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Avant-propos

Mon travail de thése a été réalisé au sein de I'unité mixte de recherche CNRS 6015 - Inserm U1083
dirigé par le Professeur Daniel HENRION. Ma thése a été réalisée dans I'équipe MitoLab, spécialisée dans I'étude
du métabolisme mitochondrial et de ses régulations dans différentes pathologies, sous la direction du Docteur

Arnaud Chevrollier et co-encadrée par le Docteur Naig Gueguen.

L'un des principaux axes de recherche du laboratoire porte sur |'étude des pathologies
neurodégénératives en relation avec des anomalies de la dynamique mitochondriale. Les objectifs de I'équipe
sont d'étudier les mécanismes physiopathologiques entrant en jeu dans les pathologies de la dynamique

mitochondriale afin d'élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Les mitochondries sont des organites intracellulaires fondamentaux pour la production d’énergie sous
forme d’ATP et possédent leur propre génome appelé I'ADN mitochondrial (ADNmt). Ainsi, chaque cellule
posséde quelques centaines a plusieurs milliers de molécules d’ADNmt regroupées en nucléoide, et codant pour
13 sous-unités de la chaine respiratoire. Dans les cellules eucaryotes, les mitochondries sont organisées en un
réseau tubulaire et plus ou moins connecté selon le type tissulaire et selon les conditions métaboliques. Les
propriétés dynamiques des mitochondries, leur fusion, leur fission, leur remodelage des membranes internes et

leur dégradation par mitophagie, sont essentiels au bon fonctionnement de ces mitochondries.

La machinerie de fusion/fission mitochondriale est sous le contrdle de protéines appartenant a la famille
des dynamines GTPase. La protéine cytoplasmique, responsable de la fission des membranes externes DRP1 et
la protéine de fusion de la membrane interne OPA1 sont des acteurs clés de ces processus. Afin d'assurer le
maintien des fonctions mitochondriales et cellulaires, ces deux processus doivent étre finement régulés. Pour
preuve, les atteintes génétiques de cette machinerie provoquent des pathologies qui touchent plus
particuliérement le systéme nerveux et notamment les nerfs optiques. De plus, une altération de la dynamique
mitochondriale est impliquée dans la physiopathologie des maladies neurodégénératives fréquentes, conduisant
généralement a une hyper-fission du réseau mitochondrial. Cette hyper-fission correspond a une
individualisation des mitochondries qui deviennent plus courtes et isolées conduisant plus ou moins a court

terme a la mort cellulaire.

D'autre part, dans certaines pathologies neurodégénératives présentant une altération de la dynamique
mitochondriale, un défaut du métabolisme mitochondrial est également retrouvé, dont notamment une
diminution de la phosphorylation oxydative. Ainsi, la dynamique et la bioénergétique mitochondriale semblent
liées, cependant leurs relations précises restent floues. La régulation de la dynamique mitochondriale est un
phénomeéne complexe, et sa compréhension est cruciale pour le développement d'approches thérapeutiques
dans les maladies neurodégénératives ou plus largement, mitochondriales. Au moins trois mécanismes
différents, non exclusifs les uns des autres, jouent probablement un rdle important dans les processus

moléculaires permettant I'adaptation de la fusion/fission mitochondriales a I'état bioénergétique de la cellule :






premierement, I'expression des facteurs clés de la dynamique mitochondriale est régulée au niveau
transcriptionnel ; deuxiémement, plusieurs voies de signalisation cellulaire modulent I'activité des protéines de
fusion et de fission par modification post-traductionnelle; et troisitmement, I'activité de la machinerie de fusion
mitochondriale pourrait répondre directement a I'état bioénergétique des mitochondries. De nombreux progres
ont été réalisés sur la compréhension des acteurs de la fission et des mécanismes de régulation
transcriptionnelle et plus particulierement post-traductionnelle, qui seront détaillés en introduction de cette
thése. Cependant, les signaux internes aux mitochondries, les mécanismes bioénergétiques et leur cinétique a

I'origine de cette fission ne sont pas encore parfaitement connus.

Le principal objectif de mon travail de thése a ainsi été d’étudier le lien entre I'activité bioénergétique
de la mitochondrie et sa dynamique. Le potentiel de membrane mitochondrial, la production de ROS ainsi que la
synthése d'ATP sont trois parameétres clés du métabolisme énergétique mitochondrial. D'aprés la littérature, la
modulation de I'une ou l'autre de ces constantes pourrait conduire a la fission du réseau mitochondrial.
L'objectif était donc de comprendre comment la structuration tubulaire mitochondriale résiste aux variations de
ces constantes et de préciser les voies de signalisation internes induisant la fission mitochondriale. Pour ce
faire, nous avons étudié la modulation des constantes bioénergétiques suite a une inhibition pharmacologique
de la chaine respiratoire et de I’ATP synthase a l'aide de différents inhibiteurs (inhibiteurs des complexes I :
roténone (R), III : antimycine (A) et V : oligomycine (O)) dans des fibroblastes de peau sains. Suite a nos
résultats, |'étude a été également réalisée sur des fibroblastes primaires d'une bio-collection de patients
porteurs de mutation de I’ATP synthase. Une collaboration avec le Pr Isabelle MAYSTADT de I'Institut de
Pathologie et de Génétique Centre de Génétique Humaine de Belgique, nous a également permis d’accéder a un

fibroblaste de patient muté sur la protéine DRP1, que nous avons caractérisé.
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Chaine respiratoire

Figure 1 : Représentation schématique de la structure des mitochondries



Introduction

1. Geéneéralités sur la mitochondrie

1.1. Historique - origine

Les mitochondries sont des organites de quelques micrométres présentes dans le cytosol de toutes les
cellules eucaryotes a I'exception des érythrocytes. Chaque cellule humaine contient plusieurs centaines voire
quelques milliers de mitochondries, selon le type de cellule et leur métabolisme. Elles sont considérées comme
la centrale énergétique de la cellule de par leur role majeur dans la production d’énergie via la phosphorylation
oxydative et le cycle de Krebs. Cependant, les mitochondries sont également le siege de nombreuses syntheses
et autres fonctions comme I'apoptose ou la génération d’espéces réactives de l'oxygene (reactive oxygen
species, ROS).

Elles ont été observées pour la premiere fois en 1857, lorsque Rudolf Albert Von Kolliker décrit lors
d’une analyse microscopique la présence de « granules » au sein de nombreux types cellulaires. Lors des
études menées sur la structure de ce compartiment dans les années 1890, elles furent nommées
« mitochondries » qui vient du grec « mitos » (filament) et chondrios (granules) (Benda 1898). Selon la théorie
endosymbiotique émise par Lynn Margulis dans les années 1970 (Margulis 1970), les mitochondries
proviendraient d'un événement d’endocytose d’une a-protéobactérie par I'ancétre de la cellule eucaryote, une

hypothése soutenue par leurs similarités biochimiques et génétiques (Gray, Burger, et Lang 1999).

1.2, Structure

Les mitochondries mesurent entre 0.5 et 1 ym de diamétre et peuvent atteindre plus de 20 ym de
longueur. Il est reconnu que les mitochondries peuvent se présenter sous différentes formes, que ce soit au
niveau de leur aspect général (rondeur, largeur, longueur), ou de leur ultrastructure (organisation des
membranes mitochondriales). De ce fait, elles présentent de nombreuses variations entres cellules, au cours du
cycle cellulaire et en fonction des signaux métaboliques. Les mitochondries ont une architecture membranaire
complexe, reposant sur une double membrane qui délimite des compartiments distincts, que sont I'espace

inter-membranaire, I'espace intra-créte et la matrice (Mannella et al. 2001) (Figure 1).

La Membrane Externe est formée d’une bicouche lipidiqgue comportant un grand nombre de protéines

dont des enzymes, des porines, des protéines de la machinerie de translocation et d'insertion des précurseurs

protéiques d’origine nucléaire (ADN génomique) (Walther et al. 2009). La perméabilité de cette membrane est
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assurée par différentes familles de protéines de type B-barrel impliquées dans le transport ionique et
peptidiqgue. On retrouve notamment les porines ou « Voltage-Dependant-Anion-Channel » (VDAC) pour le
transport des molécules inférieures a 4-5 kDa (Maldonado et Lemasters 2012) et les « Translocase of the Outer
Membrane » (TOM) pour le transport des molécules supérieures a 10 kDa (Schnell et Hebert 2003), plus
spécifiquement impliquées dans le transport des protéines mitochondriales. En effet, la plupart des protéines
mitochondriales sont synthétisées hors de la mitochondrie et possédent un signal d'adressage qui leur permet

I'importation mitochondriale (Dudek, Rehling, et van der Laan 2013).

La Membrane Interne double la membrane externe en face interne et forme des replis appelés crétes

mitochondriales. Au sein de ces crétes sont insérés les complexes enzymatiques de la chaine respiratoire,
assurant la chaine des oxydations, lesquelles sont couplées a la phosphorylation de I'ADP + phosphate
inorganique (Pi) en ATP au niveau de I’ATP synthase. Cette membrane a une composition particulierement riche
en protéines (environ 80%) et enrichie en cardiolipines, qui lui conférent une moindre perméabilité que la
membrane externe (Gohil et Greenberg 2009). Ces cardiolipines sont impliquées dans la fluidité, la courbure de
la membrane interne et dans la stabilisation des complexes et supercomplexes de la chaine respiratoire et
interagissent avec de nombreuses protéines de la machinerie des translocases « Translocase of Inner
Membrane » (TIM) (Zhang, Mileykovskaya, et Dowhan 2002). Cette membrane étant peu perméable, elle
posséde des transporteurs spécifiques tels que I'adénine nucléotide translocase (ANT) permettant I’échange

d’ADP et d’'ATP, le transporteur du Pi (PiC) ou les TIM permettant le passage des protéines dans la matrice.

L'espace intra-créte est un espace clos contrélé par les points de jonction des crétes. Le diamétre de
cette jonction varie entre 12 et 40nm. Plusieurs équipes ont émis I'hypothése que les protéines ancrées aux
niveau de ces jonctions de crétes comme le complexe MICOS (Mitochondrial contact site and cristae organizing
system) ou OPA1 (optic atrophy 1) empécheraient la diffusion de cofacteurs, ions ou molécules comme le
cytochrome ¢, les protons (H+) ou I'ADP (Eydt et al. 2017; Glytsou et al. 2016), c'est pourquoi ce
compartiment serait particulierement riche en H+.

L'espace intermembranaire se situe entre les deux membranes mitochondriales. Sa composition est

proche du cytosol cellulaire mais son pH est plus faible en raison de sa forte concentration en protons (pH=7,3

pour le cytosol contre pH=7 pour I'espace inter-membranaire et pH=8 pour la matrice).

La matrice est délimitée par la membrane interne. Ce compartiment est trés actif métaboliquement
puisqu'il est le siege de nombreuses voies métaboliques telles que la B-oxydation des acides gras, le cycle de
Krebs, la biosynthése de I'héme et des centres Fer-Soufre et les synthéses nucléotidiques. Selon les tissus, la
matrice contient également un ensemble d’enzymes impliqué dans le cycle de I'urée, la néoglucogénése, ou
encore la synthése d’hormones stéroides. Au niveau matriciel se retrouve les nucléoides ou ADN mitochondrial
associés a des protéines impliquées dans sa réplication et son expression. Les mitochondries disposent en effet
d’un génome mitochondrial dont la transmission est maternelle, constitué d’'un ADN double brin circulaire de
16 569 paires de bases chez I'Homme (Schatz 1995). Les nombreuses copies d’ADNmt sont distribuées dans

I'ensemble du réseau mitochondrial (The Conversation, https://theconversation.com/images-de-science-la-

dynamique-des-mitochondries-eclairee-par-la-microscopie-a-fluorescence-166361). La séquence d’ADNmt porte
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Figure 2 : Les différentes réactions enzymatiques de la glycolyse et la lactate déshydrogénase
(inspiré de (Judge et Dodd 2020)).
La glycolyse implique 10 réactions enzymatiques qui permettent de transformer le glucose en 2 molécules
de pyruvate, générant ainsi 2 molécules d’ATP et 2 NADH, H+. Cette voie métabolique comporte 3 étapes
majeures qui sont la phase d’activation, la formation du glycéraldéhyde 3-Phosphate et la synthése d’ATP.
En absence d’oxygéne, entre autres, le pyruvate peut étre converti en lactate par la lactate

déshydrogénase.
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37 genes qui codent pour 22 ARN de transfert (ARNt), et 2 ARN ribosomiques (ARNr) indispensables pour la

synthése des protéines mitochondriales, ainsi que pour 13 sous-unités de la chaine respiratoire.

2. Le métabolisme énergétique

La principale fonction de la mitochondrie est de synthétiser des molécules a haut potentiel énergétique,
tel I'ATP. Cette production d'énergie se fait via la phosphorylation oxydative ou OXPHOS au niveau de la
membrane interne mitochondriale. Les substrats réduits, NADH,H* et FADH> soutenant les réactions d’oxydation
au sein de la chaine respiratoire sont essentiellement fournis par le catabolisme des glucides et des acides gras,

i.e., la glycolyse et la p-oxydation, respectivement.

2.1. Laglycolyse

2.1.1. Les étapes de la glycolyse

La glycolyse est la plus ancienne voie métabolique élucidée et qui est hautement conservée chez les
étres vivants. Le mot "glycolyse" est dérivé du grec "glykys", qui signifie "sucré", et "lysis", qui signifie
"diviser", ceci fait référence a la dégradation d’une molécule de glucose produisant 2 molécules de pyruvate a la
fin de la glycolyse (Chandel 2021). Le lieu des réactions de la glycolyse se situe dans le cytoplasme et celle-ci

implique 10 réactions enzymatiques, qui peuvent se décomposer en 3 étapes majeures (Figure 2).

- La premiére étape, dite d’activation, transforme le glucose en deux trioses phosphates. Le glucose est
phosphorylé et isomérisé par des réactions successives impliquant : I'nexokinase, la phosphoglucose isomérase
et la phosphofructose kinase, aboutissant a la formation de fructose-1,6bisP. Cette étape nécessite la
consommation de 2 molécules d’ATP.

- Lors de la deuxieme étape, celui-ci est alors clivé en deux trioses phosphate (le dihydroxyacétone
phosphate et le glycéraldhéhyde phosphate) par I'aldolase. Le dihydroxyacétone phosphate est isomérisé en
glycéraldhéhyde phosphate par la phosphotriose isomérase.

- Enfin la troisieme étape, dite de synthése d’ATP, se compose de 5 réactions enzymatiques. Le
glycéraldéhyde 3-phosphate est phosphorylé en 1,3-biphosphoglycérate par la glycéraldéhyde 3-phosphate
déshydrogénase, conduisant a la formation de 2 NADH,H*. Puis le 1,3-biphosphoglycérate est transformé en 3-
phosphoglycérate, permettant la formation de 2 molécules d’ATP. Le 3-phosphoglycérate va étre isomérisé en
2-phosphoglycérate, réaction catalysée par la phosphoglycérate mutase, lequel est déshydraté, conduisant a la
formation de phosphoénolpyruvate. Enfin ce dernier est converti en pyruvate grace a la pyruvate kinase,

libérant ainsi 2 nouvelles molécules d’ATP.
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Figure 3 : La navette Malate/aspartate (McKenna et al. 2006)
Les électrons provenant de la glycolyse ou de l'oxydation du lactate en pyruvate sont transférés du NADH, H* lorsque
l'oxaloacétate (OA) est converti en malate par la malate déshydrogénase cytosolique (MDHc). Le malate entre dans la
matrice mitochondriale via le transporteur malate/a-cétoglutarate en échange de l'a-cétoglutarate (a-CG). Les électrons
sont transféréss a la chaine de transport  d'électrons  lorsque le  malate est oxydé en
oxaloacétate par la malate déshydrogénase mitochondriale (MDHm). L'OA + glutamate est ensuite converti en aspartate +
a-CG par l'aspartate aminotransférase mitochondriale. L'aspartate quitte la mitochondrie via le transporteur aspartate-
glutamate dans un échange contre du glutamate et un proton. Dans le cytosol, l'aspartate est convertie en OA avec I'a-cCG

via l'aspartate aminotransférase cytosolique, complétant ainsi la navette.
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En résumé, le glucose est phosphorylé, isomérisé et clivé en consommant 2 molécules d’ATP, pour
produire 2 molécules de glycéraldéhyde 3-phosphate. Ces molécules sont ensuite transformées en pyruvate

conduisant a la libération de 4 molécules d’ATP et de 2 NADH,H". Le bilan final est donc le suivant :
1 glucose + 2 NAD* + 2 ADP + 2 Pi — 2 Pyruvate + 2 ATP + 2 NADH + H*

La glycolyse est finement régulée en fonction des besoins cataboliques ou anaboliques cellulaires, du
statut redox (NAD/NAD™) et énergétique (ATP/ADP). Les produits de réactions régulent la glycolyse par rétro-
controle, mais I'enzyme clé dans cette régulation est la phosphofructose kinase. Celle-ci est sous contréle de

nombreux effecteurs allostériques, en particulier I'ATP (inhibiteur) et I'AMP (activateur) (Lenzen 2014).

2.1.2. Glycolyse “anaérobie”, glycose “aérobie” : recyclage du NADH et devenir du pyruvate

Le pyruvate est le produit final de la glycolyse. Son devenir définit en grande partie le type de
métabolisme énergétique cellulaire, entre métabolisme préférentiellement glycolytique (glycolyse
« anaérobie ») ou oxydatif (glycolyse aérobie »). Bien que les termes historiques d’anaérobie et aérobie soient
encore généralement utilisés, l'orientation catabolique du pyruvate ne dépend pas uniquement de la
disponibilité en oxygéne, mais surtout, chez les organismes aérobies, de la voie de régénération du NADH,H* et
donc de I'équipement enzymatique de la cellule. En effet, comme nous I'avons évoqué ci-dessus, le statut redox
(rapport NADH,H*/NAD*) est un régulateur majeur de la glycose. La dégradation d’'une molécule de glucose
produit en effet 2 NADH,H*, lesquels doivent étre réoxydés en NAD* pour maintenir I'équilibre NAD*/NADH et

permettre la poursuite de I'activité glycolytique, mais également éviter I'acidification intra-cytosolique.

Dans les cellules eucaryotes, cette réoxydation du NADH repose essentiellement sur 3 systémes
majeurs, I'un confiné au cytoplasme et impliquant la lactate déhydrogénase (LDH), les deux autres impliquant
des systémes de navettes combinant des enzymes cytosoliques et mitochondriales et couplées a I'activité de la
chaine respiratoire. La membrane interne mitochondriale étant imperméable au NADH, le recyclage du NADH en
NAD* se fait grace a deux grandes navettes. Celles-ci transférent les électrons du NADH cytosolique au sein de
la mitochondrie sans transport de la molécule a travers la membrane interne. Ce sont les navettes glycérol 3-
phosphate (Estabrook et Sacktor 1958) et malate/aspartate (MacDonald 1982).

La navette malate/aspartate est relativement abondante dans les neurones et est considérée comme la
navette la plus importante du cerveau (Cheeseman et Clark 1988). Cette navette est composée de plusieurs
protéines dont : le transporteur aspartate/glutamate, le transporteur malate/a-cétoglutarate, de deux malates
déshydrogénases (MDH), I'une cytosolique et I'autre mitochondriale et de I'aspartate aminotransférase. Ainsi, la
navette malate/aspartate permet, dans le cytosol, de transférer les électrons du NADH a |'‘oxaloacétate en
formant du malate, lequel est transporté a la matrice mitochondriale contre une sortie de a-cétoglutarate. Au
sein de la matrice mitochondriale, le malate forme de nouveau de l'oxaloacétate et un NADH, H+ via la MDH2

mitochondriale, ce NADH est finalement oxydé au sein de la chaine respiratoire (figure 3).
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Figure 4 : La navette Glycérol 3-Phosphate (McKenna et al. 2006)
Des électrons sont transférés du NADH lorsque le phosphate de dihydroxyacétone est réduit en glycérol 3-
phosphate. Le glycérol 3-phosphate est ré-oxydé en dihydroxyacétone phosphate par la glycérol 3-phosphate
déshydrogénase mitochondriale qui est liée au FAD sur la membrane mitochondriale interne et les électrons

sont transférés au coenzyme Q (CoQ) et entrent ensuite dans la chaine de transport des électrons.

Stimulateurs : acétyl CoA, NADH
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Figure 5 : Régulation de la pyruvate déshydrogénase (Stanley et al. 1997).
La pyruvate déshydrogénase PDH est I'enzyme catalysant la formation d’Acétyl CoA a partie du
pyruvate. Cette enzyme est activée par sa déphosphorylation par la PDH phosphatase et

inactivé par sa phosphorylation par la PDH kinase.
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La navette glycérol 3-phosphate est relativement abondante dans le foie et se compose de deux
glycérol 3-phosphate déshydrogénase. Le NADH réduit est transféré au dihydroacétone phosphate grace a la
glycérol 3-Phosphate déhydrogénase (G3PDH) cytosolique pour former du glycérol 3-Phosphate. Ensuite le
glycérol 3-Phosphate est converti en dihydroacétone phosphate au niveau de la membrane mitochondriale
externe par la G3PDH mitochondriale. Le glycérol 3-Phosphate mitochondrial est lié a un groupement FAD, ainsi
les électrons peuvent étre transférés au Coenzyme Q et entrent ensuite dans la chaine de transport des
électrons (Figure 4) (McKenna et al. 2006).

Dans ces deux cas, I'équilibre NADH/NAD* cellulaire est donc lié a I'activité oxydative mitochondriale.
En absence d'oxygéne, mais également en cas de diminution ou de dysfonction de la chaine respiratoire, ces
navettes ne permettent plus un recyclage du NADH suffisant, et celui-ci va de plus en plus reposer sur l'activité
de la lactate déshydrogénase ou LDH au niveau du cytosol. La LDH est une enzyme ubiquitaire qui converti le
pyruvate en L-lactate couplée a l'oxydation du NADH. Dans ce cas, le recyclage du NADH est indépendant de
I'activité mitochondriale, on parle alors de glycolyse anaérobie ou métabolisme glycolytique. Cette conversion
du pyruvate par la LDH est réversible et joue un role essentiel dans le maintien du ratio NAD*/NADH
cytosolique (Figure 2). Ce ratio est assez constant dans le cytosol, de ce fait, la rapport Lactate/Pyruvate

augmente ou diminue selon la conversion du NADH en NAD*.

De méme que le maintien de I'équilibre NADH/NAD™* et la réoxydation du NADH sont couplés soit a un
métabolisme dit glycolytique ou soit au métabolisme oxydatif, le pyruvate peut donc étre converti en lactate au
niveau cytosolique, ou étre transporté au sein de la matrice mitochondriale grace a des transporteurs
spécifiques (MPC 1 et 2 : Mitochondrial Pyruvate Carrier) (McCommis et Finck 2015). Il sera décarboxylé en
acétyl-CoA grace a la pyruvate déshydrogénase (PDH) pour alimenter le cycle de Krebs et, ainsi, la production
d'ATP mitochondriale : on parle alors de glycolyse aérobie ou métabolisme oxydatif. L'activité catalytique de ce
complexe est finement régulée par les pyruvates déshydrogénases kinases (PDH kinase) et les pyruvates
déshydrogénases phosphatases (PDH phosphatase). Les PDH Kinases sont capables de phosphoryler la PDH
conduisant a son inhibition tandis que les PDH phosphates vont déphosphoryler la PDH permettant son
activation (figure 5). En présence d'une concentration élevée en NADH et/ou acétyl CoA, la phosphorylation de
la PDH par la PDH kinase inhibe l'entrée de pyruvate au sein de la mitochondrie, Inversement, une
concentration élevée en ADP et/ou en pyruvate conduit a la déphosphorylation de la PDH par la PDH
phosphatase, ce qui permet I'entrée de pyruvate dans la mitochondrie. Ainsi, cette régulation de la PDH permet
une adaptation fine du devenir du pyruvate et du métabolisme énergétique selon les statuts réductant
(NADH/NAD*) et énergétique (ADP/ATP) cellulaires.
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Figure 6 : Les différentes réactions du cycle de Krebs (Martinez-Reyes et Chandel 2020).
Le cycle de Krebs est un ensemble de 10 réactions biochimiques successives permettant la production d’une
molécule de GTP, de 3 molécules de NADH et d’une molécule de FADH.. MPC : mitochondrial pyruvate carrier.
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2.2. Lecycle de Krebs

Le cycle de Krebs (Martinez-Reyes et Chandel 2020) est une voie métabolique localisée dans la matrice
mitochondriale, indispensable pour la réduction des composés NAD* et FAD* en NADH et FADH; (Figure 3). Ces
cofacteurs sont primordiaux pour le fonctionnement de la chaine respiratoire. Il est initié par la condensation de
I'acétyl-CoA, produit a partir du pyruvate, et de l'oxaloacétate pour former du citrate grace a la citrate
synthase. Par la suite, 9 réactions biochimiques vont successivement s'enchainer (Figure 6) libérant ainsi les
cofacteurs réduits que sont le NADH et le FADH». Au final, cet ensemble de réactions biochimiques permet la
formation d’une molécule de GTP, 3 molécules de NADH et une molécule de FADH, auxquelles s'ajoute un
NADH généré par la PDH. Ces cofacteurs réduits sont ensuite oxydés par la chaine respiratoire lors de la
synthése d’ATP.

2.3. La phosphorylation oxydative ou OXPHOS

2.3.1. Fonctionnement

La principale fonction des mitochondries est donc la synthése de I'adénosine triphosphate (ATP) a partir
d'adénosine diphosphate (ADP) et du phosphate inorganique (Pi). Sa production se fait par un ensemble de
réactions biochimiques d’oxydo-réduction au niveau de la chaine respiratoire enchassée au sein des crétes,
couplé a la phosphorylation de I’ADP + Pi par I'’ATP synthase, ce couplage est appelé phosphorylation oxydative
(OXPHOS, figure 7).

La chaine de transfert d'électrons (ETC) comprend 4 complexes, chacun composé de multiples sous-
unités, intégrées a la membrane mitochondriale interne. Ces complexes sont fonctionnellement et
physiquement liés entre eux : le complexe I (CI, NADH Ubiquinone réductase), le complexe II (CII, succinate
ubiquinone réductase), le complexe III (CIII, ubiquinol cytochrome c réductase) et le complexe IV (CIV,
cytochrome c oxydase). L'ETC transfére le potentiel énergétique des électrons issus du NADH/NAD* et
FADH:2/FAD, essentiellement apportés aux complexes de la chaine respiratoire par le cycle de Krebs et la B-
oxydation des acides gras, en une force proto-motrice (Ap). Ce processus implique une série de transfert
séquentiel des électrons le long de I'ETC d'un état réduit a un état oxydé : les coenzymes réduits NADH et
FADH» vont respectivement étre réduits par les complexes I et II, et transférés par le coenzyme Q10 au
complexe III. Un cytochrome, le cytochrome ¢, permet ensuite le transfert des électrons entre les complexes III

et IV, pour finalement réduire I'oxygéne moléculaire en une molécule d'eau (Figure 7).
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Figure 7 : Représentation schématique de la phosphorylation oxydative.
La chaine respiratoire est constituée des complexes I a IV, dont I'activité est étroitement associée a celle du
complexe de I’ATP synthase : les coenzymes réduits NADH et FADH: fournissent les électrons nécessaires
au fonctionnement de la chaine respiratoire. Ces électrons sont ainsi transportés du complexe I (NADH) ou
du complexe II (FADH>) jusqu‘au complexe 1V pour réduire I'oxygéne en eau (oxydation, ou respiration). Ce
transport d‘électrons s‘accompagne d’un pompage de protons H+ par les complexes I, III et IV de la
matrice vers l'espace intra-créte. Ceci permet de créer un gradient de proton, ou force protomotrice
nécessaire a I’ATP synthase pour la synthese d’ATP (phosphorylation). On parle donc de couplage

Oxydation-PHOSphorylation.
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La libération d'énergie libre pendant le transfert d'électrons permet un pompage de protons (H*) de la
matrice mitochondriale vers |'espace intermembranaire au niveau des complexes I, III et IV, ce qui génére un
gradient électrochimique de protons, ou Ap. Le Ap est constitué de deux composantes : une composante de
charge ou potentiel de membrane mitochondrial (Awm, généralement compris entre -150 et -180 mV) et une
composante chimique ou gradient de pH (ApH). Plusieurs autres oxydoréductases de I'ETC sont incapables de
pomper les protons, en particulier le complexe II, la glycérol phosphate déshydrogénase et la quinone
oxydoréductase (ETF), flavoprotéine de transfert des électrons liée a la B-oxydation des acides gras. Ainsi, dix
protons sont extrudés pour chaque paire d'électrons transférée du NADH a l'oxygéne, ou six protons pour

chaque paire d'électrons transférée du FADH» a I'O2 (Brand, 2005).

L'énergie disponible dans ces deux forces constituant le Ap permet la synthése de I'ATP, lorsque le flux
de H+ retourne a la matrice au travers de I'ATP synthase (Mitchell 1961) (Figure 7). Le module de synthése de
I'ATP comprend, en plus de I'ATP synthétase, I'Adénine Nucléotide Translocase (ANT) pour I'échange ADP/ATP et
le transporteur de phosphate inorganique (PiC). Dans la plupart des circonstances, le flux de protons est
étroitement couplé a la phosphorylation. Cependant, le Ap peut également étre dissipé par des processus de
fuite de protons (Divakaruni et Brand, 2011), dans laquelle les protons retournent dans la matrice
indépendamment de la synthése d'ATP, diminuant I'efficacité du couplage OXPHOS. Le Ap peut également étre
utilisé pour des transports a travers la membrane interne mitochondriale tels que des transports de

métabolites, d'ions ou de calcium (De Stefani, Rizzuto, Pozzan, 2016).

Le Ap, et particulierement sa composante Aym, est donc central aux fonctions physiologiques des
mitochondries, reliant le module de synthése de I'ATP a |'oxydation des substrats. Il a été montré qu’en dessous
d’un potentiel d'environ -120mV, la synthése d’ATP ne peut plus étre catalysée. Un AWm minimal est également
une force motrice indispensable pour le transport d'ions et métabolites et de protéines nécessaires au bon
fonctionnement des mitochondries. Le AWm joue donc un role clé dans I'homéostasie mitochondriale,
déterminant la viabilité des mitochondries ou participant a [I'élimination sélective des mitochondries

dysfonctionnelles (cf paragraphe 3.4 ci-dessous).

En condition physiologique, le niveau de AWm dans la cellule est donc maintenu relativement stable,
bien que des fluctuations limitées puissent se produire, reflétant les variations de I'activité cellulaire. En effet, le
flux total de protons est a I'équilibre : le pompage des protons (activité de I'ETC) est équivalent a leur retour a
la matrice (synthése d’ATP % fuite de protons). Autrement dit, toute augmentation de synthése en ATP, en
diminuant le Ap, est suivie d'une augmentation en retour du transfert d'électrons et du pompage de protons, et
vice versa. L'activité de I'ATP synthase est donc un déterminant majeur du A¥m, de l'activité de la chaine

respiratoire et, plus en amont, du catabolisme des glucides et acides gras permettant I'apport en substrat.
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Figure 8 : Organisation des sous unités de la F1F0-
ATP synthase mitochondriale (Devenish, Prescott, et
Rodgers 2008)

Le domaine globulaire F1 est composé des sous-unités a
et B et de trois sous-unités de la tige centrale : y, 0 et .
Le domaine FO est composé de la sous-unité ¢ en 8
copies, de la sous-unité a et des sous-unités de la tige

périphérique : b, d, f et OSCP

Mitochondria

Figure 9 : Représentation schématique de I'assemblage de I’ATP synthase mitochondriale (Riihle
et Leister 2015)

Le module F1 soluble (a3B3yde) s'assemble indépendamment du FO et du module stator. L'anneau c (c8)

représente un deuxiéme module d'assemblage. Le troisitme module précurseur est composé des deux sous-

unités FO a et 8 intégrées a la membrane (a8), est également assemblé séparément des autres composés

FO et semble former un complexe transitoire avec au moins deux sous-unités stator (ab8-stator).
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2.3.2. L'ATP synthase ou FOF1-ATP synthase

a) Structure

L'’ATP synthase mitochondriale, ou FOF1-ATP synthase, est I'enzyme clé de la phosphorylation
oxydative. Cette enzyme de 597 kDa est composée de 15 sous-unités protéiques dont deux sont codées par le
génome mitochondrial (MT-ATP6 et MT-ATP8) (Anderson et al. 1981). Sa structure chez le mammifére a été
élucidée notamment grace aux travaux de I'équipe de Sir John E. Walker (Abrahams et al. 1994). Elle est
formée grossiérement de deux domaines : un domaine FO enchassée dans la membrane interne mitochondriale
et une téte globulaire ou domaine F1, hydrosoluble et matriciel (Figure 8). Ces deux domaines sont reliés par
une tige périphérique (stator) qui fait structurellement partie du domaine FO, et une tige centrale, qui est

associée au secteur F1 (Walker 2013).

Le domaine FO est composé d’un rotor constitué, chez les mammiféres, d'une répétition de 8 copies de
la sous-unité ¢, de deux copies de la sous-unité b au niveau de la tige périphérique (stator) et d'une copie de la
sous-unité a (MT-ATP6) intégrée dans la membrane. Cette sous-unité a forme deux semi-canaux a l'interface
des sous-unités c a travers lesquels les H+ circulent. Le secteur FO eucaryote est constitué de plus des sous-
unités accessoires IF1, A6L, €, f et g et, chez les vertébrés, de 2 sous-unités supplémentaires, DAPIT et 6.8PL.
La partie distale du stator eucaryote est constituée d'une copie des sous-unités b, F6, d et OSCP (Devenish,
Prescott, et Rodgers 2008; Guo et Rubinstein 2022; He et al. 2018; Kihlbrandt 2019).

Le domaine catalytique F1 est composé de 3 diméres des protéines a et B entourant la tige centrale
constituée des protéines y, d et € (Guo et Rubinstein 2022). Les sites de liaison des nucléotides catalytiques

(ADP, ATP) sont situés au niveau des trois sous-unités B aux interfaces avec les trois sous-unités a respectives.

b) Assemblage

Le complexe V s'assemble a partir de trois modules déja préformés correspondant a : la particule F1,
I'anneau c8 et la tige périphérique (Figure 9) (Jonckheere, Smeitink, et Rodenburg 2012). Les sous-unités a et
B du module F1 sont assemblées ensemble grace a l'assistance des molécules chaperons ATP11 et ATP12
(Ackerman et Tzagoloff 1990; Wang et al. 2000; Wang, White, et Ackerman 2001; Wang et Ackerman 2000). II
a été montré qu’en I'absence de I'un des chaperons, I'hexamére 3a3p ne se forme pas et les sous unités a et B
s'agrégent en complexes insolubles (Lefebvre-Legendre et al. 2005). L'assemblage de l'anneau c8 est
probablement la premiére étape de I'assemblage FO et se produit indépendamment de F1. L'anneau c8 est codé
par ATPG1, ATPG2 et ATP5G3 et assemblé dans la membrane interne, cependant, les mécanismes ne sont pas
encore totalement connus. Récemment, I'étude de Bahri (Bahri et al. 2021) a démontré l'implication de

TMEM70 et Su.c dans l'assemblage de I'anneau c8. La tige périphérique est le dernier module a s'assembler.
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Une fois la réunion de I'anneau ¢8 et du module F1, la tige périphérique est incorporée en 2 étapes :
d'abord les sous unités b, d, f et OSCP/ATP50, puis des sous unités e, g et f. La tige périphérique peut
également s’assembler au module F1 en |'absence de I'anneau c8 (He et al. 2017, 2018). Pour terminer

I'assemblage de I'’ATP synthase, les sous unités DAPIT et 6.8PL sont incorporées (He et al. 2018).

c) Super-structure

Chez les eucaryotes, I'ATP synthase est organisée en dimeére, en tétramére et parfois en hexamere
(Mihleip et al. 2021). Les dimeéres de I'ATP synthase ont été découverts par Blue Native-PAGE lors de I'étude
des complexes protéiques de la membrane mitochondriale interne (Arnold et al. 1998). Les connaissances sur la
structure et le fonctionnement de I’ATP synthase ont pu étre approfondies grace aux études par cryo-EM chez la
levure et les mammiferes (Baker et al. 2012; Hahn et al. 2016). L'interface du dimére est formée
principalement par les deux domaines FO de facon que les deux monoméres de I'ATP synthase forment un angle
de =40°, Les résidus chargés et polaires en C-terminal de la sous-unité f (chez le mammifére) semblent
responsables de l'interaction entre monomeres, tandis que les sous-unités e et g, spécifiques du dimere,
stabiliseraient celui-ci (Hahn et al. 2016). En effet, des expériences de liaison disulfure ont montré que les
interactions entre les sous-unités e-g ou e-e/g-g augmentent la stabilité des dimeres et oligoméres de la F1FO-
ATPase, respectivement, dans des extraits mitochondriaux traités a la digitonine (Bustos et Velours 2005; Nesci
et al. 2021). Les oligoméres semblent s'assembler spontanément a partir des diméres FOF1 a I'apex des crétes

mitochondriales.

