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1. Généralités sur la mitochondrie  

 

En 1898, le terme de « mitochondrie » est utilisé pour la première fois pour désigner des structures cellulaires 

ubiquitaires selon leur forme qualifiée littéralement de filamenteuse (mitos) et granulaire (chondros) (Benda, 

1898). La mitochondrie est en effet un organite clef présent au sein de toutes les cellules eucaryotes, excepté les 

globules rouges, dont la morphologie est liée à ses fonctions. Chaque cellule humaine en contient en moyenne 

plusieurs centaines même si leur nombre varie suivant les besoins énergétiques des tissus. La mitochondrie est, 

à ce titre, considérée comme un carrefour de multiples voies métaboliques. En effet, sa fonction première est de 

générer l’énergie nécessaire au bon fonctionnement des cellules et ce, sous une forme utilisable : l’ATP (Adénosine 

Tri-Phosphate). Cette action est rendue possible grâce au processus de phosphorylation oxydative (OXPHOS) de 

la chaine de transport des électrons (ETC). Bien qu’il s’agisse de la fonction la plus décrite, la mitochondrie est 

aussi le siège de bien d’autres fonctions impliquées dans la survie cellulaire, l’apoptose, la génération d’espèces 

réactives de l’oxygène (ERO – ROS Reactive Oxygene species), le transfert de calcium, la synthèse des hormones 

stéroïdes ou la β-oxydation des acides gras, entre autres.  Son origine bactérienne, dont son propre ADN n’est 

autre que le vestige, distingue aussi la mitochondrie de tout autre organite présent dans la cellule.  

 

1.1. Origine et structure  

 

En 1970, Lynn Margulis a publié un livre nommé « Origine des cellules eucaryotes » dans lequel était déjà évoquée 

l’origine endosymbiotique des mitochondries à partir de bactéries ancestrales (Margulis, 1970). Par la suite, deux 

modèles hypothétiques généraux ont été établis : d’une part, le « symbiogenesis scenario » et d’autre part le 

« archezoan scenario ». Dans les deux cas, il est question d’une symbiose entre une α-proteobacterie et un hôte 

primitif. La principale différence entre les deux scénarios est que dans le premier – symbiogenesis –, l’hôte est 

un procaryote et la symbiose a permis la formation de mitochondries puis de son noyau et sa 

compartimentalisation conduisant à la cellule eucaryote ancestrale, tandis que dans le deuxième – archezoan –, 

il existait déjà une cellule eucaryote formée mais sans mitochondrie lorsque la symbiose a eu lieu. Les études 

protéomiques et phylogénétiques se rejoignent aujourd’hui sur l’idée que les voies de signalisation, les protéines 

et les fonctions mitochondriales ont émergé dans une lignée eucaryote suite à une endosymbiose avec une α-

proteobactérie, dans le sens du second scénario (Gray, 2012). Certains points de l’origine des cellules ont 

longtemps été débattus comme la nature de l’hôte, le mécanisme d’acquisition mitochondriale ou la chronologie 

de cette acquisition lors du développement des cellules eucaryotes. Il apparait aujourd’hui communément admis, 

avec les données disponibles, que la phagocytose est le mécanisme privilégié pour l’acquisition mitochondriale 

conduisant à un ancêtre eucaryote nommé LECA (Last Eukaryotic Common Ancestor) (Poole and Gribaldo, 2014; 

Roger et al., 2017).  

 

Concernant sa structure, la mitochondrie est un organite intracellulaire qui possède une double membrane 

caractéristique (Fig.1). Les membranes mitochondriales interne (MMI) et externe (MME) présentent des 

compositions protéiques et lipidiques hétérogènes en correspondance avec des fonctions bien distinctes, et 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     3 
 

permettent de délimiter deux espaces : l’espace intermembranaire et la matrice. La MME présente une 

composition proche de la membrane plasmique. Elle est lisse et perméable aux solutés, et contient pour ce faire 

une grande quantité de porines permettant le passage de petites molécules inférieures à 5 kDa (Mannella, 1992). 

La MMI est plus imperméable, riche en protéines et pauvre en phospholipides. Le passage des molécules par la 

MME est rendu possible grâce à des transporteurs, des navettes ou des translocases pour permettre l’échange de 

métabolites et d’ions ainsi que l’import de nucléotides, d’acides aminés et de protéines. Parmi ces translocases, 

les complexes TOM et OXA1 sont responsables de l’import des protéines mitochondriales codées par le génome 

nucléaire et notamment la majorité des sous-unités de la chaine respiratoire (Neupert et Hermann 2007). La MMI 

forme des replis afin d’augmenter sa surface : ce sont les crêtes mitochondriales. Ces crêtes portent la chaine 

respiratoire, composée de cinq complexes qui génèrent l’ATP grâce à la phosphorylation oxydative (OXPHOS) (El-

Hattab et al., 2017). L’espace intermembranaire possède une composition proche du cytosol du fait de la 

perméabilité de la MME. Au contraire, la matrice en est isolée parce qu’elle est délimitée par la membrane interne. 

Elle contient les multiples copies de l’ADN mitochondrial (ADNmt) ainsi que les enzymes, ARN de transfert (ARNt) 

et ribosomiques (ARNr) nécessaires à l’expression du génome mitochondrial. La matrice est également le siège 

de la synthèse d’ATP, du cycle de Krebs et de l’oxydation des acides gras.  

 

 
Figure 1: Schéma représentant la structure interne de la mitochondrie, ses membranes, ses compartiments et les principaux 

éléments la composant (Frey and Mannella, 2000).  

 

La structure interne de la mitochondrie n’est pourtant pas figée et peut être modifiée en fonction des besoins 

énergétiques de la cellule. Bien que, dans la plupart des cellules, les mitochondries sont souvent présentes dans 

une conformation structurelle dite « orthodoxe », la membrane mitochondriale interne est dynamique, induisant 

plus de deux états morphologiques (Fig.2).  La conformation « orthodoxe » est caractérisée par une matrice avec 

un volume important et un espace intermembranaire assez faible. Au contraire, l’état « condensé » possède une 

matrice dense et des crêtes plus larges avec une membrane interne repoussée loin de la membrane externe. 

Ainsi, l’espace matriciel et la membrane interne peuvent se contracter selon l’état métabolique ou osmotique. Il 

existe un troisième état, dit « intermédiaire », entre les états décrits précédemment. Ces conformations sont 

réversibles et strictement corrélées au statut métabolique de la mitochondrie. L’hypothèse a d’abord été que la 

forme condensée de la mitochondrie était plus efficace. Elle est désormais décrite comme due à un excès d’ADP, 

alors que la conformation orthodoxe serait liée à une faible concentration d’ADP dans l’environnement (Mannella, 
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2006, 2008). La mitochondrie est ainsi capable de modifier sa structure interne mais également de fusionner ou 

fissionner ses membranes externe et interne, lui conférant un aspect dynamique au sein de la cellule.   

 

 
Figure 2: Représentation de microscopie électronique de mitochondries dans deux conformations structurelles différentes. A 

gauche, la morphologie condensée est caractérisée par des crêtes larges tandis qu’à droite, la morphologie orthodoxe 

correspond à des crêtes moins larges et moins de contacts entre les crêtes. Ces états sont dépendants de la concentration 

d’ADP dans l’environnement. En vert : les membranes de crêtes ; en rouge : la membrane externe ; en jaune : la limite de 

membrane interne. Adapté de (Detmer and Chan, 2007). 

1.2. Dynamique mitochondriale 

 

Loin du concept d’organite statique, la mitochondrie a été, grâce à la microscopie, décrite comme une structure 

dynamique dès les années 1990 (Bereiter-Hahn, 1990) (Fig.3). Elle est en effet capable de modifier ses 

membranes interne et externe pour s’adapter aux besoins de la cellule, un processus qualifié de dynamique 

mitochondriale. Ainsi, les mitochondries sont considérées comme un vaste réseau et non comme de multiples 

organites isolés. Ce mécanisme repose sur un équilibre entre la fission et la fusion afin de répondre à la demande 

énergétique et à l’élimination des mitochondries endommagées. Cet équilibre permet de contrôler la distribution 

des mitochondries au sein du cytoplasme, et de moduler son métabolisme et la maintenance du génome 

mitochondrial. Lors d’un réseau mitochondrial trop connecté, une fission se met en place, en général en réponse 

à un stress, aboutissant à une diminution du potentiel de membrane et donc à une réduction de la phosphorylation 

oxydative, associée à une baisse de consommation d’O2 et de la production d’ATP. A contrario, la fusion est 

augmentée si une diminution du nombre de mitochondries mobiles est nécessaire, aboutissant à une 

augmentation du potentiel de membrane et donc à une augmentation de la phosphorylation oxydative. 

 

 
Figure 3: La dynamique mitochondriale est corrélée à la morphologie de l'organite. A gauche, la surexpression de GFP-Fis1 

induit la fragmentation du réseau mitochondrial dans des cellules COS7. Au centre, les cellules COS7 sont transfectées avec 
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une GFP ciblée à la matrice mitochondriale. A droite, la perte de MiD49/51 (pro-fission) déséquilibre la dynamique et induit 

un réseau hyper connecté.  Mise en évidence du réseau mitochondrial par une GFP-matricielle (Palmer et al., 2011). 

1.2.1. Les mécanismes de fusion et de fusion 

 

La fission mène à la fragmentation mitochondriale (Fig.4). Elle est principalement contrôlée par la dynamine DRP1 

(Dynamin-Related Protéine 1) et des protéines de la membrane externe mitochondriale Fis1, MFF, MID49 et 

MID51. DRP1 est une protéine cytosolique qui, en réponse à des signaux cellulaires, est recrutée au niveau de 

sites de division mitochondriale dont la détermination pose encore question. Récemment, il a été montré que le 

réticulum endoplasmique pourrait jouer un rôle dans cette première étape qui permet un pré-rétrécissement des 

membranes au niveau de ces sites (Friedman et al., 2011). DRP1 entre alors en contact avec la mitochondrie, se 

fixe sur Fis1 et s’oligodimérise de façon GTP-dépendante formant des hélices permettant la constriction des 

membranes externes. Trois autres protéines pourraient servir de récepteurs à DRP1 : MFF (Mitochondrial Fission 

Factor), MiD49 et MiD51 (Mitochondrial Dynamics protein 49 & 51). L’hydrolyse du GTP procure la force 

mécanochimique qui complète la fission des membranes externe et interne et des modifications post-

traductionnelles telles que l’ubiquitylation ou la phosphorylation peuvent affecter le recrutement ou la fonction de 

DRP1. Les cellules délétées pour DRP1 présentent ainsi un réseau hypertubulaire. D’autres protéines que DRP1 

pourraient aussi jouer un rôle dans la fission et notamment de la membrane interne : S-OPA1 et MTP18. S-OPA1 

est générée à partir du clivage de L-OPA1 et se trouve colocalisée avec DRP1 au niveau des sites de contact avec 

le réticulum endoplasmique (Anand et al., 2014).  De même, la délétion de MTP18 induit une hyperconnexion du 

réseau mitochondrial et à l’inverse, une surexpression permet une fragmentation de ce réseau (Tondera et al., 

2004). 

 

La fusion mitochondriale, quant à elle, conduit à un réseau tubulaire interconnecté, impliquant les fusions 

respectives des MME et MMI (Fig.4). Elle est médiée par l’action de trois GTPases : MFN 1 et MFN2 (Mitofusin 1 ; 

2) situées sur la MME, et OPA1 (OPtic Atrophy 1) sur la MMI. Les protéines MFN1/2 contiennent un domaine de 

liaison au GTP à leur extrémité N-terminale et sont ancrées à la MME par un domaine transmembranaire en C-

terminal. Elles permettent la fusion des MME par des liaisons homodimériques ou hétérodimériques dépendantes 

de l’hydrolyse du GTP. OPA1 est une GTPase ancrée sur la MMI grâce à un domaine transmembranaire localisé 

en N-terminal. Grâce à des épissages alternatifs et des clivages protéolytiques, OPA1 existe sous plusieurs formes 

: des formes longues (L-OPA1) et des formes courtes (S-OPA1). Le clivage de L-OPA1 et l’accumulation de S-

OPA1 sont responsables d’une fragmentation mitochondriale (Ishihara et al., 2006). En plus de sa fonction dans 

la régulation de la dynamique mitochondriale, OPA1 permet de réguler le remodelage des crêtes, la maintenance 

de l’ADNmt, ou le relargage du cytochrome C induisant l’apoptose cellulaire (Elachouri et al., 2011; Olichon et 

al., 2003, 2007). 

 

D’autres protéines semblent impliquées dans les mécanismes de dynamique mitochondriale, comme la mitoPLD, 

une phospholipase de la MME dont la délétion provoque une fragmentation mitochondriale (Huang et al., 2011), 

pointant vers un rôle des lipides dans la dynamique de ces membranes. L’équilibre fusion-fission mitochondriale 
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permet de préserver l’intégrité du génome mitochondrial tout en déterminant la morphologie de l’organite, 

expliquant la nécessité de sa régulation.  

 

 
Figure 4: Les mécanismes de fission et de fusion chez les mammifères. A gauche, la fission, qui consiste en la constriction et 

la scission des membranes mitochondriales, implique le recrutement de Drp1 à la MME sur des récepteurs tels que Mff 

(Mitochondrial Fission Factor), MiDs et Fis1. A droite, la fusion des membranes externes est dépendante des mitofusines 

MFN1/2. En cas d’apoptose, Bax/Bak peuvent inhiber la fusion par interaction avec MFN1/2. La fusion des MMI est 

principalement dirigée par OPA1 qui, s’oligomérise grâce au GTP. Modifié à partir de (Palmer et al., 2011). 

1.2.2. Dysfonctions et pathologies liées à la dynamique mitochondriale 

 

La dérègulation de la balance entre fusion et fission perturbe l’intégralité des mitochondriales et par voie de 

conséquence aussi les fonctions cellulaires. Par exemple, la perte d’OPA1 entraine une déstabilisation de la MMI, 

la libération de cytochrome C et conduit à l’apoptose (Olichon et al., 2003). Par ailleurs, des atteintes de la 

dynamique mitochondriale entrainent des dysfonctions graves des tissus neuronaux et musculaires (Vidoni et al., 

2013), et sont retrouvés dans de nombreuses pathologies telles que la maladie de Parkinson (Von Stockum et 

al., 2016), le cancer (Trotta and Chipuk, 2017) ou encore le diabète de type 2 (Rovira-Llopis et al., 2017). Des 

mutations du gène OPA1 sont responsables de l’Atrophie Optique Dominante (Lenaers et al., 2012), une 

neuropathie optique héréditaire qui a donné son nom à la protéine (Burté et al., 2015) caractérisée par la 

dégénérescence des cellules ganglionnaires de la rétine dont les axones constituent les nerfs optiques.  

 

Les souris Opa1-/- ne sont pas viables contrairement aux souris hétérozygotes qui présentent une réduction de 

l’expression de la protéine de 50% dans tous les tissus. Ces souris développent des symptômes variées, dont la 

dégénérescence des nerfs optiques et dysfonctions cardiaques (Chen et al., 2012, Sarzi et al., 2012). De même, 

la délétion in vitro de MFN1 ou MFN2 empêche la fusion amenant à un réseau fragmenté. In vivo, celle-ci induit 

une létalité embryonnaire chez les souris (Chen et al., 2003) et des mutations pathogènes de MFN2 sont 

responsables de la maladie de Charcot-Marie-Tooth type 2A (CMT2A), caractérisée par une neuropathie 

périphérique et une atrophie musculaire (Burté et al., 2015). 
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De la même façon que pour les cellules, les fibroblastes issus de patients présentant une mutation hétérozygote 

de DRP1 présentent un réseau mitochondrial hyper connecté (Gerber et al., 2017). Similairement à OPA1, les 

souris Drp1-/- sont létales à un stade embryonnaire (Ishihara et al., 2009) et des délétions tissulaires induisent 

respectivement dans le cerveau, une diminution de la formation de synapse; dans le cœur, une nécrose cardiaque 

et dans la lignée germinale femelle, une infertilité. Ces pathologies issues d’un défaut des mécanismes de fusion 

et de fission indiquent l’importance d’un équilibre de la dynamique mitochondriale.  

1.3. Métabolisme énergétique  

 

La mitochondrie est le site majeur d’oxydation des sucres, des lipides et des protéines, aboutissant à la production 

d’ATP, indispensable à la cellule pour ses besoins énergétiques. La glycolyse, la b-oxydation des acides gras et le 

cycle de Krebs permettent de fournir les intermédiaires NADH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide) et FADH2 

(Flavin Adenine Dinucleotide) réduits, nécessaires au fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale.  

 

1.3.1. La glycolyse 

 

La glycolyse a lieu dans le cytoplasme et permet de convertir le glucose en pyruvate. Celui-ci est ensuite 

transporté dans la matrice mitochondriale et converti en acetyl-CoA par la pyruvate déshydrogénase. La glycolyse 

est composée de 10 réactions enzymatiques qui peuvent se résumer en trois étapes principales. Une première 

phase d’activation des hexoses par phosphorylations successives implique l’hexokinase, la phosphoglucose 

isomérase et la phosphofructose kinase, et la consommation de 2 molécules d’ATP. Une deuxième phase permet 

la formation du glycéraldéhyde 3-phosphate grâce à l’aldolase et la phosphotriose isomérase. La troisième phase 

est une phase de libération d’ATP. Le glycéraldéhyde 3-phosphate est phosphorylé en 1,3-biphosphoglycérate par 

la glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase, permettant la formation de NADH. Le 1,3-biphosphoglycérate 

est converti en 3-phosphoglycérate en libèrant une molécule d’ATP, puis isomérisé et déshydraté pour former le 

phosphoénolpyruvate. Enfin, ce dernier est converti en pyruvate par la pyruvate kinase, libérant encore un ATP. 

En résumé, lors de la glycolyse, le glucose est phosphorylé et clivé pour produire deux molécules de 

glycéraldéhyde 3-phosphate induisant la consommation de 2 ATP. Ces molécules sont ensuite converties en 

pyruvate permettant la libération de 4 ATP et 2 NADH. Le bilan de la glycolyse est donc la production de 2 ATP et 

2 NADH. 

1.3.2. La β-oxidation des acides gras 

 

La β-oxidation permet de convertir les acides gras en acetyl-CoA dans la mitochondrie (Bartlett and Eaton, 2004). 

Elle débute dans le cytosol avec la liaison d’un acide gras au coenzyme A menant à la formation d’acyl-CoA qui 

est transféré dans la matrice mitochondriale à l’aide d’un système de translocase. Une fois dans la matrice, l’acyl-

CoA permet la formation d’acetyl-CoA grâce à quatre étapes libérant un NADH et un FADH2.  
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1.3.3. Le cycle de Krebs 

 

Le cycle de Krebs, localisé dans la matrice mitochondriale utilise le pyruvate comme substrat et permet la 

réduction des NAD et FAD en NADH et FADH2, cofacteurs essentiels à la chaine respiratoire. Produit de la glycolyse, 

le pyruvate est d’abord transporté dans la matrice mitochondriale puis converti en acétyl-CoA par la pyruvate 

déshydrogénase. A l’entrée du cycle de Krebs, les deux carbones de l’acetyl-CoA s’associent avec l’oxaloacetate 

(C4) pour former le citrate. Par la suite, sept étapes enzymatiques s’enchainent pour oxyder le citrate en 

oxaloacétate permettant la libération d’électrons captés par les cofacteurs NADH et FADH2. L’oxaloactéate initie 

alors un nouveau cycle, tandis que les cofacteurs réduits peuvent alimenter la chaine respiratoire. En résumé, 

une molécule à deux carbones permet la production de 3 molécules de NADH et une molécule de FADH2 qui 

seront oxydés par la chaine respiratoire permettant de fournir respectivement 3 et 2 ATP.  

1.3.4. La phosphorylation oxydative 

 

Le système de phosphorylation oxydative (OXPHOS) est composé des quatre complexes de la chaine respiratoire 

le complexe I ou NADH déshydrogenase, le complexe II ou succinate déshydrogenase, le complexe III ou 

cytochrome c réductase et le complexe IV ou cytochrome c oxidase, et de l’ATP synthase (Fig.5) enchassés dans 

la MMI. Chacun de ces complexes est composé de multiples sous-unités, codées soit par le génome nucléaire soit 

par le génome mitochondrial à l’exception du complexe II, entièrement codé par le génome nucléaire. Les 

cofacteurs réduits NADH et FADH2 générés par le cycle de Krebs sont des donneurs d’électrons pour les réactions 

d’oxydo-réductions, qui conduisent à la réduction de l’oxygène et la génération d’un gradient de protons (ΔpH) 

et d’un potentiel de membrane (Δψm), de la matrice vers l’espace intermembranaire. Des transporteurs 

d’électrons permettent également le fonctionnement de la chaine respiratoire : le coenzyme Q entre les CI, CII 

et CIII et le cytochrome c entre le CIII et le CIV. La différence de potentiel est utilisée pour alimenter la synthèse 

d’ATP lors de la dernière étape de la phosphorylation oxydative grâce, au complexe V ou ATP synthase.  

 

Le complexe I, avec ses 45 sous-unités, est le plus gros complexe de la chaine respiratoire. Il permet la fixation 

du NADH grâce à un site de liaison localisé sur le bras matriciel hydrophile du complexe et permet la libération 

de 2 électrons. Ceux-ci passent à travers le complexe, entraînant la translocation de quatre protons de la matrice 

vers l’espace intermembranaire. Le complexe II est un complexe de 123kDa, qui se distingue des autres 

complexes parce qu’il est d’une part, entièrement codé par le génome nucléaire et d’autre part il ne permet pas 

le passage de protons. Il oxyde le FADH2, en transférant des électrons au coenzyme Q. Celui-ci, une fois réduit 

donne ses électrons au troisième complexe de la ETC : le cytochrome c reductase. Le complexe III permet le 

transfert des électrons, couplé à la translocation de quatre protons, à deux molécules de cytochrome c, une 

protéine soluble qui joue également un rôle dans l’apoptose. Enfin, le complexe IV ou cytochrome c oxidase induit 

la réduction d’une molécule de dioxygène en deux molécules d’eau avec un passage de quatre protons à travers 

la MMI. L’énergie libérée par le passage des électrons dans les complexes I, III et IV au cours des différentes 

réactions permet de pomper les protons de la matrice vers l’espace inter membranaire, même contre un gradient 

de concentration. L’ATP synthase agit comme un moteur moléculaire qui, grâce au gradient électrochimique, 

permet le retour des protons dans la matrice et la phosphorylation réversible de l’ADP en ATP. 
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Figure 5: Schéma représentant le cycle de Krebs et la chaine de transport des électrons. Le pyruvate est converti en NADH, 

FADH2 et GTP grâce aux différentes enzymes du cycle de Krebs. Le transfert des électrons au travers des complexes de la 

chaine respiratoire induit un potentiel de membrane. Lors de la dernière étape, l’ADP est phosphorylé pour former l’ATP grâce 

au complexe V (ATP synthase) (Osellame et al., 2012).  
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2. ADN mitochondrial 

  

La mitochondrie se distingue des autres organites des cellules eucaryotes, puisqu’elle possède son propre génome 

ainsi que son propre cycle de réplication. Les mitochondries sont ainsi sous le contrôle de deux génomes. La 

découverte de l’ADN mitochondrial (ADNmt) date du début des années 1960, lorsque Nass a publié des images 

de microscopie électronique avec un marquage d’ADN dans des mitochondries de foie de poulet (Nass, 1966). 

