détectable dans les fibroblastes, suite au dysfonctionnement de la CRM et
d’évaluer également l'effet de I'apport exogene d’acide lipoique sur le niveau de
stress oxydatif.

2.2 Le niveau de stress oxydatif n'est pas augmenté dans les

fibroblastes des patients

Pour étudier le stress oxydatif dans les cellules des patients, deux marqueurs
mesurables dans les fibroblastes ont été utilisés, les sulfoperoxyrédoxines (Prx-SOx)
et le malondialdéhyde (MDA). Les peroxyrédoxines sont des enzymes du
meétabolisme rédox qui contiennent plusieurs résidus cystéine et qui permettent de
détoxifier I'H202 dans les cellules. Les peroxyrédoxines | a IV contiennent 2 résidus
cystéine dans leur site actif, elles sont nommées Prx-2Cys. En présence de H20o,
ces résidus cystéine sont oxydés en groupement sulfinyl —C-SO> puis sulfonyl —C-
SOs3. Ces Prx-SOx forment une sous-population des Prx-2Cys et participent
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physiologiquement a la signalisation rédox cellulaire mais, lorsqu’elles sont en exceés,
elles représentent, de maniére précoce, un marqueur de stress oxydatif (Rhee 2016).
Ce marqueur est réversible car, lorsque le stress oxydatif diminue, le groupement

sulfonyl est réduit en thiol par les sulfirédoxines (Jeong et al. 2012) (Figure 34).

N /—-
NADPH

\ SOH 502
Trx ('lIII'L
Réductase 502
/ \ @ i :
SOsH
503

NADP*

Figure 34 : Formation des Prx-SOx a partir de Prx-2Cys en présence d’H;O; et voie de réduction des Prx-
SOx.

Les Prx-SOx (en bleu) sous forme sulfinylée SO2H ou sulfonylée SOsH peuvent étre réduites en Prx-2Cys (en
vert) par les sulfirédoxines (Srx). Les Prx-2Cys oxydées sont réduites par action de la thiorédoxine (Trx)
réductase NADPH dépendante. Adapté d’apres (Jeong et al. 2012; Abbas et al. 2013).

Un autre marqueur de stress oxydatif est le MDA. Ce dernier est une empreinte
de la peroxydation lipidique. Il est issu de la réaction entre des radicaux libres de
type OH" et les lipides membranaires (Michel et al. 2008). Le MDA constitue un

marqueur irréversible d’un stress oxydatif et peut étre mesuré dans les tissus ou les

liquides biologiques.

e Prx-SOx

Les Prx-SOx ont été recherchées dans les fibroblastes des patients P4 (BOLA3)
et P8 (NFU1) a I'état basal, c’est-a-dire non supplémentés en acide lipoique. Tous
deux présentent un défaut d’activité du complexe | mais seul le patient P4 (BOLA3) a
une activité du complexe IV diminuée. Les résultats de 'immunoblot recherchant les

Prx-SOx sont présentés sur la Figure 35.
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Figure 35 : Détection des Prx-SO; et des Prx-2Cys dans les fibroblastes des patients P4 (BOLA3) et P8
(NFU1)

La quantité totale de Prx-2Cys est détectée a I'aide d’un anticorps reconnaissant ce type de peroxyrédoxines
(bas) et les Prx-SO3 , sous-population de Prx-2Cys, ont été détectées a I'aide d’un anticorps spécifique (haut). La
formation de Prx-SO3 est obtenue aprées incubation de fibroblastes contréles avec H.O,. Les échantillons sont
des homogénats de fibroblastes non immortalisés. La GAPDH sert de contrdle de charge des échantillons.

Les Prx-2Cys sont détectables en quantité équivalente dans les fibroblastes des
témoins et des patients. Les Prx-SO3 sont faiblement détectables dans les cellules
des patients en quantité similaire a celle dans les cellules du contréle négatif et il n'y
a pas d’augmentation des Prx-SOs entre les fibroblastes des deux patients P4
(BOLA3) et P8 (NFU1). Les Prx-SOx ne permettent pas d’expliquer les différences
de résultats de 'activité enzymatique du complexe IV entre ces deux patients. Suite a
ces résultats, les Prx-SOx n’ont pas été recherchées dans les fibroblastes d’autres
patients.

e MDA

L’objectif du dosage de MDA (méthode des TBARSs) est d’évaluer s’il existe un
stress oxydatif qui aurait conduit a une augmentation de la peroxydation lipidique,
dans les cellules de patients versus témoins, supplémentées ou non en acide
lipoique. J’ai donc mesuré la quantité de MDA dans les fibroblastes immortalisés des
4 patients P4 (BOLA3), P8 (NFU1), P10 (IBA57), P12 (ISCA2) et de témoins (n=3),
cultivés avec 2 mg/L et 20 mg/L d’acide lipoique ou de I'éthanol (véhicule de l'acide
lipoique dans le milieu de culture). Les résultats du dosage du MDA dans les cellules
cultivées avec 20 mg/L d’acide lipoique ont été exclus de I'’étude car non disponibles

pour tous les échantillons. Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 36.

111



2000

¢ 1600 -
2
Q.
o 1200 -
©
S0 Ethanol
<
S 800 - LA 2mg/L
()]
©
E I
E 400 © _x

0

P4 P8 P10 P12 Témoins

Figure 36 : Quantité de MDA détectée dans les fibroblastes des patients déficitaires en BOLA3 (P4),
NFU1 (P8), IBA57 (P10), ISCA2 (P12)

Le MDA est quantifié par la méthode des TBARs dans des fibroblastes immortalisés cultivés avec 2 mg/L
d’acide lipoique (LA, bleu foncé) ou de I'éthanol, véhicule de I'acide lipoique (bleu clair). Chaque expérimentation
est la moyenne d’'un dosage fait en double. Pour les patients, a 'exception du patient P10 pour lequel une seule
expérimentation a été réalisée, 2 expérimentations indépendantes ont été réalisées dans chaque condition. Pour
les témoins, les résultats sont la moyenne de deux expérimentations chez 3 contrbles différents. La barre d’erreur

représente I'écart-type entre les expérimentations.

Les expérimentations étant la moyenne de deux mesures dans les fibroblastes
des patients P4 (BOLA3), P8 (NFU1) et P12 (ISCA2) ou bien le résultat d’'une seule
mesure (P10, IBAS7), ces résultats sont a interpréter avec précaution. Les résultats
montrent que la quantité de MDA dans les cellules témoins avec ou sans acide
lipoique varie peu. Dans les fibroblastes des 4 patients, supplémentés ou non en
acide lipoique, le MDA est en quantité stable et les valeurs retrouvées restent

proches voire en deca de celles mises en évidence dans les cellules des témoins.

Les résultats de ces deux études mettent en évidence I'absence de détection de
Prx-SOx dans les fibroblastes des patients P4 (BOLA3) et P8 (NFU1) et une quantité
de MDA équivalente entre les fibroblastes de patients et des témoins, avec ou sans
ajout d’acide lipoique. Les quantités de MDA mesurées sont également proches de
celles retrouvées dans les fibroblastes en conditions de culture standard (Laurent et

al. 2013). Cela suggére que le niveau de peroxydation lipidique dans les cellules des
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patients n’est pas affecté ni par le déficit mitochondrial en acide lipoique ni par
I'apport exogéne d’acide lipoique dans le milieu de culture. De plus, la concentration
de GSH mesurée dans les fibroblastes des 13 patients, en conditions de culture
basales, était également inchangée par rapport aux cellules contrdles (résultats
p.91). Les résultats de I'étude de ces 3 marqueurs de stress oxydatif sont
concordants et laissent penser que le stress oxydatif n’est pas plus important dans
les fibroblastes de patients que dans les cellules témoins. lls suggérent que les
anomalies de la biogenése des centres Fe-S notamment les déficits en NFU1,
BOLAS3, IBA57 et ISCA2 n’induisent pas d’augmentation majeure du stress oxydatif

dans les fibroblastes, malgré le déficit en acide lipoique.

2.3 Discussion

Les quatre patients BOLA3 (P4), NFU1 (P8), IBA57 (P10), ISCA2 (P12) ont une
mutation dans un géne codant une protéine de la voie de biogenese des centres Fe-
S, qui méne a une altération de la synthése de l'acide lipoique par défaut de
maturation de la protéine LIAS. Par conséquent, ces anomalies entrainent un déficit
d’activité des enzymes ayant comme cofacteur I'acide lipoique (PDHc, KGDHc) mais
aussi une diminution de l'activité de certains complexes de la CRM, par défaut de
maturation de protéines a centre [4Fe-4S] qui les composent (complexe |, complexe
Il), et aussi, de fagon plus surprenante, du complexe IV, qui n’est constitué ni de
protéines lipoylées ni de protéines Fe-S. Le complexe lll, porteur de la sous-unité
Rieske a centre [2Fe-2S] n’est pas affecté. Les anomalies de l'intégrité et de I'activité
du complexe IV observées chez la plupart des patients ne peuvent donc pas étre
expliquées par le simple défaut de maturation des protéines Fe-S. Précédemment, le
déficit en complexe 1V avait été rapporté chez certains patients IBA57 (Torraco et al.
2017), un patient BOLA3 (Nishioka et al. 2018) et quelques patients NFU1 (Cameron
et al. 2011; Ahting et al. 2015) sans que le mécanisme ne soit élucidé. J'ai exploré
'hypothése que le déficit en complexe IV soit lié a une augmentation du stress
oxydatif, dans les fibroblastes des patients, sachant que I'acide lipoique est un
antioxydant et que sa synthése est altérée dans ces cellules. L'étude de trois
marqueurs de stress oxydatif ne conforte pas cette hypothése, bien que les résultats