De plus, ces études montrent que I’ATP synthase et son regroupement en dimeres suffisent a induire la
courbure de la membrane interne. Ainsi, les sous-unités e et g interagissent sous forme d’hétéroméres, chacun
avec un angle d’environ 50° chez la levure (Hahn et al. 2016) , créant entre monomeres de I’ATP synthase un
sous-domaine qui plie la membrane mitochondriale interne. Ainsi, deux ATP synthases en contact via leurs
sous-unités e et g plieraient une bicouche lipidique selon en angle de ~86° chez le bovin (Baker et al., 2012) a
100° (Hahn et al. 2016). L'étude de Paumard et al, (Paumard et al. 2002) suggére que les sous-unités e et g
sont indispensables pour la formation des crétes mitochondriales. En effet, leurs résultats sur S. Cerevisiae
montrent une organisation interne des mitochondries altérée en |'absence de ces sous-unités. De plus, en
I'absence de dimérisation de I’ATP synthase, la structure interne des mitochondries est également altérée. Les
résultats de Minauro-Sanmiguel et al, (Minauro-Sanmiguel, Wilkens, et Garcia 2005) confirment que l'angle
entre les monoméres de I'ATP synthase déterminerait la courbure observée au sein des crétes mitochondriales
(Anselmi, Davies, et Faraldo-Gomez 2018). En effet, ces diméres s'assemblent en forme de V et en une longue
rangée d'oligomeres ou en court ruban sur les bords des crétes mitochondriales, leur donnant leur courbure
finale (KGhlbrandt 2019).

L'oligomérisation de I’ATP synthase ne permettrait pas seulement de maintenir la morphologie de la

membrane interne, mais permettrait de plus I'efficacité catalytique élevée de la FOF1-ATP synthase (Bisetto et

al. 2008). En effet, les travaux de Strauss, Hofhaus, (Strauss et al. 2008) suggére que les crétes agiraient
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Figure 10 : Représentation schématique des activité catalytiques de I’ATP synthase
(Y. Q. Gao, Yang, et Karplus 2005).
Le passage des H+ dans le canal a l'interface de la sous-unité a et des sous-unités c induit la rotation de
cet anneau c et de la tige y, fournissant I'énergie mécanique nécessaire a la phosphorylation de I’ADP +
Pi en ATP.
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Figure 11 : Rotation de I'ATP synthase d’aprés (H. Guo et Rubinstein 2022, 22).
(a) La rotation entrainée par la translocation de protons dans le domaine FO (& gauche) ou la
rotation opposée entrainée par I'hydrolyse de I’ATP dans la région F1 (a droite) induit une courbure
de la tige périphérique. (b) La synthése ou I'hydrolyse de I’ATP dans le domaine F1 nécessite 3

étapes de rotation (noir, jaune, rouge) et trois conformations de liaison (bleu clair, bleu et vert).
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comme des « pieges » a protons, favorisant ainsi une synthése efficace de I'ATP par I’ATP synthase localisée a
I'apex, en particulier dans des conditions de limitation du flux de protons. Ces auteurs ont donc proposé que
I'ATP synthase mitochondriale s'organiserait en diméres et oligoméres pour optimiser ses propres
performances, via la structuration des crétes mitochondriales. Inversement, une altération de la morphologie
des membranes affecte I'oligomérisation de I’ATP synthase. C'est notamment le cas dans le syndrome de Barth
ol le défaut de synthése des cardiolipines conduit a laltération des membranes internes, des crétes

mitochondriales et de la phosphorylation oxydative (Zegallai et Hatch 2021).

d) Fonctionnement

L'ATP synthase génére de I'ATP a partir d’ADP + Pi. Cette réaction enzymatique se situe au niveau du
domaine F1 et nécessite la force protomotrice (Ap) générée grace au passage des protons dans le domaine FO
(Figure 10). La synthése d’ATP est donc réalisée grace a |'activité de deux moteurs rotatifs que sont le domaine
F1 et le domaine FO. En situation physiologique, le gradient de protons de part et d'autre de la membrane
interne favorise le retour des protons vers la matrice a travers le canal du domaine FO entre la sous-unité a et
I'anneau de la sous-unité c. Le passage du proton de I'espace intra-créte a la matrice libére de I'énergie ce qui
provoque la rotation de I'anneau c ainsi que de la sous-unité y a laquelle il est attaché. La rotation de la sous-
unité y au sein de I'hexameére F1 a3B3 fournit I'énergie nécessaire a la synthése de I'ATP. Chaque site de liaison
au niveau des sous-unités B et a passe par des changements de conformation par coopération dans lesquelles
I'ADP et le Pi se lient, I'ATP est formé, puis libéré. Ce phénomene est appelé " catalyse rotative ". (Devenish et
al. 2008).

Lors de la synthése d’ATP, I'équipe de Yasuda et al, 2001 (Yasuda et al. 2001) a montré que la rotation
de I'ATP synthase se déroule en 3 étapes, chaque étape est associée a un état de rotation de la partie FO contre
la téte F1. Pour chaque étape, la partie rotative tourne d'environ 120° auquel s'ajoute un tour complet de 360°
(Martin et al. 2018). L'équipe de Shimabukuro et al, en 2003 (Shimabukuro et al. 2003) a détaillée plus
précisément ce mécanisme : la liaison de I’ATP provoque une rotation de 80° en moins de 0.1ms, qui est suivie
d’une hydrolyse durant 2ms, puis suivie d'une autre rotation de 40° (Figure 11). La corrélation entre le flux de
protons et la rotation du rotor a été confirmée par la mesure du rapport H*/ATP. Chez le mammifére, la
steechiométrie H+/ATP a été établie a 2,7 (Watt et al. 2010). Ce couplage est perturbé par I'oligomycine, un
antibiotique, qui se lie a I'anneau ¢, I'empéchant de tourner dans les deux sens, inhibant aussi bien la synthése

d’ATP que son hydrolyse (Symersky et al. 2012).

En effet, la réaction catalysée par I'ATP synthase est une réaction entiérement réversible, ainsi, en
présence notamment d’un faible gradient de protons, I’ATP synthase est capable d’hydrolyser I’ATP matriciel.
L'hydrolyse de I'ATP en ADP +Pi entraine la rotation opposée de la sous-unité y et de I'anneau c, provoquant
ainsi le pompage des protons vers l'espace inter-créte (Guo et Rubinstein 2022). Ce flux permettrait de

maintenir un potentiel de membrane mitochondrial stable lorsque le A¥m ne peut pas étre maintenu par le
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Figure 12 : Interaction de IF1 avec la F1Fo-
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2012).
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fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale, néanmoins, au prix d’'une consommation d’énergie.

C'est le fonctionnement reverse ou activité ATPase (Devenish et al. 2008).

e) Régulation de I'activité ATPase

L'ATP synthase est donc un moteur moléculaire entiérement réversible, dans lequel le sens de rotation
change en fonction du Ap et du statut énergétique ATP/ADP (Kubo, Niina, et Takada 2020). Cette enzyme doit
donc étre régulée afin d'éviter une hydrolyse incontrélée de I’ATP. Plusieurs niveaux de mécanismes régulent
I'expression et I'activité de la F1Fo-ATPsynthase : (a) une régulation transcriptionnelle (Grover et Malm 2008);
(b) un controle traductionnel (Willers et Cuezva 2011); (c) des modifications post-traductionnelles (Long, Yang,
et Yang 2015), cependant ces mécanismes ne régulent pas spécifiquement l'activité ATPase de cette enzyme.
Différentes hypotheses ont émergé quant a la régulation de I'ATPase, faisant intervenir différentes sous-unités
accessoires ou de petites protéines (Gibbons et al. 2000). En 1963 Pullman et Monroy (Pullman et Monroy
1963) découvrent que I'hydrolyse de I'’ATP peut étre bloquée par une petite protéine appelée IF1 (inhibit factor
1) (Figure 12).

Cette protéine de 106 acides aminées est codée par le gene ATPIF1 localisé sur le chromosome 1
(Uniprot Q9UII2). L'inhibition de I'activité ATPase par IF1 se fait de maniére réversible et pH dépendante (Van
Heeke et al. 1993). La région riche en histidine (résidus 48-70) de IF1, entre autre, serait impliquée dans le
mécanisme de détection du pH chez le bovin, et subit des changements de conformation en fonction de I'acidité
ou de I'alcalinité de I'environnement (Green et Grover 2000). En effet, IF1 existe sous deux formes : la forme
active de IF1 est un dimere formé dans des conditions acides (pH<6.5) (Cabezon et al. 2000). A des valeurs de
pH plus élevées, IF1 s'associe en tétrameére ce qui empéche sa liaison au domaine F1 et la rend inactive
(Cabezon et al. 2001). L'étude par rayon X de la structure du complexe F1-IF1 bovin a permis de montrer que
IF1 se lie au motif DELSEED chargé négativement prés de |'extrémité C de la sous-unité B (Cabezon et al.
2003). Ainsi, lors d’un effondrement du potentiel de membrane mitochondrial, la matrice devient plus acide

favorisant la forme active de IF1 qui empéche I'hydrolyse de I'’ATP.

En plus du pH, IF1 peut étre régulée par phosphorylation/déphosphorylation. En effet, les études de
Garcia-Bermudez montrent que chez des mutants IF1, sa phosphorylation en sérine 39 entraine son incapacité
a se lier a I'ATP synthase et conduit a une augmentation de l'activité enzymatique. En revanche, la
déphosphorylation de la sérine 39 de IF1 lui permet de se lier a I'ATP synthase (Garcia-Bermudez et al. 2015;
Garcia-Bermudez et Cuezva 2016). Néanmoins, le statut de phosphorylation d’'IF1 dépendrait du type de cellule
analysé. Par exemple, dans les cellules stimulées par la voie de I’AMPc/PKA, IF1 est principalement

phosphorylée, a l'inverse suite a I'inhibition de la PKA, IF1 se trouve déphosphorylée.

Lors d’'une ischémig, il a été montré que I'ATP synthase fonctionnait en mode reverse afin de maintenir
le potentiel de membrane mitochondrial. Ainsi les mitochondries consomment I’ATP ce qui permet de retarder
I'effondrement du potentiel de membrane mitochondrial et protége la cellule de I'apoptose. IF1 ne semble donc

pas essentielle a la survie cellulaire en situation physiologique, mais peut étre cruciale dans des conditions
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Figure 13 : L'ATP synthase et les
transporteurs ADP/ATP et de phosphate
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pathologiques ou de stress (Faccenda et al. 2013, 2013), comme le suggére sa surexpression associée a la
diminution de I'OXPHOS dans de nombreux types de cancer (Esparza-Moltd et Cuezva 2018). Ainsi, des niveaux
élevés d'IF1 dans un certain nombre de cancers ont été liés a une augmentation de la glycolyse (Solaini,
Sgarbi, et Baracca 2021). Chez les mammiféeres, Luciakova et Kuzela ont été les premiers a observer que les
mitochondries des cellules tumorales contenaient 2 a 3 fois plus de IF1 que ces cellules de foie ou de cceur de
rat (Luciakovad et Kuzela 1984). Par la suite, d'autres études ont confirmé ces résultats (Bravo et al. 2004;

Capuano, Guerrieri, et Papa 1997).

De facon intéressante, la protéine IF1 modulerait non seulement l'activité de I'ATP synthase, mais
également sa multimérisation et ainsi, la structure des crétes mitochondriales. Ainsi, Garcia et al. (Garcia et al.
2006) et Campanella et al. (2008) ont montré par analyse en BN-PAGE et analyses densitométriques, dans les
mitochondries d’hépatomes, cellules Hela et C2C12, qu'une sous-expression d'IF1 était corrélée a une
diminution du rapport Diméres/Monomeéres de I'ATP synthase et sa surexpression a une augmentation du
rapport D/M. Cette surexpression de IF1 préserverait la structure des crétes mitochondriales lors de I'induction

de I'apoptose par traitement a la staurosporine (Faccenda et al. 2013, 2013).

Enfin, Weissert et al. (Weissert et al. 2021) ont étudié l'effet d'une surexpression de IF1
constitutionnellement active sur I'organisation spatio-temporelle de I'ATP synthase. Leurs résultats indiquent
une modification dans la localisation et la mobilité de I'ATP synthase et de I'ultrastructure mitochondriale. Cette
derniére observation semblait liée a une diminution du potentiel de membrane mitochondrial, induisant en
contre-partie une stimulation de la respiration. Cette étude souligne la connexion entre activité et structure du

complexe V et ultrastructure des crétes.

L'ATP synthase participe a une série d'autres structures supramoléculaires, la plus importante étant
I'ATP synthasome, qui serait composée de I'ATP synthase, du transporteur de phosphate inorganique (PiC) et de

I'adénine nucléotide translocase (ANT)(NUskova et al. 2015).

2.3.3. Adénine nucléotide translocase ou ANT

La membrane interne mitochondriale étant relativement imperméable, il existe dans les organismes
eucaryotes un transporteur spécifique ADP/ATP, I'adénine nucléotide translocase (ANT). Ce transporteur a été
découvert au début des années 1960 par les laboratoires Klingenberg (Heldt, Jacobs, et Klingenberg 1965;
Pfaff, Klingenberg, et Heldt 1965) et Vignais (Duee et Vignais 1965) suite a des études sur l'inhibiteur
spécifique atractyloside (ATR), connu pour inhiber la respiration (Bruni et Luciani 1962). Ce transporteur assure
la premiére et la derniére étape de transport dans la phosphorylation oxydative, en effet, il importe dans la
mitochondrie I’ADP nécessaire a la synthése d’ATP et exporte I'ATP synthétisé hors de la mitochondrie (Figure
13).
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On considere que notre propre poids corporel en ADP et en ATP est transporté chaque jour par ces
transporteurs (M.J. Buono, et F.W. Kolkhorst 2001). Suite a ces études, il a été montré I’ANT est contrdlé par le
gradient électrochimique de proton généré par la chaine de transport des électrons (Pfaff et Klingenberg 1968).
En effet, une molécule d’ATP a quatre charges négatives (ATP*), est échangée contre une molécule d’ADP a
trois charges négatives (ADP*). Du fait du déséquilibre de charge nette, I'échange équimolaire est ainsi
entrainé par le AWm. Cet échange est cependant 1a encore réversible, et la direction du transport dépend de
I'énergie chimique du gradient d'ADP et d'ATP et du AWm. II a été suggéré que |'échange électrogéne de I'ATP#
contre I'ADP3- par I'ANT pourrait jouer un rdle dans le maintien du AWm, mais au détriment du pool d’ATP
cytosolique. Dans des situations pathologiques ol la phosphorylation oxydative n’est plus fonctionnelle et que
I'ATP synthase fonctionne en mode reverse, I'ANT inverserait également son activité afin de fournir I'ATP

cytosolique a la matrice mitochondriale (Belous et al. 2003).

Ainsi, dans les cellules dépourvues d'ADN mitochondrial (cellules p°), qui utilisent la glycolyse comme
seule source d'ATP, ce potentiel de membrane proviendrait de I'échange réverse d'ATP4- / ADP3- par I'ANT,
couplé a une FOF1-ATPase incomplete dépourvue des deux sous-unités codées par I'ADNmt. Ce systeme

réverse consommerait jusqu’a environ 15% de I'ATP synthétisé par la glycolyse (Appleby et al. 1999).

Le systéme de phosphorylation, ATP synthase et ANT, est donc un systéme clé du métabolisme
énergétique. De ce fait, le potentiel de membrane mitochondrial dépend de son activité : une demande
énergétique accrue stimule I'activité ATP synthase, ce qui augmente le retour des protons a la matrice et en
retour |'activité de la chaine respiratoire. A l'inverse, la chute du potentiel de membrane peut induire I'activité
réverse de ce systeme pour permettre le maintien du A¥m, notamment en cas de dysfonction de la chaine

respiratoire.

2.3.4. La composition de la chaine respiratoire

Le gradient de protons est en effet établi par la respiration, ou le transfert des électrons a l'oxygéene au
niveau de I'ETC est accompagné d'un pompage des protons. Cette chaine respiratoire est composée de 4
complexes. On y retrouve plus de quatre-vingts protéines différentes dont seules 13 sont codées par I'ADNmt.
Les sous-unités codées par le génome nucléaire sont importées a la mitochondrie par un systéme complexe de
prise en charge au niveau cytosolique et de transporteurs membranaires mitochondriaux, le systéme TIM/TOM,

selon la localisation mitochondriale, matrice, membrane mitochondriale externe ou interne.
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a) Complexe I (NADH ubiquinone oxydoréductase)

Le complexe I (NADH Ubiquinone Réductase, EC 7.1.1.2) est le premier complexe et le plus important
de la chaine respiratoire, il compte 44 sous unité protéiques structurelles dont 7 sont codées par I'ADNmt
(Carroll et al. 2006). Le complexe I catalyse le transfert hybride de deux électrons issus de |'oxydation du
NADH,H* a l'ubiquinone couplé a un transfert de 4 protons de part et d’autre de la membrane mitochondriale

interne, il est le principal point d'entrée des électrons au sein de la chaine respiratoire :
NADH + Coenzyme Q + 5H*matriciels » NAD* + QH, + 4H" intermembranaire

Structurellement, il est divisé en deux domaines, le domaine membranaire hydrophobe et le domaine
matriciel hydrophile. Cette structure en forme de L est enchassée dans la membrane et regroupe 3 modules
fonctionnels principaux : le N-module ou le module déshydrogénase, responsable de I'oxydation du NADH en
NAD*, le Q-module ou le module quinone-hydrogénase, responsable du transfert d'électrons le long de sept
centres fer-soufre jusqu'a I'accepteur final I'ubiquinone et le P-module ou le module de translocation de protons,
qui constitue la majeure partie du bras membranaire et comprend les sous-unités ND codées par I'ADNmt

(Signes et Fernandez-Vizarra 2018).

Le NADH se lie dans une cavité de la sous-unité NDUFV1 (chez I'homme) du N-Module (Berrisford et
Sazanov 2009) face au cofacteur FMN contenu dans cette méme sous-unité, son oxydation s'effectue par
transfert hybride des 2 électrons du NADH vers I'atome N5 de la FMN (Birrell, King, et Hirst 2011). Le site de
fixation de la quinone reste incomplétement caractérisé, mais se situe a l'interface entre les bras hydrophile et
hydrophobe au niveau du Q module, dans un environnement formé des sous-unités ND1, NDUFS2, NDUFS7,
NDUFS8. Les sous-unités NDUFS7 (aussi appelée PSST) et NDUFS2 seraient le lieu de la fixation et de la

réduction de la quinone. (Kashani-Poor, Kerscher, et al. 2001; Kashani-Poor, Zwicker, et al. 2001).

La roténone est I'un des inhibiteurs le plus puissant du complexe I. Il est issu des roténoides, une
famille d'isoflavonoides extraits de plantes Leguminosae. La roténone agit a proximité du site de réduction de

I'ubiguinone, et bloque le transfert final des 2 électrons a cet accepteur (Ueno et al. 1994).

b) Complexe II ou succinate ubiquinone oxydoréductase

Le complexe II (succinate Ubiquinone Reductase, EC 1.3.5.1) est le deuxiéme point d’entrée des
électrons dans la chaine respiratoire. Le complexe II catalyse I'oxydation du succinate en fumarate en réduisant
le Coenzyme Q. :

Succinate + Coenzyme Q — Fumarate + QH,

Cette réaction libére moins d'énergie que l'oxydation du NADH. Ce complexe d’environ 200 kDa est

connecté au cycle de Krebs par son activité Succinate Déshydrogénase et n‘a aucune activité de pompage de
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Figure 14 : Cycle Q dans le complexe III (Mazat, Devin, et Ransac 2020).
Le mécanisme du cycle Q modifié implique la déviation de deux électrons dans Qo. Le premier
électron (voie verte) réduit le centre Fer-souffre qui se déplace vers de cytochrome cl (fleches
vertes en pointillées). Le deuxieme électron (voie bleue) est transféré pour former une semi-
quinone (SQ) dans le site Qi. Un deuxiéme site d’oxydation est nécessaire afin de réduire

complétement la semi-quinone en une nouvelle molécule de QH2.
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protons. Il est composé de 4 sous unités codées exclusivement par le génome nucléaire. Les deux sous-unités
catalytiques hydrophiles sont SDHA et SDHB. La flavoprotéine SDHA contient le site de fixation du succinate.
L'oxydation du succinate permet de transférer deux électrons premiérement au cofacteur Flavin Adenine
Dinucleotide (FAD) qui est lié de maniere covalente a la sous unité SDHA, puis aux trois différents groupes Fe -
S de la sous-unité SDHB et enfin au Coenzyme Q (CoQ) (Yankovskaya et al. 2003). Le site de liaison du CoQ
est situé dans un espace a l'interface des sous-unités SDHB, SDHC et SDHD. Ces deux sous-unités hydrophobes
SDHC et SDHD constituent I'ancrage a la membrane interne (Signes et Fernandez-Vizarra 2018) et contiennent

I'hnéme b, responsable du transfert terminal des électrons au CoQ.

c) Complexe III ou ubiquinol cytochrome c oxydoréductase

Le complexe III (Ubiquinol Cytochrome ¢ Réductase, EC 1.10.2.2) d’environ 500 kDa est composé de
11 sous-unités protéiques. Présent sous forme de dimeres intégrés a la membrane, il catalyse I'oxydation d’une

molécule d'Ubiquinol ou QH2 et la réduction de deux molécules de cytochrome ¢ :

QH, + 2Cytochome Coyyq¢ + 2H *matriciel - Coenzyme Q + 2Cytochrome Cyoqy;; + 4HTintermembranaire

Du fait qu‘un seul électron puisse étre transféré par I'ubiquinol au Cytochrome c, les réactions du
complexe III se déroulent en deux étapes formant ce que I'on nomme cycle des quinones (Figure 14).
Premiérement, les deux électrons provenant de la molécule QH2 liée au site Qo sont déviés I'un de l'autre. Le
premier électron est transféré a la protéine Fer-souffre puis au cytochrome c1 qui sera réduit et le second a
I'hnéme b. Ensuite, ce deuxiéme électron se déplace au niveau du cytochrome b afin de réduire I'héme bw, qui a
son tour réduit une quinone fixée au niveau du site Qi, formant ainsi une semiquinone (SQ). Un deuxiéme cycle
est donc nécessaire pour réduire totalement cette semiquinone en QH. (Mazat, Devin, et Ransac 2020). Ainsi, 2

protons sont pompés de la matrice, et un total de 4 protons sont transférés vers I'espace intermembranaire.

Ce cycle des quinones peut étre inhibé par I'Antimycine A, qui est un composé chimique produit a partir
de Streptomyces. L'Antimycine A se lie en amont du site Qi et bloque ainsi I'oxydation des hémes du
cytochrome b et limite ainsi la ré-oxydation de la semi quinone dans le site Qo (Huang et al. 2005).Complexe

IV ou cytochrome c oxydase
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Figure 15 : Organisation structurelle des complexes de la chaine de transport des
électrons (ETC) (Javadov et al. 2021)

(a) Modéle a I'état de fluide (ou collision aléatoire) (b) Modéle a I’état solide.

LHUISSIER Charléne | Pathologies de la dynamique
mitochondriale : étude de la relation structure-fonction au cours de la fission mitochondriale 130



d) Complexe IV ou cytochrome c oxydase

Le complexe IV (Cytochrome c Oxydase, EC 1.9.3.1) d’environ 200 kDa est composé de 13 sous-unités
protéiques, 10 sous-unités protéiques sont codées par le génome nucléaire et sont impliquées dans la
stabilisation et la régulation du complexe et 3 sous-unités protéiques sont codées par I'ADNmt (COX I a III),
elles sont responsables du transfert des électrons du cytochrome c a I'oxygéne, accompagné d'un pompage de

quatre protons dans l'espace intermembranaire, aboutissant a la réduction de I'oxygéne en eau :

4 Cytochrome Cy44yir + 0, + 8H matriciel - 4Cytochrome cyyyqs + H,0 + 4H*

e) Les Supercomplexes

Dés le début des années 1960, des études suggerent la capacité de la chaine respiratoire a former des
entités fonctionnelles qui pourraient faciliter le transfert des électrons et la synthese d’ATP. C'est seulement
depuis les années 2000 qu'il a été démontré que les complexes I, III et IV de la chaine respiratoire
interagissent ensemble en formant des structures appelées Supercomplexes ou Respirasomes ou
Mégacomplexes (Dudkina et al. 2005; Guo et al. 2017; Hirst 2018). Ainsi par électrophorése sur gel de
polyacrylamide en condition native (Blue Native-Page), plusieurs compositions de Supercomplexes ont été

identifiées : I111l2, II121V1-2, T11I121Vi-2 (supercomplexe), et II11IV2 (mégacomplexe) (Figure 15).

Le Supercomplexe I1iIII2 est le premier a avoir été mis en évidence par cristallographie chez la plante
Arabidopsis thaliana (Dudkina et al., 2005). Il résulte d'un assemblage entre la partie membranaire du
complexe I replié autour d'un dimére du complexe III. Le Supercomplexe III2IVi a lui été découvert chez la
levure, il est composé de deux monomeéres du complexe IV associés a un dimére du complexe III. Enfin le
Supercomplexe I:iIIIIVi-2 a été visualisé pour la premiére fois a partir de mitochondries isolées de cceur de
boeuf. Il est composé de I'association du complexe I replié sur le dimére du complexe III auquel vient s'ajouter
le complexe IV au niveau de |'extrémité de la partie membranaire du complexe I. Le complexe IV peut

également interagir avec le dimére du complexe III ce qui stabiliserait la structure.

Plusieurs hypothéses ont été avancées et restent trés débattues sur les avantages structurels ou
fonctionnels de ces associations de complexes. Parmi celles-ci, il a été suggéré que les Supercomplexes,
notamment le respirasome (I:11121V1i-2), amélioreraient le transfert des électrons a travers la chaine respiratoire
et faciliteraient I'apport des substrats. Le respirasome (I1III121Vi-2) maintiendrait I'intégrité structurelle des
complexes de la chaine respiratoire et éviterait I'agrégation des protéines dans la membrane mitochondriale
interne. Enfin, le respirasome (I1lIl2IVi-2) pourrait également réduire la « fuite » des électrons et ainsi la

génération de ROS mitochondriaux (Javadov 2022).
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2.4. La production d'espéces réactives de I'oxygene ou ROS

La mitochondrie est généralement considérée comme la principale source de molécules dérivées de
I'oxygéne hautement réactives (ROS), qui comprennent les anions superoxydes (027), le peroxyde d’hydrogéne
ou encore le radical hydroxyle (OH®-). Lors du transfert des électrons le long de la chaine respiratoire, des
électrons peuvent réagir avec l'oxygéne, générant ainsi des ROS. Les sites de production des ROS ont été mis
en avant en utilisant différents inhibiteurs spécifiques, tels que la roténone ou I'antimycine, inhibant le flux
d’électrons, et en faisant varier les substrats de la chaine respiratoire (Brand 2016). L'équipe de Martin Brand a
ainsi identifié 11 sites distincts associés ou non aux complexes de la chaine respiratoire (Brand 2016). Au
niveau de la chaine respiratoire, les ROS seraient produits principalement par les complexes I et III sous forme

de superoxydes (Boveris et Chance 1973; Cino et Del Maestro 1989) (Figure 16)

2.4.1. Génération de ROS par le complexe I

Le complexe I est décrit comme le principal site mitochondrial de production de ROS. Des études ont
montré que chez les mammiféres, le complexe I produit majoritairement des anions superoxydes vers |'espace
matriciel (Grivennikova et Vinogradov 2013; Hirst, King, et Pryde 2008). Du fait de la complexité de sa
structure, avec de trés nombreuses sous-unités, et de son fonctionnement, les sites de ce complexe générant
les ROS ont longtemps été débattus. Les principaux sites producteurs connus sont la flavine mononucléotide
(FMN) également nommeée IF, et le site réducteur de I'ubiquinone (IQ) (Jezek et Hlavata 2005) (Figure 16). Le
site IF est généralement considéré comme le principal site producteur de ROS du complexe I (Hirst et al. 2008;
Kussmaul et Hirst 2006). Lors de I'oxydation du NADH, les électrons sont transférés a la FMN, qui passe alors
par un état semi-quinone, de type FMNH- ou totalement réduite de type FMNH2. Ces deux types d'états
peuvent interagir avec l'oxygéne pour former un anion superoxyde. Cependant, seule la FMN réduite libre est
accessible aux molécules d'oxygéne, ainsi la présence de NAD* ferme complétement I'accés de la FMN a I'O.. Le
taux de production de ROS dépend donc : du ratio NADH/ NAD*, qui détermine I'état de réduction de la FMN, de
son occupation par le NAD* (concentration en NAD+ matricielle) et du turnover de réoxydation de ce
groupement FMN (Birrell and Hirst 2013).

Cette production de ROS correspond a une production dans le sens « normal » d'activité catalytique du
complexe I. Cependant, son activité est réversible, et il a été démontré que des anions superoxydes peuvent
étre générés par transfert inverse d'électrons, nommé RET (Reverse Electron Transfer) (Jezek et Hlavata 2005)
(Brand 2010). Lors du RET, les électrons issus de l'oxydation du succinate par le complexe II sont
préférentiellement réorientés vers le complexe I au lieu du complexe III du fait d'un rapport élevé entre QH2/Q
et d’'une force protomotrice élevée. Aussi, le RET et la production de ROS pendant le transport inverse des
électrons dépendent fortement de la force protomotrice (Korshunov, Skulachev, et Starkov 1997; Lambert et
Brand 2004a, 2004b). Plusieurs équipes soutiennent que cette production de ROS serait liée a un deuxiéme

site, le site de réduction de la quinone, ou site IQ (Jezek et Hlavata 2005) (Brand 2010). Cependant, ces
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résultats restent débattus et la production de superoxyde pourrait également étre liée au site IF FMN (Hirst et
al. 2008).

En condition physiologique, la production ROS par le complexe I est relativement faible puisque le ratio
NADH/NAD* est bas et que le NAD* intra-mitochondrial est élevé. Néanmoins cette production peut augmenter
de fagon drastique en cas d‘inhibition ou de dysfonction du complexe I. Le flux d'électron est alors ralenti ce qui

augmente le ratio NADH/NAD*. C'est le cas par exemple lorsque la roténone inhibe le complexe 1.

2.4.2, Génération de ROS par le complexe II

Le complexe II a été tardivement reconnu comme un site producteur de ROS puisque dans la majorité
des études cette production de ROS était en fait générée par le complexe I lors du flux réverse d'électrons
(Hansford, Hogue, et Mildaziene 1997). L'équipe de Brand en 2002 (St-Pierre et al. 2002) a effectivement
montré sur mitochondries de mammiféeres isolées que le complexe II dans des conditions physiologiques ne
produit que peu de ROS. Cette production de ROS par ce complexe ne se ferait que dans de rare cas et sous
deux conditions : le succinate doit réduire la flavine et le site IIF doit étre libre pour permettre l'accés a

I'oxygéne (Quinlan et al. 2012) (Figure 16).

2.4.3. Génération de ROS par le complexe III

Le(s) site(s) de production de superoxyde par le complexe III a (ont) été étudié(s) par I'utilisation
d'inhibiteurs spécifiques qui se lient aux deux sites distincts de liaison de I'ubiguinone, Qo et Qi (Drose et Brandt
2008; Muller, Crofts, et Kramer 2002; Quinlan et al. 2011; Turrens, Alexandre, et Lehninger 1985). Ces études
ont permis de démontrer que cette production de superoxyde par le complexe III est liée au site Qo et donc
principalement dirigée vers |'espace intermembranaire. La génération de superoxyde au site Qo est
intrinséquement liée au mécanisme de bifurcation des électrons pendant I'oxydation de I'ubiquinol (Cycle des
quinones, cf figure 14). Le premier électron est transféré directement au cytochrome c via le groupement Fe/S,
formant un radical SQ~ hautement instable au site Qo. Celui-ci transfére trés rapidement le deuxiéme électron a
I'néme b puis a I'néme by pour générer une semi-quinone SQ- stable au site Qi. En condition physiologique, ce
transfert est pratiquement instantané (Kramer et al. 2004). Si le débat reste toujours actif quant au mécanisme
exact de formation des superoxydes (Forquer et al. 2006; Swierczek et al. 2010), ce mécanisme implique un
ralentissement du transfert de ce deuxiéme électron, favorisant la stabilisation de cette SQ~ en Qo et

permettant ainsi le transfert d’électron a l'oxygéne.

Ainsi, la production de superoxyde au niveau du complexe III est augmentée par I'ajout d'antimycine A,
un inhibiteur du site Qi inhibant le transfert du deuxiéme électron. Rottenberg et ses collégues (Rottenberg,
Covian, et Trumpower 2009) ont également mis en évidence que la formation de superoxyde dépendrait

fortement du potentiel de membrane. En effet, le taux de génération de superoxyde augmenterait de maniere
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Figure 17 : Détoxification des ROS dans des cellules de mammiféres.
Les anions superoxydes (02.-) peuvent étre réduits en peroxyde d’hydrogéne (H:0:) par différents antioxydants
comme les superoxydes dismutases (SOD1, SOD2 et SOD3). Les H:0: sont ensuite détoxifiés par la catalase

(CAT), la glutathion péroxidase (GPX) ainsi que la peroxiredoxine (PRX) pour aboutir a la production d’H20
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exponentielle avec le potentiel de membrane, un potentiel de membrane élevé ralentissant fortement le
transfert d'électrons de I'néme b. a I'néme by, favorisant un état plus réduit de I'néme by et la stabilisation
d’une semi-quinone en Qo. Enfin, I'état redox (QH2/Q) du pool de quinone est également un paramétre ayant
un impact majeur sur la production de superoxyde au niveau du site Qo en affectant les états de réduction des

cytochromes b. et by (Quinlan et al. 2011).

2.4.4. La détoxification mitochondriale des ROS

Bien que I'02” ne soit pas une molécule fortement oxydante, il reste néanmoins potentiellement
toxique. En particulier, I'02 peut oxyder les clusters fer-soufre contenus notamment dans les complexes de
I'ETC et au sein de l'aconitase, ce qui entraine la dégradation du cluster et donc de I'activité enzymatique
(Imlay 2003; Liochev et Fridovich 1999). De plus, I'atome de fer libéré dans ce processus peut directement
réduire I'H202 pour générer le radical hydroxyle OH- (Liochev et Fridovich 1999), qui est lui hautement toxique.
Un excés de ROS est donc associé a des niveaux accrus de dommages oxydatifs, ou stress oxydant, tels que la
peroxydation des lipides membranaires, la carbonylation des protéines ou des dommages a I'ADN (Dukan et
Nystrom 1999; Elchuri et al. 2005; Van Remmen et al. 2003; Yang et al. 2007). Le stress oxydatif est
I'ensemble des dommages causés par ces ROS aux cellules. Il résulte d'un déséquilibre entre la production de

ROS et les capacités antioxydantes des cellules.

L'homéostasie des ROS est donc essentielle pour la survie mitochondriale et cellulaire en limitant ces
dommages. Cette homéostasie passe par la détoxification des ROS qui peut étre réalisée par des antioxydants
non enzymatiques ou enzymatiques. Les antioxydants non enzymatiques sont le glutathion, les flavonoides, la
vitamine A et la vitamine E (Calabrese, Morgan, et Riemer 2017). Les antioxydants enzymatiques sont les
superoxydes dismutases (MnSOD et Cu,ZnSOD), la catalase, la glutathion peroxydase (GPX), la glutathione
réductase, la peroxiredoxine (PRX) et la thiorédoxine (TRX) (Moloney et Cotter 2018). Les antioxydants jouent

un role important dans la dégradation des Oz~ en H202 puis en H20 (Figure 17).