Extrêmement polymorphe, l’ADNmt forme un double brin circulaire de plus de 16.000 pb, et constitue à lui seul 

quelques 2% de l’ADN total de cellules somatiques, et jusqu’à 50% de l’ADN total de l’ovocyte. Parmi les 1500 à 

2000 protéines mitochondriales, la quasi-totalité est d’origine nucléaire, à l’exception des 13 protéines impliquées 

dans la chaine respiratoire, codées par le génome mitochondrial (Calvo and Mootha, 2010). 

2.1. Structure 

2.1.1. Les spécificités de l’ADNmt par rapport à l’ADN nucléaire 

 

L’ADNmt se différencie de l’ADN nucléaire (ADNn) en de multiples points. Tout d’abord, à l’instar de l’ADN 

bactérien, l’ADNmt forme un double brin circulaire composé d’un brin sens nommé brin lourd (Heavy strand = H) 

et d’un brin antisens nommé brin léger (Light = L). Chez l’Homme, il est composé de 16569 pb, contre plus de 3 

milliards de pb pour l’ADNn (Anderson et al., 1981). Sa transmission uniquement maternelle distingue aussi le 

génome mitochondrial du génome nucléaire (Giles et al., 1980). Au cours de la spermatogenèse, la quantité 

d’ADNmt décroit d’une centaine de copies à 1,4 copie en moyenne par spermatozoïde, suggérant que la majorité 

des mitochondries du spermatozoïde sont dépourvues d’ADNmt, afin de limiter sa transmission (May-Panloup, 

2003). Cette réduction est associée à une ubiquitination d’une protéine membranaire mitochondriale, la 

prohibitine, durant la spermatogenèse, entrainant la destruction progressive des mitochondries paternelles juste 

après la fécondation (Sutovsky et al., 2000). L’ADNmt contient très peu de séquences non codantes (~3%) et 

aucune séquence intronique. Contrairement au génome nucléaire, il n’est pas organisé sous la forme de 

chromatine. De ce fait et parce qu’il est localisé proche de la chaine respiratoire et donc des espèces réactives de 

l’oxygène (ERO), l’ADNmt à un taux de mutagénèse élevé. Enfin, les cellules humaines peuvent contenir de 

quelques dizaines à quelques milliers de copies d’ADNmt réparties dans plusieurs centaines de mitochondries 

(Miller et al., 2003). On appelle hétéroplasmie la co-existence de copies mutées et saines d’ADNmt au sein d’une 

même cellule. Il est important de noter que la proportion de ces copies mutées peut être variable entre types 

cellulaires et entre organes, et qu’elle est corrélée avec la sévérité des signes cliniques.  

2.1.2. Organisation de l’ADNmt 

 

Dans les cellules humaines, l’ADNmt comporte 37 gènes, 13 codent pour des protéines des complexes I, III, IV 

et V de la chaine respiratoire, deux pour les ARN ribosomaux (ARNr) et 22 pour les ARN de transfert (ARNt) 

nécessaires à la traduction (Fig.6). Tandis que le gène ND6 et 8 ARNt sont codés par le brin L, les 12 autres gènes 

codant les protéines de la chaine respiratoire, les deux ARNr et 14 ARNt sont portés par le brin H. L’ADNmt 

contient également deux régions non codantes : une première de 1200pb nommée D-loop pour « displacement 
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loop » ou région contrôle qui consiste en un triple brin d’ADN composé d’un brin léger, un brin lourd et d’un brin 

lourd partiellement répliqué ; et une seconde de 30pb contenant l’origine de réplication du brin léger (OL).  La 

région contrôle contient les promoteurs des brins H et L et l’origine de réplication du brin lourd (OH) (El-Hattab et 

al., 2017). La D-loop est soumise à un taux de mutations 1,8 fois supérieur à celui du reste de l’ADNmt.  

 

 

 

Figure 6: Schéma représentant le génome mitochondrial humain. Un diagramme circulaire illustre l’ADN double brin de 16,6 

kb avec un agrandissement de la région D-loop et des régions de terminaison de la transcription. Le brin lourd (H) est 

représenté à l’extérieur et le brin léger (L) à l’intérieur. L’ADNmt code pour 2 ARNr (rouge) : RNR1 (ARN 12S) et RNR2 (ARN 

16S) ; 22 ARNt (noir) et 13 polypeptides de la chaine respiratoire : ND1-ND6 et ND4L, sous unités du complexe I (vert), CYTB 

sous unité du complexe III (violet), COI-COIII, sous unités du complexe IV (jaune), ATP6 et ATP8, sous unités du complexe 

V (bleu). Les deux régions non codantes (gris) sont la D-loop qui contient l’origine de réplication du brin lourd (OH) et une 

région de 30pb avec l’origine de réplication du brin léger L (OL). La transcription des 2 promoteurs nécessite la liaison de TFAM 

et d’une sous-unité de l’ARN polymérase qui forment un complexe hétérodimèrique avec le facteur de transcription TFB2M 

(Tuppen et al., 2010).  

2.1.3. Structure et distribution des nucléoïdes 

 

L’ADN mitochondrial est organisé en complexes ADN-protéines nommés nucléoïdes. Les nucléoïdes sont des 

structures stables, d’un diamètre uniforme d’environ 70 nm qui possèderaient en moyenne entre 1,4 et 7,5 copies 

d’ADNmt par nucléoïde (Bogenhagen, 2012; Iborra et al., 2004). Les techniques de spectrométrie de masse ont 

permis d’identifier des protéines associées aux nucléoïdes (NAP, nucleoids-associated-proteins), dont le facteur 

de transition mitochondrial A (TFAM) est la protéine principale, et impliquée dans la distribution et l’organisation 

des nucléoïdes. Parmi les autres protéines, on peut citer les prohibitines, ATAD3 (ATPase family AAA domain-

containing protein 3) ou encore POLG. Ces NAP comprennent également les protéines de liaison à l’ADN simple 

brin (mtSSB) et la POLRMT (RNA polymerase). Twinkle a également été démontrée comme étant colocalisée avec 

les nucléoïdes par microscopie confocale. Les nucléoïdes sont ancrés à la membrane interne mitochondriale du 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     12 
 

côté matriciel, et leur nombre est variable selon les tissus. Ils forment des unités autonomes de réplication et 

sont distribués uniformément dans le réseau mitochondrial. Les défauts de cette distribution sont associés à de 

nombreuses pathologies humaines (Yan et al., 2019). 

2.2. Réplication et transcription  

2.2.1. Mécanisme de réplication du génome mitochondrial 

 

Contrairement à l’ADN nucléaire qui se réplique uniquement pendant la division cellulaire, la synthèse de l’ADNmt 

est indépendante, et se poursuit en absence de toute division cellulaire. Un grand nombre de protéines intervient 

dans la réplication de l’ADNmt pour former le complexe enzymatique de réplication ou réplisome. Les différents 

acteurs de la réplication et de la synthèse de l’ADNmt sont POLG, TFAM, mtSSB, POLRMT et Twinkle (Fig.7) :  

 

- POLG est la seule polymérase trouvée dans les mitochondries de mammifère. C’est un hétérotrimère composé 

d’une sous-unité catalytique p140 (codée par POLG1) de 140 kDa, et de deux sous-unités accessoires p55 

(codées par POLG2). POLG1 possède 3 domaines permettant la synthèse d’ADN et un domaine exonucléase 

3’ à 5’ responsable de la correction des bases mesappariées, pendant la réplication. POLG2 maintient la 

liaison à l’ADN et augmente la « processivité » de la synthèse de l’ADNmt.  

 
- Les mtSSB forment des tétramères très fortement liés à l’ADNmt. L’analyse de leur structure montre qu’ils 

sont enveloppés par l’ADNmt simple brin et joueraient un rôle dans la stabilisation de la structure du D-loop 

et des intermédiaires de la réplication de l’ADNmt.  

 

- TFAM a d’abord été caractérisé comme un facteur de transcription mitochondrial, puis comme un membre de 

la famille des protéines HMG (High-Mobility Group), contenant deux motifs HMG et une extrémité C-terminale 

nécessaire à l’activation de la transcription. TFAM participe à l’initiation de la réplication. Elle se lie à l’ADNmt 

en induisant une flexibilité structurelle et enveloppe l’ADNmt double brin de façon séquence non spécifique 

en permettant sa compaction. 

 
- Les hélicases sont des enzymes très conservées qui catalysent le déroulement des deux brins d’ADN. La 

principale est Twinkle mais il en existe d’autres au sein de la mitochondrie moins bien caractérisées : DNA2, 

PIF1 et RECQL4. L’hélicase Twinkle appartient à la superfamille 4 (SF4) et forme une structure d’hexamères 

en forme d’anneau pour ouvrir le double brin d’ADN. En N-terminal, Twinkle possède un domaine de liaison 

à l’ADN double brin et une activité hélicase; en C-terminal, elle contient cinq motifs hélicase hautement 

conservés (Akhmedov and Marín-García, 2015).  
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Figure 7: Schéma représentant les protéines nécessaires à la réplication de l'ADNmt. L’ADN naissant (ligne droite rouge) est 

synthétisé par POLG (vert), alors que le primer d’ARN (ondulé, rouge) est généré par la polymerase ARN (orange) et dégradé 

par la RNAse H1 (jaune). L’hélicase Twinkle (violet) permet d’ouvrir les brins d’ADN en amont, formant ainsi un ADN simple 

brin stabilisé par les mtSSB (bleu). Enfin, les topoisomerases (marron) résorbent la tension de torsion de l’ADN créée par 

l’ouverture des brins (Kasiviswanathan et al., 2012).   

 

La réplication de l’ADNmt est fortement liée à sa transcription. En effet, la réplication est initiée par la synthèse 

d’un transcrit précurseur par l’ARN polymérase (POLRMT) à partir d’un promoteur du brin léger (LSP = Light 

strand promoter) jusqu’à OH. Une ribonucléoprotéine : RNase MRT clive ensuite le précurseur au niveau de la 

séquence CSB (Conserved Sequence Blocks) créant une amorce ARN mature. POLG peut alors répliquer le brin 

lourd de l’ADNmt à partir de cette amorce et la synthèse s’achève au niveau des séquences TAS (Terminaison 

Associated Sequences). La transcription est initiée par trois sites localisés au niveau de la région contrôle. Elle 

est bidirectionnelle et permet la genèse de transcrits polycistroniques qui devront ensuite être clivés pour libérer 

les transcrits d’ARNm, ARNt et ARNr. La POLRMT interagit avec TFAM, sous la régulation de NRF1 et 2, pour lui 

permettre de se fixer aux séquences promotrices du brin léger et du brin lourd. NRF1 est un acteur de la 

coordination d’expression des gènes mitochondriaux et nucléaires en activant leur transcription dont ceux des 

quatre complexes de la chaine respiratoire de l’ATPase et de TFAM. NRF2 est un second facteur de transcription 

des gènes de la chaine respiratoire et d’autres impliqués dans de multiples fonctions mitochondriales. Ces deux 

activateurs de la transcription sont eux-mêmes sous le contrôle de PGC1α (PPAR gamma co-activator 1), PGC1β 

et PRC (Pgc1 related co-activator). 

2.2.2. Les modèles de réplication et de compaction de l’ADNmt 

 

L’ADNmt humain peut exister en un cercle relâché ou super-enroulé, comme une molécule linéaire ou un dimère 

circulaire. De plus, au moins deux molécules circulaires peuvent être liées. On retrouve ces formes typologiques 

également dans les tissus de souris (Kolesar et al., 2013; Pohjoismäki and Goffart, 2011). Il existe plusieurs 

modèles de la réplication mitochondriale : déplacement de brin, RITOLS, réplication couplée (McKinney and 

Oliveira, 2013). Le modèle de déplacement de brin est asynchrone. Il implique deux origines indépendantes, 

unidirectionnelles. Selon ce modèle, le brin lourd est d’abord synthétisé jusqu’à ce que l’origine de réplication du 

brin léger soit atteinte. Le brin léger commence alors sa synthèse dans le sens opposé (Clayton, 2003). A l’inverse, 

le modèle de réplication couplée consiste en une synthèse d’ADNmt simultanée et unidirectionnelle des deux brins 

(Holt, 2000). Il est possible que les deux modèles de réplication co-existent au sein d’une même cellule, et que 

l’altération de l’un ou l’autre de ces mécanismes induise une variation du nombre de copies d’ADNmt.  
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2.3. Importance de la quantité d’ADNmt 

Des défauts dans les composants de la machinerie assurant la maintenance de l’ADNmt et notamment la 

réplication peut résulter en deux types d’altérations : une dégradation qualitative de l’ADNmt avec une 

accumulation de mutations et de délétions, ou une modification quantitative du nombre de copies de l’ADNmt, 

les deux entrainant des perturbations sévères de la fonction mitochondriale, responsables de pathologies sévères. 

(Copeland and Longley, 2014).  

 

Dès les années 1970, l’existence d’un turnover, impliquant une néo-synthèse et une dégradation de l’ADNmt a 

été corrélée avec le processus de maintenance de l’ADNmt (Berk and Clayton, 1974). Le taux de turnover est 

variable suivant les tissus. Chez un modèle de rat, il est très élevé pour le cœur, le foie et le rein et faible pour 

le cerveau (Gross et al., 1969), contrastant avec le fait que les tissus les plus demandeurs en énergie sont le 

cerveau, le cœur, le foie et les muscles (Kelly et al., 2012). De plus, le nombre de copies d’ADNmt par cellule 

présente lui-même des variations selon les tissus en fonction de leurs besoins énergétiques. Ainsi, lors de 

l’ovogenèse, les cellules germinales primordiales observent une réduction progressive du nombre de copies 

d’ADNmt, avec une ségrégation des mutations de l’ADNmt dans le but d’obtenir une population homoplasmique. 

Ensuite, une expansion massive de la quantité d’ADNmt jusqu’à plusieurs centaines de milliers de copies dans 

l’ovocyte mature a lieu: c’est ce qu’on appelle le « goulot d’étranglement » mitochondrial (bottleneck) (Wai et 

al., 2008). En corollaire au taux de réplication, se pose la question du choix des molécules d’ADNmt devant être 

répliquées ou dégradées. Compte tenu de la vulnérabilité de l’ADNmt aux dommages, la cellule pourrait éliminer 

les copies endommagées de façon préférentielle, afin de maintenir un pool de copies intacts d’ADNmt (Kai et al., 

2006). Ainsi, la régulation de la quantité d’ADNmt selon les tissus, le type cellulaire et le stade de développement 

implique différents mécanismes.  

 

2.3.1. Corrélation avec l’expression des protéines de réplication (Modèles murins de défaut de 
réplication du génome mitochondrial) 

 

Des défauts de la maintenance de l’ADNmt sont associés à des pathologies humaines. Etant donné que POLG est 

l’unique polymérase mitochondriale et agit à la fois sur la réplication et la réparation de l’ADNmt, il n’est pas 

surprenant que plus de 200 mutations de POLG1 et POLG2 aient été identifiées associées à des pathologies 

mitochondriales. Dans ce sens, les souris PolgA -/- présentent une diminution drastique de l’ADNmt aux stades 

embryonnaires, et une déficience sévère de la chaine respiratoire conduisant à une létalité (Hance et al., 2005).  

 

Des modèles transgéniques de souris ont également confirmé le rôle essentiel de TFAM dans la compaction et la 

maintenance de l’ADNmt. Les souris Tfam -/- présentent une létalité embryonnaire précoce avec une perte de 

l’ADNmt alors que les souris Tfam +/- ont environ deux fois moins d’ADNmt (Larsson et al., 1998). Inversement, 

une surexpression de TFAM humain chez la souris induit une augmentation du nombre de copies d’ADNmt 

(Ekstrand, 2004). A l’inverse, une perte de TFAM induit une déplétion de l’ADNmt, notamment par un turnover 

augmenté et une inhibition de l’initiation de la transcription dans un modèle de cellules de drosophile. Ainsi, TFAM 

représente un élément clé de la régulation du nombre de copies de l’ADNmt (Matsushima et al., 2010).  
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De même, les souris Polrmt -/- (Kühl et al., 2016) et Twinkle -/- (Milenkovic et al., 2013) sont létales à un stade 

embryonnaire (E8.5), associées avec une altération de la chaine respiratoire, une dysfonction mitochondriale et 

une diminution drastique de la quantité d’ADNmt.  

2.3.2. Le pool de dNTP mitochondriaux 

 

En plus des protéines du réplisome de l’ADNmt, la synthèse d’ADNmt nécessite un apport équilibré en 

déoxyribonucléotides triphosphates (dNTPs) (Fig.8). Les dNTP mitochondriaux proviennent de deux voies 

distinctes localisées dans le cytoplasme et la mitochondrie. Les nucléosides et nucléotides nécessaires à la 

synthèse du pool de dNTP sont échangés grâce à des transporteurs dédiés. D’une part, les dNTP peuvent provenir 

d’un transport actif des dNTP cytosoliques synthétisés de novo et régulés par le cycle cellulaire, avec une 

conversion des ribonucléotides en dNTP, durant la phase S. L’autre voie est qualifiée de voie de récupération ou 

de sauvetage, est nécessaire pour fournir des dNTP à la mitochondrie indépendamment de l’étape du cycle. Dans 

ce cas, les dNTP sont produits à partir de deoxynucleosides par phosphorylation pour synthétiser des précurseurs 

d’ADN (El-Hattab and Scaglia, 2013).  

 

Comme la synthèse d’ADNmt est indépendante du cycle cellulaire, la seconde voie est essentielle à la maintenance 

de l’ADNmt. Cette voie implique trois étapes de phosphorylation consécutives. La première consiste en la 

récupération des purines et pyrimidines via l’intermédiaire de deux kinases déoxyribonucléosides : thymidine 

kinase 2 (TK2) et déoxyguanosine kinase (dGK). TK2 est spécifique des déoxypyrimidine et dGK des 

déoxypurines. Les deux étapes de phosphoryalation suivantes sont prises en charge par les kinases NMPK 

(deoxyribonucleoside monophosphate kinase) et NDPK (deoxyribonucleoside diphosphate kinase). Dans des 

cellules en division, la voie de synthèse de novo prime (Fig.8 - gauche). Inversement, pour les cellules en phase 

stationnaire, la synthèse d’ADN nucléaire est quasi nulle, réduisant les précurseurs cytoplasmiques d’ADN. La 

synthèse de dNTP cytosoliques et de TK1 est donc sous-régulée, forçant la synthèse du pool de dNTP 

mitochondriaux par les deux kinases TK2 et dGK (Fig.8 - droite).   Enfin, la synthèse de dNTP est régulée par des 

enzymes cataboliques dans le cytoplasme (dNT-1) et au sein de la mitochondrie (dNT-2), et par une enzyme de 

dégradation de des nucléosides (PNP) (Saada, 2009).  

 

Des  mutations des gènes codant pour les enzymes impliquées dans la voie de récupération induisent un 

déséquilibre de composition du pool de dNTP et des formes sévères de syndrome de déplétion de l’ADNmt (mtDNA 

depletion syndrome – MDS) (Copeland, 2012) avec de fortes spécificités tissulaires. Ainsi, les mutations de dGK 

sont associées avec une déplétion de l’ADNmt au niveau hépato-cérébral (Brahimi et al., 2009), alors que les 

mutations de TK2 induisent essentiellement des symptômes musclulaires (Mancuso et al., 2003).  Dans ce sens, 

une analyse in silico a montré que la voie de récupération serait insuffisante pour prendre en charge une 

réplication rapide de l’ADNmt, et aurait plus un rôle de soutien à la première voie, expliquant une différence 

d’impacts des mutations selon les tissus (Gandhi and Samuels, 2011).  
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Figure 8: Schéma représentant les protéines impliquées dans les voies principales de régulation du pool de dNTP régulant la 

réplication de l’ADNmt : la voie de synthèse de novo et la voie de récupération des dNTP. A gauche, dans les cellules qui se 

répliquent, les dNTP cytosoliques proviennent surtout de la synthèse de novo à partir de pRpp et de la voie de sauvetage 

cytosolique. A droite, dans les cellules au repos, la synthèse de l’ADN nucléaire est peu importante, contrairement à l’ADNmt ; 

dans ce cas, la voie la plus utilisée est la voie de récupération mitochondriale. pRpp (phosphoribosyl pyrophosphate) ; rNDP 

(ribonucleotide diphosphate) ; TK2 = mitochondrial thymidine kinase 2; dGK = mitochondrial deoxyguanosine kinase; NDPK 

= nucleoside diphosphate kinase; pol-γ = POLG = DNA polymerase gamma ; TP = thymidine phosphorylase; PNP = purine 

nucleoside phosphorylase ; RNR = ribonucleotide reductase; NdR = deoxyribonucleosides ; dNMP = deoxynucleoside 

monophosphate; dNDP = deoxynucleoside diphosphate; dNTP = deoxynucleoside triphosphate; NT-1 = deoxyribonucleotidase 

(cytoplasmic) ; NT-2 = deoxyribonucleotidase (mitochondrial)   = NDP = nucleoside diphosphate; dTMP = deoxythymidine 

monophosphate; TK1 = cytosolic thymidine kinase 1 ; (Saada, 2009).  

2.3.3. Rôle des contacts entre la mitochondrie et le réticulum endoplasmique 

 

Il existe un lien étroit entre les divisions mitochondriales et la maintenance de l’ADNmt, illustré par l’accumulation 

de délétions et/ou une déplétion de l’ADNmt dans des situations où la dynamique mitochondriale est affectée 

(Ishihara et al., 2015). Chez la levure, les sites de division du réseau mitochondrial se localisent au niveau des 

structures ERMES (ER-Mitochondria Encounter Structure), et sont associés spatialement aux nucléoïdes, 

suggérant un rôle des contacts RE-mitochondrie dans la maintenance de l’ADNmt (Murley et al., 2013). De même, 

dans les cellules humaines, la proximité du RE et des nucléoïdes serait nécessaire à la réplication et au maintien 

de l’ADNmt (Lewis et al., 2016).  En effet, les nucléoïdes qui initient une synthèse d’ADNmt sont liés spatialement 

et temporellement aux contacts RE-mitochondrie, et associés aux sites de division mitochondriale. Ainsi, la 

réplication de l’ADNmt, au niveau des sites de division, précèderait la constriction des membranes et le 

recrutement et l’assemblage des protéines impliquées dans la fission (Fig.9).  
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Figure 9: Les contacts entre le RE et la mitochondrie permettent la synthèse d'ADNmt au niveau des sites de division 

mitochondriale. A gauche, dans des cellules d’ostéosarcome U2OS, les nucléoïdes sont marqués par POLG2 en vert, les 

mitochondries par mito-BFP en bleu et le reticulum endoplasmique par KDEL-mRuby en rouge. A droite, une représentation 

schématique du mécanisme observé (Lewis et al., 2016). 