aient été obtenus sur peu de données et soient préliminaires.
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J’ai ensuite étudié si une supplémentation en acide lipoique des fibroblastes de
patients pouvait améliorer les conséquences biochimiques de ces déficits. In cellulo,
'apport exogéne d’acide lipoique dans les fibroblastes immortalisés de 3 patients
BOLAS, ISCA2 et NFU1 n’a pas eu d’effet notable. En effet, il n'y a pas eu de
restauration des activités déficitaires des complexes I, Il et IV et de KGDHc. Une
expérimentation similaire avait été réalisée dans les fibroblastes du méme patient
NFU1 (Nizon et al. 2014) (P8 inclus dans notre étude) sans effet sur l'activité du
complexe PDHc et des complexes de la CRM, a I'exception du complexe IV qui avait
une activité augmentée aprés supplémentation en acide lipoique (2 mg/L et 20
mg/L). D’autre part, il a été montré que I'apport exogéne d’acide lipoique in vivo peut
stimuler I'activité des complexes I, Il et IV de la CRM et du complexe KGDHc chez
des rats, et diminuer également la peroxydation lipidique (Arivazhagan et al. 2001).
Cependant, une autre étude a expérimenté I'effet d'une supplémentation
mitochondriale en acide lipoique in vitro pendant 30 a 60 minutes et les résultats ont
montré un plus fort ralentissement de l'activité de la CRM dans ces conditions par
rapport a d’autres antioxydants (Valdecantos et al. 2010). In vivo, I'apport d’acide
lipoique chez le patient P8 n'a pas entrainé une amélioration de son état clinique
(Nizon et al. 2014). Ce résultat peut étre expliqué par le fait que l'acide lipoique
exogéne ne parvienne pas a traverser la barriere hémato-encéphalique (Chng et al.
2009). L'ensemble de ces données montrent que la supplémentation en acide
lipoique peut avoir des effets variables et demande d’autres expérimentations
approfondies pour comprendre quel effet I'acide lipoique peut avoir sur I'activité de la
CRM et si d’autres antioxydants peuvent stimuler celle-ci chez des patients atteints
d’anomalies de la biogenése des centres Fe-S.

L’étude de Valdecantos et al. de 2010 a montré que l'acide lipoique, pouvait avoir
un effet prooxydant, en diminuant l'activit¢ enzymatique mitochondriale de la
glutathion peroxydase (GPX), enzyme qui catalyse la régénération du GSH oxydé
(GSSG), ce qui pourrait entrainer une diminution du ratio GSH/GSSG. Lorsque jai
évalué le niveau basal de stress oxydatif dans les cellules des patients P1 a P13, je
n’ai pas mis en évidence de variation de la concentration du GSH réduit. Cependant,
ce dosage a été réalisé sur extraits cellulaires totaux et non pas sur extraits
mitochondriaux. En effet, le dosage du GSH réalisé sur les fractions mitochondriales
n’a pas permis d'obtenir des résultats exploitables. Dans les systémes biologiques, le
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couple rédox acide lipoique/dihydro-acide lipoique (LA/DHLA) a un effet antioxydant
en participant a la réduction du GSSG en GSH (Rochette et al. 2013). Les
fibroblastes sont des cellules ou la concentration en GSSG est difficilement
détectable, et ne sont pas un tissu favorable pour étudier le ratio GSH/GSSG. I
pourrait étre intéressant de [I'évaluer dans d’autres tissus, plus riches en
mitochondries tels que le cerveau, issu de modéles animaux déficitaires dans la voie
de la biogenése des centres Fe-S, avant et aprés supplémentation en acide lipoique,
pour cibler I'impact du déficit en acide lipoique et la place du stress oxydatif sur la
physiopathologie de I'encéphalopathie sévére qui caractérise ces pathologies chez

'Homme.

Le fait de ne pas observer d’effet de I'acide lipoique ni sur le stress oxydatif ni sur
'amélioration des activités enzymatiques de KGDHc m’a également amenée a
m’interroger sur la capacité que posséde l'acide lipoique exogéne a intégrer la
mitochondrie. Le transport de l'acide lipoique a travers la membrane cellulaire
requiert différents systémes tels que le transporteur des acides gras a chaine
moyenne ou le transporteur de vitamines sodium-dépendant (Packer & Cadenas
2010) mais le mécanisme d’'import dans la mitochondrie n’est pas connu. Lorsque
des mitochondries isolées sont incubées avec de I'acide lipoique une faible quantité
de ce dernier est détectable dans la mitochondrie (Tirosh et al. 2003), suggérant
qu’'un import mitochondrial est possible. Peu de données sont disponibles sur la
concentration de I'acide lipoique dans la mitochondrie, qui est trés majoritairement lié
aux sous-unités E2 des céto-acide déshydrogénases (Packer & Cadenas 2010) et le
dosage de I'acide lipoique libre, c’est-a-dire non lié aux protéines, est difficilement
accessible (technique de chromatographie liquide haute performance en phase
inverse couplée a une détection électrochimique) et limité a certains tissus ou
liquides biologiques (Khan et al. 2011). Les nombreuses propriétés associées a
'acide lipoique utilisé en thérapeutique sont notamment liées a ses capacités
antioxydantes indirectes, en activant le facteur de transcription comme Nrf2, ce qui
entraine 'augmentation de la synthése du GSH (Suh et al. 2004; Shi et al. 2016), et
a ses propriétés dans la transduction de signaux pour diminuer l'intolérance au
glucose dans le diabéte et I'obésité (Shay et al. 2009). Ces voies de signalisation
sont cytosoliques et liées a la concentration d’acide lipoique libre, dans le cytosol.
Les voies métaboliques de l'acide lipoique libre dans la mitochondrie, c’est-a-dire
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non lié aux protéines, ne sont pas identifiees a ce jour. Leur étude pourrait permettre
de mieux caractériser les conséquences du défaut d’acide lipoique chez les patients

atteints de MMDS ou de déficit dans la voie de synthése de I'acide lipoique.

3 Exploration des anomalies mitochondriales chez un

patient déficitaire en ISCA1

Pendant la réalisation de ce travail, jai mis en évidence chez un nouveau patient
un variant homozygote dans le géne ISCA1 codant pour la protéine ISCA1 impliquée
dans la biogenése des centres Fe-S. Au moment ou I'anomalie a été identifiee dans
notre service, a la fin de 'année 2016, aucun déficit dans la protéine ISCA1 n’était
encore décrit dans la littérature. J’ai donc décidé d’étudier I'effet du déficit en ISCA1
sur le fonctionnement de la CRM et sur d’autres protéines mitochondriales. L’objectif
est, d'une part, de confirmer la pathogénicité de la mutation identifiée, et d’autre part,
de connaitre I'effet d’'un dysfonctionnement de la protéine ISCA1 sur la fonctionnalité
des protéines Fe-S mitochondriales des complexes de la CRM et de la protéine LIAS
pour mieux positionner la protéine ISCA1 dans les étapes tardives de maturation des
protéines Fe-S.

3.1 Présentation clinique et données préliminaires

Le patient rapporté ici est un garcon, sixieme enfant d’'un couple consanguin
d’origine égyptienne. Il est né prématurément a 33 semaines d’aménorrhée par
césarienne suite a la présence d'un hématome rétro-placentaire. A 18 mois, la
marche est acquise et les premiers mots sont prononcés vers 20 mois. A cet age
apparaissent un déficit moteur du membre supérieur gauche sans spasticité, associé
a un syndrome tétrapyramidal spastique des membres inférieurs. A la suite de cet
épisode, une régression des acquisitions est notée avec perte de la marche
autonome et du langage. Vers 30 mois, la position assise est conservée, et quelques
pas peuvent étre effectués avec aide. Il n’y a pas de perte de contact. A 3 ans et
demi, la marche est relativement stable et autonome avec une fatigabilité au bout de
20 a 30 metres. A cet age, I'examen clinique ne montre pas d’amélioration franche
avec un syndrome pyramidal spastique des membres inférieurs associé au déficit du

membre supérieur gauche, sans signe de neuropathie, et sans organomégalie. Un
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retard de langage est noté avec apraxie, lexique limité, sans construction de phrase.
Il n'a pas de troubles de prises alimentaires. Il est scolarisé quelques heures par
semaine avec une aide de vie scolaire. A 4 ans et demi, il a récupéré la marche et la
course malgré des chutes fréquentes et une fatigabilité importante. Le langage a
progresseé bien que la construction de phrases ne soit pas acquise.

A I'age de 20 mois, I'IRM cérébrale a mis en évidence une leucodystrophie, sans
calcifications au scanner cérébral. A I'age de 2 ans, I'IRM cérébrale montrait une
leucodystrophie cavitaire avec lésions diffuses de la substance blanche sus-
tentorielle dont la périphérie apparait en hypersignal. Ces images étaient stables lors
d’'un contréle de I'lRM cérébrale réalisé a I'age de 4 ans, avec apparition d’un pic de

lactate a la spectroscopie. Le fond d’ceil, effectué a I'dge de 2 ans, était normal.

Au début de la maladie, les analyses biologiques réalisées ont éliminé une
leucodystrophie métachromatique (absence de sulfatides urinaires, protéinorachie
normale), une anomalie lysosomale (activitt hexosaminidase et arylsulfatase A
normales), un dysfonctionnement des peroxysomes (profil normal des acides gras a
trés longue chaine). Les profils chromatographiques des acides aminés dans le sang
et le LCR étaient normaux, sans augmentation de la glycine. Le dosage de
l'interféron alpha était négatif dans le LCR ce qui a éliminé une encéphalite d’origine
virale. Dans le LCR, le dosage de lactate et de pyruvate était sans particularité. Dans
le sang, une hyperlactatémie a 3,20 mmol/L (N<2 mmol/L) avec hyperpyruvicémie a
0,23 mmol/L (N<0,15 mmol/L) étaient notés soit un rapport lactate/pyruvate normal a
13,9. Ces résultats biologiques et 'ensemble du tableau clinique de ce patient étaient
compatibles avec un déficit en PDHc ou une cytopathie mitochondriale. Une biopsie
de peau prélevée a I'dge de 30 mois est transmise dans le service de biochimie de
Bicétre pour doser l'activité du complexe PDHc et étudier la chaine respiratoire. Les
résultats sont présentés dans le Tableau 11.
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Résultat

Valeurs de références

Consommation en O2 sur cellules perméabilisées (nmol 02/min/mg protéine)

Oxydation du pyruvate 2,8 2,6-49
Oxydation du succinate 4,6 52-9
Oxydation du glycérol-3-phosphate 3,8 3,4-55
Oxydation du décylubiquinol 9,4 6,6 - 10,6

Activités des différents complexes de la CRM (n

mol/min/mg protéine)

Complexe I 11 11-19
Complexe llI 69 33-67
Complexe I+l 20 14 - 29
Complexe IV 64 41 - 81

Activités des enzymes du cycle de Krebs (nmol/min/mg protéine) et

de PDHc (pmol/min/mg protéine)

Citrate synthase 47 31-65
Alpha-KGDHc 3,7 36-7,2
PDHc 1013 1170 - 3104

Tableau 11 : Mesure de la consommation en O; et des activités des complexes Il a IV de la CRM,
d’enzymes du cycle de Krebs et de PDHc dans les fibroblastes du patient ISCA1.