Les SOD sont des métalloenzymes situées dans divers compartiments cellulaires qui convertissent
rapidement les 02~ en Hx0,. Il existe différentes SOD : La SOD1 (Cu/ZnSOD) est située dans le cytosol et
I'espace intermembranaire mitochondrial, la SOD2 (MnSOD) dans la matrice mitochondriale et la SOD3
(Cu/ZnSOD) est extracellulaire. Les SOD utilisent des ions métalliques, tels que le cuivre (Cu?*), le fer (Fe?*), le
manganése (Mn?*) et le zinc (Zn?*) comme cofacteurs (Fukai et Ushio-Fukai 2011). Ensuite, certains
antioxydants sont impliqués dans la réduction de I'H202 en H.0, comme la catalase (CAT), la glutathion
peroxydase (GPX), les peroxiredoxines (PRX) et la thiorédoxine (TRX). La catalase est principalement située
dans le cytosol et ne nécessite aucun cofacteur pour réduire I'H202 en H20. Le systéme de détoxification par les
glutathions nécessite le glutathion (GSH), la glutathion réductase, la glutathion peroxydase (GPX) et la
glutathion-s-transférase (GST). Ce systéme se retrouve de fagon importante dans les mitochondries, ou il joue

un role essentiel de détoxication de I'H20x.
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Les ROS ont longtemps été uniquement considérées comme des molécules toxiques, associées au
principe du stress oxydatif, qui suggére que les ROS induisent diverses pathologies telles que le diabéte, les
pathologies neurodégénératives ou le cancer (Panieri et Santoro 2016). Ces ROS sont également impliquées
dans le vieillissement (Schieber et Chandel 2014). Cependant, il est maintenant reconnu que les ROS sont
également des molécules de signalisation, qui maintiennent les fonctions physiologiques cellulaires (Schieber et
Chandel 2014; Shadel et Horvath 2015), en particulier I'espece la plus stable : le peroxyde d'hydrogéne. Ces
voies de signalisation par I'H202 impliquent notamment I'oxydation de cystéines clés dans des protéines qui
possedent des fonctions de régulation (Finkel 2011). Ainsi, par modification redox, I’'H202 régule I'activité de
nombreuses kinases telles que Src, les protéines kinases MAPK, AMPK et Akt (Corcoran et Cotter 2013;
Nakashima et al. 2002), ou de facteurs de transcription tels que NRF2, NF-kB, H1F-1a ou p53 dont les sites

actifs contiennent des résidus cystéine (Brandes et al., 2009).

Il a ainsi été montré que les ROS peuvent réguler la biogénése mitochondriale. L'étude de Lee et al
(Lee et al. 2015), a mis en évidence chez les mammiféres que la production accrue de ROS induite par le
sulfate d'indoxyle conduit a une diminution de la biogénése mitochondriale. Cet effet peut étre contrecarré
grace a des anti-oxydants comme le N-acétylcystéine (NAC). Plus récemment, des études ont suggéré que la
production d'H202 régulait la morphologie ou dynamique mitochondriale (Jendrach et al. 2008). Il a été
démontré que de fortes concentrations d'H202 exogénes induisent une fragmentation mitochondriale dose-
dépendante et augmentent également I'expression d'un certain nombre de genes de fission et de fusion

mitochondriale.
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Figure 19 : Morphologie du réseau mitochondrial.
La morphologie des mitochondries peut varier de maniére significative et est influencée par des stimuli
métaboliques. A gauche en vert les mitochondries sont hyper-fusionnées, tandis qu‘a droite en rouge les

mitochondries sont hyper-fragmentées.
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Figure 18 : Acteurs de la fission mitochondriale (inspiré de (Giacomello et al. 2020)).
La fission est principalement organisée par la protéine DRP1. La constriction est induite par le réticulum
endoplasmique (RE) et d’autres facteurs. Ceci permet lactivation des récepteurs membranaires tels que Fisl,
MFF, MID49/41 qui recrute DRP1 a la mitochondrie.
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3. La dynamique mitochondriale

Au sein des cellules, les mitochondries ne sont pas des organites isolés, mais forment un vaste réseau
qualifié de dynamique. Ce réseau est en perpétuel remodelage grace a des phénomeénes de fusion et de fission
trés régulés. Les roles exacts de cette dynamique mitochondriale restent encore incomplétement compris, mais
ces évenements contrélant I'organisation des mitochondries au sein du cytoplasme permettraient notamment
de répondre a aux besoins métaboliques, d'assurer la maintenance du génome mitochondrial et d’éliminer les
mitochondries endommagées via la mitophagie (Karbowski et Youle 2003). La dynamique des membranes
externe et interne est ainsi modifiée en fonction de I'activité cellulaire, des besoins énergétiques ou du cycle
cellulaire (Hoppins, Lackner, et Nunnari 2007a). Un équilibre est donc nécessaire entre la fusion et la fission,
lorsque cet équilibre est en faveur de la fission, les mitochondries présentent un réseau fragmenté, au
contraire, lorsque cet équilibre est en faveur de la fusion, les mitochondries présentent un réseau connecté
(Figure 18).

Les acteurs et mécanismes régulant cette dynamique ne sont pas totalement identifiés a I'heure
actuelle, néanmoins, la machinerie de fission repose essentiellement sur un systéme d’‘ancrage d'une protéine,
DRP1, sur des récepteurs de la membrane externe (Cf paragraphe 3.1) et la fusion des mitochondries repose
sur deux systémes, les protéines MFN1 et MFN2 pour la fusion des membranes externes (Cf paragraphe3.2) et

OPA1 pour la fusion des membranes internes (Cf paragraphe 3.3).

3.1. La protéine de fission mitochondriale : DRP1 (DMN1L)

La fission mitochondriale est indispensable a de nombreux mécanismes cellulaires telles que la
biogénése mitochondriale, I'élimination des mitochondries via la mitophagie ou encore la répartition des ADN
mitochondriaux ou nucléoides. Chez les mammiféres, les principaux acteurs participant au mécanisme de la
fission mitochondriale sont les protéines DNM1L (Dynamin 1-like), aussi appelée DRP1 (Dynamin related protein
1) (Smirnova et al. 2001a), GDAP1 (Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1) (Niemann et al.
2005), Fisl (Mitochondrial fission 1 protein) (James et al. 2003), MFF (Mitochondrial Fission Factor) (Otera et
al. 2010), et MID49/51 (mitochondrial dynamics protein 49kD/51kD) (Palmer et al. 2011) (figure 19).
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Figure 20 : Structure et organisation de DRP1 (Kraus et al. 2021).
a. Organisation des domaines de DRP1. b. Organisation des domaines du monomére de DRP1 replié. c.
Organisation présumée de DRP1 sur la ME, en contact des protéines adaptatrices. d. DRP1 auto-assemblée
sur la ME. Figure modifiée a partir de Kraus 2021. BSE : bundle signalling elements, stalk : région « tige »,
VD : domaine variable, GED : domaine GTPase effecteur, Hinge : région charniére.
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3.1.1. Structure et fonction de DRP1

La protéine DRP1 est hautement conservée au cours de |'évolution et son role dans la fission
mitochondriale a initialement été décrit chez Caenorhabditis elegans (Labrousse et al. 1999) et la levure
(Bleazard et al. 1999) avant d'étre étudiée chez les mammiféres (Smirnova et al. 2001a). DRP1 est codée par
le géne nucléaire DNML1 qui est localisé en 12p11.21 (Uniprot 000429). C'est une protéine de 736 acides
aminés pour sa forme conique, appartenant a la famille des dynamines. Elle est constituée de quatre domaines
distincts, dont un domaine GTPase (G domain) en N-terminal, un domaine central (Middle domain), un domaine

variable (B-insert), et enfin un domaine GTPase effecteur (GED) en C-terminal.

Ce dernier domaine régule I'hydrolyse du GTP. DRP1 contient également d‘autres régions comme les
BSE (bundle signalling elements) et les régions « tige » (stalk) (Figure 20a). Dans les années 2010, des études
aux rayons X ont été menées afin de déterminer la structure des protéines de la famille des dynamines (Faelber
et al. 2011; Ford, Jenni, et Nunnari 2011; Reubold et al. 2015). De ce fait, il a été montré que le monomeére de
la protéine DRP1 est capable de se replier, comme les dynamines « classiques ». Les régions tiges vont ainsi
s'assembler formant « le tronc » (trunk) a 3 interfaces (1-2-3), permettant de stabiliser la protéine DRP1 et de
faciliter son oligomérisation (Figure 20b-c). Les interfaces 1, 2 et 3 du tronc déterminent I'auto-assemblage des
monomeres. Les monomeres se lient les uns aux autres afin de former un dimere par le biais de l'interface 2.
Ensuite les dimeéres se lient entre eux a travers l'interface 1 formant des oligoméres, et enfin, les oligomeéres de
la protéine DRP1 se lient a la membrane externe grace a des interactions via l'interface 3 (Figure 20d) (Kraus et
al. 2021). Dans les cellules, DRP1 a besoin de protéines adaptatrices spécifiques afin d’entrer en contact avec la
membrane mitochondriale externe. Ces protéines font intégralement partie de la machinerie de fission, la perte

d’un de ces adaptateurs entraine en majeur partie des défauts dans la fission mitochondriale (Archer 2013).

3.1.2. Les protéines adaptatrices de DRP1

La protéine DRP1 est principalement localisée dans le cytoplasme, ou elle pourra étre recrutée aux
niveau des peroxysomes et des futurs sites de fission de la membrane mitochondriale externe (Smirnova et al.
2001a). Le signal de recrutement de DRP1 a la membrane externe reste encore a ce jour mal connu. Chez la
levure, la protéine Dnm1, qui est I'hnomologue de la protéine DRP1 est recrutée par une protéine membranaire
hautement conservée : Fisl et les protéines adaptatrices Mdv1 et Caf4 (Koirala et al. 2013; Lackner, Horner, et
Nunnari 2009). Des études poussées montrent que la protéine Dnm1, chez la levure, forme des oligoméres trés

ordonnés avec un diamétre extérieur moyen de 120nm (Mears et al. 2011).

Cependant, chez les mammiféres, seules les protéines Fisl et DRP1 sont conservées, les protéines
adaptatrices, elles, n‘ont pas été identifiées. Fis1 est codé par le géne FIS localisé en 7q22.1. C'est une petite
protéine de 152 acides aminés, constituée d'un domaine transmembranaire en C-terminal fixé dans la
membrane externe et d’un domaine N-terminal tourné vers le cytoplasme composé de 6 hélices a antiparalléles

avec 2 domaines tétratricopeptides (TPR) (Figure 21). Ce domaine TPR serait impliqué dans le recrutement de
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(A) Fission Factors

Figure 21 : Représentation schématique des éléments structurels des protéines de fission et de
leurs modifications post-traductionnelles associées (modifié d'aprés (Tilokani 2018)).
Illustration des protéines de la machinerie centrale impliquées dans (A) la fission mitochondriale. Les
domaines sont représentés dans des couleurs différentes. Les emplacements identifiés par des modifications
post-traductionnelles sont indiqués par P (Phosphorylation), N (S-nitrosylation), S (SUMOylation), G (O-
GLcNAcylation), ou U (Ubiquitination) ; BSE : bundle signalling elements; CC : coil-coil ; GED : domaine
effecteur de GTPase ; TRP : domaine tétratricopeptide ; GST : glutathion S-transferase ; NTD : domaines de
nucléotidy! transférase domaines ; PH : domaine Pleckstrin homology ; PR : Proline rich ; RR : region repeat

; TM : domaine transmembranaire.
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DRP1. Néanmoins, la fonction réelle de Fis1 chez les mammiféres n'est pas claire. En effet, I'étude d’un modéle
déplété en Fis1 (KO-Fisl) dans des cellules de carcinomes du colon a révélé que cela n‘empéchait pas la
protéine DRP1 d'étre recrutée a la membrane externe (Lee et al. 2004; Suzuki et al. 2003). Chez les
mammiféres, les protéines réceptrices nécessaires a la fission seraient la protéine MFF et les protéines
MID49/51.

MFF est codée par le géne MFF localisé en 2q36.3 (Uniprot Q9GZY8). C'est une protéine de 342 acides
aminés, constituée de 2 motifs de répétition en N-terminal (RR), suivie d’'un domaine en superhélice (CC) et
d'un domaine transmembranaire en C-terminal (Figure 21). MFF est présente sous 8 isoformes, leur expression
dépend de la présence ou de I'absence de I'exon 1 (Gandre-Babbe et van der Bliek 2008). L'extinction de ces
isoformes par ARNi induit une élongation des mitochondries (Otera et al. 2010). A l'inverse une surexpression
de MFF induit une fragmentation du réseau mitochondrial avec un recrutement accru de DRP1 a la
mitochondrie. Ces études suggerent donc I'implication de cette protéine dans la fission mitochondriale (Gandre-
Babbe et van der Bliek 2008; Otera et al. 2010). Des études montrent également que Mff interagit de maniere
transitoire avec DRP1 via son extrémité N-terminal. MFF et DRP1 ont de plus été co-localisées ensemble, au
niveau de la membrane externe (Otera et al. 2010). En I'absence de DRP1, MFF se trouve dispersée sur la
membrane externe, ce qui suggere que MFF fonctionne comme un récepteur pour la protéine DRP1. MFF n'est

cependant pas le seul récepteur membranaire de DRP1.

MID49, aussi connue sous le nom de MIEF2, est codée par le géne MIEF2 localisé en 17p11.2 (Uniprot
Q96C03). C'est une protéine de 454 acides aminés constituée d’'un domaine transmembranaire en N-terminal et
d’un domaine nucléotidyltransférase. MID51 est également connue sous le nom de MIEF1, elle est codée par le
géne MIEF1 localisé en 22q13.1 (Uniprot QINQGS6). C'est une protéine de 463 acides aminés. MID51 posséde
45% d’homologie avec la protéine MID49, ainsi, elle est également constituée d’'un domaine transmembranaire
en N-terminal et d'un domaine nucléotidyltransférase (Figure 21). L'étude de Palmer et al 2011, montre que ces
deux protéines sont ancrées dans la membrane externe par leur extrémité N-terminal, leur extrémité C-
terminal étant dans le cytoplasme (Palmer et al. 2011). Elle indique également qu’une surexpression de ces
protéines conduit a une élongation des mitochondries due a la séquestration de DRP1. Le KO de MID49 et
MID51 reproduit le méme phénotype que le KO de MFF, c’est-a-dire une hyper-fusion du réseau mitochondrial
et un défaut de recrutement de DRP1 a la mitochondrie, ce qui suggeére I'implication de ces deux protéines dans
la fission mitochondriale (Palmer et al. 2011). De par leur domaine nucléotidyltransférase, MID49/51 ont besoin
d’ADP comme cofacteur pour stimuler I'oligomérisation de DRP1 et son activité GTPase (Zhao et al. 2011).
L'étude de D. Osellame, montre que MID51 est capable d'inhiber I'activité GTPase de DRP1 (Osellame et al.
2016). Par conséquent, il a été supposé que MID49/51 ont des roles différents de MFF mais complémentaires
dans la fission mitochondriale. Ainsi, MFF recruterait les oligomeéres de DRP1, tandis que MID49/51 recruterait

la protéine DRP1 liée au GTP pour faciliter son oligomérisation.
La protéine GDAP1 est codée par le géne GDAP1 localisé en 8g21.11 (Uniprot Q8TB36). C'est une

protéine de 358 acides aminés constituée de deux domaines caractéristiques de la famille glutathion S-

transférase (GST-N et GST-C) en N-terminal et un domaine hydrophobe (HD1), qui sont orientés vers le
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cytosol. Entre le domaine GST-C et HD1 se trouve une région riche en acides aminés basiques, permettant a
GDAP1 d'étre localisée a la membrane externe et d‘intervenir dans la fission mitochondriale (Wagner et al.
2009). Elle est également constituée d’'un domaine transmembranaire en C-terminal permettant son ancrage a
la membrane externe (Figure 21). On ne sait pas exactement comment GDAP1 est impliquée dans la fission
mitochondriale (Niemann et al. 2005). Néanmoins, une surexpression de cette protéine induit une
fragmentation du réseau mitochondrial, qui peut étre inhibée par un KO de DRP1 ou |'expression d'un mutant
dominant négatif (Niemann et al. 2005). GDAP1 est exprimée principalement dans les cellules de Schwann
myélinisées et les neurones moteurs et sensoriels. Les mutations de GDAP1 conduisent a des neuropathies
périphériques comme Charcot-Marie-Tooth (CMT) (OMIM # 606598) (Pedrola et al. 2005).

3.1.3. Mécanisme de la fission mitochondriale

En 2011, I'équipe de Jonathan R. Friedman a montré grace a des images haute résolution et
reconstruites en 3D que les tubules du réticulum endoplasmique (RE) sont capables d’entrer en contact avec
les mitochondries, mais également de les entourer afin d’entrainer une constriction des mitochondries
(Friedman et al. 2011). C'est I'étape initiale de la fission mitochondriale. Elle est nécessaire afin de réduire le
diamétre des mitochondries a 150nm au lieu de 300-500nm. Cette pré-constriction serait indispensable au
recrutement de DRP1. De méme que les autres protéines de la famille des dynamines GTPase, DRP1 est
capable d'hydrolyser le GTP permettant la constriction et la scission des membranes (Figure 22). Cette
machinerie de fission a été largement étudiée chez les dynamines-GTPases classiques qui sont impliquées
dans la constriction et la libération de vésicules d’endocytose clatherine-dépendante. En effet, il a été montré
que suite a I'nydrolyse du GTP, les dynamines induisent un étirement du cou de la vésicule suivie d’une fission

des membranes (Smirnova et al. 1999).

Néanmoins, bien que le role joué par DRP1 dans la constriction des membranes soit largement
décrit, sa fonction exclusive dans leur scission a été remise en question. En effet, les études mécaniques sur
des nanotubes membranaires montrent des résultats contradictoires : Roy et al, 2022 (Roy et Pucadyil 2022)
ont observé en imagerie time-lapse une constriction et une scission de ces nanotubes membranaires exposés
a DRP1 en présence de GTP, quant au contraire, Mahajan et al, n‘observent qu’une constriction mais sans
scission (Mahajan et al. 2021). Ces données contradictoires pourraient s’expliquer par des différences
techniques de toxicité d’excitation des sondes, mais il n’est pas donc pas encore établi si DRP1 est suffisant en
lui-méme pour catalyser la fission. De plus, I'étude de Fujioka (Fujioka, Tandler, et Hoppel 2012) a montré
dans des cardiomyocytes de rat la présence d'une constriction de la membrane interne mitochondriale en
absence de DRP1, ce qui suggére que d'autres acteurs interviendraient dans cette constriction. Récemment,
I'étude de Cho en 2017 (Cho et al. 2017) a proposé un mécanisme sous-jacent a la fission mitochondriale.
Cette étude suggere que la constriction de la membrane interne est dépendante du taux de Ca?* et s'initie au
niveau des sites de contact entre la mitochondrie et le RE. En effet, |'utilisation d’un indicateur fluorescent du
taux de Ca2+, CEPIAmt (calcium-measuring organelle-entrapped protein indicators), a permis de montrer que

I'inhibition par le 2-ABP du récepteur IP3, libérant le Ca?* du RE, diminue les constrictions de la membrane
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mitochondriale interne. De méme, la déplétion par shARN de l'uniporteur de calcium mitochondrial

(MCU) diminue les constrictions de la membrane mitochondriale interne.

3.1.4. Les autres protéines acteurs de la fission

D'autres études suggeérent que la protéine DRP1 seule ne peut conduire a la fission du réseau
mitochondrial. En effet, elles montrent Iimportance du cytosquelette d'actine dans la régulation de la
dynamique mitochondriale. L'actine régule notamment la mobilité mitochondriale ainsi que I'équilibre entre la
fusion et la fission (De Vos et al. 2005). Son role principal est étroitement lié a la formation des zones de
contacts entre le RE et la mitochondrie. Ces sites de contact représentent ainsi une plate-forme de signalisation
pour |'échange de métabolites facilitant le remodelage de la membrane externe et la fission mitochondriale.
INF2 (inverted-formin 2), qui est liée au RE, serait ainsi associée a la protéine Spire1C elle-méme ancrée a la
mitochondrie (Korobova, Ramabhadran, et Higgs 2013; Manor et al. 2015). Ces protéines sont toutes deux des
protéines de « nucléation » de l'actine. La polymérisation de la F-actine conduirait ainsi a la pré-constriction de
la mitochondrie sous |'action conjointe du RE, de I'actine et de la myosine II. De plus, la myosine II est capable
d’effectuer la contraction des filaments d'actine fournissant la force mécanique pour la formation du site de pré-
constriction (Korobova, Gauvin, et Higgs 2014). Il a également été démontré que d'autres protéines impliquées
dans la régulation du cytosquelette d'actine régulent la fission mitochondriale. On retrouve notamment la
cofiline (Rehklau et al. 2017), la cortactine, Arp2/3 (S et al. 2015) et Septin 2 (Pagliuso et al. 2016). Enfin, la
F-actine peut se lier a DRP1, stimulant son oligomérisation et son activité GTPase (Ji et al. 2017). L'action du
RE et la polymérisation d‘actine ont donc été identifiées comme des régulateurs majeurs de la fission
mitochondriale. La fission mitochondriale est donc un phénoméne complexe nécessitant de nombreux acteurs.
Depuis des années ces acteurs font I'objet de nombreuses études et leur réle dans la fission mitochondriale est
de mieux en mieux caractérisé. Cependant, quelques points restent mal compris, notamment les signaux

cellulaires a I'origine de ce processus.

3.1.5. Régulation post-transcriptionnelle et post-traductionnelle de DRP1

La fission mitochondriale est nécessaire a de nombreux mécanismes cellulaires tels que la division
cellulaire, la régulation du métabolisme, la mitophagie ou I'apoptose et est donc finement régulée (Kraus et al.
2021). Ceci impliqgue notamment une régulation complexe de DRP1, essentiellement au niveau post-

transcriptionnel et post-traductionnel.
a) Régulation par épissage alternatif
Jusqu'a 10 isoformes de DRP1 peuvent étre produites par épissage alternatif. Chez I'humain, celui-ci concerne

essentiellement les exons 3 (codant le « A-insert », insertion de 13 acides aminés (AA) dans le domaine

GTPase), 16 et 17 (B-insert, une région de 37 AA dans le domaine variable). Le A-insert est présent dans les
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Figure 23 : Structure et région codante des isoformes humaine de DRP1 (Modifié d'aprés (Rosdah et al.

codé par I'exon 1 a 9, le Middle domaine par I'exon 10 a 14, le domaine variable par I'exon 15 a 18 et le domaine GED

par l'exon 19 a 21. Les boites rectangulaires blanches avec des numéros représentent des exons ;

exon manquant ,;

* représente un exon partiellement traduit ;

2020)).
(B) Structure du domaine de DRP1. (C) Région codante de l'isoforme humaine 1 a 9 de DRP1. Le domaine GTPase est

Areprésente un codon de départ alternatif et les boites

rectangulaires grisées son des séquences d’‘acides aminées alternés.

ISOFORME TAILLE (ACIDES AUTO-ASSEMBLAGE ACTIVITE GTPASE REFERENCES
AMINES)
1 736 Prédominance de Comparable a l'isoforme 3 (Clinton et al.
tétrameéres humaine 2016; Macdonald et
al. 2016)
710 N/A N/A
3 699 Dimeres, tétrameres, Comparable a lisoforme 1 (Clinton et al.
hexameéres humaine 2016; Macdonald et
al. 2014)
4 725 N/A N/A
710 N/A N/A
6 749 Prédominance de Plus faible que l'isoforme (Macdonald et al.
tétraméres 3 humaine 2016)
533 N/A N/A
738 N/A N/A
712 N/A Plus faible que l'isoforme (Macdonald et al.
3 humaine 2016)

Tableau 1 : Auto-assemblage et activité GTPase des différentes isoformes humaines de DRP1.

N/A : Pas d’information disponible (inspiré de (Rosdah et al,,

2020)).
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isoformes 6, 8 et 9, concernant le B-insert les isoformes 1, 6 et 7 contiennent les 37 AA, les isoformes 3 et 9
n‘en contiennent aucun et les autres isoformes ont un nombre plus faible de ces AA (Rosdah et al., 2020)
(Figure 23).

Bien que les fonctions biochimiques et biologiques de ces différentes isoformes restent mal connues, les
variations du domaine GTPase et du domaine variable semble moduler par effet allostérique la courbure
préférentielle et 'activité GTPase des polymeéres de DRP1 (MacDonald et al., 2016). Ainsi, les isoformes ne
présentant pas les inserts A et B démontrent I'activité GTPase la plus élevée, et I'isoforme 3 (qui ne contient
aucun des deux inserts) restaure complétement la fission mitochondriale dans des cellules MEF DRP1-KO, tandis
que les isoformes contenant ces deux inserts ne le font que de facon trés modérée. Ces isoformes montrent
également une spécificité d'interaction avec les organelles intracellulaires ou le cytosquelette et de distribution
tissulaire (Itoh et al, 2018 ; MacDonald et al., 2016 ; Rosdah et al., 2020). L'isoforme la plus courte est
exprimée de facon ubiquitaire, tandis que les isoformes plus longues contenant I'exon 3 sont préférentiellement
exprimées dans les cellules neuronales (Hogarth et al., 2018, MacDonald et al., 2016) (Tableau 1). Si les
études actuelles, encore limitées, montrent des roles a la fois distincts et redondant de ces différentes
isoformes dans le controle de la fission mitochondriale, leurs propriétés biochimiques et implications patho-

physiologiques restent trés mal connues.

b) Régulation post-traductionnelle

Au cours de ces 10 dernieres années, les modifications post-traductionnelles des protéines de la
dynamique mitochondriale ont largement été étudiées et mises en corrélation avec les événements de fission
ou de résistance a la fission (Tableau 2). Les principaux signaux permettant de réguler la fission mitochondriale

opeérent sur la protéine DRP1 afin de réguler sa localisation et son activité GTPase (Figure 24)

Phosphorylation de DRP1

La phosphorylation de DRP1 a été largement étudiée au cours des années, notamment les
phosphorylations de la sérine 616 (Ser616) et celle de la sérine 637 (Ser637). Elles sont respectivement
considérées comme des formes de pro-fission et pro-fusion. Pendant la mitose, DRP1 est activée par la
phosphorylation de la Ser616 médiée par Cdk1/Cycline B dans le domaine variable. Cette phosphorylation
incite la fission mitochondrie DRP1-dépendante. De ce fait, elle facilite la répartition et la ségrégation des
mitochondries dans les cellules filles (Taguchi et al. 2007). Cdk1/Cycline B sont eux méme régulés par de
petites GTPase de type Ras RALA dont l'effecteur est RALBP1 et la kinase mitotique Aurora A (Kashatus et al.
2011). Pendant la métaphase, Aurora phosphoryle la serine 194 de RALA, ce qui permet au complexe
RALA/RALBP1 d’étre délocalisé a la mitochondrie, stimulant I'activité de la kinase Cdk1/Cycline B. Par ailleurs,
I'étude de Kashatus en 2011 (Kashatus et al. 2011) montre que l'inhibition par ARNi de MFF diminue le
recrutement de RALA/RALBP1 et DRP1.
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PROTEINE

MODIFICATION

EFFET BIOLOGIQUE

REFERENCES

DRP1

FIS1

GDAP1

Phosphorylation
CDK1/Cycline B

(Ser616)

Phosphorylation (Ser637) par PKA

Phosphorylation  (Ser  600)
CaMKIa

Déphosphorylation par
calcineurine

Ubiquitination par MARCH5

SUMOylation
Lys558, Lys568,

(Lys532,

Lys594, Lys606, Lys608) par MAPL

S-Nitrosylation (Cys644)

0-GlucNAcylation (Thr-585 et Thr-

586)

Ubiquitination par MARCH5

Ubiquitination par Parkin (Lys50,

Lys172,

Lys173, Lys188, Lys190, Lys203,

Lys206,
Lys207 , Lys214)

Lys535,

Promeut la fission
mitochondriale dans les cellules
en phase mitotique

Inhibe la fission mitochondriale
en bloquant I'activité GTPase de
DRP1

Active la fission

Active la fission

Diminue la fission en ciblant
DRP1 qui est dégradée par le
protéasome

Régule positivement la fission

mitochondriale

Augmente la dimérisation de
DRP1 et la

mitochondriale

fission

Favorise la relocalisation de
DRP1 a la mitochondrie et la
fission mitochondriale

Diminue la fission en ciblant
FIS1 qui est dégradée par le
protéasome

Diminue la fission en ciblant
GDAP1 qui est dégradée par le

protéasome

(Kashatus et al. 2011;
Taguchi et al. 2007)

(Chang et Blackstone
2007; Cribbs et Strack
2007)
(Chang et Blackstone
2007)
(Cribbs et Strack 2007)

(Nakamura et al.
2006; Yonashiro et al.
2006)

(Wasiak,
McBride 2007)

Zunino, et

(Cho et al. 2009)

(Gawlowski et al.

2012)

(Yonashiro et al. 2006)

(Yonashiro et al. 2006)

Tableau 2 : Modifications post-traductionnelles clés des protéines de la fission mitochondriale
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En opposition, la protéine kinase A (PKA) dépendante de I'AMPc (adénosine 3',5'monophosphate
cyclique), est recrutée aux mitochondries par 'intermédiaire de AKAP1 (protéine 1 d'ancrage de la kinase A), et
phosphoryle chez I'humain la Ser637 dans le domaine GED de DRP1 (selon les espéeces, on retrouve également
dans la littérature une phosphorylation en Ser600, 617 ou 656). Cette phosphorylation inhibe la fission
mitochondriale par l'inhibition de l'interaction entre le domaine GED et le domaine GTPase et donc de l'activité
GTPase de DRP1, bloquant ainsi son recrutement a la mitochondrie (Chang et Blackstone 2007; Cribbs et Strack
2007). Au cours de |'apoptose, la Ser637 peut-étre déphosphorylée par la calcineurine, une phosphatase
calcium-dépendante (Cribbs et Strack 2007), tandis que PGAM5 déphosphoryle la Ser637 pendant la nécrose
(Wang et al. 2012).

Ubiquitination

L'ubiquitine est une protéine de 76 acides aminés, couplée aux protéines a la suite de l'action concertée
de trois enzymes E1 (ubiquitin-activating enzyme, UBC) et E2 (ubiquitin-conjugating enzyme) en coordination
avec une protéine E3 (ubiquitin protein-ligase). Plusieurs travaux montrent que DRP1 subit des ubiquitinations
capables de réguler son activité. MARCH5 aussi connue sous le nom de MITOL est une ubiquitine ligase E3
ancrée a la membrane mitochondriale externe qui serait responsable de I'ubiquitination de DRP1. En effet, la
surexpression de MARCH5 conduit a la formation d'un réseau mitochondrial tubulaire, tandis que le KO de
MARCH5 ou la surexpression d'un mutant avec un défaut d‘activité d’ubiquitination conduisent a la
fragmentation de ce réseau. Ces résultats suggerent que I'ubiquitination de DRP1 favorise sa dégradation par le
protéasome et ainsi l'inhibition de la fission mitochondriale (Nakamura et al. 2006; Yonashiro et al. 2006).
MARCH5 joue un rdle plus large dans le controle qualité mitochondrial en ubiquitinant les protéines
mitochondriales endommagées, mutées ou mal repliées, ces protéines ubiquitinées s'accumulent alors au
niveau de la membrane externe (Sugiura et al. 2011; Yonashiro et al. 2009) et participent aux recrutements

des autophagolysomes pour une élimination mitophagique (Yonashiro et al. 2012).

SUMOylation

La SUMOylation consiste en I'ajout d'une "Small Ubiquitin-related MQOdifier protein" (SUMO) de ~100
acides aminés. Comme pour l'ubiqguitination, les résidus SUMO sont toujours fixés de maniére covalente a
d'autres protéines grace aux activités des membres d'une cascade enzymatique (ligases E1-E2-E3). Au cours de
I'apoptose, les protéines bax/bak interviendraient dans le recrutement de DRP1 (Maes et al. 2019). Il a été
montré que la surexpression de la protéine SUMO1 stabilise DRP1 au niveau des sites de contact de maniére
Bax/Bak dépendante, conduisant a la fission mitochondriale (Wasiak et al. 2007). D’autres études ont
également montré l'implication de la ligase E3 SUMO mitochondriale : MALP (Mitochondrial-anchored protein
ligase) dans la fission mitochondriale. En effet, dans des cellules Hela, la surexpression de MALP stabilise aussi
DRP1 au cours de l'apoptose et serait essentielle pour la libération du cytochrome ¢ (Braschi, Zunino, et
McBride 2009). A l'inverse, la surexpression de la protéase SUMO SENP5 diminue le SUMOylation de DRP1

induite par SUMO1 et prévient ainsi de la fission mitochondriale (Zunino et al. 2007). De maniére intéressante,
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Figure 24 : L'activité de DRP1 est régulée par de nombreuses modifications post-traductionnelles (Otéra
2020).
La numérotation des acides aminés est basée sur toutes les variantes d'épissage de Drpl chez I'homme et le rat. VD,
domaine variable (également appelé insert-B) ; GED : domaine effecteur de la GTPase ; P : phosphate ; NO : oxyde

nitrique ; NOS : NO synthase.
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cette protéase SENP5 est impliquée dans le cycle cellulaire : en phase G2/M, SENP5 localisée dans le nucléole
est transloquée a la mitochondrie pour déSUMOyler DRP1 et induire la fission des mitochondries. La déplétion

en SENP5 blogue le cycle cellulaire en phase G2/M et la fission des mitochondries (Zunino et al. 2009)

S-Nitrosylation

La S-nitrosylation est une modification post-traductionnelle permettant la régulation des protéines
grace a la fixation d’'un groupement NO (oxyde nitrique) au niveau de résidus cystéines afin de former un S-
nitrosothiol. Dans des cellules N2a ou N2a/APP695, un modéle d'étude de la maladie d’Alzheimer, il a été
découvert que la protéine B-amyloide stimule la production de NO, induisant la S-nitrosylation de la Cys644
(cystéine 644) dans le domaine GED de DRP1 ce qui augmente l'activité GTPase, la formation d'oligomeres de
DRP1 et la fragmentation du réseau mitochondrial (Cho et al. 2009). Ce mécanisme a été impliqué dans les
hypothéses physiopathologiques du développement de la maladie d’Alzheimer, avec la perte de connexions

entre les synapses et |'altération neuronale.

O-GlucNAcylation

La O-GlucNAcylation est une modification post-traductionnelle qui consiste en |'addition d'un résidu
unique de N-acétylglucosamine (GlcNAc) sur le groupement hydroxyle d'une sérine (Ser) ou d‘une thréonine
(Thr) des protéines. Il a récemment été démontré dans des cardiomyocytes de rat que DRP1 peut subir une O-
GlucNAcylation au niveau de la Thr-585 et la Thr-586 du domaine variable (Figure 24) Cette modification
favorise la relocalisation de DRP1 actif a la mitochondrie et induit la fission mitochondriale. Il a été observé en
paralléle une diminution de la phosphorylation Ser637, cependant ces études restent a confirmer (Gawlowski et
al. 2012).