 

Ce mécanisme aboutirait à une répartition organisée et homogène de l’ADNmt au sein du réseau mitochondrial. 

En condition physiologique, la fission mitochondriale, sous la dépendance du RE, est adjacente aux nucléoïdes, 

prévenant un regroupement des nucléoïdes. Lorsque la dynamique mitochondriale est perturbée, la maintenance 

de l’ADNmt par voie de conséquence est altérée. Dans les cellules Mfn1-/-, Mfn2-/- ou Opa1-/-, dans lesquelles 

la fusion mitochondriale est inhibée, la plupart des mitochondries sont dépourvues de nucléoïde (Chen et al., 

2007). A l’inverse, si la fission mitochondriale est inhibée, les nucléoïdes se regroupent, provoquant une 

distribution anormale de l’ADNmt et une modification de la morphologie des mitochondries présentant un aspect 

gonflé (Ban-Ishihara et al., 2013). 

 

Récemment, les microtubules ont été associés dans le mécanisme permettant le transport et la distribution des 

nucléoïdes. En effet, au niveau des zones de contacts entre le RE et la mitochondrie, les nucléoïdes interagissent 

avec le complexe MICOS (Mitochondrial Contact Site and cristae Organizing system), essentiel au maintien de la 

structure des crêtes présent sur la membrane interne mitochondriale. Le complexe MICOS se lie à Miro1, présent 

dans les zones de contacts RE-mitochondrie. Miro1 recrute le moteur des microtubules KIF5B à la mitochondrie 

pour leur transport le long du cytosquelette.  De fait, les mitochondries sont transportées le long des microtubules, 

guidés par KIF5B, par un complexe incluant les nucléoïdes (Qin et al., 2020).  

2.3.4. Défauts de l’ADNmt 

 

La proximité de l’ADNmt avec les sites de production de ROS le rend vulnérable aux lésions oxydatives. De plus, 

en absence de protection par une structure de type chromatine, l’ADNmt est plus fréquemment soumis à des 
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mutations qui potentiellement peuvent induire des dysfonctions de la chaine respiratoire. Ainsi, l’ADNmt présente 

un taux de mutagenèse 10 à 20 fois plus important que le génome nucléaire (Brown et al., 1979; Richter et al., 

1988). 

 

Au sein des pathologies mitochondriales, on distingue les MDS (mtDNA-depletion syndromes) qui sont 

caractérisés par une diminution sévère du nombre de copies d’ADNmt. Ces déplétions conduisent à des défauts 

de synthèse des complexes I, II, IV et V de la chaine respiratoire, dont certaines sous-unités sont codées par le 

génome mitochondrial. L’hypothèse d’un seuil maximal et minimal de contrôle du nombre de copies d’ADNmt a 

été proposée, impliquant des acteurs encore inconnus, favorisant soit une réplication de l’ADNmt en cas de 

nombre de copies trop faible, soit la dégradation de ADNmt en cas de nombre excessif de copies (Clay Montier et 

al., 2009). L’altération de ces mécanismes entraine des situations pathologiques, dont une diminution d’ADNmt 

observées chez les patients atteints maladie de Parkinson (Bender et al., 2006), d’hépathopathie (Morten et al., 

2007), de cardiomyopathie (Bai and Wong, 2005), du cancer du sein (Yu et al., 2007) ou de carcinomes rénaux 

(Xing et al., 2008).  
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3. Le réticulum endoplasmique  

Comme déjà évoqué, le réticulum endoplasmique (RE), organite « voisin » de la mitochondrie, joue un rôle 

primordial dans la régulation mitochondriale. Le RE est l’un des organites les plus volumineux de la cellule et 

pourtant, il fait partie des derniers organites à avoir été caractérisé. D’abord décrit comme un « reticular 

apparatus » (Veratti, 1961), la microscope électronique a mis en évidence sa structuration en réseau tubulaire 

(Palade, 1955). Ses rôles primordiaux sont impliqués dans la synthèse des protéines et des lipides, et la régulation 

calcique en lien avec les organites adjacents. La complexité de son architecture reflète la diversité de ses 

fonctions.  

3.1. Structure 

 

Le RE se distingue en deux parties : une structure associée à l’enveloppe nucléaire et une structure périphérique 

qui inclut des tubules lisses et des feuillets rugueux. Alors que l’organite se définit comme un long réseau 

interconnecté avec une membrane continue, les différentes structures du RE déterminent leur fonction. 

L’enveloppe nucléaire est composée de deux couches lipidiques : la membrane nucléaire externe (MNE) et la 

membrane nucléaire interne (MNI) qui délimite un compartiment interne nommé lumen ou lumière. La forme de 

l’enveloppe nucléaire est maintenue par des protéines de la MNI qui permettent la liaison de la chromatine, 

l’association au cytosquelette ou la présence de multiples pores nucléaires. Ces derniers traversent les MNI et 

MNE pour permettre le transport de molécules vers le cytoplasme (Westrate et al., 2015).  

 

L’enveloppe nucléaire est connectée au RE périphérique. Celui-ci se compose d’une double couche lipidique avec 

une lumière dont la taille peut varier, allant jusqu’à 50nm chez les mammifères (Shibata et al., 2010). Les études 

de microscopie électronique ont pu démontrer que les feuillets étaient d’aspect rugueux, définis par la haute 

densité de ribosomes présents sur leur surface cytosolique. Le qualificatif de RE Rugueux (RER) leur est ainsi 

attribué en comparaison au RE Lisse (REL), composé par des tubules dépourvus de ribosomes à leur surface. Le 

RER est, grâce à ces ribosomes, le principal site de synthèse, de repliement et de modifications post-

traductionnelles des protéines. Cependant, aujourd’hui, l’organisation de ces sous-domaines reste encore à 

préciser (Schwarz and Blower, 2016).   

 

Tout comme la mitochondrie, le RE est un organite dynamique dont la structure peut varier en fonction des types 

cellulaires. Au sein de la cellule, il se déplace pour maintenir son réseau grâce à des protéines moteur en lien 

avec les microtubules. Les mouvements des tubules du RE sont guidés par coulissement le long des microtubules 

en allant du centre de la cellule vers la périphérie grâce notamment à la protéin moteur des microtubules : la 

kinesin-1. Mais les tubules du RE peuvent également de déplacer grâce à la fixation de complexes TACs (Tip 

Attachment Complex), composés entre autres de STIM1 (Stromal Interacting Molecule 1) et de EB1 (End-Binding 

protein) au niveau de l’extrémité des microtubules (Bola and Allan, 2009). Les ratios des différentes structures 

du RE varient et son architecture est modifiée pour correspondre aux besoins cellulaires. En effet, les tubules ont 

un ratio surface/volume plus élevé que celui des feuillets, ce qui les rend plus adaptés pour des fonctions 

dépendantes de leur surface. A l’inverse, le volume occupé par la lumière au niveau des feuillets est plus 
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important. La lumière du RE étant plus oxydante que le cytoplasme, cela permet la formation de ponts bisulfites 

nécessaires au repliement des protéines. Ainsi, les types cellulaires qui sécrètent peu de protéines comme les 

neurones ou les cellules musculaires ont un réseau tubulaire important (Terasaki et al., 2013).  

3.2. Fonctions 

Les études de microscopie électronique avaient, très tôt, montré une différence de fonction entre les feuillets 

d’aspect rugueux et les tubules lisses du RE. Il est aujourd’hui admis que les feuillets, organisés en couches 

successives, sont le site privilégié de la synthèse des protéines membranaires et sécrétées. Les tubules, quant à 

eux, seraient plutôt consacrés à la biogenèse lipidique et la signalisation entre le RE et les organites adjacents  

(Westrate et al., 2015). La fonction principale du RE est le repliement des protéines et leur orientation vers 

l’appareil de Golgi. Il assure ainsi la synthèse de protéines membranaires, luminales et sécrétées qui seront 

ensuite transloquées vers d’autres compartiments. C’est également un site de stockage de calcium intracellulaire 

et d’enzymes qui sont impliquées dans la synthèse des lipides cellulaires.  

3.2.1. La synthèse et le repliement des protéines 

 

Le principal rôle du RE est la synthèse des protéines membranaires et sécrétées, d’où la présence des ribosomes 

sur sa surface. Ce mécanisme implique un mécanisme d’ancrage co-traductionnel d’un complexe ribosome/ARNm 

sur la membrane du RE (expliqué dans la partie 4.2 Import vers le réticulum endoplasmique). Dans le cas d’une 

protéine membranaire, sa synthèse se met en pause lors de la synthèse d’un domaine hydrophobe pour être 

intégrée dans la membrane du RE, puis la protéine se déplace latéralement pour s’ancrer dans la bicouche 

lipidique. (Schwarz and Blower, 2016). Dans le cas d’une protéine sécrétée ou destinée à d’autres organites, la 

protéine est synthétisée dans la lumière du RE, où elle adopte une première conformation ainsi que des 

modifications post-traductionnelles, comme des N-glycosylations ou des oligomérisations. Enfin, soit la protéine 

joue un rôle dans le RE où elle achève son repliement, soit elle est redirigée vers le Golgi pour finir sa maturation 

et ensuite atteindre sa destination finale (Mollenhauer and Morré, 1994). Les protéines dont la localisation finale 

est le RE possèdent une séquence d’acides aminés KDEL (lysine, acide aspartique, acide glutamique, leucine), 

reconnue par un récepteur dans le cis Golgi, qui entraine la formation d’une vésicule redirigée vers le RE (Bard 

et al., 2003). 

3.2.2. La biogenèse lipidique 

 

Le RE est aussi un site majeur de la biogenèse des lipides. Les voies de maturation et de transport des 

phospholipides sont spécifiquement localisés au niveau des contacts membranaires entre le RE et ses organites 

adjacents : la mitochondrie, les peroxisomes, la membrane plasmique mais aussi principalement avec l’appareil 

de Golgi (Appenzeller-Herzog, 2006). En effet, les contacts du RE avec la mitochondrie ou les gouttelettes 

lipidiques d’une part permettent l’établissement des voies de biosynthèse par fusion des membranes ou transport 

des lipides. D’autre part, les contacts avec la membrane plasmique, l’appareil de Golgi et les peroxisomes 

permettent la distribution des lipides entre les organites grâce à un mécanisme de transport vésiculaire. Ainsi, 

les protéines et phospholipides qui composent les membranes cellulaires sont transférés et modifiés dans une 
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région riche en tubules et vésicules, juxtaposée à l’appareil de Golgi, appelée ERGIC (ER-Golgi Intermediate 

Compartment) (Schwarz and Blower, 2016). 

3.2.3. Le métabolisme du calcium (Ca2+) 

 

Outre sa conribution à la synthèse des protéines et lipides, le RE est également le principal lieu de stockage du 

calcium intracellulaire. Il contient beaucoup de canaux calciques, dont les récepteurs à la ryanodine (RyRs) et à 

l’IP3 (inositol 1,4,5-triphosphate) (IP3R), responsables de la libération de calcium dans le cytosol.  Lorsque la 

phospholipase C (PLC) est stimulée par l’activation d’un récepteur couplé à une protéine G (RCPG) de la membrane 

plasmique, elle clive le phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate (PIP2) en diacyl-glycerol (DAG) et IP3. Ce dernier 

peut ensuite se lier à son récepteur localisé sur la membrane du RE induisant la libération de Ca2+ dans le cytosol 

(Clapham, 2007). A l’inverse, si les stocks de Ca2+ s’épuisent, un mécanisme d’entrée de calcium dans le RE se 

met en place, appelé SOCE pour « Store-Operated Ca2+ Entry » (Putney, 2005). D’autres mécanismes permettant 

l’entrée ou la sortie de calcium du RE existent et permettent une régulation du Ca2+ cytoplasmique, molécule 

indispensable à la signalisation cellulaire. Ainsi, une libération de calcium importante peut être observée dans 

plusieurs mécanismes physiologiques comme la fécondation (Busa and Nuccitelli, 1985), la contraction 

musculaire, ainsi que dans des processus neurologiques lors de la libération de neurotransmetteurs (Mulkey and 

Zucker, 1991).  

 

Par-delà ses échanges avec l’appareil de Golgi, le RE interagit aussi avec le peroxysome, les endosomes, les 

lysosomes les gouttelettes lipidiques ou la membrane plasmique,  formant des sites de contact étroits avec eux, 

et notamment les mitochondries, via des structures appelées MAM (Mitochondrial Associated Membranes) 

(Rowland and Voeltz, 2012).  

3.3. Les MAM (Mitochondrial Associated Membranes)   

3.3.1. Définition et découverte  

 

On appelle « site de contacts » (Membrane Contact Site = MCS), toutes les structures rapprochant les membranes 

de deux organites, sans pour autant qu’elles ne fusionnent (Phillips and Voeltz, 2016a). S’il était déjà 

communément admis que les mitochondries étaient très proches du RE, leur interaction physique au travers de 

sites de contact n’a été mis en évidence que récemment. L’amélioration des techniques de microscopie 

électronique a permis de mettre en évidence l’existence d’un contact entre la MME et celle du RE, grâce à des 

modèles d’hépatocytes de rat et de cellules de Tetrahymena (un protozoaire), dès 1971 (Franke and Kartenbeck, 

1971).  Cette découverte fut vivement critiquée à ses débuts car elle était considérée comme un artefact. 

Néanmoins, se posait déjà la question du rôle de ces structures et d’un transfert possible de protéines et de 

composants lipidiques du RE vers la mitochondrie. Grace à la mise au point d’un protocole permettant d’isoler 

des fractions membranaires associées aux mitochondries de foie de rat, a été mis en évidence les premières 

Mitochondria-Associated Membranes (MAM) (Vance, 1990). Ces membranes semblaient jouer un rôle dans la 

synthèse et le transfert de lipides entre le RE et la mitochondrie. Les MAM ont depuis été identifiées chez de 

multiples espèces allant de la levure aux mammifères. Chez la levure, le complexe ERMES (ER-Mitochondria 
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Encounter Structure) est composé des protéines Mmm1, Mdm10, Mdm 12 et Mdm 34. Ce complexe, qui permet 

de maintenir les sites de contacts entre RE et mitochondrie serait également nécessaire à la morphologie et la 

distribution mitochondriale (Vance, 2014a). 

3.3.2. Structure et composition  

 

Les MAM sont des structures stables car même lorsque le RE et les mitochondries se déplacent le long du 

cytosquelette, ils restent attachés l'un à l'autre, sans interruption notable de leur contact, permettant un maintien 

de la synergie de leurs fonctions. A l’inverse, les organites peuvent être séparés au niveau de cette zone de 

contact, puisque le lien entre eux est réversible et n’implique pas une fusion des membranes (Rowland and Voeltz, 

2012) (Phillips and Voeltz, 2016a). Par ailleurs, l’imagerie 3D haute résolution a permis de déterminer 

l’architecture des MAM avec plus de précision. Les liens qui maintiennent ensemble les deux organites adjacents 

seraient longs de 9 à 16 nm pour le REL et de 19 à 30 nm pour le RER (Csordás et al., 2006), et dépourvus de 

ribosomes.  

 

La plupart des protéines présentes dans les MAM ne sont pas exclusives à cette zone (Fig.10). De récentes études 

de protéomique ont identifié plus de 1000 protéines au niveau des MAM (Zhang et al., 2011). Ces zones 

présentent une forte activité de la phosphatase glucose-6-phosphate et d’autres enzymes permettant la synthèse 

de lipides. Les MAM sont également enrichies en acyl-CoA (cholesterol acyl-transferase) et diacylglycerol 

acyltransferase (DGAT) ou la phosphatidylserine (PS) synthase, suggérant un rôle des MAM dans la formation des 

gouttelettes lipidiques (Vance, 2014a). A contrario, la NADPH cytochrome c reductase est un marqueur du RE 

mais elle est assez peu présente (30%) dans les MAM. Une protéine se distingue pour n’être exprimée ni dans la 

mitochondrie ni dans le RE et donc MAM-spécifique : la phosphatidylethanolamine-N-methyltransferase-2 (PEMT), 

mais uniquement dans le foie et les hépatocytes primaires (Cui et al., 1993). Pour les autres types cellulaires, 

d’autres protéines, bien que présentes dans divers organites sont enrichies dans les MAM à l’instar du récepteur 

à l’inositol tris-phosphate receptor (IP3R), la Mitofusin (MFN2), le canal VDAC ou encore la calnexin. MFN2 est 

localisé au niveau des MAM et participe à des complexes homodimérique ou hétérodimérique avec lui-même ou 

MFN1, les deux protéines étant ancrées au niveau à la MME (de Brito and Scorrano, 2008). 

 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     23 
 

 

Figure 10: Tableau présentant les principales protéines retrouvées dans les MAM de cellules de mammifères (Vance, 2014a). 

3.3.3. Fonctions des MAM 

 

Les différentes fonctions des MAM sont en miroir des fonctions propres à chaque compartiment cellulaire de la 

zone de contact, parmi lesquelles : l’homéostasie calcique, l’importation de phosphatidylsérine dans les 

mitochondries, la régulation du fonctionnement mitochondrial ou encore la régulation du métabolisme (Fig.11). 

Des études récentes indiquent qu'une altération du contact entre les MAM et les mitochondries pourrait être à 

l'origine de plusieurs maladies neurodégénératives humaines, notamment la maladie d'Alzheimer et des 

pathologies métaboliques (Vance, 2014b).  

 

a) La biosynthèse lipidique  

Les enzymes nécessaires à la biosynthèse lipidique sont localisées soit sur la membrane du RE soit sur la 

membrane mitochondriale, soit sur les deux. De même, la synthèse de différents lipides passe par un transport 

entre les deux organites via leurs zones de contact. A ce titre, un précurseur de la PS est synthétisé dans le RE à 

partir de l’acide phosphatidique (PA), puis transporté à la MME par les MAM, avant d’être importé dans la MMI 

pour être converti en phosphatidylethanolamine (PE). De la même façon un précurseur PE localisé dans la MME 

sera transloqué vers le RE via les MAM pour synthétiser la Phosphatidylcholine (PC) qui pourra être de nouveau 

transféré à la mitochondrie. Il s’agit d’un échange bidirectionnel non-vésiculaire indispensable à la synthèse des 

lipides (Phillips and Voeltz, 2016b).  

 

b) La dynamique mitochondriale  

La structure des MAM est maintenue en dépit du fait que le RE, tout comme la mitochondrie, est un organite 

mobile et dynamique. De façon intéressante, les tubules de RE sont toujours en contact avec la mitochondrie au 

niveau de sites de fission, où s’organise l’oligomérisation de DRP1 en hélices dont le diamètre est inférieur au 
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diamètre des mitochondries, suggérant qu’il existe un mécanisme de constriction mitochondriale indépendant de 

DRP1. Le RE pourrait être acteur de cette constriction de la MME avant même le recrutement de DRP1 et MFF 

(Friedman et al., 2011). Dans les cellules de mammifères, les complexes actine-myosine sont recrutés au niveau 

des sites des MAMs par une protéine du RE, INF2 (Inverted Formin-2) impliquée dans l’assemblage des complexes 

actine-myosine permettant la constriction de la MME (Korobova et al., 2013). De plus, outre la fission, la fusion 

mitochondriale tributaire des mitofusines MFN1 et MFN2 à la MME et d’OPA1 la MMI, serait également impactée 

par les contacts RE-mitochondrie. Si la localisation de MFN1 est restreinte à la mitochondrie, MFN2  est enrichie 

dans la fraction MAM et joue un rôle dans l’attachement du RE à la mitochondrie (de Brito and Scorrano, 2008).  

 

c) Le transport de calcium  

Le RE est le site de stockage du calcium principal dans la cellule. Dans la mitochondrie, l’ion calcium participe à 

différentes fonctions comme l’activation de la chaine respiratoire dans des conditions physiologiques ou au 

déclenchement de l’apoptose, lorsque le taux de calcium intra-mitochondrial est trop élevé. Deux canaux 

principaux interviennent dans le transfert de calcium du RE vers la mitochondrie : Le canal récepteur IP3R 

((inositol 1, 4, 5-trisphosphate) receptor) localisé sur la membrane du RE qui permet la libération du calcium du 

RE, et VDAC (voltage-dependant anion-selective channel protein 1) un canal d’entrée de calcium localisé à la 

MME. Le calcium est ensuite transféré vers la matrice mitochondriale via le canal MCU (Mitochondrial Calcium 

Uniporter) localisé dans la MMI. A noter que la protéine chaperonne GRP75 permet de coupler les canaux VDAC 

et IP3R (Bononi et al., 2012; Marchi et al., 2018). L’un des premiers rôles du calcium intra-mitochondrial est 

d’activer des enzymes calcium-dépendantes du cycle de Krebs, comme la pyruvate deshydrogenase, l’α-

cetoglutarate deshydrogenase et l’isocitrate deshydrogenase. Donc une augmentation relative de la concentration 

de calcium intra-mitochondrial augmente la production d’ATP. Mais un excès de calcium intra-mitochondrial 

aboutira à l’apoptose par ouverture du pore de transition mitochondrial (Permeability Transition Pore – PTP) 

(Rizzuto et al., 2012).  

 

 
Figure 11: Principales fonctions recensées des MAM : zones de contact entre RE et mitochondrie. A gauche, la synthèse et 

l’échange de lipides. PA = acide phosphatidique, PS = phosphatidylsérine, PE = phosphatidylethanolamine, PC = 

phosphatidylcholine. Au centre, le transport du calcium depuis le RE vers la mitochondrie grâce aux canaux IP3R = (inositol 

Lipids synthesis and exchange Calcium exchange Mitochondrial division
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1, 4, 5-trisphosphate) receptor, VDAC = voltage-dependant anion-selective channel protein 1, MCU= Mitochondrial Calcium 

Uniporter et à la protéine GRP75. A droite, la division mitochondriale. Chez les mammifères, INF2 (Inverted Formin-2), actin 

et myosine II sont des candidats pour amorcer la constriction de la mitochondrie par le RE. La protéine DRP1 est ensuite 

recrutée pour permettre la fission mitochondriale. En dessous : image de microscopie à fluorescence de cellules exprimant 

Mito-dsRed (en gris au-dessus, en rouge en dessous) et GFP-SEC61b (RE en vert). Les tubules du RE délimitent la zone de 

constriction et de fission. Modifié à partir de (Phillips and Voeltz, 2016a). 