La consommation en O, est mesurée dans les cellules perméabilisées a la digitonine. Les autres activités
sont mesurées sur un homogénat de fibroblastes. Les résultats anormaux sont indiqués en gras.

L’activité PDHc dosée sur les fibroblastes est modérément diminuée et I'étude de

la chaine respiratoire montre une faible respiration cellulaire, notamment avec le

succinate, associée a une diminution de I'activité du complexe Il. Les autres activités

enzymatiques restent dans les intervalles de référence.

L’analyse par next generation sequencing (NGS) d’un panel de 150 genes codant

pour des protéines mitochondriales impliquées ou potentiellement impliquées dans

des pathologies a mis en évidence un variant homozygote ¢.302A>G, soit au niveau
protéique p.Tyr101Cys, dans I'exon 4 du géne ISCA1 (RefSeq NM_030940.3, Figure

37). Le pére et la mére du patient étaient porteurs de la mutation a [I'état

hétérozygote.
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Figure 37 : Représentation schématique de la mutation p.Tyr101Cys identifiée chez le patient ISCA1.

Le géne ISCA1 comporte 4 exons. La mutation c.302A>G, soit au niveau protéique p.Tyr101Cys, est située dans
'exon 4. AA : acides aminés, nt : nucléotides.

Cette variation faux-sens est prédite comme délétére par les logiciels de
prédiction in silico (SIFT, mutation Taster, POLYPHEN2). Elle n’est pas répertoriée
comme polymorphisme dans les bases de données dbSNP et EXAC. L'étude 3D de
la protéine mutée par rapport a la protéine sauvage a été étudiée par le logiciel
HOPE (Venselaar et al. 2010). La tyrosine en position 101 est un acide aminé, trés
conservé chez les mammiféres et la levure Candida elegans, qui posséde une liaison
hydrogéne avec la sérine en position 108, dans le noyau de la protéine. La protéine
mutée perdrait l'interaction avec ce résidu du fait d’'une différence importante de taille
et d’hydrophobicité entre la cystéine et la tyrosine.

3.2 Le déficit en ISCA1 affecte la fonctionnalité de la CRM par déficit

des complexes | et |l

Le patient présentant un tableau clinique avec expression musculaire, les
conséquences biochimiques du déficit en ISCA1 pourraient donc mieux s’exprimer
dans le muscle que dans les fibroblastes, tissu dans lequel les anomalies
biochimiques obtenues sont peu importantes. Une biopsie musculaire suivie d’'une

culture des myoblastes avait été réalisée chez ce patient, les activités du complexe
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KGDHc et des complexes de la CRM ont pu étre mesurées dans les myoblastes et
comparées a celles obtenues dans les fibroblastes.

Afin d’évaluer l'efficacité des enzymes du carrefour du pyruvate et des différents
complexes de la CRM, la consommation en oxygene est mesurée par polarographie
sur fibroblastes et myoblastes du patient ISCA1, comparativement a ceux d’un
témoin, en présence de différents substrats (pyruvate, malate et succinate). En
présence de pyruvate, la consommation en Oz permet d’évaluer la fonctionnalité du
complexe PDHc et de I'ensemble des complexes de la CRM. Lorsque le malate est
ajouté en quantité plus importante que le pyruvate, la consommation en O> mesurée
correspond a l'efficacité des complexes de la CRM. Le succinate, quant a lui, est un
substrat dédié au complexe Il de la CRM, et donc la consommation en O> mesurée
en présence de succinate est reliée a la fonctionnalité des complexes Il, Il et IV. Une
diminution de consommation en O par un ou plusieurs substrats permet d’évaluer
une atteinte du complexe PDHc, du complexe | ou du complexe Il. Les résultats sont

présentés dans la Figure 38.
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Figure 38 : Mesure de la consommation en O2 dans les fibroblastes et les myoblastes du patient ISCA1 en
présence de pyruvate, de malate ou de succinate.

En présence de pyruvate, la consommation en O, refléte I'efficacité du complexe PDHc et des complexes | a IV
de la CRM. En présence de malate, la consommation en O, refléte I'efficacité des complexes | a IV de la CRM.
En présence de succinate, la consommation en O reflete I'efficacité des complexes I, Ill et IV de la CRM. Les
fibroblastes et myoblastes contréles sont représentés en noir et gris respectivement. Les fibroblastes du patient
sont représentés en rouge et les myoblastes en orange. Les résultats sont la moyenne de deux expérimentations
indépendantes. La barre d’erreur représente I'écart-type.
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Cette étude par polarographie montre une respiration cellulaire équivalente entre
les cellules du patient ISCA1 et celles du témoin en présence de pyruvate et de
malate aussi bien dans les fibroblastes que dans les myoblastes. En présence de
succinate, la consommation d’O2 diminue pour le patient ISCA1 par rapport au
contréle dans les deux tissus, avec un effet plus prononcé dans les myoblastes. Le
succinate étant le substrat du complexe Il, ces résultats sont cohérents avec la
diminution de I'activité du complexe Il observée précédemment dans les fibroblastes
(Tableau 11).

Les activités des complexes I, Il, Il et IV de la CRM et de KGDHc ont été
également mesurées dans les fibroblastes et les myoblastes du patient ISCA1, et
rapportées a celles de fibroblastes et de myoblastes témoins. Les résultats sont
présentés sur la Figure 39.
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Figure 39 : Activités enzymatiques relatives des complexes de la CRM, de la citrate synthase et de
KGDHc dans les fibroblastes et les myoblastes du patient ISCA1.

L’activité enzymatique mesurée dans les fibroblastes (rouge) et les myoblastes (orange) est rapportée a celle
des cellules contréles du jour dans le méme tissu. Toutes les expérimentations (sauf pour I'activité du complexe I)
sont réalisées sur homogénat cellulaire et les résultats représentent la moyenne de deux expérimentations
indépendantes. La barre d’erreur représente I'écart-type. L’activité du complexe | est mesurée sur fractions
enrichies en mitochondries de fibroblastes du patient et du contrble (expérimentation unique) et n’a pas été
mesurée dans les myoblastes (NR). L’activité de la citrate synthase est le reflet de la quantité de mitochondries
dans I'échantillon. NR : non réalisé. Les résultats des activités brutes sont disponibles dans I'annexe 2.
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Les activités relatives des complexes de la CRM dans les fibroblastes et
myoblastes du patient ISCA1 donnent des résultats équivalents. Le complexe Il est
diminué de 50 % tandis que les activités des complexes Il et IV sont normales. Le
complexe |, étudié uniquement dans les fibroblastes dans une expérience, a une
activité résiduelle de 20%. L’activité de KGDHc reste proche de celle du témoin, bien
que légérement diminuée. Ainsi, seule une diminution des activités des complexes |
et 1| semble étre présente chez le patient ISCA1. Les activités obtenues dans les
fibroblastes et les myoblastes étant similaires entre les deux types cellulaires, les

explorations ont donc été poursuivies uniquement sur fibroblastes.

L’étude par BN-PAGE permet d’interpréter I'intégrité des complexes de la CRM.
Les résultats obtenus dans les fibroblastes du patient ISCA1 (Figure 40) montrent
une atteinte de lintégrité des complexes | et Il. L'intégrité du complexe IV est
également altérée, bien que son activité enzymatique soit normale dans les
fibroblastes du patient ISCA1.

ISCA1 Control

Complex| . .

ComplexIl - .

Complex |l | e—

compixv | i

Figure 40 : Etude par BN- PAGE de I'intégrité des complexes I, Il, lll et IV de la CRM dans les fibroblastes
du patient ISCA1.

Les anticorps dirigés contre GRIM19 (complexe 1), SDHA (complexe 1), UQCRC2 (complexe Ill) et MTCO1
(complexe 1V) ont été utilisés. Chaque échantillon est un enrichissement en mitochondries de fibroblastes.
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3.3 Le déficit en ISCA1 affecte essentiellement les protéines [4Fe-4S]

Le déficit en ISCA1 n’étant pas encore décrit au début de ce travail de these, jai
étudié l'impact de cette anomalie sur la fonctionnalité et/ou lintégrité de certaines
protéines Fe-S mitochondriales, comme réalisé avec les patients précédemment
étudiés, afin de contribuer aux connaissances sur le positionnement d'ISCA1 dans
I'étape tardive de la biogenese des protéines Fe-S.

o Le déficit en ISCA1 induit une diminution modérée de la lipoylation des
protéines.

L’étude par immunoblot des protéines lipoylées (KGDHc et PDHc) permet
d’évaluer indirectement l'activité¢ de la protéine LIAS qui est dépendante de
'assemblage de deux centres [4Fe-4S]. Les résultats sont présentés ci-dessous
(Figure 41).

ISCA1 IBA57 Control NFU1
8§ | |

LAPDHEZ | Sy wae = e S W 70 kDa
-
LAKGDHEZ ] W - - - 55 kDa

|- -—-——-— - | o

Figure 41 : Etude par immunoblot de protéines lipoylées dans les fibroblastes des patients ISCA1, IBA57
et NFU1.

L’anticorps dirigé contre I'acide lipoique reconnait les complexes KGDHc (55 kDa) et PDHc (70 kDa), qui
possédent I'acide lipoique comme cofacteur covalent. Les échantillons sont des homogénats de fibroblastes. Les
échantillons contréles et ceux des patients ISCA1 et IBA57 ont été déposés en double. La GAPDH sert de
contrble de charge.