3.1.6. Les signaux cellulaires régulant la fission mitochondriale

Bien que la régulation de la fission mitochondriale par des modifications post-traductionnelles ou post-
transcriptionnelles de DRP1 soit bien décrite, les signaux cellulaires a l'origine de la fission mitochondriale
restent a approfondir. Ainsi, au cours de ces derniéres années, plusieurs séries de signaux cellulaires pouvant
conduire a la fission mitochondriale ont été découverts, comme le stress oxydant, la signalisation calcique ou

encore les variations d'activité métabolique cellulaire. Nous détaillerons cette partie dans le paragraphe 4.2.
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(B) Fusion Factors

Figure 25 : Représentation schématique des éléments structurels des protéines de fusion et de
leurs modifications post-traductionnelles associées (Tilokani 2018).
Illustration des protéines de la machinerie centrale impliquées dans (B) la fusion mitochondriale. Les domaines
sont représentés dans des couleurs différentes. Les emplacements identifiés des modifications post-
traductionnelles sont indiqués par P (Phosphorylation), A (Acétylation), ou U (Ubiquitination) ; GED : domaine
effecteur de GTPase ; MTS : séquence de ciblage mitochondrial ; PR : Proline rich ; HR : heptad repeat ; T™ :
domaine transmembranaire
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3.2. Les protéines de fusion : MFN1/2

La fusion mitochondriale est nécessaire a la maintenance du génome mitochondrial, elle participe ainsi
au contréle qualité mitochondrial. Maintenir une structure mitochondriale fusionnée protége de l'apoptose
(Frezza et al. 2006). Chez les mammiféres, la fusion mitochondriale a lieu en 2 temps. Premiérement, une
fusion des membranes externes par l'interaction des mitofusines 1 et 2 (MFN1 et 2) suivie d'une fusion des

membranes internes par |'action des protéines OPA1.

3.2.1. Structure et fonction de MFN1/2

Les protéines MFN1 et 2 sont hautement conservées de la levure a I'nomme. Elles ont initialement été
décrites chez drosophila melanogaster sous le nom de Fzol (fuzzy onion) ou elles assurent la fusion des
membranes externes. Chez I'homme, elles sont codées par les génes nucléaires MFN1 et MFN2, qui sont
localisées respectivement en 3q25-q26 (Uniprot Q8IWA4) et 1p36.22 (Uniprot 095140). MFN1 est une protéine
de 741 acides aminés présentant 60% d’homologie avec la protéine MFN2, comportant 757 acides aminés. Tout
comme la protéine DRP1, ces deux protéines appartiennent a la famille des dynamines GTPase. Elles sont
constituées d'un domaine GTPase en N-terminal tourné vers le cytosol, de deux régions hydrophobes répétées
HR1 et HR2 (heptad repeat) et de deux domaines transmembranaires nécessaires a la localisation

mitochondriale (Figure 25).

Les protéines MFNs ont été identifiées comme des molécules en forme de V ancrées dans la ME par
leurs deux domaines transmembranaires (Koshiba et al. 2004). L'ancrage du GTP au niveau des domaines
GTPase permet le réarrangement des protéines MFNs afin d'initier la fusion des membranes externes
mitochondriales (Cao et al. 2017). La surexpression de MFN1 et/ou MFN2 conduit a l'agrégation des
mitochondries autour du noyau (Eura et al. 2003), tandis que la déplétion de MFN1 induit la fragmentation des
mitochondries (Chen et al. 2003). Ces deux protéines semblent avoir des fonctions similaires, néanmoins, il a
été mis en évidence que MFN1 est exprimée de facon ubiquitaire tandis que MFN2 est exprimée de facon tissu
spécifique. De plus, MFN2 a un domaine GTPase plus petit que MFN1, de ce fait son activité GTPase est 20 fois
moins importante que MFN1 (Li et al. 2019).
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Figure 26 : Représentation schématique de la fusion des membranes mitochondriales externes
(inspiré de (Tilokani et al. 2018; Giacomello et al. 2020; Gao et Hu 2021)).
(1) Les membranes mitochondriales externes sont assez proches I'une de l'autre pour la fusion mitochondriale,
conduisant a I'amarrage mitochondrial et @ une augmentation des sites de contact. (2) La membrane externe de
deux mitochondries est attachée par I'interaction des domaines HR2 et/ou GTPase des MFNs. (3) La liaison ou/et
I'hydrolyse du GTP induisent un changement de conformation de la MFNs. (4) Enfin, I'hydrolyse et I'oligomérisation

dépendante du GTP assurent la fusion des membranes mitochondriales externes.
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3.2.2. Mécanisme de la fusion des membranes externes

Au cours des 15 derniéres années, il a été admis que la fusion des membranes mitochondriales
externes se déroulait en trois temps : 1) l'arrimage des deux membranes externes, 2) le recrutement du GTP
aux MFNs permettant le changement de conformation des protéines et rapprochant les membranes externes, 3)
I'hydrolyse du GTP permettant la fusion des membranes externes (Figure 26) (Brandt et al. 2016). Chez les
mammiféres, il a été montré que les protéines MFNs établissent des complexes homo ou hétérotypiques.
Récemment, il a été proposé que la queue en C-terminal de MFN1, qui abrite le domaine HR2, promeut la fusion

mitochondriale.

3.2.3. Régulation de la fusion des membranes mitochondriales externes

La fusion des membranes mitochondriales externes établit des contacts entre mitochondries éloignées,
réunit des compartiments distants et donc mélange des contenus biochimiques et ioniques différents. Ces
événements sont nécessaires a de nombreux mécanismes tels que la division cellulaire, le métabolisme
énergétique ou encore l'apoptose. Les principaux signaux permettant de réguler la fusion des membranes
mitochondriales externes sont des interactions entre protéines, des modifications post-traductionnelles et des
modifications lipidiques (Tableau 3). Néanmoins, I'étude de la régulation de la fusion des membranes externes

mitochondriales reste a approfondir.

a) Phosphorylation

Les acteurs de la fusion MFN1 et MFN2 sont des cibles privilégiées de la régulation post-traductionnelle.
MFN2 contiendrait ainsi un site de phosphorylation de la PKA sur la sérine 442 (Zhou et al. 2010), qui,
phosphorylé, bloquerait I'activité fusogéne et conduirait a la fission. De méme, dans des conditions pro-
apoptotiques, il a été mis en évidence que ERK peut phosphoryler MFN1 diminuant son oligomérisation et par

extension, la fusion mitochondriale (Pyakurel et al. 2015).

b) Acétylation

L'acétylation est une modification chimique qui consiste a ajouter un groupement acétyle (COCH3) sur
une molécule. Dans le cas des MFNs, il a été montré que la déacétylation de MFN1/2 conduit a I'élongation des
mitochondries. MFN1 et MFN2 peuvent étre déacétylés par la Sirtuine cytosolique SIRT1 ou par I'histone
déacétylase 6 (HDAC6) ce qui favorise I'hyper-fusion des mitochondries (Biel et al. 2016; Oanh, Park, et Cho
2017; Sooyeon, Go, et Kim 2016).
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PROTEINE

MODIFICATION

EFFET BIOLOGIQUE

REFERENCES

MFN1

MFN2

Ubiquitination par Parkin

Ubiquitination par
MARCH5
Ubiquitination par ERK
(Thr526)
Phosphorylation par PKA
(Serd42)

Ubiquitination par Parkin

Ubiquitination par
MARCH5

Augmente la fission en ciblant
MFN1 pour une dégradation
protéasomique et active la
mitophagie.

Favorise la fission

Favorise la fission

Favorise la fission

Régule le niveau de MFN2 et la
fusion mitochondriale

Inhibe la fusion en ciblant MFN2
pour une dégradation par le

protéasome.

(Burchell et al.
2013)

(Park et al. 2010)

(Pyakurel et al.
2015)
(Zhou et al. 2010)

(Ziviani,
Whitworth 2010)
(Nakamura et al.
2006)

Tao, et

Tableau 3 : Modifications post-traductionnelles des protéines de la fusion des membranes

mitochondriales externes.
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a) Ubiquitination

L'ubiquitination de MFN1 et 2 sur certains résidus favorise la fusion des membranes mitochondriales
externes mais sur d‘autres résidus empéche la fusion des membranes. Les premiéres études menées chez la
levure ont montré que l'ubiquitine ligase E3 : Mdm30 est un important régulateur de la fusion mitochondriale.
Chez les mammiferes, de récentes études ont identifié plusieurs E3 ligase comme MGRN1 (Mahogunin Ring
Finger-1) qui permettent l'ubiquitination des lysines K63 de MFN1 (Mukherjee et Chakrabarti 2016). Cette

modification a pour conséquence de stabiliser les oligoméres et favoriser la fusion.

D’autres E3 ligase comme MARCH5 (Sugiura et al. 2011), Parkin (Narendra et al. 2008; Tanaka et al.
2010), MAPL (MUL1) (Yun et al. 2014), HUWE1 (Leboucher et al. 2012) et Gp78 (Fu et al. 2013) conduisent a
I'nyperubiquinylation des lysines et a la dégradation de MFN1/2 par le protéasome, ce qui inhibe la fusion
mitochondriale.

b) Modification lipidique

De nombreuses fonctions membranaires sont régulées par des changements de la composition
lipidique, le remodelage des membranes ne faisant pas exception. Les membranes mitochondriales contiennent
de nombreuses classes de phospholipides comme les cardiolipines (CL) et |'acide phosphatidique (PA). Ces
derniers ont la particularité de ne pas former de bicouche. De par cette propriété, ces lipides interviennent dans
la réorganisation des autres lipides et facilitent aussi bien la fission que la fusion des membranes. Adachi et al
2016 (Adachi et al. 2016) ont montré que les phospholipases MitoPLD qui générent des PA régulent la fusion
des membranes mitochondriales externes. La MitoPLD est ainsi indispensable a la courbure des membranes
externes permettant leur rapprochement et leur fusion. De plus, les PA et la MitoPLD inhibe la fission
mitochondriale. En effet, les PA en se liant a DRP1 inhibent I'activité GTPase de DRP1 (Adachi et al. 2016).

3.3. La protéine de fusion : OPA1

Une fois la fusion des membranes mitochondriales externes effectuée, les membranes mitochondriales
internes doivent également fusionner. La protéine OPA1 est I'acteur majeur de cette étape. Le lien établi par
I'équipe de C. Hamel en 2000 (Delettre et al. 2000), entre ce géne OPA1 et le syndrome de Kjer, une maladie
mitochondriale conduisant a une atrophie du nerf optique, a contribué a I'amplification des recherches sur cette
protéine. De nombreux modéles murins et I'exploration d’échantillons et cellules de patients ont permis

d'identifier d’autres roles plus complexes de la protéine OPA1.
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Figure 27 : Structure de la protéine OPA1, localisation des sites
protéolytiques et structure des isoformes obtenues (Del Dotto et al. 2018)
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3.3.1. Structure d'OPA1

La protéine OPA1l est une dynamine GTPase, codée par le géne nucléaire OPA1, localisée en 3g29
(Uniprot 060313). Chez I'homme, OPA1 est présente sous 8 isoformes qui proviennent d'un épissage alternatif
des exons 4, 4b et 5b, codant pour des protéines de 924 a 1014 acides aminés. L'extrémité N-terminal
comprend une séquence MTS (mitochondria targeting sequence) qui cible la mitochondrie, suivie d'un domaine
transmembranaire TM et d'une séquence a structure coiled-coil. Les 3 domaines suivants de la protéine sont
hautement conservés : le domaine GTPase, le domaine du milieu (middle) et le domaine effecteur de la GTPase
(GED) en C-terminal (Figure 27). Les protéines OPAl se localisent dans l'espace intermembranaire et les
isoformes longues seraient ancrées a la membrane mitochondriale interne essentiellement au niveau des
jonctions des crétes. Les 8 isoformes sont exprimées de maniére ubiquitaire, néanmoins, elles sont présentes
en quantité différente selon les tissus (Del Dotto et al. 2018), I'expression d’OPA1 est retrouvée de fagon

prédominante au niveau du cerveau, des muscles, de la rétine et des testicules.
3.3.2. Les différentes fonctions d'OPA1 dans ...

a) La fusion des membranes internes

La fonction principale d'OPA1 est la fusion des membranes mitochondriales internes. Cependant, son
role est plus complexe, puisque les 8 isoformes de la protéine n‘ont pas toutes la méme fonction. Pour mieux
comprendre le role de chaque isoforme d’OPA1, Olichon et al. ont réalisé sur cellules Hela, I'extinction sélective
de chacun des trois exons alternatifs : exon 4, 4b et 5b (A. Olichon et al. 2007). Il en résulte que I'exon 4 de la
protéine OPA1 serait impliqué dans la fusion des mitochondries, que I'exon 4b participerait au maintien de
I'ADNmt et que I'exon 5b pourrait maintenir la structure des crétes (Del Dotto et al. 2018; A. Olichon et al.
2007). Néanmoins, cette approche expérimentale ne permet pas d'évaluer si une seule isoforme OPA1l est

spécifiquement associée a une fonction mitochondriale définie.

Afin d'associer une isoforme a une fonction mitochondriale définie, une analyse moléculaire et
biochimique détaillée a été réalisée dans des cellules OPA1-/- ou les différentes formes d'épissages individuelles
d'OPA1 ont été exprimées de maniére stable (OPA1-L ; OPA1-S et OPA1-L + OPA1-S) (Del Dotto et al. 2017).
Ainsi, il a été suggéré que la forme longue (OPA1-L) était suffisante pour induire la fusion des membranes
internes, tandis que l'expression de formes courtes uniquement (OPA1-S) conduit a inhiber la fusion des
membranes internes et a I'apparition d'un phénotype fragmenté (Anand et al. 2014; Del Dotto et al. 2017; Wai
et al. 2015). OPAL1 aurait donc également un role dans la fission des mitochondries, ou, plus probablement, un

défaut de fusion conduisant a la fission.
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Figure 29 : Représentation schématique du remodelage des crétes par OPA1 et
MICOS lors du relargage du cytochrome c (cyt c) suite a I'induction apoptotique (inspiré
de (Glytsou et al. 2016; van der Laan, Horvath, et Pfanner 2016)).
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Figure 28 : Représentation schématique de la fusion des membranes mitochondriales internes (inspiré de
(Tilokani et al. 2018; Giacomello et al. 2020; Gao et Hu 2021)).
(1) Aprés la fusion des membranes externes, OPA1 et les cardiolipines (CL) conduisent la fusion des membranes
mitochondriales internes périphériques. (2) L'interaction entre OPA1 et CL de chaque cété de la membrane lie les deux
membranes internes périphériques, qui fusionnent suite a I'hydrolyse du GTP de fagon dépendant d'OPA1. Cette association est

favorisée en présence d'OPA1-S la forme qui est générée par le clivage protéolytique d'OPA1-L.
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b) La structuration des crétes mitochondriales

OPA1 n'est pas seulement impliquée dans la fusion des membranes internes. En effet, des analyses par
microscopie optique fluorescente et microscopie électronique a transmission ont montré que les cellules
déplétées en OPA1 avaient non seulement un réseau mitochondrial fragmenté, mais également une altération
des crétes mitochondriales (Cipolat et al. 2006; Frezza et al. 2006). En effet, I'étude de Glytsou et al, (Glytsou
et al. 2016) montre d’une part que OPA1 forme des oligoméres (complexes OPA1) au niveau des jonctions de
crétes favorisant leur fermeture, et d’autre part que OPA1 s’associe en multimére a la sous-unité MIC60 du
complexe MICOS, afin de maintenir la structure des jonctions de crétes (Cogliati et al. 2013; Frezza et al. 2006;
Glytsou et al. 2016) (Figure 28a).

c) L'Apoptose

Du fait que OPA1l soit impliquée dans la structuration des crétes mitochondriales, OPA1l jouerait
également un role dans |'apoptose. Ainsi, grace au maintien de la structure des jonctions des crétes, OPA1
séquestre le cytochrome ¢ dans |'espace intra-créte (Frezza et al. 2006). Lors d'une induction apoptotique, les
complexes OPA1 se dissocient ce qui relargue le cytochrome c vers |'espace intermembranaire puis dans le
cytosol permettant |'activation de I'apoptosome (Figure 27b) (Landes et al. 2010). Il a ainsi été montré qu’une
sous-expression d’OPA1 augmente la sensibilité des cellules a I'apoptose, tandis que sa surexpression protége

les cellules du stress apoptotique (Olichon et al. 2003).

d) La maintenance de 'ADNmt

Enfin, il a été montré que l'inactivation d’OPA1 perturbe la distribution des nucléoides au sein des
mitochondries et I'ancrage de ’ADNmt a la membrane mitochondriale interne. OPA1 serait donc essentielle a la

maintenance et a la réplication de I’ADNmt (Elachouri et al. 2011).

3.3.3. Meécanisme de la fusion des membranes internes

L'organisation des membranes internes mitochondriales est plus complexe et difficile a étudier. Les
données concernant le role d’'OPA1 dans le remodelage des membranes mitochondriales internes et de la fusion
sont de plus en plus riches. Comme nous venons de I'évoquer, la fusion des membranes internes dépend d’un
équilibre fin entre la forme longue et la forme courte d’OPA1 (le mécanisme conduisant a la forme courte
d'OPA1 sera détaillé ci-dessous). La forme longue d’OPA1 établirait deux types d'interactions : une interaction
entre deux protéines OPA1-L, ce qui permet le maintien de la structure des jonctions de créte mais ne permet
pas la fusion des membranes, et une interaction entre OPA1-L et les cardiolipines de la membrane interne, ce

qui permet la fusion. De plus, I'ajout d’une protéine courte de OPA1 sur ce complexe OPA1-L/cardiolipines
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NOM NOM LOCALISATION POIDS MOLECULAIRE
ALTERNATIF

MIC 60 Mitofiline Membrane interne 88 a 90 kDa

MIC 10 MINOS Membrane interne 8.8 kDa

MIC 19 CHCHD3 Membrane interne  26.2 kDa

MIC 25 CHCHD6 Membrane interne  26.5 kDa

MIC 23 APOO Membrane interne  22.3 kDa

MIC 27 APOOL Membrane interne  29.2 kDa

MIC 13 Qill Membrane interne 13 kDa

MIC 14 CHCHD10 Membrane interne  14.1 kDa

Tableau 4 : Composition du complexe MICOS chez 'Homme (Kozjak-Pavlovic 2017).
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améliore la fusion des membranes (Figure 29) (Giacomello et al. 2020). Néanmoins, le mécanisme précis du

rapprochement des membranes internes pour leur fusion n‘est pas connu.
3.3.4. Les protéines de maturation d'OPA1

a) YME1LL

YME1L (Métalloprotéase a zinc dépendante de I'ATP YME1L1) (Uniprot Q96TA2) ou i-AAA est codée par
le géne YME1L1. C'est une protéine de 773 acides aminés constituée d’'un signal d’adressage a la mitochondrie,
d’'une partie N-terminal contenant deux domaines transmembranaires, d'un domaine AAA contenant deux
motifs « walker » A et B et d'un domaine protéolytique en C-terminal (Ohba, MacVicar, et Langer 2020). Grace
a ces domaines transmembranaires, YME1L est liée a la membrane mitochondriale interne, ou elle va former
des complexes hexamériques en forme de cylindre permettant la protéolyse. YME1L est une protéase ATP-
dépendante, ainsi lors de I'hydrolyse de I'ATP, les protéines transmembranaires sont extraites des membranes
et placées dans la cavité interne de la protéase. Le role premier d’YME1L dans la dynamique mitochondriale est
donc de réguler OPA1 par des processus protéolytiques au niveau du site S2 (Figure 27). Ces mécanismes

seront détaillés dans le paragraphe 3.3.6.3).

b) OMA1

OMA1 (Metalloendopeptidase OMA1, mitochondrial) (Uniprot Q96E52) est codée par le géne MPRPI.
C'est une protéine de 524 acides aminés appartenant a la famille M48C des métalloprotéases. Elle est
constituée d’une région N-terminale spécifique aux eucaryotes, un domaine meétallopeptidase M48, d'un
domaine transmembranaire qui I'ancre a la membrane interne et d’un domaine catalytique de la protéase :
HExxH. Les études par cristallographie montrent que son site actif est tourné vers I'espace intermembranaire
(Levytskyy 2017). De plus, ces études suggerent que OMA1 existe sous la forme de complexes homo-
oligomériques. La fonction premiere de OMA1 est de réguler OPA1 par des processus protéolytiques au niveau

du site S1 (Figure 27). Ces mécanismes seront détaillés dans le paragraphe 3.3.6.a)).
3.3.5. Les protéines interagissant avec OPA1

a) MICOS

Le complexe MICOS est un complexe multi protéique de 1279 kDa qui a été découvert dans les années
2005 lors de l'identification des partenaires de la mitofiline (protéine impliquée dans le maintien des crétes
mitochondriales). Chez les mammiféres, il a actuellement été décrit 9 sous unités composant le complexe

MICOS (Tableau 4). Localisé au niveau de la membrane mitochondriale interne, ce complexe a initialement été
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PROTEINE MODIFICATION EFFET BIOLOGIQUE REFERENCES

Clivage par OMA1 Inhibe la fusion (Head et al. 2009)
mitochondriale

Clivage par YMELL Requis pour la fusion (Song et al. 2007)

Protéolyse par PARL Requis pour générer un (Cipolat et al. 2006)
pool d'OPA1-S qui inhibe

OPA1 le remodelage des crétes

Acétylation (Lys936, Diminue l'activité GTPase (Samant et al. 2014)

Lys961) d’OPA1

O-liée B-N-acétyl- Augmente la fission (Makino et al. 2011)

glucosaminylation mitochondriale

(Résidus  Ser/Thr non

définis)

Tableau 5 : Modifications post-traductionnelles des protéines de la fusion des membranes

mitochondriales internes
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Figure 30 : Régulation protéolytique de OPA1.
A) Aprés limportation de OPA1 a la mitochondrie, YMEIL et/ou OMA1 convertissent les formes OPA1-L en OPA1-S.
L’accumulation équilibrée des deux formes maintient un réseau mitochondrial tubulaire. B) En condition de stress, certains
signaux métaboliques peuvent sur-activer OMA1 ou YMEIL. L'accumulation de la forme OPA1-S conduit a la fragmentation du

réseau mitochondrial.
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décrit comme étant nécessaire a la formation des jonctions de crétes, et au maintien des crétes
mitochondriales. En 2016, I'étude de Glytsou et al., 2016 (Glytsou et al. 2016) met en avant qu'OPA1 et MICOS

controlent ensemble les jonctions de crétes lors de I'apoptose, cependant, leurs interactions restent a éclaircir.

b) ATP synthase

L'ATP synthase que l'on a décrit précédemment (paragraphe 2.3.2.c)) est connue pour définir la
courbure des crétes mitochondriales (Giraud et al. 2002; Paumard et al. 2002; Rampelt et al. 2017). Plus
récemment, |'étude de Quintana-Cabrera (Quintana-Cabrera et al. 2018) a suggéré que OPA1 et les oligoméres
ATP synthase interagissent ensemble afin de préserver la fonction mitochondriale. Dans les cellules déplétés en
OPA1, il a été constaté que les crétes mitochondriales ainsi que l'oligomérisation de I'ATP synthase étaient
affectées. Inversement, lorsque de la dimérisation de I'’ATP synthase est génétiqguement altéré, OPAl ne
parvient pas a maintenir la structure des crétes. En revanche lors d'une surexpression de la protéine OPA1, il a
été observé une meilleure ultrastructure des mitochondries ainsi que la stabilisation des oligoméres de I'’ATP
synthase (Davies et al. 2012). Ceci indique une interaction réciproque fonctionnelle et structurelle entre OPA1
et I'ATP synthase.

3.3.6. Régulation de la fusion des membranes mitochondriales internes

Les 8 isoformes d’OPA1 sont exprimées de maniére ubiquitaire, néanmoins, l'abondance de chaque
variant est tissus dépendant. Au niveau protéique, les ratio d’'OPA1-L et OPA1-S sont également variables en
fonction des tissus (Akepati et al. 2008; Alexander et al. 2000; Delettre et al. 2000, 2001). Cette régulation se

fait principalement grace a des processus protéolytiques de OPA1 (Figure 30 ; Tableau 5).

a) Processus protéolytiques de OPA1

Aprés son importation a la mitochondrie grace a sa séquence MTS, les 8 formes longues d’OPA1 qui
sont ancrées a la membrane mitochondriale interne, peuvent étre clivées par différentes protéases au niveau
des sites S1 et S2 pour générer des formes courtes d’'OPA1 (Ishihara et al. 2006a). Chez I'Homme, les 8
isoformes OPA1-L contiennent un site S1 et la moitié d'entre elles (isoformes 4, 6, 7 et 8) contiennent
également un site S2 (Song 2007). En 2003, I'équipe de Thomas Langer découvre les deux protéases a l'origine
des processus protéolytiques d'OPA1 : YMELL agissant au niveau du site S2 et OMA1 agissant au niveau du site
S1 (Kaser et al. 2003). Par la suite, ce méme groupe montre que chez des fibroblastes embryonnaires de souris
(MEF), aucun clivage de la protéine OPA1 n'est observé lorsque les cellules sont déplétées a la fois de YME1L et
de OMA1 (Anand et al. 2014). Ainsi, en condition physiologique, ces deux protéases établissent un équilibre
entre les formes OPA1-L et OPA1-S. Cependant, ces deux formes d’‘OPA1 ne semblent pas jouer le méme réle

dans la fusion mitochondriale. En effet, I'étude de KO YME1L et OMA1 suggére que OPA1-L est suffisante pour
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induire la fusion, tandis que la surexpression de OPA1-S favoriserait la fission (Anand et al. 2014; Ishihara et
al. 2006a).

On sait peu de chose sur le clivage d'OPA1 médié par YMELL. Son activité serait stimulée
métaboliquement par une augmentation de I'activité OXPHOS dans des cellules cultivées en régime cétogéne,
c'est-a-dire par apport d'acétoacétate et de B-D-hydroxybutyrate, ce qui contourne la glycolyse et alimente
directement les mitochondries (Mishra et al. 2014). De plus, I'activité de YME1L est inhibée dans des cellules
pauvres en ATP (Rainbolt, Saunders, et Wiseman 2015), voire dégradée par le protéasome en condition de
stress. Enfin, cette étude suggére que YME1L dégrade OMA1 dans des mitochondries dépolarisées mais

contenant un niveau élevé en ATP (Rainbolt et al. 2015).

Contrairement a YMELL, il a été mis en évidence que OMA1 est activée en condition de stress, c’est-a-
dire en condition de privation d’ATP, de chute du potentiel de membrane, de stress oxydant, de stimuli
apoptotique... (Ehses et al. 2009; Garcia et al. 2018; Head et al. 2009; Rainbolt et al. 2015). En effet, suite a
I'utilisation d'un découplant comme le CCCP, le potentiel de membrane s'effondre, permettant a OMA1 de
s'auto-cliver au niveau de son extrémité C-terminale, ce qui augmente son activité catalytique (Figure 30)
(Zhang, Li, et Song 2014). L'étude récente de Murata et al, (Murata et al. 2020) montre que des fluctuations
localisées du AWm, ou "scintillement", provoquent I'activation d'OMA1 en tant que réponse de stress protectrice
contre I'hyperfusion mitochondriale. Ainsi, lors de la dissipation du potentiel de membrane mitochondrial, OPA1
se trouve majoritairement sous forme OPA1-S conduisant a la fragmentation du réseau mitochondrial. De
maniére intéressante, |'auto-dégradation d’'OMA1 par le protéasome permet de restaurer la morphologie du

réseau mitochondrial (Baker et al. 2014) (Figure 30).

b)  Autres régulations de OPA1

Bien que la régulation d'OPA1 médiée par les processus protéolytiques soit bien décrite, I'étude des
modifications post-transcriptionnelles ou post-traductionnelles reste peu approfondie. En effet, les mécanismes
moléculaires régissant I'épissage alternatif de son ARNm ne sont pas connus. En 2010, Kar et al., (Kar et al.
2010) ont montré que OPA1 pouvait étre ubiquitinylée au cours du cycle cellulaire par la ligase APC/CCDH1 ce
qui controlerait son niveau d’expression. De plus, OPA1 peut étre O-GlcNAcétylée durant I'hnyperglycémie dans
des cardiomyocytes néonataux, ce qui conduit notamment a la fragmentation du réseau mitochondrial (Makino
et al. 2011).
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Figure 31 : La mitophagie (inspiré de (Onishi et al. 2021)).
(1) Mitochondries excédentaires ou endommagées par des ROS, des mutations de I'"ADNmt, des composés
chimiques... (2) Des signaux intra et extracellulaires favorisent l'isolement des mitochondries via la
fragmentation des réseaux tubulaires. (3) Les récepteurs de mitophagie ou les adaptateurs d'ubiquitine-
autophagie qui conférent une sélectivité de dégradation sont recrutés et/ou activés a la surface des
mitochondries. (4) Les principales protéines liées a I'autophagie se dirigent vers les mitochondries et générent
la membrane d'isolement/phagophore entourant les mitochondries. (5) Les mitochondries ciblées sont
enfermées et séquestrées par les autophagosomes. (6) Les autophagosomes sont transportés et fusionnés
avec des lysosomes. (7) Les hydrolases lysosomales se déversent dans les autophagolysosomes pour dégrader

les mitochondries, et le contenu sera recyclé.
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3.4. Le controle qualité des mitochondries : la mitophagie

L'équilibre entre la fusion et la fission est particulierement importante lors du contrdle-qualité des
mitochondries. La fusion favorise le mélange des contenus de mitochondries saines ou partiellement
dysfonctionnelles. La fission permet la distribution et la migration de nouvelles mitochondries, mais sépare
également les parts endommagées des mitochondries. Le systéme autophagique cible ensuite ou conjointement
les mitochondries altérées pour mieux les dégrader sous l'action des activités protéolytiques des
phagolysosomes. Ce processus catabolique, appelé mitophagie, contribue a maintenir le controle de la qualité

des mitochondries et la quantité mitochondriale dans de multiples types cellulaires (Onishi et al. 2021).

Ce qui caractérise une mitochondrie endommagée peut avoir plusieurs formes, mais un point concerne
généralement l'atteinte des gradients ioniques de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale et la
dissipation du potentiel de membrane mitochondrial. Ceci a pour conséquence notamment de stabiliser, au
niveau de la membrane mitochondriale externe, une sérine-thréonine kinase : PINK1. PINK1 recrute ensuite la
E3 ubiquitin ligase PARKIN conduisant a I'ubiquitinylation de protéines de la membrane externe telles que
MFN2, VDAC ce qui empéche la fusion des mitochondries et I'accumulation de résidus Ubiquitine correspond a
un signal indispensable au recrutement du phagophore. L'ubiquitinylation permet le recrutement des protéines
adaptatrices comme p62 ou OPTN (optineurin) grace a leurs domaines de liaison a l'ubiquitine. Ces protéines
seront ensuite reconnues par LC3 (light chain 3) contenue sur le phagophore. Une fois reconnues, les
mitochondries sont séquestrées dans un complexe nommé autophagosome. Il fusionne ensuite avec des
lysosomes pour former un autophagolysosome riche en hydrolases (Figure 31) (Ashrafi et Schwarz 2013; Onishi
et al. 2021; Yoo et Jung 2018). Cette cascade d'événements ou macro-mitophagie, impose donc une réduction
de la longueur des mitochondries pour faciliter I'étape de phagocytose. La fission DRP1 dépendante est donc
avancée comme une étape indispensable a la mitophagie. Cependant, d‘autres processus de mitophagie
existent, notamment par |'action de protéases en interne des mitochondries et/ou des micro-vésiculations, des

bourgeonnements mitochondriaux libérant les contenus endommagés sans fission, ni phagocytose majeure.

4. La relation ambigie entre la dynamique mitochondriale et
le métabolisme

A premiére vue, les mécanismes de la dynamique mitochondriale semblent distincts des processus
biochimiques et métaboliques de la mitochondrie. Néanmoins, la plupart des études bioénergétiques pionniéres
ont été réalisées sur des mitochondries isolées qui, du fait des procédures de fractionnement, ne conservent ni
la morphologie du réseau, ni ses contacts étroits avec le cytosquelette et les autres organelles cellulaires, telles
que le réticulum endoplasmique. De plus en plus d'études soulignent des corrélations plus ou moins étroites
entre activité de la chaine respiratoire, phosphorylation oxydative et organisation du réseau. Ainsi, de
nombreuses études montrent que la morphologie du réseau peut également étre modulée par plusieurs

parametres physiologiques, notamment la bioénergétique mitochondriale et, inversement, que la dynamique
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Tableau 6 : Relation entre défaut de protéines de fusion/fission, morphologie du réseau

mitochondrial et métabolisme.
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mitochondriale peut influencer le métabolisme énergétique. Cependant, le lien direct entre les différents états
du réseau et la bioénergétique mitochondriale, tout comme la régulation de ces possibles interrelations restent

encore peu clairs.

4.1. Un défaut de fusion/fission influence t'il le métabolisme ?

Les premiéres indications d'un impact de la morphologie du réseau sur la bioénergétique mitochondriale
sont venues de la découverte de mutations dans certains génes impliqués dans les mécanismes du
fusion/fission, responsables de maladies neurodégénératives associée a une dérégulation du métabolisme
mitochondrial. Les principales maladies neurodégénératives liées a la dynamique mitochondriale impliquent des
mutations dans les génes codant pour les protéines GDAP1, MFN2 et OPAl. Les mutations liées aux genes
GDAP1 et MFN2 sont responsables de la maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) (J. Cassereau et al. 2011;
Julien Cassereau et al. 2011; Zichner et al. 2004) alors que les mutations liées au gene OPA1 sont

responsables d'atrophie optique autosomique dominante (AOAD) (Delettre et al. 2000) (Tableau 6).
4.1,1, Défaut de fission et métabolisme énergétique

a) DRP1

Diverses études ont montré que la déplétion de DRP1 dans des cellules en culture est associée a une
altération de la fission du réseau mitochondrial, a une inhibition de la prolifération cellulaire et une diminution
de la phosphorylation oxydative mitochondriale (Benard et al. 2007; Parone et al. 2008). Ainsi, I'extinction de
I'expression de DRP1 par siRNA dans des cellules Hela entrainait une augmentation du niveau de branchement
et une hyper-tubulation du réseau mitochondrial et, conjointement, une diminution de la respiration
phosphorylante (état III) et de la synthése d’ATP maximale (Benard et al. 2007). Parone et al. (2008) ont
confirmé ces résultats, toujours sur cellules Hela : la déplétion de DRP1 par shRNA induisait également une
diminution drastique de la respiration phosphorylante, mais également une probable augmentation de la fuite
de protons (diminution du couplage OXPHOS et du potentiel de membrane). Une augmentation de la production
de ROS et du stress oxydant étaient également observées, ainsi qu’une déplétion partielle de I'ADNmt. La
séquence et la causalité de ces différents événements n’est pas clairement établies par ces études, cependant,
le défaut de fission (Benard et al. 2007) et de mitophagie (Parone et al. 2008) suggérent que ces altérations
pourraient étre liées a un défaut de renouvellement des mitochondries et une accumulation de mitochondries

« endommagées ».
De maniére surprenante, le KO général de DRP1 chez la souris démontre que celui-ci est indispensable

pour le développement embryonnaire (Ishihara et al. 2009; Wakabayashi et al. 2009), notamment pour la

formation des neurites et synapses, mais ne semble pas induire d'inhibition drastique du le métabolisme

LHUISSIER Charléne | Pathologies de la dynamique
mitochondriale : étude de la relation structure-fonction au cours de la fission mitochondriale 75



GTPase domain Middle domain GTPase effector domain
GTP-binding motifs (G1-G4) Mediating oligomerization via Mediating oligomerization via
2 for guanine nucleotide intra- and intermolecular intra- and intermolecular
'E binding and hydrolysis domaininteractions domain interactions
=}
(=]
226 509 639 729
‘__I 736
= ED
=z e u
(a)
DNML1
Glu2Ala
(optic Atrophy 5)  Autosomal oy (ENSP00000450399. 1 )
y g
Ala192Glu -
EMPF1
(Optic Atrophy 5) doml nant i;ly362 A)sp
(EMPF1)
SerseCly Gly362Ser
Glu116Lysfs"6 (EMPF1)
jENEEY) A t I Phe370Cys
Trp88Metfs*9 + utosoma (EMPF1)
SluiZyLysies recessive Ala395As
7] P
HE il
hr102Me
o Arg403Cys
§ (EMEED) (EMPF1) De novo
Gly32Ala Leu406Ser
(EMPF1) (EMPF1)
Ser39Gly Glud10Lys
(Sensory neuropathy - this study) (EMPF1 with cardiac involvement) Leu636Pro
Asp146Asn Leud16Pro (Intellectual disability)
(Sensory neuropathy) (Neurodevelopmental disorder) Leu650Arg
Val203lle De novo Cys431Tyr (Neurodevelopmental
(EMPF1) (EMPF1) disorder)
Gly223val Cys446Phe Tyré91Cys De novo
(EMPF1) (EMPF1 with infantile parkinsonism) (EMPF1)

Figure 32 : Variants identifiés sur chaque domaine de DRP1 (Keller et al. 2021).