 

Outre ces fonctions principales, les MAM se sont révélées être impliquées dans le métabolisme, l’inflammation et 

de multiples pathologies mitochondriales (Fig.12). Brièvement, ces zones sont à un carrefour métabolique au 

centre de plusieurs voies de signalisation, notamment en participant à l’homéostasie du glucose, suggérant 

qu’elles pourraient être liées à des pathologies métaboliques (Rieusset, 2018). En effet, le diabète de type 2 est 

caractérisé par une insulino-résistance et une dysfonction mitochondriale du muscle squelettique. Une inhibition 

de MFN2 chez la souris induit une rupture de communication entre le RE et mitochondrie et une insulino-résistance 

dans le foie et le muscle squelettique, suggérant que les MAMs sont nécessaires à la régulation de l’homéostasie 

du glucose et à la signalisation d’insuline (Sebastián et al., 2012). Les MAM ont également un rôle dans 

l’inflammation et en particulier dans l’activation de l’inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor protein 3) (Missiroli 

et al., 2018). 

 

 
Figure 12: Tableau présentant les pathologies associées à des protéines localisées dans les MAM en lien avec leur fonction 

cellulaire (Vance, 2014a). 
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4. Mécanismes d’import vers la mitochondrie et le RE 

 

Toutes les protéines, sauf les 13 codées par la mitochondrie, sont codées par le génome nucléaire. Synthétisées 

au niveau du cytoplasme, elles doivent ensuite rejoindre leur localisation finale au sein de la cellule et pour plus 

de la moitié d’entre elles, traverser au moins une membrane. Qu’elles soient membranaires, sécrétées ou 

adressées à un organite en particulier, les protéines sont guidées par de petites séquences d’adressage, souvent 

présentes au niveau de leur extrémité N-terminale de la protéine naissante. Cependant, certains signaux peuvent 

être caractérisés d’« ambigus », et adresser une protéine dans plusieurs organites comme cela peut être le cas 

pour la mitochondrie et le RE.    

4.1. Import vers la mitochondrie  

Les mitochondries sont composées de quelques 1500 protéines codées par le génome nucléaire, plus 13 codées 

par le génome mitochondrial (Calvo and Mootha, 2010). Synthétisées dans le cytoplasme, elles doivent ensuite 

être importées et distribuées dans les différents compartiments de la mitochondrie. Ce processus est médié par 

des systèmes de translocation coordonnés localisés dans les MME et MMI, et capable de reconnaitre les signaux 

d’adressage : notamment le complexe TOM (Translocase of Outer Mitochondrial Membrane)  pour la membrane 

externe et TIM (Translocase of Inner Mitochondrial Membrane) pour la membrane interne (Chacinska et al., 

2009). Les protéines précurseurs peuvent porter plusieurs types de signal d’adressage : des signaux de ciblage 

internes ou une pré-séquence en position N-terminale (N-ter). Ces signaux déterminent le mode d’import et la 

localisation de la protéine mature.  

4.1.1. Les signaux d’adressage mitochondrial 

 

Deux propriétés conditionnent l’import des précurseurs dans la mitochondrie : la présence d’un signal d’adressage 

reconnaissable par les récepteurs et une conformation dépliée pour permettre leur transport au travers des 

canaux d’import. Il existe de multiples processus capables de réguler l’import des protéines mitochondriales 

comme la liaison d’un métabolite sur la protéine précurseur, la phosphorylation de la protéine précurseur ou le 

clivage de la pré-séquence dans le cytoplasme (Harbauer et al., 2014). 

 

Le mécanisme d’import des protéines mitochondriales le plus fréquent implique une pré-séquence clivable, 

nommée Mitochondrial Targeting Sequence (MTS) qui permet l’adressage des protéines vers la matrice 

mitochondriale, la MMI et l’espace inter-membranaire (Hansen and Herrmann, 2019). Cette MTS est située en 

position amino terminale de la protéine, et généralement constituée de 20 à 40 acides aminés, mais pouvant aller 

jusqu’à 100 aa. Elle est composée d’une hélice α avec des résidus chargés positivement d’un côté et de résidus 

hydrophobes non chargés de l’autre (Kunze and Berger, 2015). L’espacement et les positions des résidus 

cationiques sont critiques pour la fonctionnalité du signal (Avadhani et al., 2011a). Certaines protéines seront 

adressées à la MMI ou dans l’espace intermembranaire selon les pré-séquences. Celles destinées à la matrice 

verront leur MTS clivée par une peptidase mitochondriale, (Mitochondrial Processing Peptidase, MPP) une fois 

importées (Doyle et al., 2013; Omura, 1998).  
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Il existe également des mécanismes d’import mitochondrial impliquant des signaux de ciblage non clivables 

permettant leur ancrage aux MME ou MMI, ou leur localisation dans l’espace inter-membranaire. Ainsi certaines 

protéines possédant un signal d’adressage à l’extrémité C-terminale pourront être dirigées à la MME. Enfin, de 

petites protéines riches en cystéine seront adressées à l’espace intermembranaire. A noter que beaucoup de 

protéines sont ancrées à la MME grâce à des hélices α (Calvo and Mootha, 2010).  

 

Des logiciels ont été développés pour prédire in silico un signal d’adressage clivable  comme TargetP (Almagro 

Armenteros et al., 2019), iPSORT (Bannai et al., 2002), Predotar (Small et al., 2004), MitoPred (Guda et al., 

2004), MitoProt (Claros and Vincens, 1996). Ils permettent la prédiction de peptides signaux, des signaux 

d’adressage mitochondrial et la détection des sites de clivage. Les principales limites de ces outils sont un taux 

important de prédiction de « faux positifs ». Ils ne permettent pas non plus de détecter toutes les protéines 

mitochondriales, car ils se basent uniquement sur la pré-séquence clivable et qu’il existe d’autres mécanismes 

d’import. A titre d’exemple, en choisissant les paramètres les plus stringents, Target P a un taux de faux positif 

de 3% mais ne détecte que 20% des protéines mitochondriales (Almagro Armenteros et al., 2019). Ainsi, utilisés 

seuls, ces logiciels présentent une faible spécificité et une faible sensibilité, mais leurs applications peut motiver 

une analyse expérimentale (Gaston et al., 2009).  

4.1.2. Les mécanismes d’import mitochondrial 

 

Le ciblage post-traductionnel est le processus le plus fréquent. Les protéines sont dirigées vers la MME grâce à 

différents processus de ciblage, impliquant des protéines de liaison aux précurseurs, telles que l’ubiquiline 

(Fig.13). Les molécules chaperonnes cytosoliques des familles Hsp70 et Hsp90 sont également indispensables 

afin de prévenir l’agrégation des protéines et de maintenir ces dernières dans une conformation nécessaire pour 

l’import. Un second mécanisme consiste en l’import co-traductionnel et est réalisé par un ribosome attaché à la 

MME, couplant la traduction d’une protéine à son import (Hansen and Herrmann, 2019).  

 

Le complexe TOM, localisé sur la MME, reconnait les protéines précurseurs et permet leur insertion à la membrane 

externe et leur translocation à travers cette membrane. C’est un complexe multimérique de 450kDa qui comprend 

sept sous-unités : Tom70, Tom40, Tom22, Tom20, Tom7, Tom6 et Tom5. Il. Les protéines précurseurs possédant 

une préséquence se fixent au récepteur Tom20/Tom22, et celles avec une séquence de ciblage interne se fixent 

au récepteur Tom70 (Hansen and Herrmann, 2019). Les protéines sont ensuite présentées au canal du complexe 

TOM, aussi nommé complexe GIP (General Import Pore). Il est composé de Tom40 et maintenu par des 

interactions avec Tom22, formant 2 à 3 pores. Certaines protéines accessoires de ce complexe telles que Tom5, 

Tom6 et Tom7 jouent également un rôle dans la stabilité et l’organisation du complexe TOM (Truscott et al., 

2003). La translocation des pré-protéines à travers la membrane externe est indépendante du potentiel de 

membrane et de l’ATP. Les protéines précurseurs sont ensuite transférées dans l’espace intermembranaire ou 

insérées dans la MME (Paschen and Neupert, 2001).  

 

Une fois dans l’espace intermembranaire, le complexe TOM coopère avec le complexe TIM pour permettre 

l’insertion des protéines à la MMI ou leur translocation dans la matrice. Ceci implique deux translocases distinctes: 
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les complexes TIM23 et TIM22. La translocation des préprotéines à travers les deux membranes a lieu à des sites 

où les membranes sont en contacts étroits. Les préprotéines adressées à la matrice ou à la MMI, qui possèdent 

un signal en N-ter, empruntent le complexe TIM23, composé de Tim23, Tim17, Tim50 et Tim44. C’est un canal 

protéique organisé en tétramères stabilisés par Tim23 du côté espace intermembranaire et de Tim44 côté 

matriciel (Hansen and Herrmann, 2019). Tim44 recrute l’Hsp70 mitochondriale (mtHsp70) soluble de façon ATP 

dépendante, et régulée par le facteur Mge1p. Les protéines avec préséquence sont reconnues par Tim50 et sont 

transloquées à travers la membrane interne grâce à un pore aqueux formé du domaine transmembranaire de 

Tim23 et de Tim17. La translocation de la pré-protéine est ensuite guidée par hydrolyse de l’ATP grâce à mtHsp70, 

Tim44 et Mge1, localisés au niveau de la partie matricielle de TIM23 (Pfanner and Meijer, 1997). Ensemble, elles 

forment un moteur moléculaire ATP-dépendant appelé PAM (Presequence translocase-Associated Motor). Pour les 

préprotéines destinées à la matrice, la séquence MTS est ensuite clivée par une peptidase MMP (Mitochondrial 

Processing Peptidase). Enfin, les protéines adopteront leur conformation définitive grâce aux chaperones 

mtHSP70 et mtHSP10/60.  

 

Les protéines avec des séquences de ciblage non clivables sont, quant à elles, reconnues par TIM22. Ce complexe, 

qui permet l’intégration des pré-protéines à la membrane interne, est constitué de Tim22, de Tim18 et d’une 

protéine accessoire Tim54 (Truscott et al., 2003). Le complexe TIM22 interagit avec trois petites protéines de 

l’espace intermembranaire : Tim9, Tim10 et Tim12 organisées en complexes hétéro-hexamériques. Après 

passage de la membrane externe grâce à Tom70, les pré-protéines interagissent avec le complexe Tom9/Tom10 

dans l’espace intermembranaire, tout en restant associées avec le complexe TOM. Elles sont ensuite prises en 

charge par l’hexamère formé de Tim9/Tim10/Tim12, en interaction avec le complexe TIM22. L’association avec 

TIMM22 permet la libération des protéines précurseurs du complexe TOM, et leur intégration à la MMI. 

 

 

Figure 13: Principales translocases permettant l'import des pré-protéines dans la membrane interne et la matrice 

mitochondriale. (A gauche) Différentes conformations du complexe TIM23. Le complexe TIM23 seul peut insérer les 

préprotéines à la membrane interne (bleu). Le complexe TIM23, associé au moteur PAM (en orange) se lie avec mtHsp70 qui 

est en contact avec la pré-protéine et dont la fonction est régulée par Pam16-Pam18, Tim44, Pam17 et le facteur d’échange 

des nucléotide Mge1. (A droite) La voie des transporteurs à la membrane interne. Des chaperones cytosoliques prennent en 

charge la pré-protéine jusqu’au récepteur Tom70. La pré-protéine traverse la membrane externe grâce à Tom40 en 

conformation de boucle et interagit avec Tim9/Tim10 de l’espace inter-membranaire qui la guide vers le complexe TIM22 qui 

STAGES OF CARRIER PROTEIN IMPORTPRESEQUENCE TRANSLOCASE AND IMPORT MOTOR

Precursor proteins with N-ter presequence Precursor proteins with internal targeting signal
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permet son ancrage à la membrane interne avant son assemblage en une protéine mature. Adapté de (Chacinska et al., 

2009).  

 

Il existe également d’autres voies nommées MIA ou SAM, impliquées dans l’import des protéines respectivement 

dans l’espace intermembranaire et à la MME. La machinerie MIA (Mitochondrial intermembrane space Import and 

Assembly) est responsable de l’import des préprotéines avec motifs cystéine dans l’espace intermembranaire. 

Après la translocation à travers la MME via le complexe TOM, le récepteur Mia40 lie le précurseur par une liaison 

disulfide. Erv1, une oxidase, s’associe alors avec Mia40 pour oxyder la protéine précurseur qui s’assemble ensuite 

en oligomères. Le complexe SAM (Sorting and Assembling Machinery) permet l’insertion des protéines avec un 

signal interne ou avec une conformation de tonneau β à la membrane MME. Dans le second cas, la pré-protéine 

est prise en charge par le complexe TOM et une fois dans l’espace intermembranaire, des protéines chaperonnes 

(les complexes Tim9/Tim10 ou Tim8/Tim13) permettent de la retransférer au complexe SAM. Les sous-unités 

Sam50 et Sam35 induisent ensuite son intégration à la MME. Un autre complexe de la MMI, nommé OXA1 permet 

l’exportation des protéines codées par le génome mitochondrial et un certain nombre de pré-protéines codées 

par le génome nucléaire depuis la matrice vers la MMI. Ce processus nécessite, en revanche, que les protéines 

soient d’abord importées vers la matrice grâce aux complexes TOM et TIM (Bauer et al., 2000). La multiplicité 

des signaux et des mécanismes d’import illustre la diversité des protéines qui composent la structure 

mitochondriale.  

4.2. Import vers le réticulum endoplasmique 

 

Plus de 30% des gènes humains codent pour des protéines destinées au microenvironnement extracellulaire, à 

la membrane plasmique et aux composants de la voie sécrétoire (Uhlen et al., 2015). Ces protéines doivent en 

premier lieu être transportées par des membranes comme le RE. Plusieurs processus de translocation sont 

possibles (Dudek et al., 2015) : si la protéine possède une séquence N-terminale hydrophobe et linéaire, elle 

s’orientera vers le RE. Cette séquence, nommée « peptide signal » est responsable de cet aiguillage dit co-

traductionnel. D’autres séquences participent également à un aiguillage post-traductionnel, ce sont des « peptides 

de destination ». Il existe en général quelques étapes clefs nécessaires à la translocation depuis le cytosol : la 

reconnaissance du peptide signal par le complexe SRP (Signal Recognition Particle) et le ciblage à la membrane 

de destination. La translocation à travers une membrane, ou son intégration dans une membrane, nécessite 

généralement une dépense d’énergie sous forme d’ATP, de GTP ou tout autre force proto-motrice, et finalement 

la libération, le repliement et la maturation de la protéine.  

 

Pour l’import au RE, il existe deux mécanismes principaux de translocation : la translocation co-traductionnelle 

pour laquelle la translocation à travers le canal est effectuée simultanément à la synthèse protéique, ou la 

translocation post-traductionnelle qui transmet une chaine polypeptidique déjà complètement synthétisée à la 

membrane. La première utilise l’énergie de la traduction de l’ARNm par les ribosomes pour permettre la 

translocation des protéines à travers la membrane du RE.  
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4.2.1. Les signaux d’adressage au réticulum endoplasmique 

 

Les signaux d’adressage du réticulum endoplasmique et de la mitochondrie présentent de nombreuses similitudes. 

Souvent présents à l’extrémité N-terminale, ils sont appelés peptide signal (SP=Signal Peptide) ou séquence 

signal. S’ils peuvent être très hétérogènes dans leur longueur et leur composition en acides aminés, ces peptides 

signaux sont souvent de nature hydrophobe, formant une hélice a assez courte (de 8 à 12 acides aminés). Un 

autre type de signal consiste en une séquence en N-ter non clivée, nommé Signal Anchor (SA). Il se caractérise 

par un domaine transmembranaire d’au moins 20 acides aminés hydrophobes. Les protéines membranaires dites 

« tail-anchored » constituent un troisième type de signal possible. Elles possèdent une région hydrophobe 

transmembranaire à leur extrémité C-terminale qui a pour rôle à la fois de peptide signal et de les ancrer à la 

membrane.  

 

Une fois les protéines importées dans la lumière du RE, des signaux secondaires localisés au sein des protéines 

déterminent leur destination. Après translocation, les signaux sont le plus souvent clivés par le complexe 

peptidase signal (SPC = Signal Peptidase Complex). Certaines protéines restent dans le réticulum tandis que 

d’autres sont adressées au Golgi, aux lysosomes, à la membrane plasmique ou sont sécrétées à l'extérieur de la 

cellule. Les protéines résidentes du RE peuvent être localisées dans la lumière ou dans la membrane du RE selon 

l’expression des signaux d'arre ̂t de transfert. Une étude portant sur la protéine CYP2D6 montre que l’affinité du 

signal de ciblage RE pour le SRP est extrêmement dépendante de l’hydrophobicité de ce signal. En somme, plus 

les séquences de ciblage sont hydrophobes, plus elles sont capables de se lier au SRP et plus les protéines se 

dirigent vers le RE (Avadhani et al., 2011a). 

4.2.2. Translocation co-traductionnelle vers le RE 

 

Le mécanisme de translocation co-traductionnelle débute avec la traduction de l’ARNm dans le cytosol grâce aux 

ribosomes (Fig.14). Une fois le signal d’adressage hydrophobe synthétisé, il est reconnu par un complexe 

ribonucléoprotéique nommé SRP simultanément à la continuité de la synthèse protéique. L’interaction avec SRP 

se fait principalement par des liaisons hydrophobes (Kunze and Berger, 2015). Le rôle de ce complexe, possédant 

une activité GTPasique, est la reconnaissance du peptide signal grâce à un domaine S capable de lier les peptides 

signaux.  

 

Le SRP possède un domaine Alu qui forme une structure allongée coudée. Après la reconnaissance du signal par 

le domaine S, la fixation du domaine Alu permet de ralentir l’élongation de la chaine polypeptidique. Le complexe 

formé par le SRP et le complexe chaine naissante-ribosome (RNC = Ribosome-Nascent chain Complex) cible 

ensuite la membrane du RE pour que le SRP se lie à son récepteur. Le SR (Signal recognition particle Receptor), 

localisé au niveau de la membrane du RE est constitué de 2 sous-unités : la sous-unité α périphérique possédant 

un domaine GTPase, et la sous-unité β, moins importante dans ce mécanisme, qui existe également sous la forme 

d’une protéine transmembranaire (Nyathi et al., 2013).  
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L’hydrolyse du GTP, responsable de l’impulsion de la protéine naissante vers le tunnel de sortie du ribosome, 

induit également la libération du complexe SRP. S’ensuit la fixation de la protéine au canal de translocation 

composé principalement du complexe Sec61p. Il forme un pore au travers la membrane, permettant le passage 

des protéines dans la lumière du RE (Matlack et al., 1998). Hétérotrimérique, le complexe Sec61p est composé 

de Sec61α formant le canal, et de deux petites sous-unités périphériques Sec61β et Sec61γ. Plusieurs facteurs 

accessoires, présents au niveau de la membrane du RE sont recrutés au translocon pour assister le canal Sec 61 

(TRAP = Translocon-Associated Membrane ou TRAM = Translocating chain Associated Membrane protein) ou pour 

effectuer des modifications post-traductionnelles du peptide signal avant qu’il ne soit clivé. La protéine Bip est 

une molécule chaperonne qui obstrue le translocon lorsqu’aucune protéine ne se présente (Zimmermann et al., 

2011). Le translocon forme un pore passif dans la membrane du RE. Après la reconnaissance et l’ouverture du 

pore, les protéines transmembranaires seront intégrées à la membrane. En revanche, les protéines sécrétées 

seront transloquées à travers la membrane grâce à l’énergie libérée par l’hydrolyse du GTP lors de la traduction. 

Enfin, une peptidase (SPC = Signal Peptidase Complex) coupe le peptide signal et permet le repliement final de 

la protéine afin d’adopter sa configuration finale dans la lumière du RE. 

 

 
Figure 14: La translocation co-traductionnelle dépendante de SRP. La synthèse ribosomale de protéines est couplée à la 

translocation, qui protège le peptide et utilise l'énergie de l'élongation de chaine comme une force motrice. Le canal facilite 

l'intégration à la membrane des domaines transmembranaires hydrophobes. Les facteurs accessoires résident dans 

l’environnement de la membrane et sont recrutés pour assister la fonction du translocon. Le complexe peptidase clive le 

peptide signal de la protéine mature alors que le signal non clivé maintient et ancre la protéine dans la membrane et agit 

comme un domaine transmembranaire. Modifié à partir de (Van Puyenbroeck and Vermeire, 2018). 

4.2.3. Translocation post-traductionnelle vers le RE 

 

Bien que la translocation co-traductionnelle des protéines vers le RE soit le mécanisme le plus fréquent, il existe 

également une translocation dite post-traductionnelle (Fig.15). Les protéines avec une séquence signal 
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hydrophobe contournent le SRP et sont déplacées à travers le canal uniquement après la traduction. Ce processus 

est médié par l'association du canal Sec61 avec un autre complexe protéique membranaire, composé de 

Sec62/Sec63.  

 

Après sa traduction, la protéine est associée à une molécule chaperonne cytosolique Hsp70 afin de maintenir une 

conformation nécessaire à la translocation ATP dépendante et une autre Hsp40, modulant l’activité ATP-ase de 

Hsp-70. En effet, les canaux de translocation sont étroits et ne permettent le passage de protéines avec une 

structure secondaire limitée. La calmoduline est une autre protéine cytosolique qui joue un rôle de chaperonne 

en se liant d’une manière calcium-dépendante au signal peptide, puis au domaine TPR de Sec72 via son extrémité 

C-ter. La protéine s'insère dans le canal Sec61 ouvert au niveau de la face cytosolique. Simultanément, la protéine 

Bip se fixe à la protéine afin de diriger la protéine vers la face luminale du RE. Après le passage au travers du 

complexe d’importation, les protéines Bip se détachent par l’hydrolyse de l’ATP en ADP (Wu et al., 2019). 

 

 
Figure 15: La translocation post-traductionnelle vers le RE. La calmoduline lie le peptide signal et est ciblé à Sec61 car Sec61 

contient un site de liaison à un peptide signal. Des chaperonnes cytosoliques Hsp retiennent les protéines cytosoliques dans 

une conformation nécessaire à la translocation et cible Sec62/Sec63. D’autres mécanismes, indépendants des chaperonnes 

sont également possibles. Le domaine J de Sec63 convertit Bip dans un état ayant une haute affinité pour la liaison de protéine. 

Bip guide ensuite la tranlocation post-traductionnelle. Modifié à partir de (Van Puyenbroeck and Vermeire, 2018). 