Pour le patient ISCA1, jobserve une diminution importante de la lipoylation du
complexe KGDHc et une diminution plus modérée de la lipoylation du complexe
PDHc. Cette diminution de la lipoylation est moins marquée pour le patient ISCA1
que pour les patients IBA57 et NFU1. Pour vérifier ces résultats, jai observé I'acide
lipoique par immunofluorescence dans les fibroblastes du patient ISCA1
comparativement a des fibroblastes controles (Figure 42).
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Acide lipoique Mitotracker Merge + Hoechst

Patient
ISCA1

Control

Figure 42 : Visualisation de I’acide lipoique en microscopie a fluorescence dans les fibroblastes du
patient ISCA1.

Gauche : visualisation (en vert) de I'acide lipoique avec un anticorps spécifique. Milieu : visualisation du
réseau mitochondrial (en rouge) a 'aide du Mitotracker. Droite : visualisation de I'acide lipoique, du réseau
mitochondrial (Mitotracker) et du noyau cellulaire (Hoechst, en bleu). Haut : fibroblastes du patient ISCA1. Bas :
fibroblastes immortalisés contrdles. Objectif x100 (1,3 NA). L'échelle est la méme pour toutes les images (mémes
réglages).

L’observation de l'acide lipoique dans les fibroblastes des cellules contrbles
montre une répartition homogéne de l'acide lipoique dans la cellule et, ceci dans
toutes les cellules. La colocalisation avec le Mitotracker montre que l'acide lipoique
est localisé dans la mitochondrie. Dans les fibroblastes du patient ISCA1, il existe
une hétérogénéité de la quantité de l'acide lipoique entre les cellules, car I'acide
lipoique est indétectable dans certaines cellules. Ces résultats confirment une
diminution modérée d’acide lipoique dans les fibroblastes du patient ISCA1, en
accord avec les résultats obtenus par immunoblot des protéines lipoylées. La
quantité résiduelle d’acide lipoique mise en évidence est probablement suffisante
pour maintenir une activité des complexes KGDHc et de PDHc proches des valeurs

normales.

e SDHB et la ferrochélatase sont diminuées dans le déficit en ISCA1

Les protéines mitochondriales SDHB, mt-aconitase (protéines a centres [4Fe-4S],
la protéine Rieske et la ferrochélatase (protéines a centres [2Fe-2S]) et la protéine
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NDUFS5 du complexe | ont été étudiées par immunoblot dans les fibroblastes du
patient ISCA1 (Figure 43).

A ISCA1 Control B ISCA1 Control
— I B
NDUFS5 - . | 13kDa RIESKE [owme s o | 25 kD2

PROHIBITIN 33 kDa

36 kDa FERROCHELATASE 48 kDa

GAPDH

PROHIBITIN 33 KDa

SDHB 28 kDa

PROHIBITIN 33 kDa

MT-ACONITASE 70 KDa

PROHIBITIN 33 kDa

Figure 43 : Immunoblot de protéines mitochondriales a centre Fe-S et de sous-unités de complexes de la
CRM ne portant pas de centre Fe-S dans les fibroblastes du patient ISCA1.

A : détection des protéines NDUFS5 (complexe I) et SDHA (complexe Il), qui ne contiennent pas de centres Fe-
S ; SDHB (complexe Il) et mt-aconitase, protéines a centre [4Fe-4S]. B : détection des protéines a centre [2Fe-
28] Rieske (complexe Ill) et ferrochélatase. GAPDH et prohibitin sont des contréles de charge lorsque
I'expérimentation est réalisée sur un homogénat ou des fractions enrichies en mitochondries de fibroblastes
respectivement. Pour le patient ISCA1, le méme échantillon est déposé en double sur le gel.

Les résultats montrent une forte diminution de SDHB, et une diminution plus
modérée de la ferrochélatase, protéine a centre [2Fe-2S]. Les protéines NDUFS5,
SDHA, mt-aconitase et la protéine ne sont, quant a elles, pas affectées. Le déficit de
la protéine SDHB, protéine a centre [4Fe-4S], est concordant avec la diminution de
I'activité du complexe Il mise en évidence dans les fibroblastes et les myoblastes du
patient ISCA1. Le déficit en ISCA1 semble affecter certaines protéines [2Fe-2S] et
[4Fe-48].

3.4 Le réseau mitochondrial n’est pas affecté par le déficit en ISCA1

Le réseau mitochondrial a une morphologie adaptée au métabolisme des

oxydations phosphorylantes qui s’équilibre entre fusion et fission. Afin d’évaluer si la
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diminution des activités des complexes | et Il et I'atteinte de I'intégrité de ces deux
complexes et du complexe IV pouvaient modifier 'aspect du réseau mitochondrial, ce
dernier a été observé dans les fibroblastes du patient ISCA1 par
immunofluorescence a 'aide du Mitotracker (Figure 44).

Mitotracker Mitotracker + Hoechst
A
Control
B
ISCA1

Figure 44 : Réseau mitochondrial observé par microscopie a fluorescence dans les fibroblastes du
patient ISCA1.

A et A’ : visualisation dans les fibroblastes immortalisés contrdles du réseau mitochondrial (Mitotracker, en
rouge) (A) associé au noyau cellulaire (Hoechst, en bleu) (A’). B et B’ : visualisation dans les fibroblastes du
patient ISCA1 du réseau mitochondrial (Mitotracker) (B) associé au noyau cellulaire (Hoechst) (B’). Objectif x100
(1,3 NA). L'image représentée par un rectangle blanc correspond a un grossissement numérique plus important
de la zone encadrée. L’échelle précisée sur la figure A est la méme pour toutes les images (mémes réglages).

Les mitochondries forment un réseau d’aspect filamenteux, homogeéne, réparti sur
'ensemble de la surface cellulaire des fibroblastes du patient, comme dans les
cellules contréles. Il N’y a donc pas de modification majeure de I'aspect du réseau
mitochondrial dans les fibroblastes du patient ISCA1 étudié.
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3.5 La protéine IBA57 est augmentée dans les cellules déficitaires en

ISCA1, alors que la protéine ISCA1 augmente dans les cellules
déficitaires en ISCA2

Le lien de fonctionnalité entre les protéines ISCA1, ISCA2 et IBA57 étant encore
non élucidé chez 'homme, jai étudié le profil des protéines ISCA1, ISCA2 et IBA57
dans les fibroblastes du patient ISCA1 mais aussi dans ceux d'un patient ISCA2
(P12) et d'un patient IBAS7 (P10) (Figure 45).

A Pat. Pat. Pat.
Control  |sca1  1scA2  1BAs7 Control
I N S N
I 15 kDa
ISCA1 -
PROHIBITIN — e e | 53 0a
—— - ——
B Pat. Pat. Pat.
Control LJSCAL__ _iscA2 Control Lontrol _ 1gas7
ISCA2 1. ; - 15 kDa
PROHIBITIN 33 kDa
C Pat. Pat. | Pat. |
ISCA2 iscar ontrol gpgy Contro
I N N D —_——
IBAS7 » - 38 kDa
promiBTiN | D S 33 kDa
D
250% -
)
£
\q) -
£ 200% -
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g 150% -
2 @ Protéine
[1]
@ 100% - ISCA2
S
N s
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Patient ISCA1 Patient ISCA2 patient IBA57
(P12) (P10)

Figure 45 : Immunoblot des protéines ISCA1, ISCA2 et IBA57 dans les fibroblastes de patients ayant un
déficit en ISCA1, en ISCA2 ou en IBA57.

Les protéines ISCA1 (A), ISCA2 (B), et IBA57 (C) sont détectées par des anticorps spécifiques. La prohibitine (A,
B, C) sert de contr6le de charge du gel. Les échantillons sont des fractions enrichies en mitochondries de
fibroblastes et sont déposés en double lorsque cela a été possible. La quantité protéique relative (D) a été

obtenue en comparant le rapport protéine/prohibitine de chaque échantillon a celui du contréle sur le méme gel.

Elle a été réalisée a 'aide du logiciel Image J et les résultats sont la moyenne d’au moins deux expérimentations

indépendantes. La barre d’erreur représente I'écart-type.
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Les trois patients présentent une nette diminution de la protéine correspondant a
leur déficit dans les fibroblastes. Le déficit en ISCA2 induit une diminution des deux
protéines ISCA2 et IBAS7 et une augmentation de la protéine ISCA1. Dans le déficit
en IBA57, les deux protéines ISCA2 et IBA57 sont aussi nettement diminuées, tandis
que la protéine ISCA1 semble aussi augmentée. Dans le déficit en ISCA1, la protéine
IBAS7 est modérément augmentée alors que la quantité d'ISCA2 ne varie pas. Ainsi,
il semblerait que des mécanismes de compensation protéique soient mis en place
entre les protéines ISCA1, ISCA2 et IBA57 en cas de déficit de I'une d’elles.

3.6 Discussion

Actuellement, seuls six cas de déficit en ISCA1 issus de quatre familles ont été
rapportés (Shukla et al. 2017; Torraco et al. 2018; Shukla et al. 2018) (Tableau 12).

Nombre de Génotype ISCA1 Présentation clinique Référence

patients NM_030940.3

5 patients c.[259G>A];[259G>A] Encéphalopathie précoce et (Shukla et al.

. ] sévere. Déces entre 11 mois 2017; Shukla et

(3 familles) p.[Glu87Lys];[Glu87Lys] ot 5 ans al. 2018)

1 patient c.[29T>G];[29T>C] Retard des acquisitions, (Torraco et al.

. dysarthrie, nystagmus, sévére 2018)
p-[Val10Gly];[Val10Gly] ataxie spastique. Décés a 11
ans.
1 patient c.[302A>G];[302A>G] Retard des acquisitions, Ce travail

dysarthrie. Actuellement

p-[Tyr101Cys];[Tyr101Cys] scolarisé a 5 ans.

Tableau 12 : Génotype et résumé clinique des différents patients avec mutation dans le géne ISCA1.