En haut : structure du domaine GTPase, du domaine médian et du domaine effecteur de la GTPase (GED). En
bas : les variants identifiés et le phénotype consécutif de chaque variant pathogéne signalé. (EMPF1 :

Encéphalopathie due a une fission mitochondriale et peroxysomale défectueuse 1)
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énergétique, puisque les niveaux d’ATP cellulaire ne semblent pas modifiés (Wakabayashi et al. 2009) . De
méme, dans un modele de souris haploinsuffisante pour DRP1 (souris DRP1 +/-, (Bouche et al. 2021)), bien
que la morphologie mitochondriale soit altérée, aucune altération notable de la respiration maximale en

présence des substrats des complexes I et/ou II n'était retrouvée.

Chez I'nomme, la protéine DRP1 est fortement exprimée dans le cerveau, et des variations pathogenes
de sa séquence entrainent des déficiences neuronales et le plus souvent, la mort dans la petite enfance. Des
variants pathogénes de DRP1 ont ainsi été décrits dans I'encéphalopathie complexes et sévéres, autosomiques
dominantes ou récessives, due a une Fission Mitochondriale et Peroxysomale défectueuse 1 (EMPF1, OMIM
614388), ainsi que dans I'Atrophie Optique de type 5, autosomique dominante isolée (OPA5, OMIM 610708)
(Gerber et al. 2017; Keller et al. 2021; Sheffer et al. 2016; Waterham et al. 2007). A ce jour, un certain
nombre de mutations dominantes négatives de novo dans DRP1 ont été identifiées comme altérant
I'assemblage ou l'activité GTPase, et entrainent une EMPF1 (Figure 32). L'existence d'une grande variété de
phénotypes délétéres, dans différents types cellulaires, souligne limportance primordiale du maintien de
I'équilibre entre la fission et la fusion et d'un réseau mitochondrial dynamique. Cependant, a notre
connaissance, il n‘existe a I'heure actuelle pas de données sur I'effet des variants pathogénes de DRP1/DNM1L

sur la phosphorylation oxydative ou le métabolisme énergétique.
4.1.2, Défaut de fusion et métabolisme énergétique

a) MFN2

Le niveau d’expression de la protéine MFN2 pourrait jouer un role dans I'homéostasie métabolique,
notamment par la régulation du métabolisme mitochondrial, de métabolites/cofacteurs clés comme le coenzyme
Q et le glucose, ainsi que dans la signalisation de I'insuline. En effet, la déplétion de MFN2 dans les lignées de
myoblastes L6E9 conduit a une diminution de 'oxydation du glucose et du potentiel de membrane mitochondrial
(Bach et al. 2003). Plus tard, une autre étude sur cette lignée a confirmé qu’une inhibition de 50% de
I'expression de MFN2 induisait une réduction de 'oxydation du glucose, mais également du pyruvate et des
acides gras, concomitante d’une stimulation du métabolisme glycolytique. Cette diminution du flux de substrat
était accompagnée logiquement d’une diminution du potentiel de membrane. Cette diminution du métabolisme
oxydatif était associée a une diminution d’expression de sous-unités des complexes I et III de la chaine
respiratoire. A l'inverse, une surexpression de MFN2 dans les cellules Hela augmentait I'oxydation du glucose et
le AWm (Pich et al. 2005). Cependant, le lien entre modulation de la morphologie du réseau et réponse
métabolique n'est pas évident dans cette étude : en effet, la surexpression d’'une MFN2 tronquée en C-terminal
(perte de la capacité d‘induction de la fusion) entrainait les mémes résultats, sans altération visible de la

morphologie du réseau.
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In vivo, dans des modeles de souris, il a été montré que la délétion de MFN2 entraine une létalité
embryonnaire (Chen, McCaffery, et Chan 2007). Sur un modéle murin de KO conditionnel MFN2, Chen et al.
(2007) ont montré que la déplétion de MFN2 entraine une diminution de I'activité de la cytochrome ¢ oxydase
(COX, complexe IV), ainsi qu’'une augmentation de I'activité de la succinate déshydrogénase (SDH, complexe II)
dans les cellules de Purkinje mutantes (Chen et al. 2010). L'étude de Mourier et al. (2015) également sur un
modéle murin KO conditionnel MFN2, montre que la déplétion de MFN2 entraine dans les cardiomyocytes une
diminution de la capacité phosphorylante et maximale de la chaine respiratoire, mais sans altération de
I'activité des complexes. Les analyses protéomiques et métabolomiques réalisées suggéraient un défaut global
de la voie de biosynthése des terpénoides, conduisant a un déficit en coenzymes Q9 et Q10. Cependant, le lien
entre fission ou défaut de fusion et déficit en CoQ est difficile a établir. En effet, la supplémentation en CoQ10
permettait la restauration de la respiration mitochondriale, accompagnée d'une restauration partielle de la
morphologie du réseau ; mais a l'inverse, la normalisation de la morphologie de ce réseau induite par le KO de
DRP1 dans les MEFS KO-Mfn2 n’était pas accompagnée d’'une normalisation des niveaux de CoQ (Mourier et al.
2015). Ces données suggérent donc que le défaut de synthése du CoQ n'est pas directement lié a la

morphologie du réseau mitochondrial.

La maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 2A (CMT2A) est une neuropathie périphérique autosomique
dominante caractérisée par des déficits moteurs et sensoriels des membres distaux (Chan 2020), provoquée
par des mutations de MFN2. La plupart des mutations MFN2 associées au CMT2A conduit a une agrégation des
mitochondries dans des cellules en culture (Detmer et Chan 2007). Une étude du laboratoire (Loiseau et al.
2007) sur fibroblastes primaires issus de patients atteints de CMT2A a mis en évidence un défaut de couplage
de la phosphorylation oxydative et une diminution du AWm, sans altération remarquable du réseau. De facon
globale, les études sur fibroblastes de patients atteints de CMT2A (Amiott et al. 2008; Loiseau et al. 2007,
Vielhaber et al. 2013) ou surexprimant une MFN2 mutée (Larrea et al. 2019) rapportent des résultats
extrémement variables et souvent contradictoires concernant I'activité de la chaine respiratoire et la capacité ou

efficacité de la phosphorylation oxydative.

Au vu de I'ensemble de ces données, de plus en plus d’informations suggérent un lien étroit entre le
métabolisme glucidique et lipidique et niveau d’expression de MFN2, aussi bien sur cellules en culture (Bach et
al. 2003; Pich et al. 2005) qu'in vivo (Dietrich, Liu, et Horvath 2013; Nasrallah et Horvath 2014; Wikstrom et
al. 2014). Cependant, le lien avec une altération de la phosphorylation oxydative et surtout, le lien direct entre

I'état de fusion du réseau mitochondrial et le métabolisme énergétique est beaucoup moins évident.

b) OPA1

La protéine OPA1l pourrait également jouer un role dans le métabolisme énergétique puisque des
études ont montré que la déplétion de OPA1 dans des cellules en culture et dans les tissus de souris, entraine
une diminution du contenu de I'ADNmt, une baisse du potentiel de membrane et une diminution du

fonctionnement de la chaine respiratoire (Chen et al. 2010; Chen, Chomyn, et Chan 2005; Rubén Quintana-
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Cabrera et al. 2018). De plus l'inhibition de I'expression d’'OPA1 par siRNA dans des cellules HeLa conduit a une
fragmentation du réseau mitochondrial, une déstructuration compléte des crétes mitochondriales et une baisse
du potentiel de membrane mitochondrial (Olichon et al. 2003). Trés récemment, 'analyse métabolique sur des
cellules embryonnaires de souris KO OPA1 de Dai et al. (2022) suggéere que les cellules déficientes OPA1
effectuent une reprogrammation métabolique du métabolisme oxydatif vers un métabolisme glycolytique et de

la glutamine qui pourrait s’expliquer par la déstructuration des crétes (Dai et al. 2022).

Dans des modeéles de souris in vivo, il a été observé que la mutation Opal™™6 humaine entraine un
défaut de la cytochrome oxydase dans la rétine, le nerf optique et le muscle glycolytique, cependant, les
muscles oxydatifs et le coeeur ne sont pas affectés (Sarzi et al. 2012). Des études complémentaires montrent
que le défaut de l'activité cytochrome oxydase serait due a une déstabilisation prématurée des supercomplexes
de la chaine respiratoire lié au vieillissement des souris (Acin-Pérez et al. 2008; Frenzel et al. 2010; Gomez et
al. 2009). Dans ce modeéle OpaldT™G j| 3 également été rapporté une altération concomitante de la
morphologie mitochondriale, ainsi qu'une mitophagie accrue. Alavi et al. (2007) ont montré que la mutation de
I'exon 10 (mutation c.1065+5G>A) dans le domaine GTPase, conduit a une diminution de I'expression de 50%
de la protéine OPA1 et une absence de la forme courte d’'OPA1 (Alavi et al. 2007). L'analyse métabolique de ces
souris suggére une altération du métabolisme, notamment de la sécrétion d'insuline, chez les souris dgées. Ces
souris ne présenteraient cependant pas de déficit en COX (Alavi et al. 2009). Enfin, dans des modéles de souris
YME1L-/-, Wai et al. (2015) ont observé que la perte de la protéine YME1L dans les cardiomyocytes abolissait |a
formation de la forme d de OPA1-S et conduisait a I'accumulation des formes c et e de OPA1-S générée par
OMA1, associées a une altération de la morphologie mitochondriale. Cependant, cette altération de la
morphologie du réseau ne semble pas induire de défaut de la respiration mitochondriale, ni de I'assemblage des

complexes ou des Supercomplexes de la chaine respiratoire (Wai et al. 2015).

Chez I'homme, les mutations pathogénes du géne OPA1 sont responsables du développement d’une
atrophie Optique autosomique Dominate (AOAD), une maladie dégénérative spécifique des cellules
ganglionnaires de la rétine entrainant la perte des axones qui forment le nerf optique. Cela s'accompagne
également par une perte progressive de la vision centrale et une diminution de I'acuité visuelle (Chan 2020).
Une atteinte plus large, multiviscérale (AOD+) est parfois retrouvée, notamment chez I'enfant (Yu-Wai-Man et
al., 2010). Cependant, dans ces pathologies seules certaines formes mutantes d'OPA1 (mutation p.R445H,
p.V903fsX905 et p.R733X) induisent une fragmentation du réseau mitochondrial (Cretin et al. 2021; Kane et al.
2017; Aurélien Olichon et al. 2007). L'analyse des constantes bioénergétiques dans des fibroblastes de patients
atteints d’atrophie optique autosomique dominante, a montré un défaut de couplage de la phosphorylation
oxydative (Chevrollier et al. 2008a), c'est-a-dire un défaut de la capacité a synthétiser de I’ATP par rapport a la
quantité d’oxygéne consommée (ATP/O). Cependant, tous les patients présentaient un défaut de ce couplage,
plus ou moins prononcé, bien que seuls trois d’entre eux (mutations p.R445H, p.V903fsX905 et p.R733X)
démontraient un réseau fragmenté. De plus, une diminution de I'activité du complexe IV était observée chez
certains patients, sans lien évident avec I'état du réseau mitochondrial (Chevrollier et al. 2008a). Cette
diminution de l'activité du complexe 1V, qui pourrait étre liée a un défaut de maintenance de I'ADNmt, a

également été retrouvée dans les fibres musculaires de patients atteints d’AOD et AOD+, mais la encore,
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seulement chez certains individus, sans qu‘une corrélation évidente ne soit retrouvée avec le type de mutation
ou le phénotype du patient (Yu-Wai-Man et al., 2010, 2011).

La encore, les données de la littérature sur l'effet d’une altération de I'expression et de la fonction
d’OPA1 sur le métabolisme énergétique restent donc relativement contradictoires. Ainsi, le lien entre
fragmentation du réseau et altération bioénergétique n’est pas clair, puisque qu’une augmentation de la
fragmentation peut étre observée sans altération évidente de I'activité de I'ETC et inversement, des défauts

d’activité retrouvés sans altération évidente de I'état du réseau.

4.2. Le métabolisme influence-t-il les processus de fusion/fission ?

Comme nous venons de |"évoquer, bien qu'un lien entre les processus de fusion/fission et le
métabolisme mitochondrial soit fréquemment évoqué, ce lien est loin d'étre évident. Cependant, a l'inverse, le

métabolisme mitochondrial influence-t-il les processus de fusion/fission ?

4.2.1. Le métabolisme cellulaire module la fusion/fission

Chez la levure, les analyses de microscopie électronique ont révélé des liens entre le type de
métabolisme énergétique, la structure du réseau mitochondrial et sa croissance. En effet, I'étude de
Yotsuyanagi (Yotsuyanagi 1962) montre que lorsque les levures sont cultivées en milieu riche en glucose, les
cellules ont une respiration faible (fermentation) et possedent peu de mitochondries. A l'inverse quand elles
sont cultivées en milieu pauvre en glucose, ces cellules augmentent leur capacité respiratoire et les
mitochondries forment un réseau tubulaire et ramifié. D'autres études, chez la levure, confirment ces résultats :
des conditions de culture forgant le métabolisme oxydatif stimule la fusion des mitochondries conduisant a

I'élongation des mitochondries ; (Hoppins et al. 2011; Meeusen, McCaffery, et Nunnari 2004).

Chez le mammifére, de maniére générale, il a été montré que les cellules présentant un réseau
mitochondrial fragmenté étaient plus glycolytiques (Egner, Jakobs, et Hell 2002), tandis que celles présentant

un réseau mitochondrial plus connecté étaient plus oxydatives (Sauvanet et al. 2010).

De la méme facon, I'équilibre dynamique entre la fusion et la fission est important pour la
reprogrammation métabolique des cellules spécialisées. Il a été observé que les cellules T proliférantes et les
cellules cancéreuses passent d'un métabolisme oxydatif @ un métabolisme glycolytique, méme en présence
d'oxygéne (« effet Warburg ») afin de soutenir leur phase proliférative. Par exemple, les lymphocytes T
effecteurs en prolifération sont hautement glycolytiques et ont un réseau mitochondrial fragmenté, en revanche

les lymphocytes T mémoires ont un métabolisme oxydatif et leurs mitochondries présentent un réseau plus
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Morphologie Du

Drogue Cible Lignée Cellulaire ) Réf.
Réseau
Hela Fragmentée (Legros et al. 2002)
Déoxyglucose Glycolyse 143B Fragmentée (Malka et al. 2005)
Fibroblastes Filamenteuse (Guillery et al. 2008)

Tableau 7 : Morphologie des mitochondries dans les lignées cellulaires traitées avec du

déoxyglucose (Sauvanet et al. 2010).
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allongé (Buck et al. 2016). L'étude de Prietro et al. (2016) montre qu'au cours du processus de
reprogrammation en cellules souches pluripotentes induites (iPS), les cellules somatiques passent du
métabolisme oxydatif au métabolisme glycolytique. Dans ces cellules, DRP1 serait phosphorylée, entrainant la
fragmentation des mitochondries. Cette phosphorylation serait dépendante des kinases ERK-1/2 (Extracellular

signal-regulated kinases 1 et 2) (Prieto et al. 2016).

Cependant, a l'inverse, il a été constaté dans certaines cellules immortalisées en culture comme les
Hela (Legros et al. 2002) ou les 143B (Malka et al. 2005)(tableau 7), qu’une stimulation du métabolisme
oxydatif, par déprivation en glucose ou remplacement de celui-ci par du galactose, conduit a la fragmentation
du réseau mitochondrial. L'inhibition directe de la glycolyse par le déoxyglucose induit également une
fragmentation du réseau mitochondrial. Cependant, cela n’a pas été constaté dans des cellules primaires
(Guillery et al. 2008), suggérant que la régulation de la morphologie mitochondriale par son activité

métabolique est un phénoméne complexe et/ou dépendant du type métabolique cellulaire.

Les données de la littérature suggéerent donc que le métabolisme cellulaire influence la fusion et la
fission du réseau mitochondrial, cependant, les mécanismes mis en jeu semblent complexes, puisque cette
influence semble surtout dépendre du type cellulaire. Si de nombreuses études ont fait le lien entre le
métabolisme cellulaire et les voies de signalisations cytosoliques permettant le recrutement de DRP1 (Rambold
et al. 2011; Wang et al. 2012), peu de ces études se sont intéressées aux mécanismes internes a la
mitochondrie conduisant a la fission. Y-a-t'il un lien entre le fonctionnement de la phosphorylation oxydative et

I'état du réseau mitochondrial ?

4.2.2. Le fonctionnement mitochondrial module la fusion/fission ?

Chez les mammiféres, la plupart des études sur la dynamique et la morphologie des mitochondries sont
réalisées sur des cellules en cultures traitées par des inhibiteurs de la chaine respiratoire (tableau 8).
L'utilisation de ces inhibiteurs est généralement regroupée sous le terme de « stress mitochondrial », bien que
ceux-ci aient des cibles et des effets différents sur la phosphorylation oxydative. Les inhibiteurs de la chaine
respiratoire inhibent le transport des électrons et le pompage des protons associés et, de ce fait, la synthése
d’ATP. La plupart des inhibiteurs des complexes de I'ETC, en ralentissant le flux de transfert des e-, induisent
également une augmentation majeure de la production de ROS. Les inhibiteurs de I’ATP synthase eux, bloquent
le retour des protons et la synthése d’ATP, provoquant ainsi une augmentation du potentiel de membrane
mitochondrial, ce qui ralentit au final I'activité de la chaine respiratoire. L'utilisation de découplant de la
phosphorylation oxydative induit une baisse drastique du potentiel de membrane mitochondrial, stimulant en
retour |'activité de la chaine respiratoire a son maximum mais inhibant la synthése d’ATP. Ainsi, ces inhibiteurs
modulent différemment le AWm, I'activité de la chaine respiratoire, la production d’ATP, ainsi que la production
de ROS. Ces différents paramétres sont cependant fortement intriqués, il est donc difficile de distinguer les

effets exacts des inhibiteurs d’'OXPHOS sur les constantes énergétiques mitochondriales.
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Morphologie Du

Réf.

Drogue Cible Lignée Cellulaire ]
Réseau
(Minamikawa et al.
143B En forme d'anneau
1999)
CV1-4A En forme d'anneau (De Vos et al. 2005)
MEFs En forme d'anneau (De Vos et al. 2005)
CCCP AWYm
. (Legros et al. 2002;
Hela Fragmentee
Malka et al. 2005)
143B Fragmentée (Malka et al. 2005)
Fibroblastes Fragmentée (Guillery et al. 2008)
; (Pletjushkina et al.
FCCP AUYm Hela Fragmentee
2006)
143B Et Hela Fragmentées, gonflées
Valinomycine AUm (Malka et al. 2005)

et groupées

Tableau 8 : Morphologie des mitochondries dans les lignées cellulaires traitées avec divers

inhibiteurs (Inspiré de (Sauvanet et al. 2010)).
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a) La variation du AWm

Comme nous avons vu précédemment, le potentiel de membranaire mitochondrial AWm est généré par
les 3 pompes a protons que sont les complexes I, III et IV. Il est donc un composant essentiel du processus de
phosphorylation oxydative, et plus largement de I'homéostasie mitochondriale en régulant I'activité de
protéases mitochondriales ou encore l'initiation de la mitophagie. L'utilisation de découplants comme le CCCP
ou le FCCP, effondrant le potentiel de membrane mitochondrial, est largement utilisé pour I'étude de la
dynamique mitochondriale. Ceux-ci semblent effectivement conduire systématiquement a la fragmentation du
réseau mitochondrial, que ce soit dans les cellules immortalisées que dans les cellules primaires de peau (De
Vos et al. 2005; Guillery et al. 2008; Legros et al. 2002; Malka et al. 2005) (Tableau 8).

Il a été montré que la variation du métabolisme énergétique stimule les protéases YME1L et OMA1 afin
de réguler I'activité de fusion de OPA1. Comme nous avons pu le voir dans le paragraphe 3.3.6.a) YMEIL est
dépendant de I'ATP tandis que OMA1 serait plutét dépendante du potentiel de membrane mitochondrial. Le
clivage de la protéine OPA1 par YMEILL stimule ainsi la fusion des membranes internes, en revanche, lorsque le
potentiel de membrane se dissipe, la protéase OMA1 est suractivé conduisant au clivage massif de la protéine
OPA1 et a la fragmentation du réseau mitochondrial (Anand et al. 2014; Ehses et al. 2009; Head et al. 2009;
Ishihara et al. 2006a). Ces différentes études suggéerent que les protéases YME1L et OMA1 servent de senseur

important reliant les conditions métaboliques au processus de fusion de la membrane interne.

Une diminution du potentiel de membrane est théoriqguement attendue suite a une inhibition de
I'activité de la chaine respiratoire du fait de son activité de pompage des protons. Cependant, les données de la

littérature sont plus contradictoires en ce qui concerne cette inhibition de la chaine respiratoire.

b)  Variation de I'activité de la chaine respiratoire

Modulation de I'activité de la chaine respiratoire induite par inhibitions pharmacologiques

De nombreuses études montrent que les inhibiteurs des complexes de la chaine respiratoire, en
particulier les complexes I et III, provoquent une fragmentation importante du réseau mitochondrial dans les
lignées cellulaires immortelles ou immortalisées (tableau 8). L'étude de Van der Stel (van der Stel et al. 2022)
sur des cellules HepG2 en culture confirme également que la morphologie des mitochondries est altérée suite a
une inhibition des différents complexes OXPHOS, qui induisent dans ces cellules une chute du potentiel de

membrane.
Au niveau mécanistique, il a été constaté que l'inhibition des complexes I par la roténone ou III par

I'antimycine sur des cellules d'osteosarcome active le senseur énergétique AMPK, laquelle phosphoryle ensuite

des résidus sérines clés sur MFF, entrainant le recrutement de DRP1 et la fission mitochondriale. Ce mécanisme
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Morphologie du

Drogue Cible Lignée cellulaire i Réf.
réseau
CV1-4A Fragmentée (De Vos et al. 2005)
MEFs Fragmentée (De Vos et al. 2005)
Neurones Corticaux Fragmentée (Barsoum et al. 2006)
Roténone Complexe I Circulaire, En Forme
MRC5 (Benard et al. 2007)
De Donuts
Fibroblastes Fragmentée
Fibroblastes élongation (Liot et al. 2009)
Piericidine A Complexe I Fibroblastes Intermédiaire (Guillery et al. 2008)
3-Nitropropionic ) B )
Acid Complexe II Neurones Corticaux Fragmentée (Liot et al. 2009)
(o]
CV1-4A Fragmentée (De Vos et al. 2005)
MEFs Fragmentée (De Vos et al. 2005)

Antimycine A

Complexe III

Fibroblastes

Fibroblastes

Filaments Gonflés
(Pham et al. 2004)
Et Nodaux

Intermédiaire (Guillery et al. 2008)

Hela Fragmentée (Legros et al. 2002)

Myxothiazole Complexe III ’
CV1-4A Fragmentée (De Vos et al. 2005)
Cyanide Complexe IV Fibroblastes Intermédiaire (Guillery et al. 2008)
Hela Fragmentée (Legros et al. 2002)
CV1-4A Fragmentée (De Vos et al. 2005)
MEFs Fragmentée (De Vos et al. 2005)

Oligomycine ATP Synthase

Fibroblastes

Cv-1

Intermédiaire (Guillery et al. 2008)
(Pletjushkina et al.

Fragmentée
2006)

Aurovertine B

ATP Synthase

Cv-1

Filamenteuse (Pletjushkina et al. 2006)

Tableau 9 : Morphologie des mitochondries dans les lignées cellulaires traitées avec divers

inhibiteurs (Inspiré de (Sauvanet et al. 2010)).

LHUISSIER Charléne | Pathologies de la dynamique
mitochondriale : étude de la relation structure-fonction au cours de la fission mitochondriale 88



pourrait favoriser "élimination des mitochondries endommagées par autophagie ou induire I'apoptose dans les

cellules (Toyama et al. 2016).

Néanmoins, dans les cellules primaires, les résultats des différentes études sont moins évidents. En
effet, sur fibroblastes de peau, une étude seulement observerait une fragmentation du réseau mitochondrial
suite a l'inhibition du complexe I, résultat retrouvé sur des cellules neuronales primaires, tandis qu’une autre
étude observerait une élongation du réseau mitochondrial suite a cette inhibition (Koopman et al. 2005). De
plus, plusieurs études ont constaté une fragmentation intermédiaire ou modérée suite a l'inhibition des
complexe III, IV et de I’ATP synthase (Guillery et al. 2008; Liot et al. 2009; Pham et al. 2004) (tableau 9).

Modulation de I'activité de la chaine respiratoire induite par des altérations d’origine génétiques

Chez S. cerevisiae, |'organisation et |'ultrastructure des mitochondries ne semblent pas corréler avec la
capacité respiratoire, puisque la microscopie sur des mutants dépourvus de composants de la chaine
respiratoire ou des cellules traitées avec des inhibiteurs d’'OXPHOS montre que le réseau mitochondrial est
semblable au type sauvage (Church et Poyton 1998; Jakobs, Schauss, et Hell 2003; Xu, Thorsness, et
Thorsness 2005).

Les premiers modeles cellulaires présentant des altérations génétiques de I'OXPHOS ont été utilisés en
1994 par I'équipe de Hayashi (Hayashi et al. 1994). Ceux-ci ont fusionné des cellules 143B-p° dépourvu d’ADN
mitochondrial avec des cellules énuclées de patients, formant ainsi des hydrides cytoplasmique ou cybrides
portant '’ADNmt des patients mais le fond nucléaire 143B. Les cybrides contiennent une quantité variable
d’ADNmt mutant et sauvage. Leur morphologie mitochondriale est similaire aux cellules p° avec un réseau

mitochondrial fragmenté ou formant des structures gonflées (tableau 10).

Chez le mammifére, afin de déterminer si une chaine respiratoire fonctionnelle était nécessaire a la fusion
mitochondriale, Legros et al. (Legros et al., 2002) ont également généré des cellules 143B déplétées en ADNmt
(143B-p°%) exprimant de maniére stable la mtGFP ou la mtRFP. Si les cellules 143B-p° présentaient une plus
grande proportion de mitochondries fragmentées que les cellules 143B contréles (tableau 10), leurs résultats
démontrent que la fusion mitochondriale dans les cellules 143B-p° ne différait ni en termes de cinétique ni
d’efficacité par rapport aux controles, et donc qu'une chaine respiratoire fonctionnelle n'est pas nécessaire pour

la fusion mitochondriale.

Les maladies mitochondriales regroupent une grande variété de pathologies métaboliques dont le
dénominateur commun est un trouble de la production énergétique, lié le plus souvent a une dysfonction de la
chaine respiratoire. Ces maladies sont vraisemblablement les plus fréquentes des maladies héréditaires du
métabolisme, avec une incidence estimée a 1/5000 naissances. Elles sont la conséquence de mutations ou

délétions dans des génes codant des protéines mitochondriales, codés soit par I'ADN nucléaire, mais aussi I'ADN
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Défaut Génome muté Lignée Cellulaire  Morphologie Du Réseau Réf.
Gonflées, ressemblant a des (Hayashi et al.
Hela p°® - o
PO ADNmt uiies
, (Legros et al. 2002,
143B p° Fragmentée
2004)
. Gonflées, ressemblant a des (Hayashi et al.
Hela cybride
bulles 1994)
MELAS ADNmt/ARNt
. L, (Huckriede et al.
Fibroblastes Non altérée
1995)
. . . Gonflées, ressemblant a des (Hayashi et al.
Cardiomyopathie ADNmt/ARNt Hela cybride
bulles 1994)
) ) B . (van den Ouweland
MIDD ADNmt/ARNt 143B cybride Moins allongée, plus arrondie
et al. 1999)
143B cybride Fragmentée
MERFF ADNmt/ARNt (Hanson et al.
Fibroblastes Filamenteuse
2002)
k
ADNM/ATP , (Szczepanowska,
NARP 143B cybride Nombreuses organelles isolées Zabtocki, et
synthase L
Duszynski 2004)
. ) . . (Huckriede et al.
HSP60 ADN nucléaire Fibroblastes Aberration morphologique 1995)
- . . (Hanson et al.
PDH ADN nucléaire Fibroblastes Filamenteuse 2002)
Fragmentée, augmentation du (Koopman et al.
nombre, des ramifications 2005)
Complexe | ADN nucléaire Fibroblastes Raccourcie/fragmentée EEIICSER
2007)
. (Hanson et al.
Filamenteuse
2002)
. . . (Guillery et al.
Complexe |l ADN nucléaire Fibroblastes Filamenteuse 2008)
- . . (Guillery et al.
Complexe IlI ADN nucléaire Fibroblastes Filamenteuse 2008)
. . . (Guillery et al.
Complexe IV ADN nucléaire Fibroblastes Filamenteuse 2008)
- . . (Guillery et al.
ATP synthase ADN nucléaire Fibroblastes Filamenteuse 2008)

Tableau 10: Morphologie du réseau mitochondrial dans des cellules présentant des défauts

génétiques associés a des déficits mitochondriaux (Inspiré de (Sauvanet et al. 2010)). Hsp60 :

activités réduites de la protéine de choc thermique 60 ; MELAS : myopathie, encéphalopathie, acidose

lactique et accident vasculaire cérébral mitochondriaux ; MERFF : épilepsie myoclonique et fibres ragged-red

; MIDD : diabéte et surdité d'origine maternelle ; NARP : neuropathie, ataxie et rétinite pigmentaire ; PDH :

déficit en pyruvate déshydrogénase.
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mitochondrial. Les modéles cellulaires issus de patients atteints de pathologie mitochondriale constituent donc

un modele d'étude de choix pour la bioénergétique et la dynamique mitochondriale.

De nombreuses études ont ainsi été réalisées sur fibroblastes de peau de patients atteints de
pathologie mitochondriale. Contrairement aux lignées cellulaires, chaque fibroblaste de peau est issu d‘un
patient présentant un défaut génétique particulier. Plusieurs études ont constaté que les fibroblastes avec des
déficits des complexes OXPHOS ont un réseau mitochondrial filamenteux ou n‘ont pas d’anomalie significative
du réseau mitochondrial (Guillery et al. 2008; Hanson et al. 2002; Huckriede et al. 1995) ; a l'inverse deux
études ont constaté qu‘un défaut du complexe I conduit a une fragmentation, un raccourcissement, un
gonflement ou une altération de ramification des mitochondries (Benard et al. 2007; Koopman et al. 2005)
(Tableau 10). Dans ces deux derniers cas, les cellules étaient maintenues en milieu relativement pauvre, soit un
milieu HEPES-Tris dépourvu en glucose, soit un milieu galactose. Le fait que la majorité des cellules de patients
déficitaires en un ou des complexes de la chaine respiratoire présentent une morphologie normale,
contrairement aux lignées cellulaires traitées par des inhibiteurs OXPHOS, pose question. Dans le cas de ces
altérations génétiques des complexes, l'inhibition de I'activité enzymatique est chronique, aussi I'absence de
corrélation entre un déficit OXPHOS et la morphologie mitochondriale dans les fibroblastes de patients
pourraient suggérer la mise en place d'une adaptation des mitochondries et du métabolisme cellulaire. Ainsi,
lors de l'inhibition de la glycolyse par le déoxyglucose dans des fibroblastes de patients présentant des déficits

OXPHOS, le réseau mitochondrial se trouve fragmenté (Guillery et al. 2008).

Au vu de l'ensemble de ces données et de la diversité des observations, tant sur modéle d'inhibition
pharmacologique que sur modéle d‘inhibition chronique d’origine génétique, des études complémentaires sont
nécessaires afin d'approfondir les liens possibles entre activités de la chaine respiratoire et induction de la

fission mitochondriale et/ou les mécanismes de résistance a cette fission mis en place.

c) La variation de la production de ROS

Une altération de I'activité des complexes de la chaine respiratoire conduit a une production plus ou
moins importante de ROS et serait impliqué dans le stress oxydatif. Qi et al, (2011) ont montré que durant un
stress oxydatif, I'activation de la protéine kinase Cd (PKCd) par les ROS conduit a la phosphorylation de la
Ser616 de DRP1 et a la fragmentation du réseau mitochondrial dans un modéle de neurone en culture. Cette
phosphorylation par PKCO est délétére, en effet, une étude a démontré que cette fragmentation anormale du
réseau mitochondrial conduit a des lésions cérébrales induites par I'hypertension (Qi et al. 2011). D'autres
mécanismes pro-oxydants peuvent réguler la fusion mitochondriale. En effet, I'étude de Shutt (Shutt et al.
2012) sur HeLa montre qu’un niveau élevé en glutathion oxydé favorise la dimérisation des MFNs et la fusion
des membranes externes. Ainsi la régulation de la production de ROS semblerait liée aux processus de
fusion/fission. Cependant, l'inhibition des différents complexes de la chaine respiratoire favorise une

surproduction de ROS(Cf paragraphe 2.3.4). Pour autant, |'étude de Guillery et al. (2008) sur des fibroblastes
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de peau humain, n'a pas constaté de fragmentation suite a l'inhibition d’‘OXPHOS. Néanmoins, le lien entre

production de ROS par la chaine respiratoire et activation de la fission reste encore peu clair.

d) La variation d’ATP et I'ATP synthase

Il a également été suggéré que la fusion pouvait étre controlée par la concentration en GTP. En
présence d'ATP, la nucléotide disphosphate kinase : NM23-H4, localisée dans la matrice mitochondriale permet
de générer du GTP a partir de GDP. Cette molécule favorise le chargement en GTP sur la protéine OPA1, en
outre, sa déplétion entraine des défauts de fusion (Boissan et al. 2014). Ces résultats suggérent que le niveau

d'ATP cellulaire est lié a la fusion via le chargement en GTP de |a protéine OPA1.

Des études suggérent un role important de I'ATP synthase dans le maintien de la morphologie
mitochondriale. Chez la levure, la contribution de I'ATP synthase a la morphologie mitochondriale se produit a
deux niveaux : son activité et son oligomérisation. La délétion de certaine sous-unité permettant
I'oligomérisation de I'’ATP synthase de levure n’affecte pas son activité, en revanche, les mitochondries
présentent une altération de leur ultrastructure avec un réseau mitochondrial partiellement fragmenté (Velours
et al. 2009). A contrario, I'analyse de cellules de levure dépourvues du géne mitochondrial codant pour une
sous-unité clé du canal protonique FO : ATP6 montre que I'’ATP synthase est toujours capable de s'assembler
mais présente une activité réduite. Dans ces cellules, la morphologie des mitochondries semble altérée avec des
mitochondries en amas avec les membranes internes et les crétes mitochondriales déstructurées (Rak et al.
2007). Ainsi, chez la levure, contrairement aux déplétions de la chaine respiratoire, les mutations de la F1F0-

ATPase affectent fortement la structure et la morphologie des mitochondries.

Chez I'homme, les données sur l'effet d’une altération de l'activité et/ou de la structure de I'ATP
synthase sont plus disparates. L'inhibition de l'activité de cette enzyme par I'oligomycine conduit a une
fragmentation du réseau mitochondrial sur lignées cellulaires tumorales et MEFs (De Vos et al. 2005; Legros et
al. 2002; Pletjushkina et al. 2006), ou a un état du réseau plus intermédiaire sur fibroblastes (Guillery et al.
2008). Sur cybrides 143B exprimant la mutation ¢.8993C>G dans la sous-unité MT-ATP6, Szczepanowska,
Zabtocki, et Duszynski (2004) ont également observé la présence de nombreuses mitochondries isolées et les
mutations des sous-unités 8 (MT-ATP8) (Szczepanowska et al. 2004) et a sont souvent corrélées a des formes
pathologiques des crétes mitochondriales, comme par exemple dans le syndrome de Leigh (Kucharczyk et al.,
2009).