4.2.4. Exemples de double-adressage des protéines vers la mitochondrie et le RE 

 

La caractéristique de double localisation, ou double distribution, des protéines signifie que même si elles dérivent 

d’un seul gène et transcrit, une protéine peut être localisée dans plusieurs organites. Il est intéressant de noter 

que ces protéines peuvent effectuer des activités et des fonctions identiques ou distinctes à chaque emplacement 

(Yogev and Pines, 2011). Dans ce sens, environ 15% des protéines mitochondriales sont localisées à la fois à la 

mitochondrie et dans un autre organite. Ce double-adressage peut s’effectuer via de nombreux mécanismes, dont 

l’épissage alternatif permettant de produire des protéines distinctes (Calvo and Mootha, 2010). Certaines 

protéines peuvent également avoir une séquence de ciblage dite ambiguë qui peut être reconnue par plusieurs 
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organites. Dans ce cas, la localisation des protéines sera déterminée par « compétition » pour le signal entre les 

organites. 

 

Prenons l’exemple de la superoxyde dismutase contenant du fer (LpSOD). Cette protéine contient une pré-

séquence ambigue en N-terminal qui héberge à la fois un peptide signal RE faible et un signal de ciblage 

mitochondrial. Si le polypeptide synthétisé se lie à la particule de reconnaissance de signal (SRP), il sera importé 

dans le RE par co-traduction. En revanche, si le polypeptide se lie au complexe associé au polypeptide naissant 

(NAC), la protéine sera importée après traduction dans la mitochondrie (Bodył and Mackiewicz, 2007a). 

CYP2B1 est un autre exemple de protéine localisée à la mitochondrie et au RE, grâce à un signal bipartite. 

Cependant, dans ce cas, c’est la phosphorylation de la sérine en position 128 par la protéine kinase A (PKA), qui 

permet de moduler l’adressage en réduisant l’affinité de la protéine pour le SRP et donc l’adressage vers le RE, 

au profit d’un adressage à la mitochondrie. Les niveaux intracellulaires d’AMPc, modulateur de la PKA, peuvent 

de ce fait modifier l’équilibre de distribution de CYP2B1 entre les deux compartiments cellulaires (Avadhani et al., 

2011b). 
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5. Identification de CT55 : un nouveau régulateur de 
l’ADNmt ?  

Comme nous l’avons décrit, de nombreux mécanismes de régulation de la quantité d’ADNmt sont connus. 

Néanmoins, la chaine de régulations aboutissant au contrôle du nombre de copies d’ADNmt reste très impécis et 

pavée de questions. Ainsi, l’objectif de mon travail de thèse a consisté à découvrir et caractériser de nouveaux 

gènes potentiellement impliqués dans la régulation quantitative du maintien du génome mitochondrial.   

 

Pour cela, nous avons utilisé la base de données de NCI-60 et l’outil d’analyse CellMiner 

(https://discover.nci.nih.gov/cellminer/). Depuis la fin des années 1980, l’Institut National du Cancer (NCI – 

National Cancer Institut) aux USA, a développé un programme de caractérisation extensive de 60 lignées 

cellulaires tumorales humaines, dans le but de caractériser exhaustivement ces lignées cellulaires et d’identifier 

des composés permettant une inhibition de leur croissance. Dans ce sens, une approche multi-OMICs a été 

entreprise, et plus de 3000 molécules par an ont été testées pour leur activité anti-cancéreuse sur ces 60 lignées 

cellulaires. Toutes proviennent de cancers issus de 9 tissus différents : système nerveux central (SNC), peau, 

sang, poumon, colon, ovaires, sein, prostate et rein. Ces lignées sont parmi les plus largement utilisées dans les 

laboratoires de recherche et les mieux caractérisées tant au niveau de leurs mutations, que des SNP (Single 

Nucleotide Polymorphism), ou des STR (Short Tandem Repeat). De fait, aujourd’hui nous avons accès à 

l’expression de quelques 22000 gènes et à l’activité de plus de 200000 drogues provenant de ces 60 lignées, 

permettant éventuellement de sélectionner des composés qui pourraient interagir avec une cible spécifique 

(Shoemaker, 2006). Afin de faciliter l’exploitation des données de NCI-60, des outils comme CellMinerTM ont été 

créés. La base de données et son outil d’analyse permettent d’intégrer les données pharmacologiques et 

moléculaires des 60 lignées cancéreuses (Reinhold et al., 2012; Shankavaram et al., 2009). En couplant les 

données de génomique, transcriptomique et protéomiques à l’effet de drogues. Néanmoins aucune donnée de 

NCI-60 ne concerne le génome mitochondrial.  

 

Dans l’objectif d’identifier de nouveaux régulateurs impliqués dans le maintien de l’intégrité du génome 

mitochondrial, nous avons évalué le nombre de copies d’ADNmt dans les 60 lignées cellulaires de NCI-60 (Fig.16). 

Puis, l’analyse du transcriptome de la base de données NCI-60 via l’outil de comparaison « Pattern Comparison » 

de CellMiner (https://discover.nci.nih.gov/cellminer/) a permis d’identifier 946 et 900 gènes respectivement 

corrélés positivement et négativement avec le nombre de copies d’ADNmt.  
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Figure 16 : Schéma de la stratégie d’identification de la corrélation entre CT55 et l’ADNmt. A gauche : quantification du 

nombre de copies d’ADNmt dans les 60 lignées cellulaires de NCI60. Les lignées sont organisées par tissus, chaque couleur 

représentant un tissu. L’analyse de corrélation de l’expression des gènes est effectuée grâce à l’outil « Pattern comparison » 

de la base de données CellMiner. A droite : Représentation des 11 gènes les plus corrélés négativement et positivement avec 

la quantité d’ADNmt. CT55 est le second gène le plus corrélé positivement à la quantité d’ADNmt (0,589).  

 

Parmi les gènes corrélés positivement, le second facteur de corrélation le plus important (0,589) est CT55. Dans 

la bibliographie accéssible sur PUBMED, très peu de données concernent CT55 et aucune ne permet de l’impliquer 

dans le maintien du génome mitochondrial. CT55 se distingue en revanche par son profil d’expression unique 

puisque son expression est très particulière et loin d’être ubiquitaire, comme on pourrait l’attendre d’une protéine 

ayant une fonction mitochondriale. En effet, CT55 est uniquement exprimé dans les testicules et dans certains 

cancers, une caractéristique majeure de la famille à laquelle il appartient : les Cancer/Testis Antigen. Compte-

tenu du peu d’informations disponibles sur les gènes CTAs en lien avec la mitochondrie, nous nous sommes donné 

comme objectif de cette thèse de caractériser les fonctions de CT55, en particulier en lien avec son implication 

potentielle dans la régulation du maintient quantitatif du génome mitochondrial.  
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6. CT55 : un membre de la famille des Cancer/Testis 

Antigens (CTA) 

6.1. Les CTA 

Le cancer est la cause de près d’un décès sur six dans le monde selon l’Organisation Mondiale de la Santé, avec 

une offre de médicaments qui reste loin de répondre aux besoins actuels. Néanmoins, l’immunothérapie s’est 

développée ces dernières années avec pour objectifs d’utiliser le potentiel important de la réponse immunitaire 

pour combattre les cellules cancéreuses, et ceci avec une condition majeure : identifier des cibles spécifiques des 

tumeurs. Un premier antigène original a été cloné à partir d’un patient atteint de mélanome en 1991. Six ans 

plus tard, toute une famille d’antigènes cancéreux a été identifiée dans des sérums de patients, avec une 

caractéristique très particulière, celle d’être exprimés uniquement dans les testicules et certains tissus cancéreux. 

Le nom de « Cancer/Testis Antigens (CTA) » leur a été attribué pour la première fois en 1997 (Chen et al., 1997). 

Aujourd’hui, il existe 276 CTA répertoriés en plus de 70 familles dans la base de données CTDatabase 

(http://www.cta.lncc.br/) (Almeida et al., 2009), dont fait partie CT55. 

 

Les CTA sont classés en deux catégories : les X-CTA et les non X-CTA. Les premiers, dont fait partie CT55, notre 

gène d’intérêt, sont codés par le chromosome X et constituent plus de la moitié des CTA connus à ce jour. 

Concernant leurs fonctions dans les testicules, ils participent à différentes étapes de la spermatogenèse. En 

cancérologie, un lien étroit existe entre l’expression des CTA et l’agressivité tumorale (Andrade et al., 2008; 

Maine et al., 2016). Leur profil d’expression particulier suggère que les CTA participent à des processus communs 

entre spermatogenèse et développement des cellules cancéreuses. Bien que peu connues, les fonctions des CTA 

semblent être impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et la maturation des acrosomes lors de la 

spermatogenèse (Yanagi et al., 2017). La forte expression de ces protéines dans les cancers et leur absence dans 

les tissus somatiques normaux, font de cette famille des cibles idéales pour l’immunothérapie.  

6.1.1. Les CTA : des cibles de choix pour l’immunothérapie 

 

L’immunothérapie consiste en la stimulation du système immunitaire dans le but de reconnaitre et détruire les 

cellules tumorales. Son objectif est donc d’identifier des cibles immunogènes et spécifiques aux tissus cancéreux 

pour le développement de potentiels vaccins anticancéreux. Ainsi, les CTA ont très tôt été considérés comme des 

cibles immunothérapeutiques de choix, de par leur absence d’expression dans les cellules somatiques. Plusieurs 

essais cliniques de phase II et III ont été lancés sur les premiers CTA identifiés : MAGE-A3 et NY-ESO-1, mais 

pour l’instant sans succès. Néanmoins, d’autres essais cliniques se multiplient aujourd’hui sur de nouvelles 

pistes thérapeutiques : le ciblage d’autres CTA, l’association de plusieurs CTA comme cibles pour une meilleure 

spécificité, et la combinaison de ces immunothérapies avec les traitements actuels, afin d’augmenter la spécificité 

thérapeutique, réduire les effets secondaires et prévenir les récidives. La revue présentée ci-après, fait état des 

principaux essais cliniques impliquant des CTA et notamment ceux concernant MAGE-A3 et NY-ESO-1.   

 

Revue : Jade Aurriere, Guy Lenaers, Salim Khiati. Les CTA (cancer/testis antigens) : cibles pour l’immunothérapie 

des cancers. Innovations & Thérapeutiques en Oncologie. 2020;6(2):75-81. doi:10.1684/ito.2020.0205 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     37 
 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     38 
 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     39 
 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     40 
 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     41 
 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     42 
 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     43 
 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     44 
 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     45 
 

6.1.2. Relation entre les CTA et la mitochondrie 

 

La perspective d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour le cancer nous a amené revisiter les 

caractéristiques des CTA, famille composée de 276 membres, dont plus de la moitié ont une fonction cellulaire 

inconnue. Leur principale caractéristique est une expression restreinte à la spermatogenèse et la tumorigenèse.  

Ces deux processus partagent des mécanismes communs à savoir une prolifération cellulaire intense, une invasion 

et une migration, et également une adaptation métabolique particulière, impliquant des modifications 

mitochondriales métaboliques importantes. Dans la revue suivante, nous avons soulevé la question de savoir s’il 

existait des CTA mitochondriaux, et quels seraient leurs fonctions ?  

 

Dans ce sens, nous avons appliqué deux stratégies pour les identifier les CTAs codant des protéines 

mitochondriales. D’une part, en utilisant les bases de données précisant les protéines avec des fonctions 

mitochondriales, nous avons identifié 10 CTA, pour lesquels la bibliographie disponible sur PUBMED à mis en 

évidence pour cinq d’entre eux des publications les associant à la mitochondrie : GPAT2, COX6B2, FATE1, 

KIAA0100 et SPATA19. Dans un second temps, nous avons réalisé in silico, grâce à quatre logiciels de prédiction, 

un criblage pour identifier la présence d’une séquence MTS (Mitochondrial Targeting Sequence) dans l’ensemble 

des transcrits - 655 au total - codés par les 276 CTA. Nous avons ainsi identifié 143 transcrits issus de 67 CTA 

pour lesquels un adressage à la mitochondrie est prédit par l’un des 4 programmes. Pour certains d’entre eux, 

leur fonction est totalement inconnue. D’autres, en revanche, ont été décrits dans des mécanismes physiologiques 

ou pathologiques, compatibles avec une localisation potentielle à la mitochondrie, comme la signalisation du 

calcium ou la biosynthèse des piRNA. Les nombreuses implications des CTAs à la mitochondrie suggère de plus 

que la composition des mitochondries peut être variable en fonction des tissus et de leur physiologie, une 

particularité déjà relevée dans des cas particuliers (Calvo and Mootha, 2010), mais en général peu assimilée.  

De fait les CTA mitochondriaux représentent de nouvelles cibles pour l’élaboration de nouveaux traitements anti-

cancéreux.  

 

 

Revue : Aurrière, J., Goudenège, D., Baris, O.R., Boguenet, M., May-Panloup, P., Lenaers, G., Khiati, S. 

Cancer/Testis Antigens into mitochondria : a hub between spermatogenesis, tumorigenesis and mitochondrial 

physiology adaptation, Mitochondrion (2020), doi: https://doi.org/10.1016/j.mito.2020.11.002 
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A B S T R A C T   

Cancer/Testis Antigens (CTAs) genes are expressed only during spermatogenesis and tumorigenesis. Both pro-
cesses share common specific metabolic adaptation related to energy supply, with a glucose to lactate gradient, 
leading to changes in mitochondrial physiology paralleling CTAs expression. In this review, we address the role 
of CTAs in mitochondria (mitoCTAs), by reviewing all published data, and assessing the putative localization of 
CTAs by screening for the presence of a mitochondrial targeting sequence (MTS). We evidenced that among the 
276 CTAs, five were already shown to interfere with mitochondrial activities and 67 display a potential MTS.   

1. Introduction – Discovering CTAs 

Cancer/Testis Antigens (CTAs) represent a group of proteins whose 
expression under physiological conditions is restricted to testis, but also 
activated in many human cancers. The first CTA, MZ2-E, named MAGE- 
A1, was identified in 1991 as a melanoma tumor antigen, recognized by 
cytotoxic T lymphocytes in vitro (van der Bruggen et al., 1991). Later, the 
screening of a recombinant cDNA expression library, built from sera of 
Melanoma patients, unraveled a new family of antigens sharing two 
features (Chen et al., 1997): i) mRNA expression restricted to testis, and 
eventually to very few other tissues, and ii) mRNA expression activated 
during tumor development. 

With the discovery of a larger number of CTAs, their molecular 
characteristics became more detailed : i) many CTAs are localized on the 
X chromosome, where they are organized in multigenic “operon-like” 

clusters, ii) their expression can be correlated with tumor growth and 
stage, and iii) they can be activated by hypomethylation and inhibition 
of histone deacetylation in vitro (Scanlan. et al., 2002). As of today, 276 

CTAs have been identified and compiled in a unique CTA-Database 
(http://www.cta.lncc.br/) (Almeida et al., 2009). 

With their expansion, new classification criteria emerged. First, CTAs 
were divided into two groups based on their chromosomal localization: 
X-CTAs, localized on the X-chromosome, and non-X CTAs, localized on 
autosomal chromosomes. More than half of the CTAs belong to the first 
group and are organized in multigene families, while non-X CTAs genes 
are dispersed along the 22 autosomes. Second, although CTAs are testis- 
restricted expression, some of them are expressed under physiological 
conditions in few other tissues, mainly in the brain or in ovary. This led 
to a further classification in three groups: testis-restricted, testis/brain- 
restricted and testis-selective, depending on their expression pattern 
(Hofmann et al., 2008). 

2. CTAs expression during cancer 

CTAs expression can be specific to a single tumorigenesis step or 
common to all steps of cancer development, leading to three expression 

Abbreviations: ATP, Adenosine TriPhosphate; BTB, Blood-Testis Barrier; cDNA, complementary DeoxyriboNucleic Acid; CTA, Cancer/Testis Antigen; DNA, 
DeoxyriboNucleic Acid; ER, Endoplasmic Reticulum; GO, Gene Ontology; HNSCC, Head and Neck Squamous Cell Carcinoma; IMPI, Integrated Mitochondrial Protein 
Index; KO, KnockOut; lncRNA, long non-coding RiboNucleic Acid; MAM, Mitochondria-Associated ER Membrane; mitoCTA, Cancer/Testis Antigen with mito-
chondrial function; mRNA, messenger RiboNucleic Acid; mtDNA, Mitochondrial DeoxyriboNucleic Acid; MTS, Mitochondrial Targeting Sequence; non X-CTA, CTA 
localized on Y-chromosome and autosomal chromosomes; OXPHOS, OXidative PHOSphorylation; piRNA, piwi-interacting RiboNucleic Acid; RNA, RiboNucleic Acid; 
X-CTA, CTA localized on X-chromosome; aa, amino acid; miR, microRNA. 

* Corresponding author at: MitoLab team, CHU Bât IRIS/IBS, Rue des Capucins, 49933 Angers cedex 9, France 
E-mail address: salim.khiati@univ-angers.fr (S. Khiati).  

Contents lists available at ScienceDirect 

Mitochondrion 
journal homepage: www.elsevier.com/locate/mito 

https://doi.org/10.1016/j.mito.2020.11.002 
Received 12 May 2020; Received in revised form 18 October 2020; Accepted 2 November 2020   



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     47 
 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     48 
 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     49 
 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     50 
 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     51 
 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     52 
 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     53 
 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     54 
 

 



 AURRIERE Jade | Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55     55 
 

6.2. CT55 

CT55 est, comme son nom l’indique, le 55e CTA à avoir été identifié, et ceci grâce à une analyse bioinformatique 

de la région q26-28 du chromosome X. Cette région regroupe 47 gènes codant pour des CTA, principalement des 

membres des familles MAGE-A, SPANX et NY-ESO-1. L’analyse moléculaire de cette région a permis d’identifier 

un nouveau membre, en 2004, alors nommé : BJ-HCC-20. Son profil d’expression d’ARNm correspondait aux 

critères d’inclusion de la famille des CTA, à savoir restreint aux testicules en condition physiologie, et présent 

dans des cancers hépatocellulaire, colorectal, gastrique et pulmonaire non à petites cellules (Dong et al., 2004). 

Depuis cette description initiale, la littérature concernant CT55 reste rare, notamment concernant ses fonctions 

cellulaires.  

 

Les différentes appellations de CT55 sont BJ-HCC-20, CXorf48 et CT55 (Cancer/Testis Antigen 55). CT55 génère 

deux transcrits codant deux isoformes : un isoforme long de 264 acides aminés (aa), nommé CT55.1a selon la 

nomenclature de la base de données des CTA et un isoforme court de 242 aa nommé CT55.1b. Le second isoforme 

présente une rétention de l’intron 5-6, qui induit l’apparition d’un codon stop UAA et donc un isoforme raccourci 

de 22 acides aminés (Fig.17).  

 

 
Figure 17 : Schéma représentant les structures génomique et protéique des deux isoformes de CT55 : CT55.1a et CT55.1b. 

CT55.1a est composé de 6 exons. CT55.1b est composé de 5 exons. La séquence du 5e exon de CT55.1b est issue d’une 

rétention de l’intron entre les exons 5 et 6 de CT55.1a, induisant l’apparition d’un codon STOP (TAA) et donc une protéine 

raccourcie. La protéine CT55.1a possède 264 aa et CT55.1b possède 242aa, tronquée de 22 aa en position C-terminale. 

6.2.1. Expression dans les tissus cancéreux 

 

Si la protéine a été très peu étudiée, son profil d’expression dans divers cancers a été évalué à plusieurs reprises 

dans le but de déterminer de nouvelles cibles thérapeutiques. En effet, l’expression de CT55 a été associée à un 

mauvais pronostic du cancer des voies aérodigestives supérieures (VADS). Alors que les CTA avaient été décrits 

comme exprimés dans un certain nombre de cancers, très peu de données étaient présentes concernant leur 

expression dans les cancers des VADS pour lesquels les avancées thérapeutiques étaient rares ces dernières 

années. Sur les 139 CTA présents dans la base de données en 2015, l’expression de 36 d’entre eux, sélectionnés 

par des études in vitro, a été analysée sur 89 échantillons de patients en comparaison à des échantillons de 

muqueuse saine. Les auteurs ont pu montrer que 85,4% des échantillons de patients atteints de cancer des VADS 

présentaient l’expression d’au moins l’un des CTA suivants : MAGEB2, MAGEA, MAGEB6, SPANX-CD et CT55 et 

que 3 d’entre eux dont CT55 étaient corrélés à un mauvais pronostic. De plus, l’expression de CT55 a été corrélée 
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à une invasion lymphovasculaire et périneurale chez les patients, deux paramètres cliniques connus pour être 

des facteurs de mauvais pronostic (Zamunér et al., 2015).  

 

CT55 a également été étudié en tant que cible thérapeutique dans un autre cancer : la leucémie myéloïde 

chronique. Même si les inhibiteurs de tyrosine kinase, les traitements utilisés actuellement, ont amélioré la survie 

des patients, il est fréquent d’observer une récidive chez plus de la moitié d’entre eux.  Pour l’autre moitié, dont 

la rémission est due à une réponse moléculaire complète, les mécanismes ne sont pas encore connus bien qu’une 

implication du système immunitaire est suggérée. Le but était donc de déterminer un épitope de cellule T dérivé 

d’un antigène qui serait à terme une cible thérapeutique pour éliminer les cellules souches résistantes au 

traitement qui entrainent des rechutes chez les patients.  Après avoir observé une forte expression de CT55 dans 

les lignées cellulaires leucémiques ainsi que chez les patients, les auteurs ont détecté un peptide dérivé de CT55 

capable de conduire les lymphocytes T cytotoxiques à reconnaitre les cellules souches leucémiques. De plus, ces 

lymphocytes T spécifiques ont été retrouvés uniquement chez les patients en rémission, indiquant qu’une 

immunothérapie ciblant les antigènes, dont CT55, de ces cellules souches résistantes serait l’une des stratégies 

qui pourrait être mise en place (Matsushita et al., 2017) .  

 

Une autre étude a porté sur l’étude d’expression de plusieurs CTA dans le cancer colorectal (CRC). Cette étude 

s’est concentrée sur 18 CTA dont certains avaient déjà été identifiés dans le CRC et de nouveaux candidats, dont 

CT55. Malgré une expression retrouvée dans plusieurs lignées cellulaires colorectales, il n’a pas été démontré de 

corrélation entre la progression de la pathologie et l’expression de CT55 chez les 45 patients inclus (Tarnowski et 

al., 2016).  