Cinqg patients d'origine indienne présentaient un tableau clinique
d’encéphalopathie sévéere débutant précocement, décrit comme un syndrome MMDS
de type 5, associés a la mutation p.Glu87Lys a I'état homozygote (Shukla et al. 2017;
Shukla et al. 2018). Les premiers symptémes se sont manifestés a I'dge de 3 mois
avec un retard sévere des acquisitions, une détérioration neurologique avec
spasticitt ou épilepsie. LIRM cérébrale montrait une pachygyrie, une
leucodystrophie au niveau de la substance blanche cérébrale et cérébelleuse et une
dilatation des ventricules. Les patients sont décédés entre 11 mois et 5 ans. Pour ces
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cing patients d’origine indienne, aucune étude biochimique n’a été effectuée. Le
sixieme patient, décrit par une équipe italienne (Torraco et al. 2018), présentait un
nystagmus et des difficultés d’alimentation a I'age de 3 mois. Vers 11 mois, une
leucodystrophie était présente a I'lRM cérébrale, et associée a des vacuoles lors du
contréle de l'imagerie a 'dge de 4 ans. Par la suite, le patient présentait un retard
majeur des acquisitions mais avec une progression (tenue assise a 4 ans, puis
acquisition du langage). A I'dge de 6 ans, il présentait une dysarthrie importante, un
syndrome spastique ataxique sévére et une persistance du nystagmus. Il est décedé
a I'age de 11 ans. La pathologie est causée par la mutation homozygote p.Val10Gly
dans le gene ISCA1. Cette mutation est située dans la séquence d’adressage
mitochondrial de la protéine et entraine un déficit d'import de la protéine mature dans
la mitochondrie. Le patient décrit dans mon étude (ISCA1™01Cys) présente un
tableau de régression des acquisitions débutant plus tardivement (vers 20 mois),
avec une ataxie et une récupération progressive des acquisitions, proche du tableau
clinique de ce dernier patient (patient ISCA1Va10CY)  Chez ces deux patients, une
diminution de la quantité protéique d'ISCA1 est observée, confirmant la pathogénicité

de la mutation.

Le déficit en ISCA1 entraine un dysfonctionnement de protéines mitochondriales
de la CRM et de protéines Fe-S. L'équipe de Torraco et al. 2018 a mis en évidence,
dans le muscle, une diminution quantitative des protéines [4Fe-4S] telles que LIAS,
mt-aconitase, NDUFS1 et SDHB. La diminution de LIAS entraine un défaut de
synthése d’acide lipoique et la diminution des protéines NDUFS1 et SDHB avec une
atteinte des complexes | et Il respectivement. Le patient ISCA1™01Cys que j'ai décrit
présente un profil similaire avec une diminution de la lipoylation, et donc de I'activité
de PDHc et KGDHc, dans les fibroblastes. Cependant, le niveau résiduel de
lipoylation de ces protéines est plus élevé dans les fibroblastes de ce patient
comparé au niveau résiduel chez le patient ISCA1Va10CY (Torraco et al. 2018).
L’activité et l'intégrité des complexes | et Il de la CRM sont altérées dans les
fibroblastes du patient ISCA1™01Cys_ | "atteinte du complexe |l est liée au déficit en
SDHB mis en évidence chez ce patient, comme chez le patient ISCA1Va"0CY (Torraco
et al. 2018). Cependant, la protéine NDUFS5 du complexe | et l'aconitase
mitochondriale ne sont pas affectées chez mon patient alors qu’elles sont diminuées

chez la souris déplétée en ISCA1 (Beilschmidt et al. 2017). D’autre part, j'ai observé
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une tendance a la diminution d’'une protéine [2Fe-2S], la ferrochélatase, alors que la
protéine Rieske n’est pas affectée. Inversement, in cellulo et in vivo chez la souris, la
ferrochélatase n’est pas diminuée (Sheftel et al. 2012; Beilschmidt et al. 2017) alors
que la protéine Rieske peut étre affectée (Sheftel et al. 2012).

Etudiée depuis une dizaine d’années, la fonctionnalité de la protéine ISCA1 dans
la machinerie de la biogenése des protéines Fe-S n’est pas encore complétement
établie et est encore controversée. Des 2004, la localisation de la protéine humaine
ISCA1 dans la mitochondrie est démontrée et son rble dans la biogenése des
centres Fe-S est suggéré (Cdzar-Castellano et al. 2004). En 2012, le réle d’'ISCA1
dans la maturation des protéines Fe-S, en partenariat avec ISCA2 et IBA57, a été
proposé dans une étude sur les cellules HelLa (Sheftel et al. 2012). Puis, d’autres
études in vitro ont identifié la protéine ISCA1 et sa partenaire ISCA2, dans la
formation du centre [4Fe-4S] a partir de deux centres [2Fe-2S] (Brancaccio et al.
2014; Brancaccio et al. 2017). In vitro, il a été montré que GLRXS peut transférer un
centre [2Fe-2S] a la protéine ISCA1 (Banci et al. 2014) ou a I'hétérodimére ISCA1-
ISCA2 (Brancaccio et al. 2014). Récemment, les études in vivo chez la souris et in
vitro suggere qu’'lSCA1, sous forme d’homodimére, peut réaliser le transfert d’'un
centre 4Fe-4S a partir de deux centres [2Fe-2S] apportés par GLRX5. Ce transfert
ne nécessiterait ni ISCA2, ni IBA57 et pourrait étre réalisé en partenariat avec NFU1
(Beilschmidt et al. 2017). L’ensemble de ces études laissent supposer qu’il existe
plusieurs voies de maturation des protéines a centre [4Fe-4S] dans lesquelles ISCA1
est fortement impliquée, ce qui confirme l'atteinte de la fonctionnalité de LIAS, de
SDHB et du complexe | dans les fibroblastes des deux patients ISCA1 (mon étude et
(Torraco et al. 2018)). L’atteinte du complexe IV dans les fibroblastes de deux
patients déficitaires en ISCA1 (mon étude, (Torraco et al. 2018)) ou dans les cellules
HelLa déplétées en ISCA1 (Sheftel et al. 2012) n’est pas expliquée par cette fonction
d'ISCA1. La diminution de la ferrochélatase mise en évidence dans les fibroblastes
du patient ISCA1TY101Cys pourrait entrainer une diminution de la synthése de 'héme
et donc expliquer l'atteinte de lintégrité du complexe IV observée puisque le
complexe IV est un complexe porteur de deux centres héminiques. Cette hypothése
est en accord avec une étude suggérant le réle de la protéine ISCA1 dans la
synthése de I'hnéme (Nilsson et al. 2009). Cependant, le complexe IV est également
affecté par les déficits en NFU1, ISCAZ2 ou IBAS7 dans mon étude ou d’autres études
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sans diminution de la quantité de ferrochélatase (Ahting et al. 2015; Alaimo et al.
2018; Torraco et al. 2017), ce qui est en faveur d’une voie commune dans les
anomalies de la biogenése des protéines Fe-S menant au dysfonctionnement du

complexe IV, qui reste a déterminer.

Un équilibre entre les différentes voies de maturation des protéines [4Fe-4S]
entre ISCA1, ISCA2 et IBAS7 permettrait de s’adapter aux besoins et aux conditions
cellulaires. In cellulo, une compensation du déficit en ISCA1 par ISCA2 pourrait
exister (Sheftel et al. 2012). En revanche, les études in vivo ne sont pas en accord
avec ces résultats. Dans les déficits en ISCA1 étudiés, la protéine ISCA2 ne varie
pas (patient ISCA1™101Cys de mon étude) ou diminue (patient ISCA1Va"10CY (Torraco
et al. 2018)) et I'étude chez la souris montre que le déficit en ISCA1 ne peut étre
compensé par ISCA2 (Beilschmidt et al. 2017). D’autre part, chez un patient
déficitaire en ISCA2, j'ai mis en évidence une augmentation de la protéine ISCA1.
Ainsi, il pourrait exister in vivo un mécanisme de compensation du déficit de la
protéine ISCA2 par augmentation d'ISCA1 mais pas dans le sens inverse. Dans les
cellules du patient IBA57, on retrouve le méme profil que dans les fibroblastes du
patient ISCA2 (forte diminution d’'ISCA2 et augmentation modérée d'ISCA1), en
accord avec les résultats obtenus pour d’autres patients IBAS57 (Torraco et al. 2017).
Ces résultats peuvent s’expliquer par le role stabilisateur de la protéine IBA57 sur la
protéine ISCA2 et son centre [2Fe-2S] au sein de I'hétérodimére [2Fe-2S]-ISCA2-
IBAS7 formé (Gourdoupis et al. 2018). Par contre, la protéine IBA57 semble
augmenter dans le déficit en ISCA1 in cellulo (Sheftel et al. 2012) ou in vivo chez le
patient étudié ici (ISCA1™91Cys), Par contre, dans les autres études portant sur les
déficits en ISCA1 chez la souris ou 'homme, la quantité de la protéine IBA57 n’est
pas modifiée (Beilschmidt et al. 2017; Torraco et al. 2018). L'impact du déficit en
ISCA1 sur la protéine IBA57 nécessite d’autres expérimentations comme la
quantification de TARNm d’/BA57 pour mieux évaluer une modification de la synthése
protéique d’IBAS7 chez des patients déficitaires en ISCA1.

Bien que plusieurs protéines mitochondriales soient altérées dans les fibroblastes
du patient ISCA1, l'aspect du réseau mitochondrial reste tubulaire, comme dans les
cellules du témoin. Dans le déficit en ISCA2, des auteurs avaient rapporté une
modification de l'aspect du réseau mitochondrial dans les fibroblastes d’'un patient
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ISCA2 avec un réseau préférentiellement réparti dans I'espace périnucléaire, en lien
avec une déplétion de 'ADNmt (Alaimo et al. 2018). De méme, les cellules HelLa
déplétées en IBAS7, ISCA1 et ISCA2 ont une morphologie mitochondriale modifiée
avec élargissement des mitochondries et une perte des crétes mitochondriales,
pouvant étre également causées par une diminution de TADNmt (Sheftel et al. 2012).
L’élargissement de mitochondries a aussi été mis en évidence dans des cellules
HelLa déplétées en protéines impliquées dans les étapes précoces de la biogenése
des centres Fe-S (ISCU, NFS1, MFRN2, HSC20) (Ferecatu et al. 2018). Mes
résultats n'ont pas montré de telles anomalies mitochondriales dans les fibroblastes
du patient ISCA1™01Cys probablement car le phénotype biochimique observé est
plutét modéré chez ce patient et que la protéine ISCA1 est positionnée en aval de
ces protéines dans la voie de biogenése des centres Fe-S.