Ainsi, I'ATP synthase mitochondriale semble impliquée dans la structuration du réseau mitochondrial.
Cependant les liens exacts entre ces différents paramétres restent peu compris, en particulier s'il s'agit d’un lien
entre I'activité de I’ATP synthase et la dynamique mitochondriale, soit une signalisation possible par les niveaux

d’ATP, ou un lien entre structure/superstructure de I’ATP synthase et morphologie mitochondriale.
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Les différentes études disponibles soulignent donc que les liens entre la dynamique et la bioénergétique
mitochondriale sont extrémement complexes. Chez les mammiféeres, la fragmentation mitochondriale n'est pas
systématiquement associée a un déficit d'OXPHOS, et inversement, une altération de I'activité de la chaine
respiratoire n'est pas systématiquement corrélée a une fragmentation du réseau mitochondrial, comme le
montre les fibroblastes de patient présentant des défauts d’'OXPHOS. Ces données montrent que l'inhibition ou
la stimulation de la respiration mitochondriale provoquent des réponses mitochondriales différentes selon 1) le
type cellulaire, 2) le type d'altérations (déplétion du potentiel de membrane, inhibition des complexes de la
chaine ou de la synthése d'ATP, 3) les effets aigiies ou chroniques. De plus, comme les effets précis de ces
inhibiteurs de I'OXPHOS sur la fusion/fission ne sont pas bien compris, il est difficle de déterminer si la
fragmentation du réseau mitochondrial résulte d’'une augmentation de la fission, d’une diminution de la fusion
ou des deux. D'autres travaux sur d'autres systémes, tissus et organismes sont nécessaires afin de comprendre
le(s) role(s) de la bioénergétique mitochondriale et cellulaire sur la morphologie et de la dynamique des

mitochondries.
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Objectif de la these

Au sein de I'équipe de recherche MitoLab a Angers, l'activité de recherche repose sur le travail
d'ingénieures et d’enseignants-chercheurs titulaires de postes au sein des services de neurologie, de pédiatrie,
des services de biochimie et génétique du CHU d’'Angers et de personnels rattachés a l'université d’Angers.
L'exploration de cette relation structure-fonction mitochondriale est menée depuis une dizaine d’année. Ainsi,
les conséquences de défauts génétiques des protéines de la fusion/fission, OPA1, DRP1, MFN2, sur la structure
et 'organisation des mitochondries mais également l'activité bioénergétique mitochondriale sont étudiées au
laboratoire depuis de nombreuses années. De nombreuse études, dont celles du laboratoires ont ainsi permis
de montrer que ces défauts génétiques des protéines de la fusion/fission sont a l'origine de pathologies
neurodégénératives comme l'atrophie optique autosomique dominante (Cf paragraphe 4.1.2.b)), la maladie de
Charcot-Marie-Tooth (Cf paragraphe 4.1.2.a)) ou encore I'EMPF1 4.1.1.a)). Dans I'AOAD et la CMT, il a
également été observé une altération plus ou moins importante du métabolisme énergétique, néanmoins,
seules certaines formes mutantes d'OPA1 (mutation p.R445H, p.V903fsX905 et p.R733X) induisent une
fragmentation du réseau mitochondrial (Chevrollier et al. 2008b; Cretin et al. 2021; Kane et al. 2017; Aurélien
Olichon et al. 2007). En outre, a notre connaissance, il n'y a pas de données mettant en relation les variants

pathogénes de DRP1/DNMIL et le métabolisme énergétique.

La premiére partie de ce travail s'inscrit dans le cadre de ces recherches sur les acteurs de la
dynamique mitochondriale a l'interface entre la clinique et la recherche des mécanismes physiopathologiques
et. Ce travail a porté sur la caractérisation du variant (Thr59Asn) du gene DMN1L chez une patiente atteinte
d’encéphalopathie sévere. Cet acteur principal de la fission mitochondriale a été mis en lien avec le
développement d'une EMPF1. L'objectif de cette étude était de montrer le caractére pathogéne de ce variant.
Pour ce faire, nous avons décrit en détail les anomalies mitochondriales et peroxysomales sur fibroblastes de

cette patiente.

Les études menées au sein du laboratoire portaient essentiellement sur les conséquences des défauts
de la fusion/fission sur la bioénergétique mitochondriale. En revanche, l'inverse, c’est-a-dire : la conséquence
d’une altération de la bioénergétique mitochondriale sur la structure tubulaire du réseau mitochondrial était peu
été étudiée. Les voies de signalisations cytosoliques permettant le remodelage des membranes ont été bien
décrites, notamment les processus de fission DRP1-dépendant. Cependant, les mécanismes et la signalisation
internes a la mitochondrie conduisant au remodelage des membranes restent eux peu connus. Les différentes
observations de la littérature sur ce point sont contradictoires, complexes et faisant encore débat. Il est donc

nécessaire d'approfondir ce lien entre métabolisme énergétique et remodelage du réseau mitochondrial.

La deuxiéme partie de mon projet de recherche s’intégre dans ce travail, avec une focalisation sur le
mode d‘induction de la fission des mitochondries. Pour cela, j'ai entrepris de caractériser finement ce que l'on
nomme « stress mitochondrial », c’est-a-dire la modulation des constantes bioénergétiques mitochondriales tel

que la synthése d’ATP, le potentiel de membrane mitochondrial et la production de ROS. Pour ce faire, j'ai
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inhibé chimiquement la chaine respiratoire et/ou I'ATP synthase a l'aide d'inhibiteurs tels que la Roténone
(inhibiteur CI), I'’Antimycine (inhibiteur CIII) et I'Oligomycine (inhibiteur ATP synthase). Puis, j'ai étudié la
modulation de morphologie du réseau mitochondrial au cours du temps suite a une variation de ces constantes.
Cette caractérisation m‘a permis de découvrir un mécanisme de résistance a la fission. Suite a ce constat, j'ai
étudié le mécanisme de résistance a la fission mitochondriale a I'aide de modéle pharmacologique, ainsi que

génétiques.
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Résultats

1. Progression de trente ans d'une encéphalopathie EMPF1
due a une fission mitochondriale et peroxysomale
défectueuse causée par un nouveau variant hétérozygote
de novo DNM1L.

1.1. Introduction

La protéine humaine dynamine-1 (DNM1L) aussi couramment appelée la protéine 1 liée a la dynamine
(DRP1), dont le géne est situé sur le chromosome 12 en position p11.21, appartient a la superfamille tres
conservée des dynamines. Sa structure caractéristique consiste en un domaine GTPase, un domaine médian et
un domaine effecteur de la GTPase (GED). Cette protéine joue un role majeur dans la fission mitochondriale et
dans la fission des peroxysomes. Recrutée au niveau de la membrane externe mitochondriale et a la surface
des peroxysomes par des protéines réceptrices, DNM1L s’assemble en de grandes structures multimériques en
forme d'anneau permettant de resserrer les membranes lors de I'hydrolyse du GTP ce qui conduit a une
constriction permettant le clivage des organites. L'équilibre entre la fusion et la fission également nommé
« dynamique mitochondriale » est essentiel pour lintégrité mitochondriale et cellulaire. En 2007, le centre
d’étude des maladies génétiques d’Amsterdam au Pays-Bas, Waterham et al. a publié la premiére étude clinique
associant une mutation du géne DNMIL et une pathologie humaine. Cette fillette nouveau-née présentait une
microcéphalie, un développement cérébral anormal, une atrophie et une hypoplasie optiques, une acidémie
lactique persistante et une concentration plasmatique légérement élevée d'acides gras a trés longue chaine. Ils
ont identifié une mutation hétérozygote unique, c.1184C>A qui entraine la substitution de I'alanine par I'acide
aspartique en position 395 soit dans le domaine dit médian de DRP1. Depuis, de nombreuses mutations de
DNMI1L ont été décrites et deux phénotypes se distinguent : les variants pathogénes de DMNI1L peuvent
conduire soit a une encéphalopathie autosomique dominante ou récessive, complexe et sévére, due a une
fission mitochondriale et peroxysomale défectueuse 1 (EMPF1, OMIM 614388), soit a une atrophie optique 5
autosomique dominante isolée (OPA5, OMIM 610708).

A ce jour, 38 patients EMPF1 ont été signalés et sont caractérisés par une grande variabilité
phénotypique allant d'un décés précoce a une encéphalopathie lentement progressive avec hypotonie et retard
de développement. L'étude des fibroblastes de patient montre généralement un réseau mitochondrial hyper-

fusionné, avec également dans certains cas une altération de la morphologie des peroxysomes.
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Nous avons été contactés par une équipe clinique de I'Institut de Pathologie et de Génétique ASBL
Gosselies en Belgique pour apporter une expertise mitochondriale a un cas clinique rare. Nous avons travaillé
avec le Pr I. MAYSTADT, MD, PhD, sur le cas d'une patiente agée de 32 ans, atteinte d'/EMPF1, chez laquelle un
variant hétérozygote de novo dans le gene DNM1L avait été retrouvé. L'objectif était d’apporter des arguments
fonctionnels afin de confirmer le caractére pathogéne du variant (Thr59Asn) grace a une description détaillée
des anomalies mitochondriales et peroxymales d’échantillons fibroblastiques et tissulaires. La rareté et la
spécificité du cas clinique, la position de la mutation, le fait que cette mutation n’ai jamais été décrite chez un
patient alors méme qu’elle avait été créée dans des modeles cellulaires construits pour identifier le role de
DRP1 dés 2003 (Li et al., 2003) et les résultats obtenus sur son expression dans les fibroblastes du patient
nous ont conduit a rédiger un case-report dans une revue clinico-biologique : Frontiers in Neurology section

Neuromuscular Disorders and Peripheral Neuropathies.
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Case report: Thirty-year
progression of an EMPF1
encephalopathy due to
defective mitochondrial and
peroxisomal fission caused by a

novel de novo heterozygous
DNM1L variant
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Mutations in DNM1L (DRP1), which encode a key player of mitochondrial
and peroxisomal fission, have been reported in patients with the variable
phenotypic spectrum, ranging from non-syndromic optic atrophy to lethal
infantile encephalopathy. Here, we report a case of an adult female
patient presenting with a complex neurological phenotype that associates
axonal sensory neuropathy, spasticity, optic atrophy, dysarthria, dysphasia,
dystonia, and ataxia, worsening with aging. Whole-exome sequencing
revealed a heterozygous de novo variant in the GTPase domain of
DNMIL [NM_001278464.1: c.176C=A p.(Thr59Asn)] making her the oldest
patient suffering from encephalopathy due to defective mitochondrial and
peroxisomal fission-1. In silico analysis suggested a protein destabilization
effect of the variant Thr59Asn. Unexpectedly, Western blotting disclosed
profound decrease of DNMI1L expression, probably related to the degradation
of DNM1L complexes. A detailed description of mitochondrial and peroxisomal
anomalies in transmission electron and 3D fluorescence microscopy studies
confirmed the exceptional phenotype of this patient.

KEYW
mitochondrial fission, DRP1, DNM1L, encephalopathy, EMPF1
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Introduction

DNMIL is located on chromosome 12p11.21 and encodes
the 81.8 kDa human dynamin-1-like protein (DNMI1L),
formerly called dynamin-related protein 1 (DRP1). DNMI1L
protein belongs to the conserved family of dynamins and
plays a key role in the regulation of mitochondrial and
peroxisomal fission (1-5). As for other dynamins, DNMI1L
comprises a large GTPase domain, including the GTP-binding
motifs that are needed for guanine nucleotide binding and
hydrolysis, and two additional domains, the middle domain
and the GTPase effector domain (GED), which are involved in
oligomerization and regulation of the GTPase activity. DNM1L
forms homodimers which are recruited to the outer membrane
of the mitochondria and to the surface of peroxisomes, where
they induce mitochondrial or peroxisomal fission, by wrapping
around the scission site to constrict and sever the membrane
through a GTP-hydrolysis-dependent mechanism (6). Excessive
activation and upregulation of DNMI1L has been found to be
associated with aberrant mitochondrial fragmentation, causing
neuronal damage in various neurodegenerative diseases, such as
Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, Huntington’s disease,
and amyotrophic lateral sclerosis (7). Furthermore, a neural cell
specific Drpl-/- mice model emphasized the role of Drpl in
embryonic forebrain development and synapse formation (8).

In humans, heterozygous DNMIL variants were reported
in isolated autosomal dominant optic atrophy type 5 (OPAS,
MIM#610708), and monoallelic or biallelic variants were
associated with encephalopathy due to defective mitochondrial
and peroxisomal fission (EMPF1, MIM#614388). Thirty-eight
EMPF1 patients have been reported to date, showing a wide
phenotypic spectrum and a variable degree of severity, ranging
from early death to slowly progressive encephalopathy with
hypotonia and developmental delay (9-11), while seizures
were inconstantly reported. Dystonia, dysarthria, spasticity,
microcephaly, insensitivity to pain, peripheral neuropathy,
ataxia, optic atrophy, and brain anomalies (dysmyelination,
corpus callosum anomalies, and T2 hyperintensities mainly in
the cortex and the basal ganglia) are common clinical features
associated with DNMIL variants.

Here, we report the oldest EMPF1 patient, whose clinical
presentation recapitulates the entire phenotypic spectrum of
DNMI1L-related encephalopathy, except for the microcephaly
and brain MRI anomalies, emphasizing the pejorative evolution
of the clinical presentation. Heterozygous mutations in the
GTPase domain usually affect DNMIL enzymatic activity
without affecting its abundance, but here the p.(Thr59Asn)
full loss of DNMIL normal forms
probably following the degradation of the DNM1L complexes.

variant induced the

We confirmed, with a detailed description of mitochondrial
and peroxisomal anomalies in transmission electron and 3D
fluorescence microscopy studies, the abnormal cellular features
of this patient.
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Case report

The 32-year-old female patient is the only child
of  healthy
(Supplementary Figure 1).

non-consanguineous  Caucasian  parents
Pregnancy was uncomplicated.
She was born at 38-week gestation by cesarean section due to
narrow maternal pelvis, with a weight of 2,950 g (P45), height of
47.5 cm (P35), and normal head circumference (precise measure
not known). Neonatal adaptation was correct (APGAR score
9 at 1min). During the first month, sucking difficulties and
poor weight gain were noticed. The patient showed hypotonia
and global developmental delay. She walked autonomously
at 24 months, with a tendency to tiptoe and with ataxic gait,
despite intensive physiotherapy. She progressively developed a
tetrapyramidal syndrome. A diagnostic hypothesis of cerebral
palsy was suggested, but CT scan revealed no brain anomalies.
She spoke the first intelligible words at 3.5 years and built
sentences at 4 years. During childhood, she had behavioral
problems, such as tantrums, which decreased with aging. She
had high pain tolerance. She had learning difficulties and
required a school for special educational needs. At the age of 7,
global 1Q was estimated around 66 at the Wechsler scale. She
can read and write, but mathematics remains a challenge. Since
age 10, her neurological status deteriorated with increasing gait
disturbances, dysarthria, and dysphagia. At the age of 12 years,
clinical examination revealed a scoliosis, which was treated
with a brace. She also had an ophthalmological follow-up for
nystagmus and bilateral optic atrophy (Table 1). Her puberty
was delayed, with the first menstrual cycle beginning at 16
years. At the age of 18 years, she developed tonic—clonic
epileptic generalized seizures. Epilepsy was well controlled
with lamotrigine treatment. At age 27, sleep study revealed
severe dyssomnia, with fragmented sleep and a periodic limb
movement disorder, treated with clonazepam.

At clinical examination at 29 years, the patients height
was 155cm (P3) and weight was 42kg (—3SD). Her head
circumference was 54.5cm (P55). She had a long and
asymmetric face with deep-set eyes, divergent strabismus, high
nasal bridge, and high arched palate (Supplementary Figure 1).
Standard X-ray showed scoliosis that was 35 degrees with a
Risser index of 4. Neurological examination revealed spastic
quadriparesis with brisk tendon reflexes, a pseudobulbar
syndrome with dysarthria and dysphagia, dystonia, ataxia, and
lower limbs proprioception deficit.

Currently, at 32 years, the patient daily presents with
drop attack of the lower limbs, without loss of consciousness.
Spasticity, contractures, ataxia, peripheral neuropathy,
dysarthria, and dysphagia are worsening with aging. She uses a
wheelchair and requires assistance with activities of daily life,
but can still feed herself. Her treatment consists in lamotrigine,
Q1o,

levetiracetam. She is receiving speech therapy, physiotherapy,

coenzyme clonazepam, sotalol, alprazolam, and

occupational therapy, and psychological support.
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Brain MRI, performed in childhood, was controlled at
adulthood and remained unremarkable. A fluorodeoxyglucose
(FDG)-positron emission tomography (PET) revealed basal
ganglia hypermetabolism compared to cerebral cortex. At
adult age, lumbar puncture showed normal intracranial
pressure and normal glucose and cells in cerebrospinal
fluid. Metabolic screening (plasma and urinary amino acids,
very-long-chain fatty acid) was unremarkable, except for
increased lactate:pyruvate and 3-hydroxybutyrate:acetoacetate
ratios, which were more pronounced post-prandially (lactate
2.41 mmol/L, nl 0.4-1.8; L:P 18.5, nl <15; 30HB:AA 3.5, nl <1).
At 23 years, a severe axonal sensory neuropathy was detected in
the four limbs by nerve conduction studies (NCS).

Genetic investigations

The patient underwent serial genetic investigations
(molecular karyotyping, POLG sequencing, spino-cerebellar-
ataxia/Friedreich/dentatorubral-pallidoluysian triplet
expansions analyses) that were unremarkable. Clinical
exome sequencing was performed on DNA extracted
from the whole blood of the patient and her parents, with
IMlumina NextSeq technology, according to the manufacturer’s
protocol  (Supplementary material and method). In  the
proband, a heterozygous DNMIL c.176C>A p.(Thr59Asn)
(Chr12(GRCh38): 32701488 C=>A) variant was detected
(NM_001278464.1). The ClinVar accession number is
SCV001780462. The variant was confirmed by PCR and
direct Sanger sequencing. The primer sequences and reaction
conditions are available upon request. This variant is not
listed in genomic variant database (GnomAD). Paternity
and maternity were molecularly confirmed, and the variant
was not found in the parents suggesting that it arose de
novo (paternal coverage 146X; maternal coverage 99X)
(Supplementary Figure 2). The pathogenicity of the variant
was assessed in silico using multiple prediction software, with
results strongly supporting his deleterious and damaging
effect, classified as class 5 variant by the American College of
Medical Genetics ACMG prediction program (PS2, PS3, PP2,
PP3, PP5). DNA next-generation sequencing did not detect
any additional variant nor CNV on the second DNMIL allele
(coverage 100% =20X). Moreover, no additional candidate
causal variant was identified by clinical exome (in particular,
no mutation was detected in the OPAI gene with a coverage of
99.95% =20X). In the proband, cDNA short- and long-range
amplification and sequencing revealed that the mutant and
the wide-type DNMLI alleles are both expressed, in similar
proportion (50%-50%), in blood extracted lymphocytes, in
lymphoblastoid cells, and in fibroblasts (Supplementary Figure 2
and Supplementary material and method).

In addition, mitochondrial genome sequencing performed
with Illumina MiSeq technology showed the m.10254G=A

Frontiers in Neurology

10.3389/fneur.2022.937885

p.(Asp66Asn) variant in MT-ND3 (NC_012920) at 1.5%
heteroplasmy in blood, at 9.9% heteroplasmy in urine, and
at 1.3% heteroplasmy in skeletal muscle. This variant has
no frequency in MitoMap and is classified as pathogenic
in ClinVar (accession number VCV000155887). In the
mother, this mitochondrial variant was found at 1.3%
heteroplasmy in urine but was not significantly detected in
blood (Supplementary Figure 2).

Biochemical and histological
characterizations

The Thr59Asn substitution is located in the GTPase domain,
within a stretch of highly conserved residues of the switch
I essential for the ligand binding, the catalytic activity of
the enzyme, and the interaction with other domains, such
as the switch 2 (5). In silico structural modeling of DNMIL
Thr59Asn and comparison with the wild-type, nucleotide-free
structure (PDB:4H1U) indicated conformational changes in the
switch s1, oE1C helix, and two disorders loop, the 80-loop
and the loop connecting «E16 and the B2A sheet (Figure 1A).
In addition, bioinformatics tests predicted that the Thr59Asn
variant affects the stability of DNMI1L (Supplementary Figure 3).
While contradictory results were obtained according to the
predictive tools used for the nucleotide-free structure, the
Thr59Asn substitution is predicted to destabilize the protein
in its nucleotide-bound state, particularly in the GDP-bound
one (Supplementary Figure 3B). We characterized the skin
fibroblasts from the patient carrying the DNMIL p.Thr59Asn
mutation to explore its pathogenic nature. Unexpectedly,
by Western blot, we showed a strong decrease of DNMIL
protein expression (Figure 1B), with the very faint of signal
corresponding to the two 81-83Kda bands generally revealed
by DNMI1L immunostaining. In a process that remains to be
understood, the mutated DNML1 form would complex with the
wide-type DNML1 form and be degraded. Interestingly, in the
patient fibroblasts, the profile of OPA1 isoforms is also different,
although no mutation or splicing alteration was detected by NGS
and long-range OPA1 RNA studies (data not shown).

Asloss of DNMI1L function leads to a block in mitochondrial
and peroxisomal fission, we conducted microscopic organelles’
imaging by fluorescent MitoTracker Green probe and
immunostaining against the peroxisomal membrane protein
70, respectively. Normal skin fibroblasts show a set of dynamic
tubular networks with some isolated mitochondria that
we could fragment by bioenergetic stress (Figure2A). 3D
analysis and morphometric measurements revealed a hyper-
connected mitochondrial network (Figure 2A) without any
isolated mitochondria. After antimycin/oligomycin treatment,
which induces a mitochondrial stress by the inhibition of
complexes III and V, the mitochondrial network remained
tubular with some swollen elements. As hyper-fusion requires
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mitochondria to be brought together, the microtubule
network was chemically disrupted using nocodazole to
prevent mitochondrial movements. Following cytoskeletal
depolymerization, the mitochondrial network remained
abnormally connected in the patient’s fibroblasts suggesting
an absence of fission. We performed immunostaining of
Mff, the mitochondrial outer membrane DRP1 receptor,
by super-resolution microscopy and confirmed normal Mff
distribution on mitochondrial hyper-connected network
of the mutated fibroblasts (Figure 2B). Compared to control
fibroblasts, disclosing small and abundant peroxisomes, mutated
fibroblasts showed a decreased number of peroxisomes, which
appeared significantly elongated (Figure 2C). These results
strongly suggest a defect in DRP1 function, with downstream
consequences on mitochondrial fission and peroxisomal shape
in the DNMIL p.Thr59Asn fibroblasts.

Transmission electron microscopy (TEM) pictures
of patient fibroblasts confirmed the presence of enlarged
peroxisomes (17) with many peroxisomes in autophagic
vacuoles and longer mitochondria than in control cells
(Figure 3A). Immunohistological studies of a muscle biopsy
revealed no specific anomaly, and only one ragged red fiber
was detected. However, muscle TEM disclosed elongated
mitochondria, with long slender protrusions from some
mitochondria, likely corresponding to mitochondrial nano-
tunnels. No ultrastructure defect was evidenced, with normal
cristae distribution, apart from a couple of mitochondrial
profiles with some degenerated cristae. Subsarcolemmal
concentric laminated bodies and several multiple degenerative
myelinoid intramitochondrial foci were identified (Figure 3B).
No respiratory chain complex enzymatic deficiency was shown
in muscle and skin biopsy.

Discussion

Here, we report the oldest EMPF1 patient, whose clinical
presentation recapitulates the entire phenotypic spectrum of
DNMIL-related encephalopathy, except for the microcephaly
and brain MRI anomalies (Table 1). This patient shows a
complex neurological phenotype associating developmental
delay, progressive spastic quadriplegia, dystonia, dysarthria,
dysphagia, axonal neuropathy, ataxia, nystagmus, optic atrophy,
epilepsy, low sensitivity to pain, scoliosis, delayed menarche, and
learning difficulties. Peripheral neuropathy, usually described as
axonal with predominant sensory loss, is constantly reported in
EMPEF1 patients harboring a heterozygous DNMIL variant in
the GTPase domain. This peripheral neuropathy is progressive,
as confirmed by electroneuromyography examinations of the
patient, which showed a drastic decrease of the sensory
nerve action potentials and worsening of muscle denervation
signs between ages 7 and 23. Interestingly, delayed menarche
described in our patient may also be part of the DNMIL-related
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phenotypic spectrum as it was already reported in another
27-year-old female harboring a de novo heterozygous DNMIL
variant in the GED domain (18).

The first case of lethal EMPF1 encephalopathy due
to defective mitochondrial and peroxisomal fission was
described in 2007, in a new-born girl harboring a de
novo heterozygous mutation in DRP1 middle domain, and
presenting with microcephaly, abnormal brain development,
optic atrophy, persistent lactic acidemia, and mildly elevated
plasma concentration of very-long-chain fatty acids (19).
Additional descriptions of severe lethal forms of EMPF1
associated with de novo heterozygous variants located in DRP1
middle domain were reported (9, 11, 20-22). Outside the
DRP1 middle domain, DNMIL variants were also reported
in the GTPase domain, initially at a heterozygous state
associated with isolated autosomal dominant optic atrophy and
at compound heterozygous state associated with autosomal
recessive EMPF1 (23). More recently, several patients suffering
from encephalopathy due to defective mitochondrial and
peroxisomal fission-1 were described with de novo heterozygous
variants located in the GTPase domain, as observed in our
patient (9, 10, 12-16) (Table 1). Interestingly, most of the
mutated amino acids in this latter cohort (Ser39, Asplde,
Gly149) were reported as the most relevant residues of the five
GTP-binding stretches, as the Thr59 residue mutated in our
patient (5).

A dominant-negative mechanism is classically hypothesized
for heterozygous mutations located in the GTPase domain,
as they affect the enzymatic domain of the protein without
altering the capacity of the protein to homopolymerize, leading
to a loss of function of the wild-type protein within the
homopolymers (24). This dominant-negative effect was also
suggested by the functional experiments on DNMI1L/DRP1
(Thr59Asn) mutant cells and model organism studies (2, 5, 25,
26). However, the present study revealed an almost complete loss
of DNM1L protein in the mutated fibroblasts, which suggests the
degradation of the mutated and non-mutated DNM 1L proteins.
As the complete loss of DNMI1L/DRP1 in mice is embryonic
lethal, our results raise questions concerning DNMI1L/DRP1
complex instability within different tissues and its downstream
consequences on this patient’s clinical presentation.

In addition, the phenotype of our proband might be
influenced by the heteroplasmic presence of the m.10254G=A
p.(Asp66Asn) variant in MT-ND3. This variant was reported
at 90% heteroplasmy in the muscle sample of a patient
presenting with a severe Leigh syndrome associated with early
developmental regression and ophthalmoplegia (27). However,
the 1.3% heteroplasmy level measured in muscle sample of our
patient is very low, and no necrotic lesion in the brainstem, basal
ganglia, or thalamus, and characteristic of the Leigh syndrome
was observed by brain MRI. Consequently, the contribution
of this mitochondrial variant to the DNMI1L patient clinical
presentation is most likely not preponderant.
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FIGURE 3

intramitochondrial foci.

Electron microscopy imaging of the patient fibroblasts and muscle. (A) Skin fibroblasts: M, mitochondria; PO, peroxisomes; N, nucleus; AV,
autophagic vacuole. (B) Muscle biopsy: a: concentric laminated bodies; b: mitochondrial nano-tunnel; ¢ multiple degenerative myelinoid

EMPF1 phenotype overlaps with the clinical spectrum of
other diseases linked to proteins involved in mitochondrial
dynamics fusion (MFN2, OPAl) and fission (MFE
MID49/MIEF2, DNM2). EMPF1 is clinically very similar
to Behr’s syndrome (OMIM #210000) due to biallelic OPAI
mutations (28) and to EMPF2 (OMIM #614785) due to biallelic
MFF mutations (29). Mitochondrial morphology is maintained
through the opposing forces of fission and fusion, and this
balance is crucial in muscles and neurons. Interestingly,
functional studies have already demonstrated the essential role
of threonine-59 in Drpl. In C. elegans DNM1L/DRP1 ortholog
gene, the analogous Thr61Asn mutation has a strong dominant-
negative effect on mitochondrial morphology, by inhibiting
the mitochondrial outer membrane fission (25). Moreover, in
COS-7 cells transfected with the DNMI1L/DRP1 (Thr59Asn)
allele, the mitochondrial network invariably collapsed into large
perinuclear aggregates, composed of clustered mitochondrial
tubules, reflecting a defective distribution of the fused
mitochondrial network throughout the cell (26).

In this respect, reconstruction of 3D fluorescence
microscopy images showed a hyper-connected mitochondrial
network in the patient fibroblasts, compared to control, and
a defect of fragmentation in mitochondrial stress context.
This was well described in DNMIL-related optic atrophy
or encephalopathy, contrasting with hyper-fragmentation
observed in OPAl-related optic atrophy (14, 15, 19, 30).
In muscle, the long slender double-membrane protrusions
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from mitochondria likely correspond to nano-tunnels that
connect the matrices of non-adjacent mitochondria, which
might emphasize immobilized mitochondria “in distress™ (31).
These protrusions are observed in normal tissue but are more
abundant in presence of mtDNA mutations (32). Similarly,
TEM analyses of the patient muscle revealed the presence
of concentric laminated bodies that are common to other
mitochondrial myopathies (33). Altogether, these peculiar
observations reflect mitochondrial stress in our patient and
should be confirmed in future by additional muscle sample
analyses of EMPF1 patients.

DNMIL protein also mediates peroxisomal fission.
Peroxisomes are dynamic and multifunctional organelles
involved in the beta-oxidation of the very-long-chain fatty
acids and in the formation of plasmalogen, which is an
important component of the myelin. Very-long-chain fatty
acid dosages performed in our DNMI1L/DRP1 (Thr59Asn)
patient showed normal results (data not shown), while our
data revealed a decreased number of significantly elongated
peroxisomes, as already reported for other DNMI1L patients
(15). Additional studies demonstrated that DNM1L/DRP1 is
recruited by PEX11 to the peroxisome membranes to induce
their division and that the dominant-negative DNM1L/DRP1
(Thr59Asn) mutant reduces peroxisome abundance (2). More
recently, X-ray structure analyses of DNMIL confirmed that
threonine-59 is located in the switch I motif and is essential for
the GTPase reaction involved in mitochondrial and peroxisome

frontiersin.org

LHUISSIER Charléne | Pathologies de la dinamique



Lhuissier et al.

segregations (5). The great impact of the p.(Thr59Asn)
mutation on peroxisomal network and shape is thus a central
contribution to the severity of the clinical phenotype reported
here (15, 19, 24).

This work evidences a novel de novo heterozygous
DNMIL mutation causing an original adult presentation of
encephalopathy due to defective mitochondrial and peroxisomal
fission-1 EMPFI1. Structural anomalies of mitochondria and
peroxisomes observed in the primary cell culture from skin
biopsy attest the main impact of DNMI1L/DRP1 (Thr59Asn)
mutation on mitochondrial and peroxisomal dynamics, which
has to be correlated with the original post-translational
modifications of DNMIL and OPAl, emphasizing the
complexity of DRP1 regulation and its role in causing
EMPFI pathogenicity.
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1.2. Résultats

La patiente concernée est une femme agée de 32ans qui, bien que des signes cliniques aient été
identifiés dés son plus jeune age, n‘avait pas été diagnostiquée génétiqguement. Elle présente désormais un
phénotype neurologique complexe, associé a une neuropathie sensorielle axonale, une spasticité, une atrophie
optique, une dysarthrie, une dysphasie, une dystonie et ataxie, dont les conséquences s'aggravent avec |'age.
Récemment, un séquencage de I'exome entier a révélé une mutation hétérozygote de novo dans le domaine
GTPase de la DNM1L (NM_001278464.1 : c.176C>A p.(Thr59Asn)). L'analyse bio-informatique utilisant
plusieurs logiciels de prédiction, a fourni des scores de pathogénicité du variant suggérant le caractére délétére
et dommageable de ce variant (classé en classe 5 par le programme de prédiction de I'ACGM). Nous avons
également généré une modélisation structurelle in silico du variant DNM1L Thr59Asn qui montre des
changements de conformation de la protéine dans plusieurs boucles et hélices, notamment au niveau d'une
région particuliere, essentielle pour la liaison du ligand, I'activité catalytique de I'enzyme et l'interaction avec
d'autres domaines de la protéine. Ceci suggérait ainsi une déstabilisation de la protéine DNMI1L, ce que
confirment les outils de prédiction bio-informatique, en particulier pour les formes de DNM1L liées au GDP. Ces
outils de prédiction ne suggéraient par contre pas de modification de la capacité d'oligomérisation de la DNM1L.
De maniére tres inattendue, nous avons montré par une analyse par Western-Blot une trés forte diminution de
I'expression de DMN1L, supérieure a 50%. Ceci pourrait suggérer une dimérisation/oligomérisation de la forme
mutée et sauvage, et une dégradation de I'ensemble de ce complexe apres fixation ou hydrolyse du substrat,
mais de plus amples analyses seraient nécessaires pour confirmer cette hypothése. Par ailleurs, I'observation
des mitochondries par imagerie microscopique fluorescente des fibroblastes dérivés de ce patient montre un
réseau hyperconnecté, ce qui correspond a une baisse d'activité de fission-DRP1 dépendante. De plus, le réseau
mitochondrial reste plus longtemps tubulaire suite a l'utilisation d'inhibiteurs induisant a la fois une inhibition de
la chaine respiratoire (antimycine) et de la synthase d’ATP (oligomycine), connus pour induire une
fragmentation mitochondriale (Lazarou et al. 2015). L'immunomarquage contre la protéine membranaire
peroxysomale 70 a également révélé un nombre réduit de peroxysomes associé a une augmentation de la
longueur des peroxysomes, ce qui corréle avec un défaut de la fonction de DMN1L dans les fibroblastes DNM1L
p.Thr59Asn. Enfin, une exploration de l'ultrastructure des mitochondries et des peroxysomes par microscopie
électronique a transmission (MET) de tissus et des fibroblastes du patient ont confirmé la présence de
peroxysomes agrandis avec notamment de nombreux peroxysomes dans des vacuoles autophagiques ainsi que
des mitochondries plus longues que dans les cellules témoins sans pour autant d'atteinte de la distribution des

crétes.

1.3. Discussion

Dans cette étude nous rapportons le cas d'un patient atteint d’EMPF1, lié a un variant pathogéne
hétérozygote de novo. Le premier cas d'encéphalopathie létale EMPF1 due a une fission mitochondriale et

peroxysomale défectueuse a été décrit en 2007, depuis d'autres descriptions de formes létales séveres de
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EMPF1 associées a des variants hétérozygotes de novo situés dans le domaine médian de DMN1L mais

également situés dans le domaine GTPase comme notre patiente, ont été rapportées.

Généralement, un mécanisme dominant négatif est supposé pour les mutations hétérozygotes situées
dans le domaine GTPase, en effet, dans ce cas le domaine enzymatique est affecté mais la capacité
d'oligomérisation de la protéine n'est pas altérée, conduisant a une perte de fonction catalytique. Cependant
notre étude montre une diminution drastique de I'expression de la protéine DNM1L dans les fibroblastes, qui
pourrait s'expliquer par un effet déstabilisateur du variant p.Thr59Asn sur la protéine, induisant sa dégradation.
Cependant, la déplétion de DNM1L chez I'embryon de souris n'est pas compatible avec la vie (Ishihara et al.
2009; Wakabayashi et al. 2009), ce résultat pose donc question. Il est possible que I'expression résiduelle de
DNMI1L soit malgré tout suffisante pour le développement feetal, ou qu'il existe des différences tissu-
spécifique/développement spécifiques d'expression et de dégradation de DNMiL (Rosdah et al. 2020). La
reconstitution 3D des images de microscopie a fluorescence montre un réseau mitochondrial hyperconnecté
dans les fibroblastes de patients par rapport au controle. De plus, lors d‘un stress mitochondrial, il a été
observé chez ces fibroblastes de patients, un défaut de fragmentation contrastant avec I'hyper-fragmentation
observée chez les fibroblastes controles. Ces résultats confirment d'une baisse d’activité de DMN1L dans les

fibroblastes.