6.2.2.  Fonction cellulaire ? 

 

Outre son expression dans différents types de cancers le définissant comme un CTA, la fonction cellulaire de CT55 

demuere inconnue. En 2008, il a été montré que l’isoforme CT55.1a interagirait avec une région très conservée 

de la protéine BRCA2. Deux modèles in vitro complémentaires ont été utilisés : une transfection de plasmide 

CT55.1a-GFP dans des cellules HeLa et une diminution drastique de son expression dans des cellules U2OS. Ces 

deux approches ont montré que la sur-expression de CT55 induit une augmentation de la prolifération cellulaire 

et qu’à l’inverse, sa sous-expression induit une induction d’apoptose en réponse à des dommages à l’ADN. Donc, 

de part son interaction avec BRCA2, CT55 serait impliqué dans la croissance cellulaire et l’inhibition de l’apoptose 

(Tomiyoshi et al., 2008).  

 

Très récemment, l’étude d’un sous-type de cancer colorectal (CRC) inflammatoire : le Colitis-Associated Cancer 

(CAC) a conduit à l’identification de l’implication de CT55 dans une voie inflammatoire. Le CAC étant un cancer 

associé à une forte inflammation, l’identification de molécules ciblant NFkB permettrait d’identifier de nouvelles 

cibles thérapeutiques, dont éventuellement CT55. En effet, dans un modèle AOM/DSS (azoxymethane/dextran 

sodium sulphate) d’induction de CAC chez des souris wild-type et KO pour CT55 il a été observé que les souris 

KO présentaient moins de tumeurs et de plus petite taille que les sauvages, et que les souris KO présentaient 

une reduction de la prolifération cellulaire et de l’inflammation. L’analyse du mécanisme a montré que CT55 
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pouvait activer la voie de signalisation NF-кB induite par TNFα, en interagissant avec le complexe inhibiteur de 

NF-кB: le complexe IKK (Inhibitory NF-кB Kinase). Ainsi, le blocage du complexe IKK par CT55, maintiendrait 

NF-кB activé, induisant une tumorigenèse importante en stimulant la prolifération cellulaire et l’angiogenèse, 

indispensable à l’inflammation et au développement métastatique du CAC (Zhao et al., 2019).   

 

Ceci étant, aucune information n’est disponible sur la localisation et la fonction de CT55 en situation pathologique 

de tumorigénèse, ni sur sur son rôle physiologique lors de la spermatogenèse.  

 

 Ainsi, mes objectifs de thèse ont consisté à :  

1) confirmer la corrélation entre l’expression de CT55 et l’abondance de l’ADN mitochondrial 

2) analyser son expression physiologique et pathologique 

3) déterminer sa localisation au sein de la cellule 

4) appréhender sa fonction cellulaire    

 

Pour ce faire, nous avons utilisé un modèle de cellules cancéreuses de mélanome, les UACC62 (University of 

Arizona Cell Culture 62). En effet, l’expression de la protéine n’est pas ubiquitaire et parmi les 1457 lignées 

cellulaires de CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia), il s’agit de la lignée qui présente l’expression la plus 

importante de CT55. De plus, pour étudier les mécanismes dans lesquels CT55 pouvait être impliqué, nous avons 

traité les cellules avec des siARN afin de diminuer l’expression de CT55 et d’observer l’impact de l’absence de la 

protéine pour les cellules.  
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1. CT55 régule le nombre de copies d’ADN mitochondrial et 
maintient la prolifération cellulaire  

1.1. Introduction 

 

Depuis leur découverte en 1997, les Cancer/Testis Antigen présentent un intérêt croissant pour le traitement des 

cancers, compte tenu de leurs profils d’expression très particuliers. Néanmoins, la fonction cellulaire de plus de 

la moitié des CTAs n’est pas caractérisée. A partir des 276 gènes CTAs répertoriés à ce jour, nous en avons 

identifié 67 gènes qui codent potentiellement pour un isoforme mitochondrial. Parmi ceux-ci, CT55 code pour 

deux isoformes avec une MTS, suggérant une fonction mitochondriale.  

 

Par ailleurs, les résultats de l’analyse de la banque de donnée NCI-60, croisant les données de transcriptomique 

avec l’évaluation de la quantité d’ADN mitochondrial présent dans chaque lignées a identifié CT55 comme le 

second gène dont l’expression est la plus corrélée au nombre de copie de l’ADNmt. 

 

Dans le travail présenté ci-après sous la forme d’une publication en voie de soumission à Journal of Cell Science, 

nous abordons ces différents aspects, avec la volonté de confirmer la corrélation entre CT55 et l’abondance de 

l’ADNmt, de localiser précisément la protéine et les déterminants moléculaires associés, et les conséquences du 

silencing de CT55 sur la prolifération cellulaire. 
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1.2. Résultats et discussion 

1.2.1. CT55 présente une localisation ambiguë à la mitochondrie et au réticulum endoplasmique 

 

Les données présentées dans ce manuscrit confirment que CT55 présente une MTS, a l’instar des 143 transcrits 

identifiés dans notre publication de revue. Expérimentalement, nous avons montré que dans des cellules de 

mélanome, CT55 est localisé au réticulum endoplasmique et à la mitochondrie ; ceci va dans le sens de l’analyse 

bioinformatique de la séquence protéique et l’immunofluorescence qui a identifié une MTS correspondant aux 12 

premiers aa, ainsi qu’un signal peptide des aa 15 à 30 adressant la protéine au RE. Récemment, une étude a 

identifié un marquage cytoplasmique de CT55 dans des myélomes multiples, mais sans préciser le compartiment 

cellulaire (Matsushita et al., 2020). La double-localisation de CT55 soulève plusieurs questions : à savoir comment 

a lieu la modulation du double signal d’adressage ? Est-ce qu’il existe une régulation particlière, comme une 

phosphorylation, permettant d’inhiber l’un des signaux et ainsi orienter la protéine dans l’un ou l’autre des 

compartiments à l’image de CYP2B1 (Avadhani et al., 2011a)? Est-ce que des interactions avec ses partenaires 

médient sa localisation comme pour la protéine LpSOD (Bodył and Mackiewicz, 2007b)? Enfin, existe-t-il un 

clivage du MTS permettant de rendre accessible le second signal ? 

1.2.2. L’expression de CT55 est positivement corrélée avec le nombre de copies d’ADNmt 

 

La corrélation observée in silico entre l’expression de CT55 et le nombre de copies d’ADNmt déterminée grâce à 

la base de données NCI-60, a également été confirmée. En effet, le nombre de copies d’ADNmt est plus important 

dans les lignées cellulaires avec une forte expression de CT55 (UACC62 et SK-MEL2), que dans les lignées 

cellulaires n’exprimant que très peu CT55 (SNB-75 et HCT-116). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que CT55 

module la réplication de l’ADNmt, tel qu’identifier par le retard de repeuplement de l’ADNmt, après sa déplétion 

par traietement au bromure d’ethydium. 

 

En revanche, si la diminution de l’expression de CT55 affecte la quantité d’ADNmt, la qualité ne semble pas 

altérée, puisqu’aucun réarrengement ni délétion n’a été observé en absence de CT55. Par ailleurs, aucune 

modification de la structure du réseau n’a pu être mise en évidence, malgré le fait que la surface des cellules est 

plus importante après inhibition de l’expression de CT55 (Fig.18). Enfin, l’étude par microscopie électronique 

confirme que la morphologie et la taille des mitochondries ne sont également pas modifiées par le silencing de 

CT55 (Fig.19).  
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Figure 18: Le réseau mitochondrial n’est pas modifié par l’inhibition de l’expression de CT55. Après 3j et 5j de traitement au 

siRNA, le marquage au Mitotracker ne permet de visualiser de modification de structure du réseau mitochondrial. La périphérie 

d’une cellule par image est indiquée en pointillés, déterminée par observation en contraste de phase (Barre d’échelle = 10µm) 

 

 

 

Figure 19: La morphologie et la taille des mitochondries ne sont pas modifiées par une diminution de l'expression de CT55. A. 

Images de microscopie électronique de cellules traitées ou non pendant 3j par les différents siRNA. B. Quantification de la 

taille des mitochondries dans les cellules non traitées (cells), siCtrl et siCT55.  
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1.2.3. Une diminution de CT55 est associée à une inhibition de la prolifération 

 

Enfin, nous avons montré que l’inhibition de l’expression de CT55 induit une diminution drastique de la 

prolifération des cellules UACC62, ce qui suggère que CT55 est un élément clé de la prolifération de ce modèle 

cellulaire. Il serait de fait intéressant de savoir si CT55 est un élément régulateur de la prolifération, et dans ce 

cas son taux d’expression serait proportionnel à la vitesse de prolifération, ou si CT55 est un élément essentiel, 

à la prolifération de cellules cancéreuses, mais alors pourquoi ne le serait-elle pas pour la prolifération de cellules 

somatiques ? De plus, nous montrons que l’expression de CT55 est corrélée à celle de 51 autres CTAs ainsi qu’à 

un mauvais pronostic. En effet, plus nomberux sont les CTAs co-exprimés ensemble, plus le stade de cancer est 

avancé et plus la survie des patients est réduite. Une étude sur les myélomes multiples a permis de déterminer 

qu’au-delà d’un seuil d’expression de 6 CTA, les patients présentaient une courbe de survie drastiquement 

diminuée (Andrade et al., 2008), illustrant l’effet délétère de la co-expression des CTA sur la progression des 

cancers. Ceci se confirme par le fait que les patients avec un cancer exprimant la protéine CT55 sauvage ont une 

diminution de leur survie plus importante que ceux exprimant CT55 muté. Donc, l’expression de CT55 est un 

facteur de mauvais pronostic pour les patients. 
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1.3. Conclusion et perspectives 

Nos résultats montrent pour la première fois une localisation de CT55 à la mitochondrie et au réticulum 

endoplasmique grâce à un signal ambigu en position N-terminale. De fait se pose la question de savoir si CT55 

exerce une fonction dans les deux compartiments, s’il fait la navette entre eux ou encore, s’il est localisé à 

l’interface, dans des zones de jonction : les Mitochondrial Associated Membranes. Pour répondre à cette question, 

il faudrait vérifier par un fractionnement cellulaire si CT55 est présent dans les MAMs. La microscopie électronique 

couplée à l’immunogold permettrait également de répondre plus précisément à la question de la localisation de 

CT55.  

 

Afin poursuivre l’étude de la fonction oncogénique de CT55, il faudrait observer in vitro les capacités de migration 

et d’invasion des cellules cancéreuses avec ou sans expression de CT55, par exemple en réalisant des tests de 

blessure et en utilisant une chambre de Boyden. In animo, l’injection de cellules exprimant ou non CT55 dans des 

souris permettraient d’évaluer si des tumeurs peuvent se développer en absence de CT55 et dans ce cas, si elles 

présentent une différence de taille avec les tumeurs issues de cellules contrôle.  

 

Enfin, nous avons établi une corrélation quantitative entre CT55 et l’ADNmt, ce qui pourrait avoir des applications  

pour le traitement des cancers, étant donné qu’une diminution du nombre de copies d’ADNmt accentue la 

sensibilité aux agents de chimiothérapie (Mei et al., 2015).  Du fait de toutes ces observations, CT55 est donc 

une cible intéressante pour le traitement des cancers. Reste à savoir quel est son rôle dans le processus de 

spermatogenèse.   
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2. Résultats et données complémentaires 

Au cours de nos études expérimentales et in silico, nous avons obtenus des résultats et informations 

supplémentaires que nous exposons ci-après.  

 

2.1. Analyse de la séquence protéique de CT55 

2.1.1. Domaines identifiés et prédictifs  

 
Figure 20: Identification et annotations des domaines de CT55. A. Représentation schématique des domaines des deux 

isoformes humains de CT55 (CT55.1a et CT55.1b) avec l’identification des domaines par le logiciel InterPro 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro) (Mitchell et al., 2019). B. Tableau indiquant les domaines, leur position au sein de la 

séquence et l’identifiant InterProScan.  

 

L’analyse des séquences des deux isoformes de CT55 a identifié les domaines suivants (Fig.20):  

 

- Un domaine SP peptide signal prédictif localisé en N-terminal de la protéine (1-16aa). Expérimentalement, nous 

l’avons confondu au signal d’addressage mitochondrial (MTS).  

- Deux domaines S1-like de liaison à l’ARN, identifiés dans la base de données PFAM. Les protéines qui 

contiennent ces domaines sont capables d’interagir à la fois avec des microARNs (miARN) et des ARN messagers 

(ARNm).  

- Un domaine OB « oligonucleotide/oligosaccharide binding » est une structure caractéristique qui définit la 

superfamille des protéines de liaison aux acides nucléiques simple brin comme des protéines stabilisant l’ADN 

simple brin, ou des enzymes qui ajoutent les coiffes de l’ARN (Agrawal and Kishan, 2003; Theobald et al., 2003).  

- Un domaine DP prédit de région désordonnée présent uniquement dans l’isoforme long de CT55 qui pourrait 

conférer une fonction différente aux deux isoformes (Romero et al., 2006). Les protéines désordonnées sont des 

protéines qui in vitro, n’ont pas de structure 3D fixe soit sur toute leur longueur soit uniquement pour un domaine. 

Cette flexibilité est nécessaire à leur fonction pour modifier leur conformation et favoriser des interactions avec 

leur cible (Babu, 2016). Cette originalité a été retrouvée pour de nombreux CTA dont les X-CTA (Rajagopalan et 

al., 2011). 
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2.1.2. Similarité avec l’hélicase MOV10L 

 

 
Figure 21: Similarité de séquence entre CT55 et MOV10L. A. Alignement de la séquence protéique des 2 isoformes de CT55 

avec le début de la séquence des 3 isoformes de MOV10L (1-280aa). En noir : les résidus conservés, en gris : les résidus 

similaires, en blanc : les résidus non conservés. B. Représentation schématique du pourcentage d’identité entre les séquences 

de MOV10L et CT55. 

 

CT55 présente une similarité de 51% avec la région N-terminale de MOV10L1 (Moloney Leukemia virus 10-like 

1) une RNA- hélicase dépendante de l’ATP (Fig.21). MOLV10L1 est un composant du nuage méiotique, aussi 

nommé P granule, qui est un organite spécifique des cellules germinales réprimant l’activité des transposons 

pendant la méiose. Elle est nécessaire pendant la spermatogenèse pour réprimer la mobilité des éléments 

transposables et maintenir l’intégrité de la lignée germinale. Elle agit par interaction avec des piARN (Piwi-

interacting ARN) qui forment des complexes avec la protéine PIWI pour méthyler et réprimer des transposons 

(Vourekas et al., 2015). 

 

La région C-terminale de MOV10L1 possède elle-même des similarités importantes avec d’autres protéines 

humaines comme HELZ (Probable Helicase with Zinc finger domain) ou MOV10 (Moloney Leukemia virus 10), et 

également avec une protéine présente chez la drosophile (Drosophila Melanogaster) : armitage. 

 

HELZ est, comme son nom l’indique, une hélicase avec un domaine « zinc finger » qui joue un rôle dans le 

métabolisme des ARN de l’embryon en développement (Hasgall et al., 2011). MOV10 est une RNA hélicase 

présente dans le noyau et les granules cytoplasmiques, impliqué dans la dégradation de l’ARNm ciblés par les 

microARN (miARN) (Fu et al., 2019). Armitage est aussi une RNA hélicase impliquée dans la polarisation de 

l’oocyte pendant l’ovogenèse chez la drosophile. Elle joue un rôle central dans le processus des ARN interférents 

qui médie la destruction des ARNm et permet la répression traductionnelle. D’une manière surprenante, elle a 

été localisée à la mitochondrie (Ge et al., 2019).  

 

Chr 22

A B
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2.2. Interactome de CT55 : identification de partenaires du RE, des 
mitochondries et des vésicules du complexe SNARE  

 
Figure 22 : Interactions de CT55 avec des protéines du RE, de la mitochondrie et des vésicules. A. Immunoprécipitation de la 

GFP fusionnée avec les 90 premiers acides aminés (aa) N-terminaux de CT55. B. Identification des protéines interagissant 

avec ces peptides issus de CT55. C. Schéma représentant les partenaires de CT55 identifiés par la base de données STRING 

Database (https://string-db.org/) (Szklarczyk et al., 2019). 

 

Pour identifier les partenaires de CT55, nous avons immunoprécipité (IP) un peptide de 90 acides aminés de CT55 

fusionné à la GFP, suivi d’une analyse par spectrométrie de masse (MS) de l’ensemble de l’IP (Fig. 22 A,B). En 

effet, les anticorps commerciaux dirigés contre CT55 n’étant pas immuno-précipitant, nous avons construit une 

protéine de fusion CT55-GFP, mais malheureusement la sur-expression de CT55 induit la mort cellulaire. Donc, 

nous avons cloné les 90 premiers aa en position N-terminale de CT55 tagués avec la GFP, ce peptide intégrant 

l’un des 2 domaines S1-like. Ce fragment ne présentant pas de toxicité, nous l’avons sur-exprimé et réalisé l’IP 

avec l’anticorps anti-GFP. L’analyse en spectrométrie de masse a révélé que ce peptide (90aa) interagissait avec 

des protéines mitochondriales (VDAC, Prohibitins et MICOS : MIC60 et MIC19), des protéines du réticulum 

endoplasmique (VCP) et des protéines du trafic des vésicules (SEC22b). En lien avec nos résultats précédents, il 

est notable que VDAC est une protéine des MAM (Vance, 2014a), également décrite pour interagir avec les MICOS 

à la MMI (van der Laan et al., 2016). Donc, les résultats de cette IP renforcent l’idée que CT55 serait localisée 

aux jonctions entre le RE et les mitochondries, c’est-à-dire au niveau des MAM (Mitochondria-Associated ER 

membranes).  

 

Pour appuyer cette hypothèse, nous avons interrogé la base de données colligeant toutes les interactions 

protéine-protéine connues et prédites : STRING Database (https://string-db.org/) (Fig. 22 C). Pour CT55, un 

cluster composé des quatre protéines : VPS33A, VPS16, VPS18 et VPS41 est proposé. Ces protéines sont 

impliquées dans le transport vésiculaire et contribuent au complexe HOPS (HOmotypic fusion and vacuole Protein 

Sorting), régulant la fusion des vacuoles par interaction avec le complexe SNARE (Soluble NSF attachment protein 

REceptor), notamment pour l’élimination des autophagosomes. Une autre protéine potentiellement en lien avec 

CT55 est CNOT10 (CCR4-NOT Transcription Complex Subunit 10), une deadenylase d’ARNm impliquée dans la 

dégradation des ARNm et la répression de la traduction.  

 

A C

Symbol Full name Localisation

PRKDC DNA-dependent protein kinase catalytic subunit Nucleus/Cytosol

FLNA Filamin-A Cytoskeleton

IMMT MICOS complex subunit MIC60 Mitochondrion

CHCHD3 MICOS complex subunit MIC19 Mitochondrion

HSP90AB1 Heat shock protein HSP 90-beta Cytosol

PHB2 Prohibitin-2 Mitochondrion

DCD Dermcidin Extracellular

SEC22B Vesicle-trafficking protein SEC22b Vesicle Trafficking

PKM Pyruvate kinase PKM Cytosol

ANAX5 Annexin A5 Cytosol/Extracellular

VCP Transitional endoplasmic reticulum ATPase Endoplasmic reticulum (ER)

EMD Emerin Nucleus/ER

VDAC Voltage-dependent anion-selective channel protein Mitochondrion

B

Regulation of SNARE complex

(Vesicle Trafficking)

9
0
 a

a
-G

F
P

G
F
PkDa
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En combinant toutes ces informations obtenues in vitro et in silico, il apparait que CT55 agit comme une 

plateforme à l’interface du RE et de la mitochondrie, et aussi des vésicules, en lien avec la régulation des ARNm 

ou piRNAs, un monde émergent dont l’essentiel reste à découvrir en termes de fonctions et régulations cellulaires. 

2.3. Expression physiologique de CT55 

 
Figure 23 : CT55 est principalement exprimé dans les testicules et ovaires. A. qPCR de CT55 dans des échantillons de 9 tissus 

de souris : poumon, rate, rein, foie, ovaire, testicule, utérus, cœur et cerveau (n=3). Le tableau indique les seuils de cycle 

(Cycle Threshold – Ct) observés pour CT55. B. Représentation schématique de l’organisation d’un tubule séminifère et des 

types cellulaires de la spermatogenèse (Histology Guide © Faculty of Biological Sciences, University of Leeds). C-H. 

Immunolocalisation de CT55 dans le testicule adulte humain. Les coupes de testicules sont fixées dans du paraformaldéhyde 

et incubées avec un anticorps anti-CT55. C.D.E Le révélateur utilisé pour CT55 est le DAB (marron), les noyaux (bleu) sont 

marqués avec l’hématoxyline (barre d’échelle 200 µm (C) ; 40 µm (D) ; 20 µm (E)) D.E.F. Un anticorps secondaire 488 anti-

mouse spécifique de l’anticorps anti-CT55 (vert) a été utilisé et les noyaux (bleu) marquées au DAPI. Un signal spécifique à 

CT55 est présent dans les tubules séminifères (indiqués en pointillés) (barre d’échelle 100 µm (F) ; 20 µm (G) ; 5 µm (H)).  

 

Pour appréhender l’expression physiologique de CT55, nous avons réalisé une PCR quantitative sur des 

échantillons de différents tissus de souris, qui montre clairement que son expression est restreinte aux testicules 

et ovaires de souris, et non significatif pour les autres tissus, en accord avec le profil d’expression défini pour les 

CTA (Fig.23 A). 
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Pour localiser l’expression de CT55 dans les testicules, nous avons utilisé des coupes paraffinées de testicules 

humains fixées au paraformaldéhyde, et réalisé un immunomarquage. Dans un premier temps, nous avons 

observé un signal marqué par le DAB (3,3'-Diaminobenzidine) correspondant à CT55 en périphérie des tubules 

séminifères, les noyaux étant marqués à l’hématoxyline (Fig.23 B,C,D,E). Dans un second temps, nous avons 

réalisé une localisation par immunofluorescence avec un anticorps secondaire Alexa-488 et DAPI (Fig.23 F,G,H). 

Nous retrouvons l’expression de CT55 en périphérie des tubules séminifères, suggérant que CT55 est spécifique 

des stades précoces de la spermatogenèse.  

 

Enfin, le signal intracellulaire proche du noyau, pourrait correspondre à l’appareil de Golgi, mais des expériences 

de co-marquages seraient nécessaires pour préciser non seulement le type cellulaire dans lequel CT55 est 

exprimé, mais encore l’organite du cytoplasme.  
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2.4. Conclusion et Discussion 
 

2.4.1. Expression et localisation cellulaire de CT55 en physiologie 

 

CT55, en tant que membre de la famille des Cancer/Testis Antigen, se doit de respecter un profil d’expression 

restreint aux tissus cancéreux et aux testicules. Nos résulats de qPCR effectuée sur les tissus de souris, confirment 

l’expression principale de CT55 dans les testicules et aussi plus faiblement dans les ovaires. Dans la banque de 

données CTDatabase (http://www.cta.lncc.br), CT55 est classé comme étant « testis-restricted ». En effet, si les 

CTA ont été d’abord décrits comme spécifique du testicule, certains ont été détectés dans d’autres tissus en 

situation physiologique. De fait une classification plus précise des CTAs a emergé ces dernières années précisant 

trois groupes selon leur profil d’expression : 1) restreint aux testicules, 2) restreint aux testicules et au cerveau, 

ou 3) dans les testicules un ou deux autres tissus. Or, dans une étude portant sur le glioblastome, CT55 a été 

détecté dans les tissus contrôles de cerveau (Freitas et al., 2013). Etant donné que nous n’avons pas identifié 

d’expression de CT55 dans le cerveau de souris, mais dans les ovaires, l’expression de CT55 semble donc « testis-

selective » et non pas « testis-restrictive », donc préferentielle dans les testicules et aussi dans un ou deux autres 

tissus. 