Cette étude rapporte le septieme cas de déficit en ISCA1 porteur d’'une nouvelle
mutation dans le gene. Chez ce patient, un déficit modéré en PDHc secondaire a
une diminution de la synthése de l'acide lipoique, associé a une atteinte des
complexes | et Il de la CRM sont les principaux signes biochimiques identifiés dans
les fibroblastes. Le déficit en ISCA1 peut donc étre considéré comme un MMDS, et
I'expression clinique de ce déficit varie selon la mutation identifiée. Notre étude
suggére qu’il existe des interactions entre les protéines ISCA1, ISCA2 et IBAS7 et
gu’il pourrait exister des mécanismes de compensation entre ces protéines, lorsque

'une d’entre elles est déficitaire.
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CHAPITRE 4 :

DISCUSSION GENERALE ET
PERSPECTIVES
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La biogenése mitochondriale des centres Fe-S est constituée de trois étapes qui
sont la formation de novo d’un centre [2Fe-2S] sur la protéine ISCU, son transfert sur
GLRX5 ou sur une protéine LYR et une étape finale de maturation comprenant des
voies spécifiques dédiées pour les protéines [2Fe-2S] et [4Fe-4S]. Parmi les
protéines impliqguées dans ces derniéres étapes, les données actuelles de la
littérature indiquent que les protéines IBAS7, ISCA1 et ISCAZ2 interviendraient
probablement dans la formation du centre [4Fe-4S] tandis que NFU1 et BOLA3
transféreraient le centre [4Fe-4S] dans les protéines cibles (Ciofi-Baffoni et al. 2018).
La voie de lipoylation des protéines est, elle aussi, mitochondriale. Cette voie requiert
trois enzymes LIPT1, LIPT2 et LIAS. L’enzyme LIAS porte deux centres [4Fe-4S],
essentiels a son activité. L’insertion de ses centres [4Fe-4S] dépend de l'intégrité de
I'étape finale de maturation des protéines a centres [4Fe-4S]. En cas de déficit dans
cette étape, des anomalies de lipoylation sont donc observées (Mayr et al. 2014).

Mes travaux ont porté sur I'étude de patients présentant un défaut de lipoylation
des protéines du a un dysfonctionnement de LIPT1 ou LIPT2, par mutation dans le
gene correspondant, ou a un dysfonctionnement de LIAS par déficit en FDX1L,
IBA57, ISCA1, ISCA2, BOLA3 ou NFU1. Les études ont été réalisées a partir de
cultures de fibroblastes de 14 patients et ont apporté de nouvelles données

concernant les anomalies métaboliques et protéiques induites par ces déficits.

1. Quatorze cultures de fibroblastes de patients portant un déficit en FDX1L,
IBA57, ISCA1, ISCA2, BOLA3, NFU1, LIPT1 et LIPT2 ont été caractérisés

Au début de ce travail, plusieurs patients présentant un déficit dans les protéines
LIAS (n=4), LIPT1 (n=2), BOLA3 (n=6), IBA57 (n=15), ISCA2 (n=6) et NFU1 (n=22)
avaient été rapportés (Mayr et al. 2011; Baker et al. 2014; Tsurusaki et al. 2015;
Soreze et al. 2013; Tort et al. 2014; Cameron et al. 2011; Haack et al. 2013; Ajit
Bolar et al. 2013; Lossos et al. 2015; Debray et al. 2015; Al-Hassnan et al. 2015;
Navarro-Sastre et al. 2011; Nizon et al. 2014; Invernizzi et al. 2014; Tonduti et al.
2015; Ahting et al. 2015). Au cours de mon travail, trois patients avec un déficit en
LIPT2, dont celui que j'ai étudié, ont été décrits (Habarou et al. 2017), et six patients
avec un déficit en ISCA1, porteurs de mutations différentes de celle du patient ISCA1
de mon étude (Shukla et al. 2017; Torraco et al. 2018; Shukla et al. 2018) ont été
rapportés pour la premiére fois.
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Les pathologies causées par un déficit en LIPT1 ou LIPT2 sont proches sur les
plans clinique et radiologique. En effet, ces patients présentent une encéphalopathie
sévere débutant en période néonatale associée a une atrophie corticale, une
dilatation ventriculaire et une leucodystrophie parfois kystique. Sur le plan
biochimique, un déficit majeur de la lipoylation et une atteinte de la respiration
mitochondriale sont retrouvés dans les fibroblastes (Soreze et al. 2013; Tort et al.
2014; Habarou et al. 2017). L’étude des complexes de la chaine respiratoire que j'ai
effectuée dans les fibroblastes des patients LIPT1 et LIPT2 a montré une diminution
de l'activité du complexe | dans ces deux déficits et une atteinte de l'intégrité du
complexe IV dans le déficit en LIPT2. Contrairement aux déficits dans la voie de
maturation des protéines Fe-S, le complexe Il n'‘est pas affecté dans ces deux

pathologies.

Parmi les pathologies liées a un dysfonctionnement dans la voie mitochondriale
de maturation des protéines Fe-S, les déficits en NFU1 et BOLA3 sont les plus
séveres. Les symptbmes débutent précocement avec une encéphalopathie
prépondérante gravissime et un décés a quelques mois ou années de vie pour la
grande maijorité des patients (Cameron et al. 2011; Haack et al. 2013; Ahting et al.
2015). Les patients IBA57 et les patients ISCA2 sont décrits avec certaines
similarités telles qu'une atteinte musculaire parfois prépondérante (spasticité), une
atteinte oculaire (atrophie optique, nystagmus) et une atteinte neurologique (Lossos
et al. 2015; Al-Hassnan et al. 2015). Un seul cas de déficit en FDX1L était décrit
(Spiegel et al. 2014) et présentait une symptomatologie musculaire prépondérante
sans troubles neurologiques. Mon travail a permis d’accroitre la connaissance de ces
pathologies en rapportant le deuxiéme cas de déficit en FDX1L, deux nouveaux cas
de déficit en BOLA3, deux patients IBA57 porteurs de 2 nouvelles mutations dans le
géne IBAS7, un patient ISCA1 porteur d’'une nouvelle mutation dans ISCA71, deux
patients avec deux nouvelles mutations dans le gene ISCAZ2 et trois patients NFU1,
avec trois nouvelles mutations dans le géne NFU7T. Il a permis de confirmer
qu'aucune de ces pathologies n’avait de présentation clinique spécifique, sauf le
déficit en FDX1L, qui, chez le patient P13 induit une intolérance a I'effort importante,
sans troubles neurologiques, ni dysfonctionnement majeur de protéines
mitochondriales comparativement aux résultats des autres patients. Les anomalies

biochimiques associant les dysfonctionnements des complexes |, Il et des céto-acide
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déshydrogénases (complexes PDHc et KGDHc) par déficit en acide lipoique sont les
marqueurs biochimiques de ces pathologies mais ne permettent pas d’orienter plus
précisément le diagnostic vers une protéine spécifique impliquée dans la voie de
maturation des protéines Fe-S.

L’activité et/ou l'intégrité du complexe |V est affectée dans la plupart des patients
de notre étude (patients BOLA3, NFU1, IBA57, ISCA1, ISCA2 et LIPT2). Le
complexe IV est constitué de deux centres héminiques, portés par la sous-unité
COX1, mais ne porte ni de centre Fe-S ni de molécule d’acide lipoique. Par
conséquent, son atteinte dans ces pathologies peut étre considérée comme
étonnante. Plusieurs études ont montré une atteinte du complexe IV dans les tissus
de patients soit par une diminution de l'activité enzymatique du complexe chez des
patients avec un déficit en IBAS7 (Ajit Bolar et al. 2013), NFU1 (Ahting et al. 2015) ou
BOLA3 (Nishioka et al. 2018), soit par une diminution quantitative de la sous-unité
COXIV chez un patient IBA57 (Torraco et al. 2017). Dans le déficit en ISCA1, ISCA2
et IBA57, une analyse large spectre de I'expression de génes a montré la
coexpression des genes ISCAT et IBA57 avec des génes associés a la synthése de
I'néme. Et I'inhibition des génes ISCA1 et IBA57 chez les embryons de poisson zébre
entraine une profonde anémie (Nilsson et al. 2009). Cette étude suggére que les
protéines ISCA1 et IBA57 peuvent participer a la synthése de 'héme, probablement
en étant impliquées dans la maturation de la ferrochélatase. L’atteinte du complexe
IV observée chez certains patients déficitaires en IBA57 et ISCA1 pourrait donc étre
secondaire a un déficit de synthése de I'héme par dysfonctionnement de la
ferrochélatase. La diminution de la ferrochélatase a d’ailleurs été mise en évidence
chez le patient ISCA1 dans mon étude. Cependant, tout comme le complexe IV, le
complexe Ill est également composé de molécules d’héme mais ni 'activité de ce
complexe ni son intégrité ne sont affectés dans les fibroblastes des patients
présentant un déficit en ISCA1 ou IBA57. De plus, sur le plan clinique, aucun de ces
patients ne présentait une anémie. En conclusion, I'atteinte du complexe IV par
défaut de synthése de 'héme dans les fibroblastes de patients qui ont un déficit dans
la voie de maturation des protéines Fe-S, notamment ISCA1 et IBA57, est peu
probable. Mes résultats ont mis en évidence une atteinte de I'intégrité du complexe
IV chez plusieurs patients, notamment le patient LIPT2 dont le déficit entraine un
défaut de synthése de l'acide lipoique, suggérant que I'assemblage du complexe IV
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est altéré par le déficit en acide lipoique dans la mitochondrie. Une équipe a proposé
que le déficit en acide lipoique puisse déréguler la synthése d’ARNt mitochondriaux
et donc la traduction mitochondriale de protéines chez la levure (Hiltunen et al.
2009), ce qui pourrait expliquer 'atteinte de la synthése des sous-unités du complexe
IV codées par le génome mitochondrial (COX1, COX2 et COX3). La synthése
mitochondriale des acides gras nécessite de l'acétyl-CoA pour produire I'acide
octanoique, précurseur de l'acide lipoique, et, chez la levure, elle régulerait la
traduction des protéines mitochondriales (Schonauer et al. 2008). En cas de défaut
de lipoylation des protéines, le complexe PDHc n’est pas fonctionnel ce qui diminue
la production d’acétyl-CoA. Chez les mammiféres, l'interaction entre la synthése
mitochondriale des acides gras et la traduction mitochondriale des protéines n’a pas
été mise en évidence (Kastaniotis et al. 2017). Plusieurs études vont a I'encontre de
atteinte du complexe IV par diminution de la traduction mitochondriale des
protéines. In cellulo, dans les cellules HelLa déplétées en ISCA1, il a été montré une
diminution de COX4 (Torraco et al. 2018), qui n’est pas codée par TADNmt. De plus,
lorsque j'ai supplémenté en acide lipoique les fibroblastes des patients BOLAS,
NFU1, IBAS57 et ISCA2, ayant une atteinte de I'activité ou de I'intégrité du complexe
IV, il N’y a pas eu d’augmentation de I'activité du complexe IV. Enfin, en plus du
complexe 1V, les complexes | et Ill ont également des sous-unités codées par
'ADNmt (sept sous-unités du complexe | et une sous-unité du complexe Ill). Si le
déficit de synthése de l'acide lipoique entrainait une atteinte de la traduction
mitochondriale, I'activité et ou I'intégrité du complexe I, comme pour le complexe 1V,
aurait été rapportée dans les déficits de la synthése d’acide lipoique ou de la voie de
maturation des protéines Fe-S. Or, le complexe Il n'est pas affecté dans ces
pathologies, ce qui remet en cause cette hypothése. Au cours de mon travail, jai
également recherché si le déficit en acide lipoique dans les cellules de patients
pouvait entrainer une augmentation du niveau du stress oxydatif, qui affecterait le
complexe V. Les trois marqueurs de stress oxydatif cellulaire étudiés n’ont pas mis
en évidence d’augmentation du stress oxydatif dans les fibroblastes a I'état basal ou
aprés supplémentation en acide lipoique. Mon étude suggére que le déficit en
complexe IV n’est pas secondaire a un excés de stress oxydatif dans les fibroblastes,
dans les conditions expérimentales testées. Des expérimentations sur I'intégrité des
supercomplexes ou sur l'intégrité de plusieurs sous-unités du complexe IV codées