Nous avons pu voir qu'il existe un lien ambigu entre les processus de fusion/fission et le métabolisme
mitochondrial. Cependant, a I'heure actuelle, il n'y a pas de données sur I'effet des variants pathogénes de
DMN1L sur la phosphorylation oxydative ou le métabolisme énergétique. De ce fait, ces fibroblastes de patients
constituent un modéle d'étude intéressant pour creuser les liens entre défaut de fission mitochondrial et
fonctionnement mitochondrial. Les premiéres analyses sur le tissu musculaire et les fibroblastes de cette
patiente n‘ont pas révélé d'anomalie évidente de l'activité de la chaine respiratoire. Cependant, il serait
intéressant de pousser ces analyses par la mesure du potentiel de membrane et de la production de ROS, mais
également d’étudier la variation des différentes constantes énergétiques au cours du temps. En particulier sur
des temps de passage tardif, pour tester si un défaut de fission mitochondrial pourrait conduire a I'accumulation
de mitochondries dysfonctionnelles par ralentissement/inhibition de la mitophagie. Il serait également
intéressant d'approfondir I'étude de I'expression des protéines de fusion, puisque les résultats montrent la perte
d'isoformes courtes d'OPA1, malgré le fait qu’aucune altération de I'ARNm n‘ait été détectée. En effet, en
présence combinée d'inhibiteurs de la chaine respiratoire (antimycine) et de I’ATP synthase (oligomycine), nous
n‘avons pas observé de fragmentation du réseau chez le mutant Thr59Asn contrairement aux cellules controles,
néanmoins ce réseau était moins connecté. Une étude plus approfondie pourrait permettre de déterminer si
cette modification résiduelle du réseau mitochondrial suite a une inhibition des OXPHOS résulte d'une fission

DRP1-indépendante ou encore d'une diminution de la fusion via le processing d'OPA1.
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2. Caractérisation des voies d’'induction et de résistance a la
fission mitochondriale

2.1. La FOF1-ATP synthase mitochondriale conditionne la réactivite
des mitochondries a la fission

2.1.1. Introduction

Les mitochondries sont des organites a double membrane impliquées dans de nombreux mécanismes
cellulaires comme la production d’ATP via la phosphorylation oxydative (OXPHOS), la prolifération cellulaire ou
encore |'apoptose. Ce sont des organites extrémement dynamiques capables de remodeler leur structure
interne, leur longueur et de former un réseau interconnecté (Bereiter-Hahn et V6th 1994). Cette structure
mitochondriale dynamique contribue au maintien de lintégrité mitochondriale, et plus largement de
I'homéostasie cellulaire. Les évolutions morphologiques du réseau mitochondrial sont ainsi fortement associées
a la division cellulaire, a la différenciation cellule-spécifique, au contrdle qualité mitochondrial et finalement a la

mort cellulaire par apoptose. (Archer 2013; Gao et Hu 2021; Hoppins, Lackner, et Nunnari 2007b:200).

La morphologie du réseau mitochondriale est déterminée par I'équilibre dynamique entre la fusion et la
fission mitochondriale, cet équilibre entre fusion/fission est sous le contréle des protéines de la famille Dynamin
GTPase (Hoppins et al. 2007b). La protéine DRP1 est responsable de la fission mitochondriale (Smirnova et al.
2001b) ; la fission de la membrane externe est réalisée grace a la phosphorylation et au recrutement de DRP1
sur des récepteurs de la membrane externe mitochondrial, préférentiellement au niveau de sites de contacts
réticulum endoplasmique (RE)-mitochondries, puis les facteurs DRP1 s'assemblent en anneau au niveau du site
de fission (Smirnova et al. 2001b). La fusion des mitochondries débute quant a elle par l'interaction des
membranes externes mitochondriales grace aux protéines MFN1/2 qui fusionnent les membranes externes de
deux mitochondries, suivie de la fusion des membranes internes grace a l'action de la protéine OPA1 (Gao et Hu
2021; Kraus et al. 2021; Olichon et al. 2003; Rojo et al. 2002). La protéine OPA1 joue un role crucial dans la
régulation de la dynamique mitochondriale. En particulier, elle est nécessaire a I'organisation structurelle des
crétes mitochondriales (Cipolat et al. 2006; Frezza et al. 2006). Dans des conditions physiologiques, OPA1 est
importée a la mitochondrie et est régulée par des processus protéolytiques réalisés par les protéases de la
membrane interne mitochondriale : YME1IL et OMA1 (Anand et al. 2014; Baker et al. 2014; Ishihara et al.
2006b). Les formes longues d'OPA1 (L-OPA1) sont liées a la membrane interne et sont nécessaires a la fusion
mitochondriale, tandis que les formes courtes solubles (S-OPA1) limiteraient la fusion des membranes internes
et favoriseraient la fission mitochondriale (Ishihara et al. 2006b; MacVicar et Langer 2016). L'importance de cet
équilibre entre fusion et fission dans I'noméostasie cellulaire est illustrée par le fait que des mutations dans les
génes de ces différents effecteurs sont a I'origine de neuropathies héréditaires telles que |'atrophie optique

autosomique dominante (mutation OPA1), la maladie de Charcot-Marie-Tooth (MFN2) ou encore
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I'encéphalopathie EMPF1 (DRP1) (J. Cassereau et al. 2011; Julien Cassereau et al. 2011; Delettre et al. 2000;
Keller et al. 2021; Zichner et al. 2004). Dans certaines de ces pathologies liées a une altération de la
fusion/fission, il a été montré que les mitochondries présentent également une altération du métabolisme
mitochondrial (Bertholet et al. 2016; Chao de la Barca et al. 2016; Chevrollier et al. 2008b), bien que le lien
entre morphologie du réseau et altération de la phosphorylation oxydative (OXPHOS) ne soit pas clair dans ces
pathologies. La structure et la morphologie du réseau mitochondrial varient selon les types cellulaires ou entre
les tissus bien que la connectivité des mitochondries soit généralement favorisée. Cette organisation semble
extrémement sensible aux variations de la disponibilité des nutriments ainsi qu'a un large éventail de stress

cellulaires. Aussi, il est probable que cette dynamique soit coordonnée avec I'activité OXPHOS des cellules.

Les réactions de I'OXPHOS sont assurées par les quatre complexes de la chaine respiratoire et la FOF1-
ATP synthase, insérés au sein des crétes de la membrane mitochondriale interne. Leur role est de produire de
I'ATP a partir d’équivalents réduits, le NADH,H* et le FADH2. Ceux-ci sont essentiellement produits par le cycle
de Krebs dans les mitochondries, bien qu‘une partie du NADH soit également produite par la glycolyse dans le
cytosol. Les deux molécules sont respectivement oxydées par le complexe I (CI) et le complexe II (CII) de la
chaine de transport d'électrons (ETC). Les électrons sont transportés vers le complexe III (CIII) via le
coenzyme Q puis vers le complexe IV (CIV) par le cytochrome ¢ (Cyt C). Ce transport d'électrons est couplé au
transfert de protons de la matrice vers la membrane interne mitochondriale par les complexes I, III et IV. Cela
conduit a la génération d’une force proton-motrice a travers la membrane interne composée d'un gradient
chimique (ApH) et un potentiel de membrane mitochondrial (AWm). Les protons retournent dans la matrice
mitochondriale via la FOF1-ATP synthase, permettant ainsi la synthése d'ATP. Ce AWm est finement régulé, il
est en effet un parameétre essentiel du fonctionnement mitochondrial, permettant non seulement la synthése
d’ATP, mais également l'import de nombreux métabolites et protéines a la mitochondrie, ou encore la régulation
de l'activité de protéases mitochondriales telles YME1L et OMA1 (Anand et al. 2014; Ishihara et al. 2006b;
Kaser et al. 2003; Mishra et al. 2014; Rainbolt et al. 2015). Lors du transfert des électrons au sein de I'ETC,
une partie de ceux-ci peut directement interagir avec l'oxygéne, formant ainsi des anions superoxydes ou ROS.
En condition physiologique, cette production reste minime, mais peut étre fortement augmentée en cas de
dysfonction de I'ETC (Brand 2010, 2016; Rottenberg et al. 2009).

Les études pionnieres de Hackenbrock ont révélé que l'ultrastructure des mitochondries est modulée
par le métabolisme énergétique, et qu’elles peuvent adopter des conformations trés différentes (Hackenbrock et
al. 1971). Depuis, de nombreuses études ont montré qu’un « stress » mitochondrial perturbait I'équilibre
fusion/ fission et la morphologie des mitochondries (Wai et Langer 2016; Westermann 2012), cependant les
données de cette littérature sont relativement contradictoires. Ainsi, des études chez la levure et sur cellules
humaines montrent qu’une augmentation forcée de l'activité de la phosphorylation oxydative augmente la
fusion des mitochondries (Egner et al. 2002; Jakobs, Martini, et al. 2003; Mitra et al. 2009; Tondera et al.
2009), cependant une fragmentation mitochondriale est également fréquemment observée dans des conditions
de demande énergétique accrue (Coronado et al. 2018). A l'inverse, une inhibition de |'activité OXPHOS par
traitement pharmacologique n’est pas systématiquement associée a la fragmentation. Chez les mammiféres,

Iinduction de la fragmentation mitochondriale suite a ces inhibitions des complexes de la chaine respiratoire ou
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de la FOF1-ATP synthase semble dépendre du type/modéle cellulaire utilisé (Sauvanet et al. 2010). Une fission
accrue a été observée, par exemple, dans les cellules HeLa (Frank et al. 2012; Pletjushkina et al. 2006), les
cellules CV1-4A (De Vos et al. 2005) ou les fibroblastes embryonnaires de souris (De Vos et al. 2005) . En
revanche, certains types cellulaires conservent des mitochondries filamenteuses lors d‘une inhibition de la
chaine respiratoire, et le phénotype des cellules présentant un déficit de la chaine respiratoire est ambigu
(Guillery et al. 2008; Sauvanet et al. 2010). En effet, des altérations de la morphologie mitochondriale ont été
décrites dans les cultures cellulaires de patients porteur de mutations dans I'une des sous-unités de la chaine
respiratoire, notamment les complexes I ou III ((Benard et al. 2007; Koopman et al. 2005; Pham et al. 2004).
Toutefois, il ne s'agit pas d'une observation générale : dans la plupart des modeles cellulaires présentant un
déficit de la phosphorylation oxydative d’origine génétique, le réseau mitochondrial n'est pas fragmenté
(Guillery et al. 2008; Hanson et al. 2002; Moran et al. 2010; Sauvanet et al. 2010), un phénotype que nous

avons également retrouvé sur les fibroblastes de notre bio-collection.

L'induction de la fission pourrait également dépendre de lintensité de la baisse du potentiel de
membrane, attendue en cas de déficit de I'ETC. Dans des conditions de stress comme une baisse du potentiel
de membrane mitochondrial, une production d’espéces réactive de I'oxygéne (ROS) élevé, la protéase OMA1
peut étre suractivée, ce qui clive massivement OPA1 et favoriserait ainsi la fission (Anand et al. 2014; Baker et
al. 2014; Consolato et al. 2018; Ehses et al. 2009; Head et al. 2009; Jang et Javadov 2020). Certains auteurs
ont également suggéré que l'intensité du déficit, notamment dans le cas du complexe I, pourrait étre associée a
des niveaux plus ou moins élevés de ROS, et donc a des altérations plus ou moins prononcées de la
morphologie mitochondriale (Koopman et al. 2005). Cependant, dans de nombreux cas, la relation directe entre
le niveau de diminution des activités de I'ETC, I'augmentation des niveaux de ROS et la fragmentation
mitochondriale ne peut pas étre établie (Fernandez Moreira et al., 2007 ; Moran et al., 2010). Enfin, l'induction
de la fission pourrait également dépendre du niveau de déficit énergétique (synthése d’ATP), cependant
I'activité de fusion mitochondriale dans les cellules de mammiféeres peut étre observée en l'absence d'une
chaine respiratoire fonctionnelle ou aprés une réduction significative des niveaux d'ATP cellulaire (Guillery et al.
2008; Hanson et al. 2002).

Aussi, malgré l'accumulation de données sur les acteurs et la mécanistique de la dynamique
mitochondriale, le lien entre activité OXPHOS et dynamique mitochondrial reste flou. En particulier, les relations
entre dysfonctionnement de I'ETC et induction de la fission mitochondriale, ainsi que les signaux intra-

mitochondriaux sous-jacents qui modulent ces processus restent mal compris.

Cette étude vise a clarifier le lien entre I'activité bioénergétique mitochondriale et sa dynamique. Afin
de déterminer précisément quel « stress bioénergétique » induit la fission du réseau mitochondrial, nous avons
suivi sur des temps précoces, en amont de l'induction de la mitophagie, I'évolution du réseau mitochondrial
suite a différentes inhibitions des OXPHOS dans des cellules primaires de peau. Pour clarifier comment la
structure tubulaire des mitochondries résiste a la fission, nous avons complété cette analyse par I'utilisation de
modeéles génétiques de défaut de la FOF1-ATP synthase. Nous montrons le réle central de la FOF1-ATP synthase

dans la résistance a l'induction de la fission, de par son fonctionnement en mode inverse aprés inhibition de la
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chaine respiratoire. Les mitochondries ont ainsi une capacité de résistance a la fission qui les protége d'une
élimination rapide sous stress bioénergétique. L'étude de I'assemblage des complexes a également permis de
soulever des hypothéses intéressantes sur le role de la dimérisation des FOF1-ATP synthase dans la fission

mitochondriale.
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Abstract

Mitochondria are tubular structures that fuse or separate, being essential for the cellular distribution of ATP
coupled to oxidative phosphorylation (OXPHOS). Many OXPHOS pathologies are associated with
mitochondrial damage of structure or function. The cytosolic protein DNML1L is the main factor responsible
for the constriction and mitochondrial fission. However, the dynamin GTPase OPA1 plays a major role in
inner membrane fusion and fission and is currently the first marker of impaired mitochondrial dynamics. Its

activation depends on the mitochondrial membrane potential, which results from the balance between the

LHUISSIER Charléne | Pathologies de la dynamique
mitochondriale : étude de la relation structure-fonction au cours de la fission mitochondriale 127



24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

activity of the respiratory chain that generates the proton gradient and its utilization by FOF1-ATP synthase
for ATP production. The mitochondrial bioenergetic activity is thought to regulate mitochondrial fission,
however the relationship between respiratory chain activity and mitochondrial dynamics is not well
understood. Using chemical inhibitors and fibroblast models from patients with rare mitochondrial genetic
disorders, we specifically blocked respiratory chain and/or FOF1-ATP synthase activity and monitored the
response in terms of respiration rates, mitochondrial membrane potential and mitochondrial fission
dynamics. Our results showed the existence of safeguard mechanism of the mitochondrial membrane
potential implied in fission resistance. The FOF1-ATP synthase, by a rapid adaptation of its activity and
superstructure to inhibitions of the respiratory chain seems to control mitochondrial fission. By varying the
metabolic sources, we further showed an attenuation of this fission resistance, which opens up interesting

therapeutic avenues.

Introduction

Within most of the cells, mitochondria are organized in tubular networks distributed throughout the
cytoplasm. This tubular network undergoes constant remodeling, coexisting with few mitochondria isolated
from fission events. Mitochondrial migration allows the ATP distribution to the different cellular
compartments and the fusion of mitochondria. A fine balance between mitochondrial fusion and fission
events is essential to the mitochondrial DNA distribution and to the quality control of mitochondria, splitting
dysfunctional mitochondria elements 4. The Dynamin GTPase DRP1, Mitofusin 1 and 2 (MFN1/2) and
Optic Atrophy 1 (OPAL) are the main actors of this dynamic. The cytosolic factor DRP1 is recruited to the
outer membrane and promotes mitochondrial tubule constriction and fission by providing constraints to
mitochondrial membranes®. MFN1 and 2 induce the fusion of adjacent outer mitochondrial membranes®,
while the fusion of inner membrane involved OPA1’. Proteolytic processing of OPA1 contributes to a
complex regulation of mitochondrial inner membrane (MIM) organization by shaping mitochondrial cristae
junction and cristae remodeling °. The long OPAL1 isoform (L-OPA1) and the short one (S-OPA1) coexist
and their equilibrium is regulated by the action of MIM proteases YMELL and OMA1 . L-OPAL, bound to
the inner membrane, has a main role in MIM fusion, while the S-OPA1 are thought to limit fusion and to

promote fission by disrupting the cristae structure %13, The S-OPAL1 role in mitochondrial fragmentation is
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shown under excessive OPA1 cleavage when OMAL is over-activated following of the mitochondrial

membrane potential (A¥) drop 01416,

This mitochondrial membrane potential is the result of a complex enzymatic activities where electron
transport is coupled to the transfer of protons from the matrix to the inner mitochondrial membrane at the Cl,
CllIl and CIV complexes of the respiratory chain (ETC) ¥'. Electrons come from the oxidation of NADH and
FADH,, mainly produced by tricarboxylic acid cycle (TCA) within mitochondria but also by glycolysis in
the cytosol. This leads to a proton-motive force Ap across the inner mitochondrial membrane composed of a
chemical (ApH) and an electrical (A¥m) gradient. The protons can then return to the matrix via the FOF1-
ATP synthase allowing the synthesis of ATP. This coupling between oxidations at the ETC and
phosphorylation at the FOF1-ATP synthase through the Ap is named the oxidative phosphorylation

(OXPHOS) 1819,

Many publications have highlighted a strong relationship between cellular OXPHQOS activity and the
mitochondrial structure and dynamics, but the links between these parameters remain complex and
equivocal. In neurological diseases linked to altered mitochondrial dynamics, such as type 2A Charcot-
Marie-Tooth disease with pathogenic MFN2 variants and dominant optic atrophy (ADOA) with pathogenic
OPAL variants, OXPHQOS coupling defect and/or altered ETC activity has been shown in primary fibroblasts
from patients, but the relationship with the structure of the network was unclear since only few variants
induced a strong mitochondrial network fragmentation 2°-%, The reverse link, i.e. the link between OXPHOS
activity and network morphology, is not more obvious. In yeast and in human tumoral cell lines, it has been
shown that a metabolic orientation towards oxidative phosphorylation increase the fusion of mitochondria 2+
27 However, pharmacological inhibition of respiratory chain complexes or FOF1-ATP synthase is not
necessary followed by a mitochondrial fragmentation 2-*° and nuclear and mitochondrial genetic defects in
oxidative phosphorylation subunits rarely show a scattered isolated mitochondrial distribution *°. Therefore,
it remains unclear how the mitochondrial fission/fusion balance respond to bioenergetics alteration; this
complexity could be, at least in part, linked to the cellular phenotypes, especially primary vs. immortalized
cells 3132 but also to the type of mitochondrial “dysfunction” or “stress”, a generic term that covers different

alterations of bioenergetic parameters. Thus, acute or chronic metabolic stresses have been shown to impact
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the ATP synthesis, the A¥Ym, or the reactive oxygen species (ROS) production, but the metabolic signals that

link mitochondrial structure to its functional states is still not fully understood.

As mitochondrial fragmentation is considered as a deletorious phenotype, preceding the
mitochondrial elimination by mitophagy or cell death by apoptosis, it is essential to better understand the
mitochondrial resistance to fission and the sequence of fission events in response to mitochondrial
bioenergetics alteration. In contrast to many tumor lines, healthy primary skin fibroblasts use both oxidative
and glycolytic metabolisms to sustain their energetic needs*®, fibroblast mitochondria are essentially tubular
and connected, and show almost identical mitochondrial membrane potential between cells and along
mitochondrial networks ; therefore, these cells represent an adapted model for the study of mitochondrial
structure — function relationships. In this study, by focusing on blockages of the mitochondrial respiratory
chain, and the ATP synthesis by the FOF1-ATP synthase and their consequences on mitochondrial dynamics,
we asked how mitochondrial energy balance control their morphology in primary fibroblasts. As Our data
detailed the fine coordination between ETC and FOF1-ATP synthase to maintain the mitochondrial
membrane potential and prevent the mitochondrial fragmentation under energetic stress. In the absence of
any respiration and mitochondrial ATP production, our results raise the question of the availability of
reduced cofactor essential for respiratory chain activity or the source of ATP essential for FOF1-ATPase
reverse activity, and at least the question of the threshold of mitochondrial membrane potential below which
fission is induced. By using mutated fibroblasts from patients suffering mitochondrial diseases, we

strengthened the pivotal role of FOF1-ATP synthase in the responsiveness of mitochondria to fission.

Materials and Methods

Cell line

Primary fibroblasts were obtained from skin biopsy from 10 individuals, 3 patients with
mitochondrial FOF1-ATP synthase deficiency, nuclear types (OMIM #) and 7 healthy controls. Written
informed consent was obtained from all participants (Ethics Committee of the Angers University Hospital

approval: CPP Ouest Il — Angers, France; Identification number: CPP CB 2014/02; Declaration number: DC-
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2011-1467 and Authorization number: AC-2012-1507). The description of the mutations from each patient
and their phenotype are detailed in SI Table 1.

Cell Culture and Cell treatments

Primary human fibroblasts were cultured in 2/3 Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM-F12,
PAN Biotech, Wimborne, UK), 1/3 Amniomax (Gibco, Invitrogen, Paisley, UK) (final glucose
concentration, 2g/l and glutamine, 1mM) supplemented with 10% fetal bovine serum (PAN Biotech,
Wimborne, UK), 1mM sodium pyruvate, and 50 pg/ml uridine (Sigma Aldrich, Lyon, France) at 37 °C, 5%
CO2. All experiments were conducted on fibroblast cultures between passages 6 and 25 to avoid artefacts
due to senescence *. All fibroblast cell lines were routinely tested for the absence of mycoplasma
contamination. Drugs were added to culture medium at concentration giving maximal inhibition of the
targeted metabolic at final concentration of 10uM Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP,
Sigma Aldrich), 1uM Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCP, Sigma Aldrich)
2.5uM Rotenone (Sigma), 2ug/ml Antimycin A (Sigma Aldrich), 4ug/ml Oligomycin (Sigma Aldrich),
30uM BMS-199264 (Sigma Aldrich) (durations of treatment are indicated in the figure legends). All
treatments and analyses were performed in cell culture medium, i.e. supplemented with 10% SVF in order to

avoid stress-induced SVF deprivation.
Mitochondrial enzymatic activities

The activities of the mitochondrial OXPHOS complexes were measured at 37°C on a Uvmc2
spectrophotometer (SAFAS, Monaco, Monaco) in a mitochondrial-enriched fraction from frozen cell pellets.
The activities of NADH ubiquinone reductase (complex I, Cl), ubiquinol cytochrome C reductase (complex
I11, CIII), FOF1-ATP hydrolase (complex V, CV) and citrate synthase (CS) were measured according to the

method described by 333,
Fluorescence microscopy and mitochondrial morphology

Fibroblasts were seeded in their culture medium with 10% SVF on a two-well or four-well chamber
coverslips (Ibidi, Grafelfing, Germany) at least one day before imaging. Mitochondrial morphology was
assessed by staining cells with 100 nM Mitotracker Green (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) for 30

min at 37°C. For fluorescence imaging, images were acquired with an inverted wide-field microscope
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ECLIPSE Ti-E (Nikon, Tokyo, Japan) equipped with a 100 oil immersion objective (Nikon Plan Apo100x,
Tokyo, Japan, N.A. 1.45) and an Andor NEO sCOMS camera controlled by Metamorph 7.7 software
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). A precision, piezoelectric driver mounted underneath the objective
lens allowed faster Z-step movements, keeping the sample immobile while shifting the objective lens. Tirty-
five image planes were acquired along the Z-axis at 0.1 mm increments. Imaris 8.0 software (Bitplane,
Zurich, Switzerland) was used for 3D processing and morphometric analysis. For mitochondrial network
characterization, acquired images were iteratively deconvolved using Huygens Essential software (Scientific
Volume Imaging, Hilversum, The Netherlands), with a maximum iteration scored 50 and a quality threshold
at 0.01. The cell volume and mitochondrial network were modeled in 3D, and thresholds were defined in
order to classify mitochondria depending on their volume : <5um? (fragmented), <20pum?® (normal), >20um?

(connected).
Western Blotting and Blue-Native Page

Cellular proteins were solubilized in a Laemmli buffer, and 40 pg was resolved by SDS-PAGE in a
8% polyacrylamide gel. Proteins were then transferred to a nitrocellulose membrane using a semi-dry
transfer apparatus (iBlot 2 Dry blotting system, TermoFisher, France). Mouse anti-OPAL (BD Biosciences,
612607), and Mouse anti-SDHA ([2E3GC12FB2AE?2], ab14715, Abcam) primary antibodies were used
(dilution at 1:1000). Membranes were then incubated for two hours in the dark, with anti-mouse and anti-
rabbit coupled, respectively, with Alexa Fluor 680 and Alexa Fluor 790 dyes (ab186694 and ab186697
Abcam, 1:10,000). Membranes were washed twice with TBS 1X-Tween 0.1% and once with TBS 1X.
Fluorescence was detected at 700 and 800 nm with an Odyssey XF imaging system (LI-COR Biosciences,
Bad Homburg, Germany). Band intensities were quantified with Image Studio software (LI-COR

Biosciences, Bad Homburg, Germany).

For FOF1-ATP synthase assembly analyses, mitochondria were enriched by using differential
centrifugation, according to the method described by 3. The cell pellets were incubated 10 min on ice with
digitonin (4 mg/ml in PBS, v/v; 0.2% wi/v). Then, digitonin was diluted by addition of cold PBS (5 v/v).
Cells were centrifugated for 10 min, at 10,000 g and 4 °C to recover the mitochondria enriched fraction. The
pellet was washed once more in 1 ml cold PBS, centrifuged (10,000g, 4 °C), resuspended at 10 mg/ml in

AC/BT buffer (1.5M aminocaproic acid and 75mM Bis-Tris/HCI, pH 7.0, supplemented with Complete
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Mini Protease Inhibitor (Roche Diagnostics, Stockholm, Sweden)) and kept frozen at —80 °C until analysis.
For Blue-Native Page analyses, 30 ug of the samples were diluted at 2 mg/ml in AC/BT buffer and
mitochondrial membrane proteins were solubilized by incubation with the dedicated detergent for 10 minutes
at 4°C: (a) 3g/g protein n-dodecyl p-d-maltoside for preparation of native FOF1-ATPsynthase and (b) 6 g/g
protein digitonin (1.2% w/v) to detect the FOF1-ATPsynthase higher assembly forms. After centrifugation
for 20 min, 20,000g at 4 °C, the supernatant was collected, and 5% Serva Blue G dye (Biorad, Marnes-la-
Coquette, France) in 1 M aminocaproic acid/50 mM Bis—Tris/HCI, pH 7 was added (1/20 v/v) prior to
loadingThe dimer/monomer of FOF1-ATP synthase were separated on Native PAGE Novex 3-12% Bis-Tris
gels (Invitrogen) for approximatively 3 h and transferred on PVDF membranes (GE Healthcare, Velizy-
Villacoublay, France) in cold blotting buffer (25mM Tris, 192mM glycine, pH 8.3, 20% methanol).
Membranes were hybridized using dedicated monoclonal antibodies (ATP5a (ab110273), ATP5b (ab14730),
UQCRC2 (ab14745), SDHA (ab14715), Abcam). Anti-mouse and anti-rabbit peroxidase-linked secondary
antibodies (GE Healthcare, Life Sciences) were used at 1/10,000 and signals were detected using a
chemiluminescence system (Super signal® West Femto, Thermo Scientific, #34095) (Thermo Fisher
Scientific). Acquisitions were performed using the Odyssey FC imaging system and analyzed using Image

Studio™ Lite (LI-COR Biosciences).
Mitochondrial Respiration Rates and mitochondrial membrane potential

Oxygraph-2k equipped with the two-channel O2k-Fluorescence LED2-Module (O2k-Fluorometer,
Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) was used to simultaneously monitor both oxygen level and
fluorescence. Measurements were performed under atmospheric pressure in the 2.0-ml incubation chambers
kept at 37°C by Peltier control. Changes of oxygen concentration over time are monitored with

polarographic oxygen sensors; simultaneously with the fluorescence signals for both chambers.

Respiration rates on intact cells were measured in cell culture medium on roughly 7.10° cells. The
analysis started with routine respiration measurement. This respiration does not contain any additional
substrates or effectors (cell endogenous respiration, corresponding to the cellular oxidative metabolism).
Then, after 3 minutes, Oligomycin (CV inhibitor, 4 pg/ml), Rotenone (CI inhibitor, 2.5 uM), Antimycin
(CHI inhibitor, 2 pg/ml), combined Oligomycin/Antimycin or FCCP (carbonyl cyanide p-

trifluoromethoxyphenylhydrazone, a mitochondrial uncoupler, 1 uM) were added. All sequence analyses
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ended by FOF1-ATP synthase inhibition by Oligomycin and FCCP addition to fully uncoupled oxidative

phosphorylation and induced mitochondrial membrane full depolarization.

Respiration rates on permeabilized cells were measured in respiratory buffer RB (10mM KH2PO4,
300mM mannitol, 10mM KCI, 5mM MgCI2, 0.5mM EGTA and 1 mg/ml serum albumin bovine, pH 7.2).
The subtrates of complexes | and 11 were used as follows: first, state 2 (non-phosphorylating) respiration was
measured after adding 2.5mM pyruvate and 5mM malate (Cl substrates) and 10 mM succinate (Complex I,
CIl substrate). Then, submaximal ADP concentration (0.5 mM) was added to stimulate ATP synthesis to
~60% of maximal OXPHOS capacity (Desquiret-Dumas et al., 2019). After 3 minutes stabilization,
Oligomycin (FOF1-ATP synthase inhibitor, 4 pg/ml), Rotenone (CI inhibitor, 2.5 uM), Antimycin (CIII

inhibitor, 2 pg/ml), combined Oligomycin/Antimycin or FCCP (1 pM) were sadded.

Mitochondrial membrane potential (A¥m) was measured simultaneously with oxygen consumption
in both intact or permeabilized cells using 0,5 uM final of the membrane potentiel sensitive probe: TMRM
(Tetramethylrhodamine methyl ester perchlorate) (Sigma Aldrich, Lyon, France), a cell-permeant positively
charged dye that accumulates within mitochondrial proportionally to the A¥m. The Fluorescence-Sensor of
the O2k-Fluorescence LED2 module is equipped with Green filter set for TMRM (excitation 525
nm/emission filter 580 nm). Calibrations with stepwise additions of 0.125 uM TMRM were carefully
performed before and at the end of each experiment to ensure fluorescence conversion into nmol TMRM

uptake and signal stability, respectively.

Metabolites measurements

Cells were seeded on a 24-wells cell culture plate at [15 000 cells/well]. One day after cell seeding,
ethanol (1/2000) or dedicated inhibitors (Rotenone, Antimycin, Oligomycin or combination of
Oligomycin/Antimycin) were added. Cellular glucose consumption and lactate production were determined
on cell supernatant after 1 to 6 hours of cell culture on an Architect C16000 apparatus using the Glucose
assay for Architect C™ system and the Lactate assay for Architect C™ system (Abbott, Ringis, France).

Statistical Analyses

For each experiment, each control or patient fibroblast cell line were analyzed at least in duplicate
(two biological replicates). Results are represented as mean + SD. The nonparametric Mann—Whitney test (*

symbols) or its version for paired data (Wilcoxon test, # symbols) were used for means comparison
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(Biostatgv, : https://biostatgv.sentiweb.fr/ , iPLesp UMR S 1136). All data were considered statistically
significant at p<0.05. For the comparison of each mutant fibroblast cell to control cells, the values of mutant
cell lines that were beyond +2 SD (standard deviation) compared to mean control cells were considered to be

different.

Results
The mitochondrial network connectivity resist to electron transfer chain (ETC) inhibition.

For these analyses, we chose to use a non-immortalized primary cell model, in order to avoid any
alteration of cellular metabolism and mitochondrial activities or of mitochondrial dynamics that could be
encountered in immortalized or tumor cells lines 3¢. Fibroblasts energetic metabolism is based on 50%
glycolytic activity coupled to 50% oxidative mitochondrial activity with a great cellular homogeneity of the
mitochondrial membrane potential unlike most tumor lines as well. Analysis of Primary fibroblast cell lines
derived from patients with inherited respiratory chain and F1FO-ATP synthase deficiency resulting from
mutations in the nuclear or mitochondrial DNA provide particularly relevant results concerning
mitochondrial bioenergetic functions, complexes assembly %7 and also mitochondrial dynamics 203, .
Interestingly, the mitochondria of these cells form a large set of connected tubular networks (Sl figure 1). As
others 3%, our preliminary study of the dynamics of fusion/fission of the network induced by a blockage of
mitochondrial respiration and mitochondrial ATP synthesis showed a heterogeneity of the response with
either a rapid fragmentation, a progressive network dissociation or a resistance to fission depending on the

complex targeted.

To better understand the coordination between mitochondrial bioenergetic activity and fission
induction, we used well known inhibitors that specifically target 1) on the one hand the electron transport
chain (ETC) and thus the oxidations: Rotenone, a specific Cl inhibitor, thereby inhibiting NADH oxidation
and Antimycin A, a specific CIII inhibitor (Figure 1A), thereby inhibiting both NADH and FADH:
oxidations.; 2) on the other hand, the phosphorylation system by using Oligomycin, a specific FOF1-ATP
synthase inhibitor; and the combination of oxidation and phosphorylation inhibitions
(Oligomycin/Antimycin : O/A). The inhibitor concentrations were selected as regard to their efficiency to

inhibit the mitochondrial complexes activities without inducing abnormal mitochondrial swelling, nor
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cellular apoptosis (Data not shown). Applied within the cell culture media, these inhibitor concentrations
efficiently and durably inhibit the targeted enzyme activities as confirmed by our quantifications one hour
after drug application (Figure 1B). As expected, Oligomycin had no effect on complex Il activity, nor did
Antimycin inhibit FOF1-ATP synthase activity, confirming the inhibitor specificity. Also, the double

inhibition O/A did not change the degree of complex Il or FOF1-ATP synthase inhibition.

Then we analyzed the evolution of the mitochondrial network by using fluorescent deconvolution
microscopy (Kane et al., 2017), in these conditions of ETC or FOF1-ATP synthase inhibition. Surprisingly,
the inhibition of ETC either by Rotenone (CI), only inhibiting NADH oxidation, or by Antimycin (CIII),
inhibiting both NADH and FADH, oxidations, did not induce mitochondrial fission (Figure 1C,D). Thus
neither pharmacological acute ETC inhibition nor genetic dysfunctions (SI figure 1) show mitochondrial
fragmentation. ETC inhibitions rather increased the connectivity of the mitochondrial network, within 2

hours after Cl inhibition and within 4 hours after CIII inhibition. (Figure 1C-D).

A key player of mitochondrial dynamic is the inner membrane localized protein OPA1 “° and more
specifically the equilibrium between long (L-OPA1) and short OPA1 (S-OPA1) forms #. S-OPAL generated
by proteolysis of L-OPA1 was shown to facilitates mitochondrial fission 12, In agreement with the analysis
of mitochondrial network, we did not observe any L-OPA1l protein cleavage following Rotenone or

Antimycin exposure (Figure 1E).

The mitochondrial network fragmentation requires the FOF1-ATP synthase inhibition

In contrast to ETC inhibition, the FOF1-ATP synthase inhibition by Oligomycin slightly fragmented
the mitochondrial network from 6h (Figure 1C-D) whereas L-OPAL protein is cleaved as soon as 2 to 4
hours (Figure 1E) after drug addition, thus preceding mitochondrial fragmentation. Strikingly, conjoint
inhibitions of the FOF1-ATP synthase and the ETC using both Oligomycin/Antimycine, induced L-OPALl
cleavage from 15 min (SI Figure 2), the S-OPAL being the unique isoform detectable after 1 hour of
treatment (Figure 1E). This rapid S-OPAL accumulation was followed by a faster mitochondrial fission from

4h, leading to a massive fragmentation of the network as early as 6h. These data indicate that the inhibition
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of FOF1-ATP synthase promotes the fission of the mitochondrial network, a combined blockage of ETC and

FOF1-ATP synthase accelerates the fission of mitochondria.