 

De plus, l’expression des CTA au cours de la spermatogenèse semble hétérogène. En effet, retrouvée en périphérie 

du tubule séminifère, l’expression de CT55 pourrait être restreint aux spermatogonies et spermatocytes localisés 

en périphérie des tubules, à l’instar d’autres X-CTA, comme NY-ESO-1, exprimés lors des premières étapes de la 

spermatogenèse (Satie et al., 2002). A l’inverse, les « non X-CTA » seraient plutôt spécifiques des phases tardives 

de la spermatogénèse comme ACRBP ou post-méiotiques comme SPA17 qui est exprimé dans les spermatides 

ronds dans la lumière des tubules (Cheng et al., 2011).  

 

Au cours de la spermatogenèse, les mitochondries présentent des variations métaboliques importantes, comme 

nous l’avons décrit dans notre revue. Ainsi, avant la barrière hémato-testiculaire (BHT), malgré la proximité du 

sang et d’un environnement riche en dioxygène, les cellules sont hautement glycolytiques. A l’inverse, après cette 

BHT, l’environnement est plus pauvre en dioxygène mais devient riche en lactate sécrété par les cellules de 

Sertoli, qui contraint les phases tardives de la spermatogenèse à un retour vers une activité oxydative. Dans ce 

sens, la morphologie des mitochondries change en fonction de leur activité, passant progressivement d’un stade 

« orthodoxe » à un stade « condensé » dans les spermatocytes II et spermatides. De plus, leur distribution subit 

un réarrangement en fin de spermatogenèse pour former la gaine mitochondriale nécessaire au mouvement du 

flagelle. En parallèle, tout au long de la spermatogenèse, le nombre de copies d’ADNmt décroit par l’arrêt de la 

réplication, parallèlement à l’expression des protéines TFAM et POLG. Il semble donc qu’il y existe une corrléation 

forte entre l’expression de CT55 en début de spermatogenèse et donc avant la BHT, qui disparaitrait dans les 

stades tardifs, pour induire une réduction drastique de l’ADNmt dans les spermatozoides matures, et ceci associé 

à un « shift métabolique ».  
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2.4.2. CT55, impliqué dans la régulation de l’ADNmt via les MAM. 

 

L’immunoprécipitation du peptide issu de CT55 (90aa) a révélé des interactions avec des protéines 

mitochondriales : VDAC, prohibitin, MIC60 et MIC19 (MICOS), associées aux MAM. Or, la réplication de l’ADNmt 

est étroitement coordonnée avec la fission mitochondriale au niveau des MAM. En effet, Mic60 lié aux nucléoïdes 

s’associe aux protéines motrices Miro1 et KIF5B de la MME, suggèrant que la dynamique de réplication des 

nucléoïdes pourrait être affectée en l’absence de CT55 (Qin et al., 2020). Par ailleurs, l’absence de CT55 diminue 

les réponses inflammatoires dans le cancer du côlon, or le rôle des MAM dans l’inflammation est bien caractérisée. 

Dans ce sens, nous avons pu montrer grâce à la transcriptomique une diminution d’un gène impliqué dans la voie 

de réponse à l’interféron : IFI27 (Interferon Inducible 27) dans les cellules siCT55. De plus ces sites sont 

particulièrement enrichis en miARNs impliqués dans les réponses inflammatoires (Wang et al., 2020a). Ainsi, 

l’une de nosnous pouvons émettre l’hypothèse que CT55 régule le nombre de copies d’ADNmt, voire aussi la 

réponse auto-immune, au travers des MAM, en interagissant avec une catégorie d’ARN, probablement des mi ou 

pi-ARNs. Donc, valider la localisation de CT55 aux MAM est un objectif essentiel, au même titre que l’identification 

de ses partenaires nucléiques, pour déterminer la fonction de CT55, voire de chacun de ses deux isoformes.  

2.4.3. CT55 pourrait être impliqué dans la régulation des piRNA. 

 

L’analyse in silico de la séquence protéique de CT55 a montré l’existence de deux domaines de liaison à l’ARN 

ainsi qu’une similarité importante avec des protéines impliquées dans la régulation des piRNA et notamment avec 

la région amino-terminale de MOV10L, avec laquelle elle partage plus de 50% d’identité. Après les microARN et 

les siARN, une troisième classe de petits ARN a été récemment découverte, les piwi-interacting ARN (piARN) 

(Aravin et al., 2006; Watanabe et al., 2006). Exprimés spécifiquement au niveau des cellules germinales, ils se 

lient à une protéine de la famille Piwi, pour inhiber la transposition d'éléments mobiles du génome. Les différents 

acteurs de la machinerie des piARNs sont confinés dans des granules cytoplasmiques, encore appelés nuages. Ce 

sont des structures denses, dépourvues de membranes mais riches en ARNs et protéines, et localisés en 

microscopie électronique au niveau de la MME ou en bordure de la membrane nucléaire (Eddy et al., 1975). Chez 

les mammifères, trois structures différentes rassemblent la plupart des acteurs de la machinerie des piARNs : les 

ciments intermitochondriaux, les corps P ou processing bodies, et les corps chromatoïdes, qui se différentient 

selon leur localisation et leurs propriétés biochimiques. Les ciments intermitochondriaux sont des structures 

localisées entre les mitochondries et participent à la biogenèse des piARN (Muller et al., 2013). 

 

MOV10L a été localisé à la MME et décrit comme un composant principal des ciments intermitochondriaux (Wang 

et al., 2020b). Chez la souris, MOV10L interagit avec MILI et MIWI (PIWIL2 et PIWIL1 chez l’Homme) (Frost et 

al., 2010) que nous avons identifiés comme potentiellement des CTA mitochondriaux, ainsi que GPAT2, 

récemment décrit pour participer à la biogenèse des piARN (Shiromoto et al., 2019). Or un lien fonctionnel existe 

entre la mitochondrie et le « nuage », par l’intermédiaire de MitoPLD, une autre protéine mitochondriale. Ceci 

suggère qu’une signalisation issue des mitochondries pourrait réguler l’assemblage et la fonction des composants 

du « nuage » (Huang et al., 2011; Watanabe et al., 2011), et à l’instar de PIWIL1 et PIWIL2, CT55 pourrait jouer 
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un rôle dans la biogenèse de ces piARN. Si cette voie est actuellement bien décrite dans la spermatogenèse, peu 

d’informations concernent son rôle dans les cellules cancéreuses.   

 

Au cours de la spermatogenèse, ces ciments intermitochondriaux permettent de maintenir l’intégrité du génome 

(Fig.24). Brièvement, les précurseurs des piARN qui sont exportés depuis le noyau, sont pris en charge par les 

protéines du ciment inter-mitochondrial et notamment MILI pour générer des piARN primaires matures. Liés à 

MILI, ils entrent ensuite dans un cycle « ping-pong » pour assurer le clivage des transcrits complémentaires. Ils 

deviennent alors des piARN secondaires en contact avec MILI ou MIWI2. L’association piARN secondaire-MIWI2 

est ensuite transloqué au noyau pour induire une méthylation des éléments tranposables (Wang et al., 2020b). 

Or, chez l’Homme, les MAM sont très abondants lors de la spermatogenèse, et contiennent des protéines 

impliquées dans la voie de biogenèse des piARN comme TDRD6, MAEL, PIWIL1, DDX4 et GPAT2 (Wang et al., 

2018). Néanmoins, le rôle de ces MAM dans la régulation de la voie des piARN reste à définir. 

 

 
Figure 24: Représentation schématique des structures, des composants et fonctions de biogenèse des piARN dans les cellules 

germinales.  Le ciment intermitochondrial (IMC), nommé également pi-body, avec MILI est responsable du traitement primaire 

des précurseurs des piARN. Le piP-body, avec MIWI2 est responsable du traitement secondaire des piARN, qui une fois matures 

pourront inhiber l’expression des éléments transposables. Les MAM incluent des protéines impliquées dans la biogenèse des 

piARN (Wang et al., 2020b) 

 

Dans le cancer en revanche, cette voie des piARN est bien moins décrite. Le rôle de PIWIL a été suggéré dans la 

dégradation de l’ARN, la méthylation de l’ADN et la régulation des niveaux de phosphorylation de multiples 

protéines (Liu et al., 2019). Récemment, PIWIL1 a été identifié dans des structures périnucléaires de cancer 

colorectal ressemblant aux « nuages » (Sellitto et al., 2019). De plus, MAEL (Maelstrom), un autre CTA impliqué 

dans la biogenèse de piARN des cellules germinales, interagit avec les granules de stress dans les cancers du sein 

et colorectal (Yuan et al., 2014). Par ailleurs, la localisation des protéines PIWI dans des mitochondries de cellules 

cancéreuses de mammifères a été proposée, et l’alignement de la séquence de 29 piARN avec l’ADNmt humain a 

suggéré une implication de ces piARN dans la fonction mitochondriale et la résistance à l’apoptose (Kwon et al., 

2014). Donc, le rôle de la voie des piARN en conditions pathologiques reste à définir, mais définit clairement une 

fonction spécifique intimement connectée à l’expression de certains CTA dont CT55.  
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Conclusion générale 
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Mes travaux de thèse auront permis d’identifier CT55 comme un nouveau régulateur du nombre de copies de 

l’ADNmt et de la proliférayion cellulaire, spécifiquement dans les cellules tumorales. Bien que les mécanismes 

moléculaires associés à CT55 ne soient pas encore clairement identifiés, il apparait que ceux-ci se localisent 

probablement dans les MAM et impliquent des régulations du métabolisme de petits ARN, dont l’identité, la 

fonction et l’interaction avec CT55 restent à démontrer. Remarquablement, le profil d’expression de CT55, à 

l’image des autres CTAs, suggère que l’ensemble des mécanismes moléculaires impliqués dans ces processus 

cellulaires sont spécifiques des cellules cancéreuses et des lignées germinales, mais qu’ils n’existent pas dans les 

cellules somatiques. 

 

Il semble donc qu’il y ait un programme génétique commun entre ces deux processus prolifératifs qui demande 

à être compris en terme mécanistique et de régulation transcriptionnelle. Les CTA étant régulés 

épigénétiquement, notamment par déméthylation, il serait intéressant de comparer les profils de méthylation de 

ces gènes lors de la spermatogénèse et la tumorigénèse, afin éventuellement de mettre en évidence des 

régulateurs communs qui seraient en soit d’excellentes cibles pour freiner l’évolution des cancers, et ceci d’autant 

plus que l’expression de tous ces CTAs corrèle avec un très mauvais pronostic chez les patients les exprimant. 

 

CT55 représente donc un exemple original d’une protéine impliquée dans des fonctions mitochondriales et dans 

la prolifération cellulaire de tissus très particuliers, qui soulève autant de questions sur son mode de 

fonctionnement, que de promesses pour le traitement des cancers qui l’expriment. 
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Fiche Technique n°1 : Caractéristiques des lignées cellulaires utilisées 

 
 

Caractéristiques des lignées cellulaires utilisées :  
La lignée UACC62 est le principal modèle utilisé, ses caractéristiques complètes sont présentées ci-dessous. Les 

caractéristiques des autres lignées cellulaires utilisées sont résumées dans le tableau ci-après. 

 

UACC62 
 
Nom complet: University of Arizona Cell Culture-62 

Inclue dans les projets: Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) project (https://portals.broadinstitute.org/ccle); 

MD Anderson Cell Lines Project 

(https://tcpaportal.org/mclp/); NCI60 cancer cell line panel 

(https://dtp.cance.gov/discovery_development/nci-

60/cell_list.html) 

Temps de doublement: 31,3 h  

Type de cellules : adhérentes 

Milieu : High glucose + 10% SVF + 1% glutamine + 1% 

sodium pyruvate 

Pathologie : mélanome 

Tissu : peau 

Espèce : Homo sapiens (Homme)  

Sexe des cellules : indéterminé 

Catégorie : lignée cellules cancéreuses 

 

 
Figure 26: Expression de CXorf48 (CT55) dans les UACC62 selon CCLE – Cancer Cell Line Encyclopedia (1457 lignées 

cellulaires) (https://portals.broadinstitute.org/ccle) 

 

Figure 25: Photo représentant les cellules UACC62 

prise grâce à l'Incucyte ZOOM (x10). 
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Comparaison des autres lignées cellulaires utilisées : 

  

Lignées UACC62 SNB75 SKMEL-2 HeLa HCT-116 

Nom  University of 

Arizona Cell 

Culture-62 

 

Surgical Neurology Branch-75 

SNB-75 (RRID:CVCL_1706) 

Skin Melanome 2 

ATCC® HTB-68™ 

HeLa (ATCC® CCL-

2™) 

HCT 116 (ATCC® 

CCL-247™) 

Pathologie Mélanome Glioblastome Mélanome Adénocarcinome Carcinome 

colorectal 

Tissu Peau Cerveau Peau Col utérus Colon 

Provenance 

individu 

Indéterminé ♀ / 75 ans 

 

♂ / 60 ans / 

caucasien 

♀ / 31 ans 

 

♂ / adulte 

Milieu  High Glucose + 10% SVF + 1% glutamine + 1% sodium pyruvate 

Expression CT55  Oui (CCLE) Non (CCLE) Oui (non présent 

dans CCLE) 

Non Non (non présent 

dans CCLE) 
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Fiche Technique n°2 : Culture cellulaire et transfection des siRNA 

 
Réactifs : 
DMEM High Glucose (4,5g/L – PAN Biotech; #P0403500) 

SVF (PAN Biotech; #P141005) 

Trypsine-EDTA (10X 0,5%/0,2% - PAN Biotech; #P10-024100) 

Sodium Pyruvate (100mM – Gibco ; #11360-093) 

L-Glutamine (100X – Dutscher ; #MS00171008) 

 
Conditions de culture et culots cellulaires : 
Les cellules sont cultivées à 37°C, en atmosphère humide avec 5% de CO2. Plusieurs types cellulaires ont été 

utilisés, principalement des UACC62 dont les caractéristiques sont décrites ci-dessous, les autres lignées 

cellulaires sont résumées dans le tableau ci-après. Les UACC62 sont cultivées dans un milieu DMEM High Glucose 

supplémenté avec 10% de SVF, 1mM de Sodium Pyruvate et 1 mM de L-Glutamine. Pour la réalisation des culots, 

les cellules sont trypsinées puis reprises par du milieu et centrifugées à 800g pendant 5 minutes. Les cellules 

sont ensuite lavées avec du PBS 1X et centrifugées de nouveau (5 minutes, 800g). Le surnageant est retiré et 

les culots de cellules sont congelés immédiatement dans l’azote liquide puis conservés à -80°C.  

 
Transfection des siRNAs : 
 
Pour obtenir une diminution de l’expression de CT55, les cellules sont transfectées avec des siRNA dirigés contre 

CT55 (SR310386; Origene - 5nM), et comparées avec des cellules transfectées avec un siRNA Ctrl (SR30004 ; 

Origene – 5nM) en tant que contrôle négatif grâce à la Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) selon les instructions 

du fournisseur. Les cellules UACC62 sont trypsinées, comptées et déposées à 50 000 cellules/puits dans une 

plaque 6 puits. Lorsque les cellules ont adhéré, 24h plus tard, le mix de transfection est réalisé. Pour cela, pour 

1 puits : 1,25 ul de siRNA (10uM) est dilué dans 125 ul de milieu sans SVF d’une part, 3,75ul de lipofectamine 

est diluée dans 125ul de milieu sans SVF d’autre part. Ensuite, la lipofectamine diluée est ajoutée aux siRNAs 

(volume à volume), le tout formant le mix de transfection qui doit être incubé pour au moins 15min à température 

ambiante afin de former les lipocomplexes. Enfin, 250ul du mix de transfection est ajouté aux cellules et les 

plaques sont replacées à incuber. L’efficacité de transfection est vérifiée par RTqPCR et analyse de Western Blot 

après 3 jours de transfection. 

 

 
  

Figure 27: Schéma représentant le protocole de transfection de siARN utilisé 
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Fiche Technique n°3 : Évaluation de la viabilité cellulaire (IncuCyte, Crystal Violet 
et ATP Lite) 

 

 
1) IncuCyte  
L’IncuCyte® S3 (EssenBioscience) est un système de prise d’images et d’analyse de cellules vivantes. Les cellules 

sont maintenues dans des conditions standard de culture (37°C, atmosphère humide et 5% de CO2). La densité 

et la forme des cellules sont observés par microscopie photonique. Des images en temps réel des cellules vivantes 

sont prises toutes les 2h, en flask ou en puits. Pour analyser la viabilité cellulaire, la confluence est 

automatiquement calculée pendant la durée de l’acquisition en utilisant un masque d’analyse basique grâce au 

logiciel IncuCyte® S3 software 2019B.  

 

Pour étudier pendant 5 jours la prolifération cellulaire des cellules non traitées (cells), traitées avec un siRNA 

contrôle (siCtrl) ou avec un siRNA dirigé contre CT55 (siCT55), les cellules sont déposées dans des plaques 6 

puits à une densité de 50000 cellules/puits. 24h plus tard, elles sont traitées ou non avec les siRNAs et placées 

dans l’IncuCyte® S3 pour 5 jours.  

 

2) Crystal Violet 
Le Crystal Violet est un colorant qui se lie à l'ADN et aux protéines dans les cellules et permet ainsi la visualisation 

des cellules adhérentes. En effet, les cellules mortes se détachent des plaques de culture et sont éliminées 

pendant les multiples étapes de lavage. Cette coloration peut donc être utilisée pour quantifier l'ADN total de la 

population restante et ainsi déterminer la viabilité cellulaire. La coloration est directement proportionnelle au 

nombre de cellules dans la culture et peut être mesurée à 570 nm.  

 

Pour cette analyse, les cellules sont cultivées et traitées dans une plaque 6 puits pendant 3 jours ou 5 jours. Le 

surnagent est ensuite retiré et les cellules sont fixées avec du PFA4% (paraformaldehyde + PBS) pendant 15 min 

avec 3ml/puits. Après un lavage avec de l’eau avec 1ml/puits, les cellules sont colorées avec une solution de 

Crystal Violet staining 0.1% pendant 20 min avec 500ul/puits, lavées au moins 3x avec de l’eau à 1ml/puits, 

séchées et une photo est prise pour illustration. Pour la quantification, 2ml d’Acide Acétique 10% sont ajoutés 

dans chaque puits et le tout est laissé à incuber pendant au moins 20 min sous agitation pour dissolution et 

distribué dans une plaque 96 puits avec 100ul par puits. Mesurer l’absorbance à 590 nm sur le spectrophotomètre 

CLARIOstar® (BMG Labtech). 

 

3) ATP Lite 
L’ATP, présent dans les cellules métaboliquement actives est un marqueur de la viabilité cellulaire. L’ATP réagit 

avec la luciferase du kit et la D-luciferin qui permet d’émettre une lumière proportionnelle à la concentration 

d’ATP. Les cellules traitées ou non avec les siRNAs (siCtrl et siCT55) pour 3 et 5 jours sont déposées dans des 

plaques 96puits en triplicat. Le réactif du kit ATPlite 1-step kit (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) est ajouté à 

100ul/puits, incubé pour 5min puis la luminescence est observée. 
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Fiche Technique n°4 : Dosage de protéines et Western Blot 

 

Réactifs : 

Kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher ; #23227) avec solution de standard de BSA (Bovine Serum 

Albumine) inclue : 1mg/ml  

Antiprotéase (Protease Inhibitor Cocktail tablets – Roche; #11836145001): 25X 

Marqueur de poids moléculaire : PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific)  

Tampon échantillon 4X (Laemmli Samble Buffer – BioRad; #161-0747) 

β-Mercaptoéthanol (Sigma Aldirch): 0,6M  

Tampon électrophorèse, pH=8,3 (Tris (Sigma Aldrich) : 25mM ; Glycine (Sigma Aldrich) : 192mM - SDS 

(Eurobio) : 0,1%)  

nUView Precast Gels Tris-Glycine 4-20% (NuSep; #NN12-420) 

Tween 20 (BioRad ; #170653) 

Transblot® Turbo™ Transfer Pack – 0,2um PVDF (BioRad; #1704156) 

Supersignal™ West Femto (ThermoFisher; #34096) 

 
Protocole :  

Les culots cellulaires frais ou conservés à -80°C sont décongelés et les cellules sont lysées avec un tampon de 

lyse (Lysis buffer) dans lequel est ajouté un inhibiteur de protéase 25X pour une concentration finale de 1X. Les 

suspensions cellulaires sont laissées dans la glace pendant 30 min puis centrifugées à 13000rpm pendant 5min. 

L’ADN et les noyaux précipitent au fond, le surnagent, comprenant les protéines est transféré dans un nouveau 

tube.  

 

Pour le dosage de protéines :  

Une gamme référence de BSA est préparée à partir de la solution mère de BSA à 2mg/ml (0.125mg/ml, 

0.250mg/ml, 0.5mg/ml). Plusieurs dilutions successives des échantillons sont effectuées de manière à ce que les 

valeurs se situent la gamme de mesures. 10µl du blanc, des points de gamme (en duplicats) ou des échantillons 

sont alors déposés dans les puits d’une plaque 96 puits. La solution de travail est réalisée : le réactif B est dilué 

au 50eme dans le réactif A et 200µl de la solution obtenue sont ajoutés dans chaque puits. La plaque est ensuite 

incubée pendant 30 minutes à 37°C puis l’absorbance est mesurée à 562nm à l’aide d’un spectrophotomètre 

CLARIOstar® (BMG Labtech). 

 

Pour le western-blot : 

De 10 à 50µg de protéines sont utilisés pour le dépôt selon l’expression de la protéine d’intérêt. Un volume de 

tampon de charge 4X est ajouté et l’échantillon est dénaturé par chauffage (5 minutes à 95°C). La totalité des 

échantillons et le marqueur de taille (5ul) sont déposés dans les puits d’un gel précoulé Trist-Glycine 4-20% 

(NuSep).  