par les génomes mitochondrial et nucléaire, dans des tissus de patients porteurs d’un
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déficit ou dans des cellules HeLa déplétées en une protéine de la biogenése des
centres Fe-S, pourraient permettre de mieux comprendre les causes du

dysfonctionnement du complexe IV observé.

2. Les protéines IBA57, ISCA1, ISCA2, BOLA3 et NFU1 coopérent dans la voie
de maturation des protéines [4Fe-4S]

L’étude de protéines mitochondriales [2Fe-2S] et [4Fe-4S] dans les cellules de
patients avec un déficit en IBA57, ISCA1, ISCA2, BOLA3 ou NFU1 permet d’évaluer
le positionnement de ces cing protéines dans la voie de maturation des protéines Fe-
S. La ferrochélatase et la protéine Rieske du complexe Ill sont les protéines [2Fe-2S]
mitochondriales. Parmi les protéines [4Fe-4S], il y a l'aconitase mitochondriale, la
LIAS, la sous-unité SDHB du complexe Il (qui porte également un centre [2Fe-2S] et
un centre [3Fe-4S]) et quatre sous-unités du complexe | de la CRM.

Concernant la maturation des protéines [2Fe-2S], différentes études rapportent
des déficits de la protéine Rieske, in cellulo ou in vivo, mais les résultats sont
controverseés. In cellulo, une diminution de la protéine Rieske est observée dans des
cellules HeLa déplétées en ISCA1 ou ISCA2 (Sheftel et al. 2012) bien que ce résultat
ne soit pas retrouvé par une autre équipe dans les cellules HelLa déplétées en ISCA1
(Torraco et al. 2018). Chez la levure, une étude a suggéré le réle de la protéine
Iba57 dans l'insertion du centre [2Fe-2S] de la protéine Rieske (Sanchez et al. 2018).
In vivo, la protéine Rieske a été retrouvée diminuée dans les cellules d’'un patient
BOLA3 et d’'un patient NFU1 (Cameron et al. 2011) tandis qu’elle n’était pas
diminuée dans celles de deux autres patients NFU1 (Ferrer-Cortés et al. 2012) ou de
patients IBA57 (Ajit Bolar et al. 2013; Torraco et al. 2017). Dans mon étude, aucune
diminution significative de la protéine Rieske n’est présente dans les fibroblastes des
patients avec un déficit en IBA57, ISCA1, ISCA2 BOLA3 ou NFU1 et l'activité du
complexe Il était maintenue. L’ensemble de ces résultats suggére que ces protéines
impliquées dans la maturation des protéines Fe-S ne sont pas dédiées a la
maturation de la protéine Rieske chez les mammiféres, qui pourrait étre le réle de la
protéine LYRM7 (Sanchez et al. 2013). La diminution trés modérée de la
ferrochélatase que j'ai observée chez le patient ISCA1 n'a pas été retrouvée chez
d’autres patients ISCA1 (Torraco et al. 2018) ni dans les cellules HeLa déplétées en
ISCA1 (Sheftel et al. 2012). Une étude in vivo chez la souris ne montre pas non plus
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d’effet du déficit en ISCA1 sur les protéines [2Fe-2S] (Beilschmidt et al. 2017). Bien
que les protéines ISCA1 et ISCA2 puissent transférer un centre [2Fe-2S] a des
protéines réceptrices in vitro (Beilschmidt et al. 2017), les protéines [2Fe-2S] ne
seraient donc pas des cibles privilégiées d’'ISCA1, ni de BOLA3, NFU1, d'IBA57 ou
ISCA2 d’aprés mes résultats et ceux de la littérature (Beilschmidt & Puccio 2014;
Alaimo et al. 2018)

Les protéines IBA57, ISCA1, ISCA2, BOLA3 et NFU1 sont donc impliquées, et
probablement dédiées, a la maturation des protéines [4Fe-4S] mitochondriales mais
'ensemble des différentes études in vitro et chez des patients déficitaires en IBA57,
ISCA1, ISCA2, BOLA3 et NFU1 n’ont pas encore précisé le positionnement de
chacune de ces protéines dans cette voie. ISCA1, ISCA2 et IBA57 ont été, a
'origine, considérées comme des protéines partenaires dans la maturation des
protéines a centre [4Fe-4S] (Sheftel et al. 2012). Depuis, plusieurs études ont
proposé des positionnements différents de ces trois protéines. Une premiére équipe
a montré que, in vitro, ISCA1 et ISCA2 pourraient former un hétérodimére et
constituer un centre [4Fe-4S] a partir de deux centres [2Fe-2S] (un par monomeére).
Le centre [2Fe-2S] serait fourni par GLRX5, sans que la protéine IBA57 ne soit
requise (Brancaccio et al. 2014; Banci et al. 2014). Cependant, une seconde équipe
a proposé que seule ISCA2 pourrait interagir avec GLRX5, que ISCA1 aurait un role
central dans la maturation des protéines [4Fe-4S], et qU'ISCAZ2 et IBAS57 auraient
plutét un réle secondaire dans cette étape de maturation, chez la souris (Beilschmidt
et al. 2017). Une troisieme étude in vitro récente confirmerait cette hypothése en
mettant en évidence la formation d’'un complexe entre IBA57 et ISCA2, portant un
centre [2Fe-2S] (Gourdoupis et al. 2018). Ce complexe pourrait étre une alternative
aux complexes ISCA1-ISCA1 ou ISCA1-ISCA2 pour la maturation des protéines
[4Fe-4S]. Enfin, une quatriéme étude a émis I'hypothése qu'un homodimere ISCA1-
ISCA1 ou un hétérodimére ISCA1-ISCA2 interagirait avec la protéine GLRX5 pour
extraire son centre [2Fe-2S] puis former un centre [4Fe-4S] (Brancaccio et al. 2017).
Il a été également proposé qu’lSCA1 interagirait avec NFU1 tandis qu’lISCA2
interagirait avec IBA57, pour le transfert du centre [4Fe-4S] aux protéines cibles
(Beilschmidt et al. 2017). Cette derniere hypothése est confortée par les résultats
obtenus chez les patients ISCA2 et IBA57 (mon étude et (Torraco et al. 2017)) pour
lesquels un déficit de I'une des deux protéines induit la diminution quantitative de
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l'autre protéine. La protéine IBA57 n’est soit pas affectée dans le déficit en ISCA1
(Torraco et al. 2018) soit augmentée (mon étude). Cependant, d’autres résultats
obtenus dans les cellules de patients pourraient contredire ce modéle car la protéine
IBAS7 est en quantité diminuée chez les patients déficitaires en NFU1 et BOLA3
dans mon étude et la protéine ISCA1 augmente dans les fibroblastes de certains
patients IBAS57 (Torraco et al. 2017) et ISCA2 (mon étude). L'ensemble de ces
résultats obtenus in vivo suggérent que la protéine IBA57 pourrait interagir, en plus
d’avec ISCA2, avec NFU1 et/ou BOLA3. Quant a la protéine ISCA1, elle pourrait étre
surexprimée pour compenser la diminution de la protéine ISCA2, dans le déficit en
ISCA2 ou en IBA57.

NFU1 et BOLA3 seraient des protéines partenaires dans le transfert de centres
[4Fe-4S] depuis les protéines ISCA jusqu’aux protéines cibles. Le complexe formé
par BOLA3 et NFU1 protégerait le centre [4Fe-4S] et BOLAS3 pourrait ne pas étre
fonctionnelle sans la protéine NFU1, chez la levure (Melber et al. 2016). Ces
données sont compatibles avec les résultats de mon étude dans laquelle la protéine
NFU1 est diminuée dans les fibroblastes des patients BOLAS.