 

Pour l’électrophorèse, les protéines sont séparées par électrophorèse sur gels dénaturants (SDS) pendant environ 

1h à 1h30 à 110 volts. Le transfert semi-sec est réalisé sur membrane de PVDF (fluorure de polyvinylidène). La 
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membrane PVDF, imbibée dans du tampon de transfert rapide est placée dans une cassette de l’appareil de 

transfert (TransBlot® Turbo, Transfer System ; BioRad) entre deux éponges. Un courant constant de 20V est 

appliqué pendant 7 minutes.  

 

Pour l’immunomarquage, la membrane est saturée pendant minimum 2h avec du lait 5% dilué dans du TBS 1X-

Tween 0,1% à température ambiante. La membrane est lavée 3 fois 5 minutes avec du TBS1X-Tween 0,1% et 

incubée avec l’anticorps primaire (dirigé contre la protéine d’intérêt) selon la dilution souhaitée dans du TBS1X-

Tween 0,1% pendant minimum 2h à température ambiante ou toute la nuit en chambre froide sous agitation 

lente. La membrane est ensuite rincée 3x 10 min dans du TBS1X-Tween 0,1% puis incubée avec l’anticorps 

secondaire (couplés au substrat de la HRP) à une dilution de 1/1000e dans du TBS1X-Tween 0,1%. Elle est ensuite 

rincée 3x 10 min dans du TBS1X-Tween 0,1% et incubée dans du TBS1X seul pour la révélation.  

 

Celle-ci s’effectue par chimiluminescence. Dans ce cas, le kit femto (Pierce) est utilisé. Pour cela, une solution de 

révélateur est préparée en mélangeant à volume 1:1 la solution A et B et déposée sur la membrane.  L’image est 

acquise grâce à un imageur de type Li-Cor Odyssey® FC (Biosciences).  
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Fiche Technique n°5 : Extraction d’ADN et quantification de l’ADNmt 

 

Réactifs : 

iTaq ™ Universal SYBR® Green SuperMix (BioRad® - #1725124) 

High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche - #11796828001) 

 

Protocole :  

La PCR quantitative permet l’amplification de la séquence d’ADN cible et la quantification de l’amplicon formé 

grâce à l’utilisation d’une sonde fluorescente. Pour la préparation des échantillons, des culots cellulaires frais ou 

conservés à -80°C sont décongelés et leur ADN est obtenu par extraction avec le kit High Pure PCR Template 

Preparation Kit. 

 

Les concentrations d’ADN sont dosées grâce au spectrophotomètre NanoDrop™ 2000 (ThermoScientific). Les ADN 

des différents échantillons sont ensuite dilués à 10ug/ul dans de l’eau stérile. Les gènes mitochondriaux (ND1 ; 

Cytb) et nucléaire (B2M -β2 microglobuline- ; GAPDH) sont quantifiés par PCR quantitative en temps réel. Les 

séquences des amorces utilisées sont décrites dans le tableau de la Fiche Technique n°6 ci-après.  

 

Pour chaque condition, un mix réactionnel est réalisé comprenant : 2 µl d’ADN issu de l’extraction d’ADN dilué; 

0,5 µl d’amorce sens Forward (F) ; 0,5 µl d’amorce anti-sens Reverse (R); 5 µl de mix de SybrGreen (iQ Sybr 

green Supermix) et 2 ul d’eau sétrile et déposé dans une plaque 96 puits.  

 

Pour l’amplification, la plaque est ensuite centrifugée et placée dans le thermocycleur Chromo 4 real-time PCR 

detector et le programme d’amplification utilisé est le suivant : - 95°C pendant 10 min, puis : Dénaturation : - 

Température : 95°C - 10 s ; Hybridation : - Température : 59°C - 15 s ; Elongation : - Température : 72°C- 20 

s - Nombre de cycles : 45 cycles.  

 

La fluorescence émise est détectée par un spectrofluorimètre. Elle est proportionnelle à la quantité d’ADN 

synthétisée. Pour la quantification de l’ADN mitochondrial, des amorces de gènes mitochondriaux permettent 

détection de l'ADN mitochondrial et des amorces de gènes nucléaires pour la détection de l'ADN nucléaire. La 

mesure de la quantité d’ADN mitochondrial est calculée en rapportant les valeurs de l’amplification des gènes 

mitochondriaux aux gènes nucléaires qui sont des « références de charge ». 
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Fiche Technique n°6 : Extraction d’ARN et RT-qPCR 

 

Réactifs : 

RNeasy Mini Kit (Qiagen - #74804) 

SuperScript™ II Reverse Transcriptase (ThermoFisher - #18054014) 

iTaq ™ Universal SYBR® Green SuperMix (BioRad® - #1725124) 

 

Protocole :  

La PCR quantitative permet l’amplification de la séquence d’ADN cible et la quantification de l’amplicon formé 

grâce à l’utilisation d’une sonde fluorescente. Pour la préparation des échantillons, l’ARN des culots cellulaires 

frais ou conservés à -80°C décongelés sont obtenus par extraction avec le kit RNeasy Mini Kit (Qiagen - #74804).  

 

Les concentrations d’ARN sont dosées grâce au spectrophotomètre NanoDrop™ 2000 (ThermoScientific). Les ARN 

sont ensuite rétro-transcrits en ADN complémentaire (ADNc) grâce au kit SuperScript™ II Reverse Transcriptase. 

Le programme de reverse transcription contient un cycle de 30min à 42°C et 3min à 95°C permettant la 

dissociation de l’enzyme. Les ADNc obtenus sont conservés à -20°C. Les différents échantillons d’ADN sont dilués 

à 10ug/ul dans de l’eau stérile. Les transcrits des gènes d’intérêt et des gènes de référence sont quantifiés par 

PCR quantitative en temps réel. Les séquences des amorces utilisées sont décrites dans le tableau de la Fiche 

Technique n°6 ci-après. Pour chaque condition, un mix réactionnel est réalisé comprenant : 2 µl d’ADNc dilué; 

0,5 µl d’amorce sens Forward (F) ; 0,5 µl d’amorce anti-sens Reverse (R); 5 µl de mix de SybrGreen (iQ Sybr 

green Supermix) et 2 ul d’eau sétrile et déposé dans une plaque 96 puits.  

 

Pour l’amplification la plaque est ensuite centrifugée et placée dans le thermocycleur Chromo 4 real-time PCR 

detector et le programme d’amplification utilisé est le suivant : Activation : - Température : 95°C pendant 10 

min, puis : Dénaturation : - Température : 95°C - 10 s ; Hybridation : - Température : 59°C - 15 s ; Elongation 

: - Température : 72°C- 20 s - Nombre de cycles : 45 cycles. La fluorescence émise est détectée par un 

spectrofluorimètre. Elle est proportionnelle à la quantité d’ADN synthétisée et donc à l’expression du gène d’intérêt 

dans un échantillon. 

 

Liste des primers utilisés : 

 

  

 Séquence primers 5'-3' 

Nom gène Forward Reverse 

Actin GACGACATGGAGAAAATCT ATGATCTGGGTCATCTTCTC 

B2M1 TCCAGCGTACTCCAAAGATTCAGG AGTCAACTTCAATGTCGGATGGATG 

B2M2 CAGCAAGGACTGGTCTTTCTATCTC TCTCGATCCCACTTAACTATCTTGGG 

CT552 CTGTGAAGCCCATCCGTTGTATTC CTCTCCACCATGACCACATTGACG 

B2M mouse AAATGCTGAAGAACGGGA ATAGAAAGACGAGTCCTTGCTGAAG 

CT55 mouse 1 GGAAGATGCTACCTCACTACAAAAC CATTATCCACTGTGACTGCGTT 

CT55 2 mouse TAAATGAGGTCCGTGTTACCAGA CTACAATACTTGTACTGGGGTCATTG 

GAPDH ACAGTTGCCATGTAGACC TTTTTGGTTGAGCACAGG 

CT55 CCCTCAGACTCAGGAACCAGAGT AGATGCCTGGCTCAGTGGAATATTC 
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Fiche Technique n°7 : Microscopie à fluorescence (live et immunofixation) 

 

Réactifs :  

BSA Bovine Serum Albumine (SIGMA; #A6003) 

DPBS 10X (PAN BIOTECH; #P04-53500)  

Tween20 : Tween 20 (BioRad ; #170653) 

MitoTracker™ Red FM (Invitrogen; #M22425) 

DAPI (Thermofisher ; #H3570) 

Anti-CXorf48 antibody (Abcam ; #ab69317) 

Goat anti-Mouse IgG Secondary Antibody, Alexa Fluor 488 (Invitrogen; #A11001) 

 

1) Imagerie sur cellules vivantes (Live-cell Imaging) 

 

Les cellules (avec ou sans traitement/transfection) sont déposées dans des chambres 4 puits (80427, Ibidi) à une 

densité de 5000 cellules/puits et placées à incuber dans des conditions standards de culture (37°C, en atmosphère 

humide avec 5% de CO2) au minimum 24h avant la prise d’images pour permettre l’adhérence des cellules. Pour 

la détection des mitochondries, le Mitotracker Red (Molecular Probes) est ajouté dans les puits à une concentration 

de 50nM, incubé 5min à 37°C avant observation.  

 

2) Immunofixation 

 

Pour la préparation des cellules, les lentilles adaptées à la taille du puits sont lavées dans l’éthanol et placées 

dans une plaque 24 puits. Les lentilles sont ensuite lavées dans du PBS-1X puis placées dans une nouvelle plaque. 

Pour les UACC62, 20 000 cellules par puits sont déposées dans une plaque 24 puits, sur les lentilles.  

 

Jour 1 

Après la culture (au moins 24h pour laisser les cellules adhérer), le surnagent des cellules est retiré et les cellules 

sont lavées avec du PBS-1X pendant 5min.  

 

Les cellules sont ensuite fixées avec PFA4% avec 500ul/puits pendant 15 min à température ambiante puis lavées 

avec du PBS-1X 3x5min avec 500 ul.  

 

Les cellules sont perméabilisées avec de l’éthanol 70% avec 500 ul/puits pendant 5 min à température ambiante 

et lavées avec du PBS-1X 3x5min avec 500 ul.  

 

Pour l’étape de saturation, une solution de PBS-BSA 1% est ajoutée avec 500ul/puits pendant 30 min à 

température ambiante.  
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Enfin, l’anticorps primaire (Ac I) est préparé dans la solution de saturation (dilution 1/250e pour CT55) puis incubé 

pendant au moins 3h à température ambiante ou toute la nuit à 4°C dans l’obscurité.  

 

Jour 2 

L’anticorps primaire est lavé 3x 5 min avec du PBS-1X avec 500ul/puits et l’anticorps secondaire de la longueur 

d’onde choisie est ajouté (dilution 1/250e dans la solution de saturation) avec 500 ul pendant au moins 1h à 

température ambiante.  

 

L’anticorps secondaire est ensuite lavé 3x5 min avec du PBS-1X avec 500ul/puits puis (pour le marquage des 

noyaux), le DAPI (dilution 1/500e dans la solution de saturation) est incubé pendant 5min à température 

ambiante, dans l’obscurité et les puits sont lavés avec du PBS avec 500ul/puits. 

 

Pour le montage, sur une lame, une goutte de Mowiol est déposée et les lentilles sur lesquelles les cellules sont 

fixées sont délicatement déposées sur la goutte de Mowiol et soudées avec du vernis puis laissées à sécher (à 

4°C dans l’obscurité jusqu’à observation. Sortir la lame quelques minutes auparavant pour qu’elle soit à 

température ambiante.  
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Fiche Technique n°8 : Immunofixation sur lames de tissus paraffinées 

 
Référence lame  
Coupes paraffinées de testicule humain normal – Amsbio (ref HP-401)  

Les coupes sont réalisées à partir de tissu frais, fixées avec la formalin à 10%. Les blocs de parafines sont coupés 

à une épaisseur de 5 microns et montés sur des lames (2 à 4 coupes par lame selon la taille du tissu). 

 
Réactifs 
BSA Bovine Serum Albumine (SIGMA; #A6003) 

DPBS 10X (PAN BIOTECH; #P04-53500)  

Tween 20 (BioRad ; #170653) 

DAPI (Thermofisher ; #H3570) 

Anti-CXorf48 antibody (Abcam ; #ab69317) 

Goat anti-Mouse IgG Secondary Antibody, Alexa Fluor 488 (Invitrogen; #A11001) 

 
Préparation de la solution 
Tampon démasquage Acide (Tampon de Sodium citrate (10 mM Sodium citrate, 0.05% Tween 20, pH 6.0)) : 

 - Tri-sodium citrate (dihydrate) 2.94 g 

 - Eau distillée 1 L 

 - Mélanger pour dissoudre et ajuster le pH à 6.0 avec HCl 1N 

 - Ajouter 0,5mL de Tween 20 et bien mélanger. 

Cette solution peut être conservée à température ambiante pour 3 mois ou à 4°C pour un stockage plus long.  

 
Protocole 
 
Jour 1 
 
Les lames sont transférées dans plusieurs bains successifs comme suit : 2 x 10 min dans le xylène ; 2 x 5 min 

dans l’EtOH absolu ; 2min dans l’EtOH 95° ; 2min dans l’EtOH 70° ; au moins 5 min dans l’eau. Les lames sont 

ensuite lavées au PBS 1X – Triton 0.1% (environ 200 µl /puits) pendant 5 min. 

 

Pour le démasquage, la méthode au micro-ondes a été utilisée. :  

 

Pour cela, tampon de démasquage acide préalablement préparé a été placé dans un récipient micro-ondable avec 

un volume suffisant de sorte que la lame ne sèche pas et soit toujours immergée.  

 

Les lames déparaffinées sont placées dans le récipient au micro-ondes jusqu’à atteindre 95°C pendant 15-20 

min.  

 

Les lames sont ensuite transvasées dans une solution d’eau stérile légèrement chauffée pour refroidir doucement 

la lame. En faisant attention à ce que les puits restent toujours hydratés (afin d’éviter l’autofluorescence), des 

puits sont formés autour des coupes avec un stylo hydrophobe.  
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Pour l’étape de perméabilisation, les lames sont placées 1h dans une solution de perméabilisation (PBS 1X – 

Triton 0.1% + 5% BSA) à environ 200 µl /puits. 

Pour l’étape de saturation, les lames sont placées 30 min dans une solution de saturation (PBS 1X – 5% BSA) à 

environ 200 µl /puits. Le mix d’anticorps primaire (dilution 1/200e) est ensuite ajouté (environ 200 µl /puits) pour 

une incubation toute la nuit à 4° en chambre noire humide. 

 
Jour 2 
 
Les coupes sont lavées 3 x 5min dans du PBS 1X – Triton 0.1% puis le mix d’anticorps secondaire fluo 488 Alexa 

Fluor Goat anti-mouse (car Ac I : CT55 mouse) est ajouté (dilution 1/200e) (environ 200 µl /puits) pour une 

incubation en chambre humide pendant 1h30-2h à température ambiante le plus au noir possible.  

 

Les coupes sont lavées 3 x 5min dans du PBS 1X et le mix DAPI (dilution 1/1000e) (environ 200 µl /puits) en 

chambre humide pendant 5 min à température ambiante. Enfin, les coupes sont lavées 3 x 5min dans du PBS 1X 

et séchées avec la pompe à vide, en faisant attention de ne pas toucher aux coupes pour ne pas les abimer.  

 

La lamelle est ensuite montée sur la lame avec quelques gouttes de Mowiol dans chaque puits et les lames sont 

séchées pendant au moins 1 heure et jusqu’à observation à 4°C dans l’obscurité en chambre humide avant d’être 

observées. 
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Fiche Technique n°9 : Immunoprécipitation 

Réactifs : 

Trap Magnetic Agarose Kit (Chromotek; #gtmak-20) 

Antiprotéase (Protease Inhibitor Cocktail tablets – Roche; 11836145001): 25X 

Tampon électrophorèse, pH=8,3 (Tris (Sigma Aldrich) : 25mM ; Glycine (Sigma Aldrich) : 192mM – SDS 

(Eurobio) : 0,1%)  

nUView Precast Gels Tris-Glycine 4-20% (NuSep; NN12-420) 

Pierce™ Silver Stain Kit (ThermoFisher Scientific; #24612) 

 

Protocole :  

Pour la réalisation des culots cellulaires, les cellules sont centrifugées à 1500 g à 4°C pendant 5 minutes. Le culot 

est lavé avec 1 mL de PBS 1X, puis une autre centrifugation est effectuée à 8000g à 4°C pendant 5 minutes. 

 

Pour la lyse des cellules, un mix composé de 100 µL de tampon de lyse et 4 µL d’inhibiteur de protéases (IP) 25X 

est ajouté au culot cellulaire. Le tout est incubé sur la glace pendant 30 minutes avec des agitations 

intermittentes. 

 

Le lysat est ensuite centrifugé à 20000g pendant 5 minutes à 4°C, puis le surnageant contenant les protéines est 

récupéré. Un mix composé de 150 µL de tampon de lavage et 6 µL d’IP est ajouté aux protéines. 10µL du lysat 

sont prélevés et conservés à -20°C pour être chargés sur SDS-PAGE ultérieurement (input). 

 

Pour la fixation des anticorps, 2,5 µL d’anticorps primaire est ajouté au mix et placé à incuber sous agitation par 

retournement pendant au moins 3h à température à 4°C. 15 µL d’anticorps secondaire couplé aux billes 

magnétiques sont ajoutés, puis l’échantillon est placé à incuber à température ambiante pendant au moins 1 

heure. Les billes sont immunoprécipitées par un aimant, puis lavées par un tampon de lavage. Le lavage est 

répété 3 fois. 

 

Les billes sont ensuite reprises par du SDS, chauffées à 95°C pendant 5 min, puis centrifugées. L’échantillon est 

ensuite déposé sur gel et soumis à un SDS-PAGE. La migration est effectuée à 140V dans un tampon 

d’électrophorèse pendant au moins 1h30. 

 

Pour la révélation, le gel est lavé 2x5 min dans l’eau ultrapure. Le gel est ensuite fixé 2x15 min dans une solution 

composée de :30% d’éthanol, 10% d’acide acétique puis lavé 2x5 min dans l’éthanol 10% et 2x 5min dans l’eau 

ultrapure. La solution de sensibilisation (Sensitizer Working Solution) est diluée avec 50ul dans 25ml d’eau. Le 

gel est sensibilisé pour 1min et lavé 2x1 min avec de l’eau. La solution de coloration (Stain Solution) est préparée 

avec 25mL de solution de coloration et 500 µL d’amplificateur. Le gel est coloré pendant 30 min. La solution de 

révélation est préparée avec 25mL de solution de révélation et 500 µL d’amplificateur. Le gel est ensuite lavé 

2x20 sec avec de l’eau ultrapure et le gel est révélé pendant 2 à 3 min jusqu’à l’apparition des bandes. La réaction 

de révélation est ensuite stoppée avec de l’acide acétique pendant 10min.  
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Titre : Identification et caractérisation d’un Cancer/Testis Antigen mitochondrial : CT55 
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Résumé :   Les mitochondries sont des organites essentiels qui 

possèdent leur propre génome, l’ADN mitochondrial (ADNmt), présent 

en centaines voire milliers de copies par cellule. La régulation de 

l’abondance de ce génome représente un enjeu important pour la 

cellule, dont les dysfonctions sont responsables de pathologies 

héréditaires et communes, dont le cancer. Les acteurs impliqués dans 

la réplication de l’ADNmt ainsi que des facteurs nucléaires impliqués 

dans la biogénèse de l’ADNmt sont connus, mais les régulateurs de son 

abondance demeurent inconnus. Dans la perspective d’identifier de 

nouveaux régulateurs contrôlant le nombre de copie de l’ADNmt, une 

analyse de la base de données NCI-60 a permis d’identifier un nouveau 

gène très peu décrit dont l’expression est corrélée à la quantité 

d’ADNmt: CT55, un membre de la famille des Cancer/Testis Antigen 

(CTA). Cette famille composée de 276 gènes présente un profil 

d’expression physiologique restreint au testicule et pathologique dans 

les cancers.  Au sein de cette famille, nous avons répertorié cinq CTA 

mitochondriaux et 67 potentiellement adressés à la mitochondrie, dont 

CT55. Notre approche expérimentale a montré que CT55 est localisé 

à la mitochondrie et au réticulum endoplasmique via une séquence 

d’adressage ambigüe et que son expression est effectivement 

positivement corrélée au nombre de copies d’ADNmt. Nous montrons 

par ailleurs que CT55 est indispensable à la prolifération cellulaire et 

que son absence induit des modifications transcriptionnelles en lien 

avec l’arrêt du cycle cellulaire. Enfin, l’exression de CT55 est corrélée 

à 51 autres CTAs, et représente un marqueur de diagnostic péjoratif 

pour les patients exprimant cette protéine dans leur tumeur. 

Finalement, l’analyse de la séquence protéique de CT55 et son 

homologie avec une RNA-hélicase suggère que CT55 régule des 

piARNs requis pour la spermatogenèse et la tumorigénèse. Donc 

CT55, de part ses propriétés que nous avons identifiées, représente 

une cible de choix pour l’immunothérapie des cancers. 

 

Title : Identification and characterization of a mitochondrial Cancer/Testis Antigen : CT55  
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Abstract :  Mitochondria are essential organelles that have their own 

genome, the mitochondrial DNA (mtDNA), which is present in hundreds 

to thousands of copies per cell. The regulation of the abundance of this 

genome represents an important issue for cells, whose dysfunctions are 

responsible for hereditary and common pathologies, including cancers. 

The actors involved in mtDNA replication, as well as the nuclear factors 

involved in mtDNA biogenesis are known, but the regulators of its 

abundance remain unknown. In order to identify new actors controlling 

the number of mtDNA copies, an analysis of the NCI-60 database 

identified a new gene that is poorly described and whose expression is 

correlated with the amount of mtDNA: CT55, a member of the 

Cancer/Testis Antigen (CTA) family. This family of 276 genes has a 

physiological expression profile restricted to the testicle and a 

pathological one in many cancers.  Among this family, we identified 5 

 

mitochondrial CTAs and 67 potentially adressed to the mitochondria, 

among which CT55. Our experimental approach disclosed that CT55 

colocalizes to the mitochondria and the endoplasmic reticulum, due to 

the presence of a ambiguous targeting sequence, and that its 

expression effectivelly correlates positively to the mtDNA copy 

number.  We further showed that CT55 is essential to cell proliferation 

and that its absence induces transcriptional modifications in relation to 

the inhibition of the cell cycle. Finally, CT55 expression is correlated 

with that of 51 other CTAs and represents a pejorative diagnostic 

marker for patients expressing this protein in their tumour. Ultimately, 

analysis of CT55 protein sequence and its homology with an RNA-

helicase suggest that CT55 regulates piARNs required for 

spermatogenesis and tumorigenesis. Thus CT55, because of its 

properties that we have identified, represents a promising target for 

cancer immunotherapy. 

 
 