L’ensemble des études sur la fonctionnalité des protéines ISCA1, ISCAZ2, IBA57,
NFU1 et BOLA3 met en évidence plusieurs interactions possibles entre elles (Melber
et al. 2016; Beilschmidt et al. 2017), ce qui suggere la formation de plusieurs hétéro-
complexes protéiques pour la maturation des protéines [4Fe-4S] (Figure 46). Il
pourrait ainsi exister des voies principales et des voies alternatives qui s’adapteraient
au type cellulaire, aux conditions cellulaires (prolifération cellulaire) ou au stress
oxydatif (Gourdoupis et al. 2018). Il semble maintenant précisé que les protéines
ISCA1 et ISCAZ2, sous forme d’homodimere ou d’hétérodimere, interviennent dans la
formation du centre [4Fe-4S] a partir de deux diméres holo-GLRXS5. Le centre [4Fe-
4S] est ensuite transféré aux protéines cibles via le complexe formé par NFU1 et
BOLAS. Le positionnement de la protéine IBA57 reste encore a étre précisé (Figure
46). D’'une part, IBA57 pourrait intervenir dans la maturation de protéines [2Fe-2S] et
d’autre part elle semblerait aussi agir de concert avec la protéine ISCA2 ou coopérer
avec NFU1 dans la maturation de certaines protéines [4Fe-4S] seulement. En effet,
contrairement aux déficits en NFU1, BOLAS3 ou ISCA2 pour lesquels la diminution de
'aconitase mitochondriale est bien caractérisée, dans le déficit en IBA57, cette
diminution est variable (mon étude et (Sheftel et al. 2012; Torraco et al. 2017)). Ainsi,
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son rble dans la maturation de I'aconitase mitochondriale reste a étre précisé. Afin
d’aller plus loin dans la description moléculaire de ces étapes ultimes de maturation
des protéines mitochondriales, des études in vifro complémentaires semblent
requises. Elles consisteraient a rechercher tous les hétérodiméres qui pourraient se
former entre les protéines ISCA1, ISCA2, IBA57, BOLA3 et NFU1 en présence de
sources de fer et de soufre. Une fois les hétérodiméres identifiés, leur affinité pour
les centres [2Fe-2S] et [4Fe-4S] serait étudiée. De maniere similaire a ce qui a déja
eté fait pour ISCA1 et ISCA2 (Beilschmidt et al. 2017), ces études pourraient étre
complétées par une recherche systématique des partenaires de BOLAS3, IBA57 et
NFU1 dans les cellules.
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Figure 46 : Modéle proposant le positionnement des protéines IBA57, ISCA1, ISCA2, BOLA3 et NFU1 dans la maturation des protéines [4Fe-4S]
mitochondriales.

Fléche pleine : voie métabolique dont les interactions protéiques ont été démontrées in vitro. Fleche pointillée : voie métabolique possible, sans
interaction protéique démontrée. Fléche violette : voie métabolique alternative, limitée a certains tissus ou conditions oxydantes particuliéres. Forme orange :
protéine a centre [4Fe-4S] (LIAS, sous-unités du complexe | et du complexe Il de la CRM, et aconitase mitochondriale).
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ANNEXES

KGDHc en nmol/min/mg prot

A Citrate synthase (CS) en nmol/min/mg prot
Controles (n=3)| P4 (BOLA3) | P8 (NFU1) | P12 (ISCA2) | Contrdles (n=3) | P4 (BOLA3) [ P8 (NFU1) | P12 (ISCA2)
LA 0,2 mg/L 148 91 85 226 9,3 1 0,9 0,1
LA 2 mg/L 132 92 125 101 7,0 1 1,0 0,5
LA 20 mg/L 174 92 88 191 1,7 0] 0] 0]
B Complexe | en nmol/min/mg prot Complexe Il en nmol/min/mg prot Complexe Il en nmol/min/mg prot Complexe IV en nmol/min/mg prot
Controles (n=3)[ P4 (BOLA3) | P8 (NFU1) [ P12 (ISCA2)] Contrdles (n=3) | P4 (BOLA3) [ P8 (NFU1) | P12 (ISCA2) [Contrbles (n=3)|P4 (BOLA3)|P8 (NFU1)|P12 (ISCA2)|Contréles (n=3)|P4 (BOLA3)[P8 (NFU1)|P12 (ISCA2
LA 0,2 mg/L 8,7 6,0 1,3 0,9 36 15 12 7 286 164 193 264 239 80 110 208
LA 2 mg/L 3,5 4,0 0,8 0,0 50 15 7 4 346 245 315 159 219 122 167 94
LA 20 mg/L 8,3 0,0 0,0 6,0 41 15 10 9 310 122 256 264 223 48 108 81
C KGDHc/CS Complexel/CS Complexell/CS
Contréles (n=3) | P4 (BOLA3) | P8 (NFU1) | P12 (ISCA2) | Contréles(n=3) | P4 (BOLA3) | P8 (NFU1) | P12 (ISCA2) | Contréles(n=3)|P4 (BOLA3)|P8 (NFU1)| P12 (ISCA2)
LA0,2 mg/L 6% 1% 1% 0% 6% 7% 1% 0% 25% 16% 14% 3%
LA2 mg/L 5% 1% 1% 0% 3% 4% 1% 0% 38% 16% 6% 3%
A20 9 0% 0% 0% 9 0% 0% 9 9 9 9 9
Complexelll/CS Complexe IV/CS
Controles (n=3) | P4 (BOLA3) | P8 (NFU1) | P12 (ISCA2) ] Controdles(n=3) | P4 (BOLA3) | P8 (NFU1) | P12 (ISCA2)
LA0,2 mg/L 193% 180% 226% 117% 162% 88% 129% 92%
LA2 mg/L 262% 266% 252% 157% 166% 133% 134% 93%

A20

Annexe 1 : résultats complémentaires des figures 30 a 33 : résultats des activités enzymatiques des complexes de la CRM,
de KGDHc et de la citrate synthase dans les fibroblastes immortalisés des patients BOLA3 (P4), NFU1 (P8) et ISCA2 (P12)
cultivés avec de I’acide lipoique a différentes concentrations.

A : activités enzymatiques de la citrate synthase (enzyme de contrdle) et de KGDHc (enzyme lipoylée) ; B : activités enzymatiques
des complexes |, Il, lll et IV de la CRM ; C : activités enzymatiques de KGDHc et des complexes | a IV de la CRM rapportées a
celle de la citrate synthase. Les résultats des fibroblastes contrdles sont la moyenne de trois expérimentations effectuées dans les
cellules immortalisées de 3 contrbles différents.
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Complexe | Complexe Il Complexe Il Complexe IV
Citrate synthase (CS) KGDHc (nmol/min/mg (nmol/min/mg (nmol/min/mg (nmol/min/mg
(nmol/min/mg prot) | (nmol/min/mgprot) | KGDHc/CS prot) Complexe 1/CS prot) Complexe 1I/CS prot) Complexe lII/CS prot) Complexe IV/CS
Valeurs de référence 39-69 3-8,7 7-14% 15-41% 12-19 20-32% 44-83 70-140% 48-85 100-140%

Contréles (n=3) 55 8,2 15% 16 29% 16 29% 105 191% 79 144%
Patient ISCA1 Fibroblastes 59 5,0 8% 3 5% 11 19% 74 125% 65 111%
Patient IBA57 65 2,6 4% NR 8 12% NR
Contréles (n=3) 74 9,1 12% NR 17 23% 105 142% 84 114%
Patient ISCA1 Myoblastes 56 4,9 9% NR 14 24% 64 114% 62 110%
Patient IBA57 76 3,9 5% NR 13 17% NR

Annexe 2 : Activités enzymatiques de la citrate synthase, de KGDHc et des complexes de la CRM dans les fibroblastes et les
myoblastes du patient ISCA1 et du patient IBA57 (P10) et rapports activité enzymatique/activité enzymatique de la citrate
synthase.

Les valeurs inférieures aux valeurs de références sont surlignées en orange.
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Résumé : Le but de cette these est d’étudier les modifications biochimiques mitochondriales liées a
un défaut de lipoylation des protéines dans les fibroblastes de 14 patients. Ces patients sont porteurs
d’une mutation dans un géne codant une des protéines impliquées soit dans la synthese de 1’acide
lipoique (LIPT1, LIPT2) soit dans la voie de biogenése mitochondriale des centres Fe-S (FDXLIL,
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protein involved either in lipoic acid biosynthesis (LIPT1 or LIPT2) or in the mitochondrial pathway
devoted to iron-sulfur cluster biogenesis (FDX1L, ISCAL, ISCA2, IBA57, NFU1, BOLA3) essential
for maturation of mitochondrial Fe-S proteins such as lipoic acid synthase (LIAS). This work
describes the second case of FDX1L deficiency and a patient with a new mutation in ISCAL gene.

We found that mitochondrial [4Fe-4S] proteins (mitochondrial aconitase, complexes | and Il of the
respiratory chain and LIAS) are mainly affected in fibroblasts of patients with defect in the
mitochondrial Fe-S maturation pathway. Secondary, LIAS dysfunction leads to decreased lipoylation
of PDHc and KGDHc, complexes involved in energy metabolism. Neither mitochondrial network nor
oxidative stress biomarkers was modified in our study. Addition of exogenous lipoic acid did not
rescue the mitochondrial deficiency.

Protein expression profiles obtained in fibroblasts of patients suggest that NFU1, BOLA3 and IBA57
and also ISCAL, ISCA2 and IBA57 could function and interact together to form protein complexes.

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France




	Impact of mutations within the [Fe-S] cluster or the lipoic acid biosynthesis pathways on mitochondrial protein expression profiles in fibroblasts from patients
	Introduction
	Materials and methods
	Patients and cell culture
	Biochemical studies
	Western blot and BN-PAGE analyses

	Results
	Patients
	Biochemical results
	Mitochondrial lipoylated proteins
	Mitochondrial Fe-S proteins
	OXPHOS analysis
	NFU1 and IBA57 protein level


	Discussion
	Fibroblasts from LIPT1 and LIPT2 patients
	Fibroblasts from the FDX1L patient
	Patients with defects in the late steps of the mitochondrial ISC machinery fibroblasts
	Conclusion

	Acknowledgements
	References