Reverse FOF1-ATPase activity participate to the AWYm maintenance and mitochondrial fission resistance

Respiratory chain poisoning through inhibition of electron transfer should decrease the mitochondrial
membrane potential (A¥m) through inhibition of proton pumping into the intermembrane space. A sustained
drop of the A¥m is moreover known to fate the cleavage of L-OPA-1 through OMAL activation *,
However, L-OPA-1 cleavage was neither observed in the presence of Rotenone nor Antimycin. To go further
on this discrepancy, the A¥m and respiration rates were measured simultaneously following Rotenone,
Antimycine and Oligomycin addition on the primary fibroblasts under in situ conditions (intact cells, Figure
2A-B). As expected, FOF1-ATP synthase inhibition by Oligomycin induced a significant hyperpolarization
(+225% TMRM uptake after Oligomycin treatment compared to vehicle treatment, p<0.05) as Oligomycin
inhibits the protons flow back to the matrix through the FOF1-ATP synthase, leading to intra-cristae space H*
accumulation. Also, the mitochondrial uncoupler CCCP completely collapsed the A¥m (Figure 2A),
inducing a maximal stimulation of ETC turnover (about 80% increased respiration rate compared to vehicle,
p<0.05) (Figure 2B). Surprisingly, neither CI nor CIlI inhibitions decreased the A¥m (Figure 2A), although
both inhibitors did drastically inhibit mitochondrial oxygen consumption, i.e. electron transfer within the
ETC (-86% and —85%, for Rotenone and Antimycin, respectively, p<0.05, Figure 2B). We rather observed a
hyperpolarization with a +98% TMRM uptake after Antimycin treatment compared to vehicle-treated cells,
(p<0.05) and +113% in Rotenone-treated cells (p=0.28). When monitoring the variation of the A¥m over
time (Figure 2C), we showed that Antimycin, while immediately inhibiting oxidation rate, did not drop the
A¥m. Within few minutes a slight hyperpolarization appeared reaching its maximum within 20-25 minutes.
Further FOF1-ATP synthase inhibition (Oligomycin Figure 2C) blocked this response in few seconds leading
to the drop of the A¥m. These results point to the FOF1-ATP synthase as a major player in the maintenance

of mitochondrial membrane potential under condition of ETC inhibition.

In physiological condition and active oxidative phosphorylation, the proton motive force generated

by the respiratory chain complexes fuels ATP synthesis via FOF1-ATP synthase (forward mode). Yet it has
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been demonstrated in isolated mitochondria that under condition of decreasing A¥m, FOF1-ATP synthase

can also function in its reverse mode, hydrolyzing matrix ATP into ADP and pumping H+ across the IMM

44

In order to verify if the ATP-hydrolyzing mode of the FOF1-ATP synthase was indeed implied in the
maintenance of the A¥Ym, we forced the reaction in the forward direction, i.e. ATP synthesis. For this
purpose, we permeabilized the fibroblasts by using digitonin, allowing us to control the substrates supply.
Analyses were performed in the presence of malate, pyruvate and succinate, permitting a fully operating
TCA cycle and the supply in both NADH (CI) and FADH, (CII) to the ETC. Then, ADP was added to
stimulate ATP synthesis favoring the functioning of FOF1-ATP synthase in the forward mode through high
ADP/ATP ratio. In this condition, the ETC inhibition by Antimycin (Figure 2D) did not increase the AWYm
anymore but decreased it (-70% of TMRM uptake after Antimycin treatment compared to vehicle, p=0.07),
meaning that there was no more H* flux compensation. Altogether, these results point to the crucial role of

the FOF1-ATPase in ATP hydrolyzing mode in the maintenance of the mitochondrial membrane potential.

To further confirm that the FOF1-ATPase activity is implied in the mitochondrial fission resistance,
we used BMS-199264 (BMS), which selectively inhibits FOF1-ATPase activity without any effect on FOF1-
ATP synthase activity . 30 uM BMS inhibited the FOF1-ATPase activity by nearly 75-80% (SI Figure 3).
Separately, BMS or Antimycin had no effect on the mitochondrial network (Figure 2F, G). However, when
FOF1-ATPase activity was inhibited by BMS, Antimycin induced mitochondrial fragmentation (Figure 2G).
These data therefore strengthened the link between the reserve mode of FOF1-ATPase and the resistance of

mitochondrial network to fission.

Genetic FOF1-ATP synthase defects sensitizes mitochondria to fission

Then, we used fibroblast patient cells mutated on two different subunits of CV, ATP5G3 and
ATP50, or on the CV assembly factor TMEM70 (table S1) as models of chronic FOF1-ATP synthase

deficiency.

ATP5G3 mutant had a significant decrease of 64% in maximal FOF1-ATPase activity while the

ATP50 and TMEM70 mutants demonstrated a drastic deficiency, with a residual FOF1-ATPase activity of
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18% and 16%, respectively (Figure 3A). Oxygraphic measurements on intact cells confirmed the significant
decrease in the oxidative metabolism (Routine respiration, R, Figure 3B) and nearly 40% decrease of the
phosphorylating respiration for the ATP5G3 (R-O, beyond 2 SD to the control mean, Figure 3B), and
profound decrease in ATP50 and TMEM70 mutants (-60%, R-O beyond 3 SD to the control mean, Figure
3B). The analysis of FOF1-ATP synthase assembly by Blue Native-Page showed a significant, nearly half,
decrease in FOF1-FOF1-ATP synthase holocomplex level for ATP5G3, and a major assembly defect in
ATP50 and TMEM70-mutant cells. Indeed, in ATP50 mutant cells, BN-PAGE revealed complex V
additional bands of lower molecular weight intermediates, corresponding to F1 sub-domains, together with a
drastic reduction of the holocomplex level (~80% decrease, Figure 3C-D). TMEM70-mutant cells
demonstrated an almost complete absence of the complex V holoenzyme (Figure 3C-D). These different
mutants thus model a constitutive, chronic FOF1-ATPsynthase defect, with a graduation of the inhibition,

from partial (ATP5G3) to profound (TMEM70) (Figure 3E).

Mitochondrial network analysis by fluorescence microscopy did not show any significant difference
between the different mutants compared to control (ATP5G3: 12.20%; ATP50: 25.76%; TMEM70: 21.10%
fragmented mitochondria (<1um) vs 19.83% for the control, p=0.28, Figure 3F). Thus, contrary to acute
FOF1-ATPase inhibition by Oligomycin, the fission to fusion equilibrium seems to be either preserve or

restore in the cell models of constitutive inhibition.

In parallel, the L/S OPA1 ratio was unchanged in ATP5G3 and ATP50-mutant cells, while in
TMEM70 mutant cells a cleavage of the L-OPA1 forms into short S-OPA1 was observed (L/S ratio, Figure
3G), although not complete since the long form was still largely detectable. In Routine condition,
mitochondrial membrane potential remained relatively maintained in the ATP5G3 and ATP50 mutants, but
was significantly decrease in TMEM70 mutant cells (~ -60%, beyond 2 SD to the control mean, Figure 3H).
As expected, FOF1-ATPsynthase inhibition by Oligomycin, inducing a hyperpolarization in control cells, had

no effect on A¥m on the more F1F0-ATP synthase-defective cells, ATP50 and TMEM70 (Figure 3H).

We next challenged these rare genetic models to test the role of FOF1-ATP synthase in response to
ETC inhibition. Our results showed that the ATP50 and TMEM70 mutants cannot sustain Complex |
inhibition by Rotenone with a fragmentation of the mitochondrial network from 4 hours. The effect is even

more marked with the complete inhibition of oxidations using Antimycin, showing a massive fragmentation
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of the mitochondrial network in the three FOF1-ATP synthase mutants (ATP5G3: 55.40%; ATP50: 62.71%);
TMEM70: 59.79% fragmented mitochondria (<lum) with Antimycin vs control: 10.20% with Antimycin,

p<0.05) (Figure 4A, B).

We then monitored the variation of the mitochondrial membrane potential over time in FOF1-ATP
synthase mutants following respiratory chain inhibition. In ATP50 and TMEM70 mutants, not only did
Antimycin not induce hyperpolarization, as was observed in CTL cells, but also decreased the A¥m. Further
Oligomycin addition did not change the AYm (Figure 4C, D). In the ATP5G3 mutant cells with only partial
FOF1-ATP synthase defect, Antimycin only induced a slight increase in the A¥m as compared to control

cells, while full FOF1-ATP synthase inhibition by Oligomycin decrease it.

This indicate that cell mutant with defect in FOF1-ATPase activity could not correct the H+ gradient

through reverse H+ pumping following respiratory chain inhibition.

Mitochondrial fission resistance relies on glycolytic energetic metabolism

All these data indicate that inhibition of the respiratory chain switches FOF1-ATP synthase to reverse
mode, i.e. FIFO-ATPase. This mechanism assumes an ATP supply to the mitochondria, which would then

rely on glycolytic energy production.

To test this hypothesis, we first assessed the glycolytic metabolism by measuring cellular glucose
consumption, lactate production and the glucose conversion to lactate (L/G ratio, Figure 5A, B). Both the
respiratory chain and the FOF1-ATP synthase inhibitions stimulated the glycolytic metabolism, as showed by
the increases in both the glucose consumption and lactate production. However, glucose consumption was
higher in Antimycin-treated cells than Oligomycin or O/A-treated one. All of these inhibitors inhibit
oxidative metabolism and oxidative phosphorylation, which means an almost complete dependence on
glycolytic metabolism for ATP production, regardless of which inhibitor is used. Therefore, the greater
glucose consumption in Antimycin-treated cells strongly suggests an increase in ATP requirements,

consistent with ATP consumption by the FOF1-ATPase

Secondly, cells were grown in galactose medium (72h) instead of glucose one and analysed the

mitochondrial network. Upon conditioning to galactose medium, glycolysis in strongly slow down “¢47 and
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cells shifted their energy dependency towards mitochondrial OXPHOS, with increased oxygen consumption
(data not shown). Glucose to galactose replacement slightly decrease the connection of the mitochondrial
network in control cells, with a 17% decreased in mitochondria with >20um length (p<0.05, Figure 5B, D).
In contrast to glucose condition, in galactose medium, respiratory chain inhibition by Antimycin increased

mitochondrial fragmentation (11%, p<0.05, Figure 5B, C) at 4H.

Thus, inhibition of the respiratory chain with Antimycin strongly increases glycolysis, to higher
extend than does mitochondrial ATP synthesis inhibition. Conversely, the slowing down of glycolysis
sensitizes mitochondria to the fragmentation caused by inhibition of the respiratory chain. All these data

confirm that resistance to fission relies, at least in part, on glycolytic metabolism.

FOF1-ATP synthase inhibition alters its supramolecular assembly

It is generally accepted that the drop in membrane potential is a key component of fission induction,
associated with OPA1 cleavage. A surprising result of this study is that Oligomycin induces mitochondrial
network fragmentation (Figure 1, C, D) and OPAL cleavage to short isoforms (Figure 1E). According to the
chemosmotic theory, F1FO-ATP synthase inhibition, by inhibiting the protons backflow to the matrix, would
not depolarize mitochondria, but rather hyperpolarize it. Accordingly, we did not observe any drop in A¥Ym

on Oligomycin-treated cells (SI Figure 5).

The mitochondrial FOF1-ATP synthase adopts supramolecular structures, mainly in dimeric forms “8.
The FOF1-ATP synthase supramolecular assembly into dimer and further to oligomers is known to shape
mitochondrial cristae “°2. Moreover, the study by Velours et al. (2009) suggested that supramolecular
assembly of the FOF1-ATP synthase is not only an actor of mitochondrial ultrastructure at the cristae level *3

but also of the mitochondrial network.

We therefore analyzed the dimerization/monomerisation state of FOF1-ATP synthase in cells treated
with the different inhibitors by BN-PAGE. IF1 ATPase inhibitor was expressed in fibroblast cells, and
interacted with both ATP synthase monomer and dimers. BN-PAGE analyses did not showed any evidence
of modification in its expression or interaction with FOF1-ATP synthase in inhibitors-treated cells or in

patient cells (Figure 6A, B). In cells treated with Oligomycin, alone or in combination with Antimycin, the
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ratio of dimer/momomer was significantly higher than in vehicle treated cells, as early as 1 hour of treatment
(Figure 6A), without any obvious decrease in the amount of FOF1-ATP synthase, estimated by the expression
of the ATP5B subunit (SI Figure 6). By contrast, no change in the dimer to monomer ratio was observed
following respiratory chain inhibition by Antimycin (alone) or Rotenone. Furthermore, in patient cells with
FOF1-ATP synthase structural defect, dimer expression and dimer/monomer ratio were decreased (Figure
6B). These results indicate a greater supramolecular assembly into dimers, or greater dimer stability,
following FOF1-ATP synthase inhibition. This FOF1-ATP synthase reorganization preceded the OPAl

protein cleavage and seems to correlate with the mitochondrial network fission.

Discussion

Mitochondria show major morphological changes during the cell cycle %, becoming elongated in
senescent cells % or fragmenting in apoptotic cells ?. It has become clear that these morphological changes
contribute to cellular processes and homeostasis *°. Cycles of fusion and fission adapt the morphology of the
mitochondrial network to the metabolic needs of the cell and ensure the cellular distribution of ATP %6, The
fission—fusion cycles are finely balanced to maintain their equilibrium under physiological conditions; both
these processes play critical roles in maintaining functional mitochondria: fusion helps mitigate stress by
mixing the contents of partially damaged mitochondria, while fission contributes to mitochondrial quality
control °’. Indeed, one striking feature of the mitochondrial network is that it can rapidly shift from a fused to
a fragmented state when cells experience metabolic or environmental stresses, enabling the selective removal
of damaged organelles by mitophagy °%*°. Thus, given the links between mitochondrial dynamics and quality
control, it is likely that the balance between fission and fusion and lately, mitophagy, is coordinated with
cellular OXPHOS activity. However, despite major impairment of OXPHOS activities and mitochondrial
damages 3961 cells displaying respiratory chain deficiencies often demonstrate unaltered mitochondrial
network 2°%° (SI Figure 1). This raises questions about the relationships between OXPHOS activity and
mitochondrial fragmentation, the underlying mechanisms and/or how these mitochondria resist to fission. In
this study, we focus on the early-stage response of mitochondrial network to alteration of OXHQOS. In this
purpose, we inhibited the ETC and/or the FO-F1 ATP synthase and sequence the fission events following

respiration and ATP production arrest. We show that respiratory chain inhibition does not induced fission in
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primary cells and demonstrate the key role of ATPase activity and supramolecular structure in the

responsiveness of mitochondria to fission.

Genetic deficiencies of the respiratory chain represent chronic mitochondrial stress models and
therefore do not allow the study of the early-stage responses before the setting of mitophagy. Therefore, we
first used a pharmacological approach, and followed the mitochondrial dynamics from 15 minutes after ETC
inhibition up to 19h. Our findings indicate that the mitochondrial network connectivity resist to electron
transfer chain (ETC) inhibition. Indeed, while partial inhibition of mitochondrial oxidations (Cl inhibition by
rotenone) did not induce mitochondrial fission over the entire time studied, complete inhibition of oxidations
eventually induces partial fragmentation, but only at 19h after antimycin treatment. In fact, ETC inhibition
did not depolarized and fragmented mitochondria, but rather hyperpolarized and hyperfused it. Thus,
pharmacological inhibition of the respiratory chain confirms the data observed in models of genetic defect of
the respiratory chain. These results are also in agreement with previous studies which do not show
fragmentation of the mitochondrial network following ETC inhibition 223, Cellular stress such as starvation
or acidosis have previously been shown to increase mitochondrial length 6263 Tondera et al, (2009) also
showed that mitochondria form a highly interconnected network in cells exposed to selective stresses, such
as serum and amino-acid deprivation. This process was named Stress-induced mitochondrial hyperfusion
(SIMH) and would represent an adaptive pro-survival response against stress. SIMH results from activation
of mitochondrial fusion activity and requires L-OPAL. Here, we also demonstrate that L-OPAL is not
cleaved upon ETC inhibition. Loss of L-OPA1 isoforms by excessive activation of OMAL proteases has
been shown to be correlated with the drop in mitochondrial membrane potential and to promote
mitochondrial network fission 224184 \Whether mitochondrial membrane hyperpolarization could promote L-

OPAL1 stability and increased mitochondrial fusion remains an outstanding question.

The mitochondrial membrane potential depends on ETC activity but also on FOF1-ATP synthase
function. FOF1-ATP synthase can function as a proton pump using ATP hydrolysis: FOF1-ATPase activity.
The hydrolysis of ATP by the F1 part causes the central rod to rotate clockwise, transferring the motion to
the FO part. This rotation results in the pumping of protons from the matrix into the intermembrane space of
the cristae *>®°, allowing to maintain a stable mitochondrial membrane potential when this one cannot be

sustained by the respiratory chain activity ®°. Here, we further demonstrated that mitochondrial
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hyperpolarization upon full ETC inhibition relies on FOF1-ATPase activity, this reverse activity of the
enzyme further preventing mitochondria from fission. Indeed, 1) upon antimycin inhibition, further blockade
of both FOF1 ATP synthase and ATPase activities by oligomycin leads to a very rapid cleavage of OPAl
followed by a massive fragmentation. 2) In these conditions, the mitochondrial membrane potential is
collapsed nearly as much as with CCCP or FCCP uncouplers. 3) The use of a specific inhibitor of ATPase
activity, BMS-199264 “°, induced a partially fragmented network in cells with inhibited complex IlI,
supporting the link between ATPase activity and mitochondrial network structure. 4) All these results were

further reproduced in genetic models of ATP synthase deficiencies.

Our results are in agreement with the study of Forkink et al 2014, which shows in intact HEK293
cells that the mitochondrial membrane potential is maintained by FOF1-ATPase activity following chronic
ETC inhibition. Nevertheless this study did not address the link between FOF1-ATP synthase activity and the

mitochondrial network structure 7.

ATPase activity is regulated by the factor IF1 (inhibit factor 1); once activated, notably in acidic
conditions (pH<6.5) (Cabezon et al. 2000), IF1 binds to the catalytic site of the F1 domain blocking the
rotation of the stem and preventing the hydrolysis of ATP %6 In primary fibroblast cells that we used, IF1
was normally expressed and binds to FOF1-ATP synthase, but does not inhibit ATPase activity. We can
assume that either IF1 expression is not sufficient in these cells for a complete inhibition of the reverse
function of the enzyme, or IF1 is not activated under ETC inhibition; however, our current data do not allow
to decipher between these two hypotheses. Studies have reported that IF1 is overexpressed in many cancer
cells compared to healthy cells, preventing ATP hydrolysis in those cells with altered mitochondrial
functions %73, In addition, studies in cancer cells suggest that the mitochondrial network easily undergo
fragmentation following respiratory chain inhibition 227478 Because cancer cells overexpress IF1, the
mitochondrial membrane potential could not be maintained during respiratory chain dysfunction, which
would sensitize the mitochondria to fission. This could partly explain the discrepancy of the results in the
literature, which should be interpreted regarding the cell types and models, as each primary or
immortal/cancer cell line may exhibit unique mitochondrial properties and morphology. Mitochondrial

dynamic and its regulation may also strongly depend on culture conditions.
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Previous studies demonstrated that reverse ATPase activity is supported by the mitochondrial import
of ATP produced by glycolytic metabolism ®7°, Here, we observed a particular increase in cellular glucose
consumption in antimycin-treated cells, overcoming that one found after inhibition of mitochondrial ATP
synthesis by oligomycin. Moreover, conditions that force cellular oxidative metabolism while limiting
glycolytic capacity induce a decrease in mitochondrial tubulation of fibroblasts and reduce fission resistance
following ETC inhibition. Our data thus strongly suggest that mitochondrial resistance to fission through
FOF1 ATPase activity is supported by glycolytic metabolism. Primary fibroblasts, cultivated in relative
moderate glucose concentration such as in our study, displayed an oxido-glycolytic metabolism and are able
to switch from oxidative to mainly glycolytic one according to ETC dysfunction (Leman et al, 2019), which
means a high metabolic plasticity. Strikingly, metabolic capacities of different cell or tissue types could
constrain the mitochondrial resistance to fission through ATP hydrolysis by FOF1 ATP synthase. Tissues
with high oxidative metabolism such as the heart & or neurons & could therefore be more sensitive to ETC

inhibition and fission than more glycolytic one "2 or encompass higher injury due to ATP hydrolysis .

What has been widely described in the literature is that a drop in mitochondrial membrane potential
leads to fission of the mitochondrial network, regardless of the cell type 1014284184 ‘Most studies therefore use
uncouplers such as CCCP to control the network fragmentation 282%74768486 \We also observe a rapid and
massive mitochondrial fission after the drop of the A¥m during a coupled ETC and FOF1-ATP synthase
inhibition. Nevertheless, a striking result of this study is that FOF1-ATP synthase inhibition induced, per se,
a clivage of L-OPAL into S-OPAL and a fragmentation of the mitochondrial network without any A¥m drop.
On HepG2 cells, Van de Stel et al. & also demonstrated that complex V inhibitors provoked a more
fragmented mitochondrial morphology. Inversely, the genetic models of FOF1-ATP synthase defects
demonstrated a partial decrease in the mitochondrial membrane potential but do not show any fragmentation
of the mitochondrial network, as long as the ETC is not inhibited. Thus, we suggest that the drop in AYm

alone cannot induce fission of the mitochondrial network 8.

Mitochondrial ultrastructure and cristae organization also have their own dynamics %. Among the
principal actors, three main complexes have been described to control cristae biogenesis, curvature and
function: OPA1, MICOS and dimers of FOF1 ATP synthase 389, Although mitochondrial fission would

depend on the recruitment of the cytosolic factor DRP1, the proteolytic cleavage of the OPAL protein at the
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inner membrane and disruption of mitochondria internal organization would also participate to the fission

sequence 899,

Analysis of FOF1 ATP synthase distribution by 3D-STORM super-resolution suggests that the
dimeric and spatial organization of FOF1-ATP synthase depend on its activity %. Here, we observed a
conformational change of FOF1-ATP synthase with an increase/stabilization of the dimer following its
inhibition by oligomycin. Morphological changes in isolated mitochondria occur during metabolic changes
in in vitro experiments. Mitochondria switch between an “orthodox” configuration in non-phosphorylating
condition, characterized by small cristae disconnected from each other, to a “condensed” configuration when
producing ATP, in which cristae spaces enlarge and appear interconnected °2. These changes occur within
seconds of the ADP supply to mitochondria %. Since the FOF1-ATP synthase dimer is involved in cristae
shaping %4 and, as shown here, its monomeric/dimeric state depends on its activity, it is tempting to
speculate that FOF1-ATPsynthase activity, through structural change, control the cristae dynamics. However,
whether this mechanism could have a role in fission sensitization has not been evoked. In our cellular models
of FOF1-ATP synthase genetic defects, the assembly of the complex is disrupted. Thus, in these cells, FOF1
ATP synthase dimers are less present or even almost absent. Concomitantly, mitochondria in these cells do
not fragment, despite the inhibition of ATPase activity and their low membrane potential. Therefore, we
hypothesize that increased dimerization alter the inner membrane morphology, sensitizing the mitochondria
to fission. Thus, a change in activity and conformation of FOF1-ATP synthase would lead to mitochondrial
network fragmentation. This hypothesis could explain why patients mutated on the different subunits of

FOF1-ATP synthase are not fragmented, accumulating defective mitochondria.

The elimination of these accumulated mitochondria in patients is nowadays a therapeutic challenge.
Mitochondrial fission is the key step preceding mitophagy. According to our results, FOF1-ATP synthase and

its IF1 regulator seem to be good candidates to renew the pool of defective mitochondria by mitophagy.
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Figure legends

Figure 1: ETC inhibition does not induce mitochondrial fission while ATP synthase inhibition does.
Fibroblast cells were treated from 1H to 6H with different inhibitors of the respiratory chain: Rotenone (R:
2.5uM; CI inhibitor), Antimycin (A: 2pg/ml; CIII inhibitor), or FOF1-ATP synthase: Oligomycin (O:

4pg/ml) or Oligomycin coupled to Antimycin (O/A).

(A) Schematic representation of the ETC in mitochondria. Cl, CllIl and FOF1-ATP synthase are

specifically inhibited by Rotenone, Antimycin and Oligomycin, hence their "gray" color.

(B) Effect of respiratory chain inhibition on the enzymatic activity of complexes. Control human skin
cells were treated 1H, either with vehicle (Ethanol, 1/2000) with various respiratory chain inhibitors
including Rotenone (2.5 p M), Antimycin (2 u g/ml), Oligomycin (4 p g/ml), and Oligomycin coupled to
Antimycin. CI, Clll and ATP synthase activity were normalized to citrate synthase. N=4, each in duplicates,

Results are presented as means £ SEM. *indicates significant difference from Vehicle conditions.

(C) Analysis of the mitochondrial network observed with the MitoTracker Green probe by fluorescence
microscopy. Upper panel: Representative images of the different morphologies of the mitochondrial network
observed. Lower panel: Colorimetric representation of the mitochondrial network according to mitochondrial

volume, determine using Imaris® software (Bitplane).

(D) Quantification of mitochondrial network. Each image stack was deconvoluted with Huygens Essential
Software (Scientific Volume Imaging, Hilversum, The Netherlands) which improved the resolution and
noise of the images acquired by fluorescence microscopy. The processing of the 3D images and their
analysis were performed with Imaris® software (Bitplane). The isosurface module allows to quantify the
length of mitochondria in um and thus to classify mitochondria by size. The percentage of mitochondria
volume thus represents the percentage of mitochondria of <=1um (fragmented, in violet), <=20um (Normal,
in green) and >20um (connected, in red) in an image. N=3, analyses were performed on 12 images on three
independent biological replicates. Results are presented as means + SEM. * indicates significant difference

from control conditions (Veh).
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(E) OPAL protein cleavage. Analysis of long (L) and short (S) OPA1 isoforms expression. Left panels,
representative images of Western blots of OPAL and SDHA (mitochondrial loading reference) performed on
protein extracts from treated-cells. Right panel, Quantification of the L/S ratio is expressed relative to the
vehicle. N=5, in five independent biological replicates. Results are presented as means + SEM. * indicates

significant difference from control conditions (Veh).

Figure 2: Mitochondrial membrane potential depends on the inhibited complex.

(A-E) Measurement of mitochondrial membrane potential and O2 comsumption determined on the
same sample, using fluorescence coupled to oxygraphy after inhibition of the respiratory chain using either
Rotenone (R: 2.5uM; CI inhibitor) or Antimycin (A: 2ug/ml; ClI inhibitor), inhibition of FOF1-ATP
synthase using Oligomycin (O: 4ug/ml; ATP synthase inhibitor), or inhibition of both using Oligomycin
coupled to Antimycin (O/A). The CCCP (10uM) and FCCP (10M) uncoupler, which dissipates the proton

gradient were used as positive controls of mitochondrial depolarization.

(A) Modulation of the mitochondrial membrane potential. Cells were treated 30 minutes using the

different inhibitor, and the TMRM uptake was measured on intact cells.
(B) Measurement of O2 consumption performed in parallel on the same samples.

(C) Modulation of the mitochondrial membrane potential and respiration rates over times, performed
on intact cells. Intact cells were added to the oxygraphic chambers and mitochondrial membrane potential
(inversely proportional to TMRM fluorescence within the medium, black trace) and the corresponding
Routine respiration rate (O2 flux, red trace), were recorded for 5 min. Then, Antimycin was added. After for
30 min. recording, Oligomycin was injected. Finally, CCCP was used to fully depolarized mitochondria.
TMRM was added at the end of the sequence to control eventual change in fluorescence intensity according
to TMRM concentration over time. Left panel: Representative traces, Right panel: Quantification of TMRM
uptake. Measurement of O2 comsumption performed intact cells. N=4, each in duplicate, results are

presented as means + SEM.*p<0.05, Mann-Whitney U test.

(D) Analysis of mitochondrial membrane potential in permeabilized cells. TMRM uptake was measured

on cells were treated 30 minutes using the different inhibitors.
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(E) Measurement of O2 consumption performed in parallel on the same samples.
N=4, each in duplicate. Results are presented as means £ SEM.*p<0.05, Mann-Whitney U test.

(F) Representative images of the mitochondrial network morphology observed using the MitoTracker
Green probe by fluorescence microscopy in human control cells, treated with O/A 4h, treated with BMS

(30pM), BMS + R, BMS + A, or BMS + O.

(G) Quantification of mitochondrial volume. The length of mitochondria in um was quantified and
mitochondria volume classified by size. The percentage of mitochondria volume thus represents the
percentage of <=1lum (fragmented, violet), <=20um (normal, green) and >20um (connected, red)
mitochondria. N=3, analyses were performed on 12 images on three independent biological replicates.

Results are presented as means + SEM.*p<0.05, Mann-Whitney U test.

Figure 3: The FOF1-ATP synthase mutants model a constitutive and graduated FOF1-ATPsynthase

defect.

(A) Activity of F1-ATPase (V), normalized to citrate synthase (CS), measured in control cells and on each

mutant cells

(B) Measurement of respiration rates on intact control and patient cells. R: Routine respiration
measured in cell culture medium and corresponding to oxidative metabolism. O: non-phosphorylating
respiration rate, measured after ATP synthesis inhibition through Oligomycin (4 pg/ml) addition. F :
maximal oxidation capacity, determined after uncoupling through FCCP addition (1 upM). R-O:
phosphorylating respiration rate, i.e. respiration dedicated to ATP synthesis estimated by substratction of the
Oligomycin-insensitive respiration from the Routine one. Controls, N=12, patients: analyses were performed
on two independent biological replicates, each in duplicate. Results are presented as means £SD. * indicates

significant difference from Ctrl (value beyond 2 S.D. from controls).

(C) Analysis of mutant ATP synthase assembly by Blue Native-Pageand immunoblotting. ATP synthase
level was analyzed by sequential hybridization of ATPVA, ATPVB and SDHA antibodies. Left panel :

representative membranes; right panel: quantification of ATP synthase level. Controls, N=5, each in
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duplicate, patients: analyses were performed on two independent biological replicates, each in duplicate.
Results are presented as each patient mean, relative to control cells. * indicates significant difference from

Ctrl (value beyond 2 S.D. from controls).

(D) Schematic representation of ATP synthase assembly and activity in healthy fibroblasts and mutated

patients : ATP5G3, ATP50 and TMEMT70.

(E) Representative images of mitochondrial network morphology observed using MitoGreen probe by
fluorescence microscopy. (E1) Healthy donor human skin fibroblasts. (E2) ATP5G3 mutated patient, (E3)

ATP50 mutated patient, (E4) TMEM70 mutated patient.

(F) Quantification of mitochondrial volume. The length of mitochondria in um was quantified and
mitochondria volume classified by size. The percentage of mitochondria volume thus represents the
percentage of <=1lum (fragmented, violet), <=20um (normal, green) and >20um (connected, red)
mitochondria. Controls, N=3, patient cells: analyses were performed on 12 images on triplicates. Results are
presented as each patient mean, relative to control cells. * indicates significant difference from Ctrl (value

beyond 2 S.D. from controls).

(G) OPAL1 isoforms expression. Upper panel: representative images of Western blots of OPAL1 and SDHA
(mitochondrial loading reference) performed on protein extracts from control fibroblast cells and mutant
patient cells. Lower panel: Quantification of long (L) and short (S) isoforms of OPAL and Quantification of
the L/S ratio is expressed relative to the control mean. Control cells: N=4. Analysis was performed in
duplicate. Results are presented as means = SEM. * indicates significant difference from control conditions

(value beyond 2 S.D. from controls).

(H) Mitochondrial membrane potential in intact patient cells. TMRM uptake was measured on control
and patients intact cells in Routine condition (R) and in non-phosphorylating condition after FOF1-ATP
synthase inhibition by Oligomycin (O). TMRM uptake was normalized to cellular protein concentration
within the oxygraphic chamber. Control cells: N=6. Analysis was performed on 3 independent biological
respicates. Results are presented as means £ SEM. * indicates significant difference from control conditions

(value beyond 2 S.D. from controls).
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Figure 4: ETC inhibition decreases mitochondrial membrane potential and induces fission in genetic

models of FOF1-ATP synthase defects.

(A) Analysis of the mitochondrial network observed with the MitoTracker Green probe by fluorescence
microscopy. Representative images of the different morphologies of the mitochondrial network observed.
Controls and patient fibroblast cells ATP5G3, ATP50 and TMEM70 were treated 4H with Rotenone (R:

2.5uM) or with Antimycin (A: 2ug/ml)

(B) Quantification of mitochondrial volume. The length of mitochondria in um was quantified and
mitochondria volume classified by size. The percentage of mitochondria volume thus represents the
percentage of <=1lum (fragmented, violet), <=20um (normal, green) and >20um (connected, red)
mitochondria. Controls, N=3, patient cells: in three replicate. Results are presented as mean. * indicates

significant difference from vehicle conditions.

(C, D) Measurement of mitochondrial membrane potential determined by measurement of TMRM
uptake. TMRM fluorescence was first measured in Routine condition (R), then 30min after injecting
Antimycin (A: 2ug/ml), and then after adding Oligomycin (O: 4ug/ml; ATP synthase inhibitor). CCCP was
used as a control to fully depolarized mitochondria. Results are presented as meantSEM. * indicates

significant difference from vehicle conditions.

Figure 5: Glycolytic metabolism support the resistance to fission during ETC inhibition

(A, B) Analysis of the cellular glycolytic metabolism. Cellular glucose consumption and lactate production
were measured in vehicle-treated cells, or after ETC inhibition Antimycin, A, or Rotenone, R), FOF1-ATP
synthase inhibition (Oligomycin, O) or both (Oligomycin /Antimycin, O/A). N=4. Results are presented as
means + SEM.* indicates significant difference from vehicle conditions, # indicates significant difference

among inhibitors, Mann-Whitney U test.

(C) Representative images of the mitochondrial network morphology observed using the MitoTracker
Green probe by fluorescence microscopy in human control cells, treated 1H to 6H with Antimycin (2pg/ml)

in DMEM F12 medium or in Galactose medium.

LHUISSIER Charléne | Pathologies de la dynamique
mitochondriale : étude de la relation structure-fonction au cours de la fission mitochondriale 156



874

875

876

877

878

879

880

881

882

883

884

885

886

887

888

889

(D) Quantification of mitochondrial volume. The length of mitochondria in pm was quantified and
mitochondria volume classified by size. The percentage of mitochondria volume thus represents the
percentage of <=1um (fragmented, violet), <=20um (normal, green) and >20um (connected, red)

mitochondria. N=3, in three replicate, results are presented as means + SEM.*p<0.05, Mann-Whitney U test.

Figure 6: Mitochondrial FOF1-ATPsynthase supramolecular assembly

(A) Representative Blue Native PAGE followed by western blot analysis. Membranes were sequentially
hybridized with monoclonal antibodies targeting IF1o and ATP synthase subunit ATP5B. Experiments were
performed on N=4 control cell lines, in duplicate. Quantifications of the relative immunoblot (ATP5B)
band intensities are provided in the bottom panel. Results are presented as means + SEM.*p<0.05, Mann-

Whitney U test.

(B) Representative Blue Native PAGE. Left panel: Membranes were sequentially hybridized with
monoclonal antibodies targeting IF1a and ATP synthase subunit ATP5B. Experiments were performed on
N=2 patients cell lines, in duplicate. Right panel: quantifications of the relative immunoblot (ATP5B)
band intensities are provided in the bottom panel. Results are presented as each patient mean, relative to

control cells.
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Sl Figure 1: Mitochondrial network observed with the MitoTracker Green probe by fluorescence microscopy in patient cells with
isolated CI deficiency (NDFUV1) and combined CI and CIV deficiencies (MTO1). NDUFV1: NDUFVL1, a structural subunit of Cl,
mutated fibroblast cells. MTO1: mitochondrial translation optimization 1 (MTO1) -mutated fibroblast cells. Upper panel:
Representative images of the different morphologies of the mitochondrial network observed. Lower panl: Enzymatic activities of the
respiratory chain complexes, normalized to citrate synthase activity. Ctr, N=12. Each measurement was performed on two biological
replicates, each in duplicate. Values are represented as a mean +SD for control cells. * indicate a significant difference (patient

value beyond to SD to the mean compared to Ctr cells). In both mutated cells, despite the ETC defects, the mitochondrial network is
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Sl Figure 2
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Sl Figure 2: ETC inhibition does not induce mitochondrial fission ATP synthase inhibition does. Human skin cells were treated from 15min to
19H with different inhibitors of the respiratory chain: rotenone (R: 2.5uM; CI inhibitor), Antimycin (A: 2ug/ml; Clll inhibitor), and FOF1-ATP synthase:
oligomycin (O: 4ug/ml) or Oligomycin coupled to Antimycin (O/A).

(A)

(B)

(€

Mitochondrial network observed with the MitoTracker Green probe by fluorescence microscopy. Representative images of the different
morphologies of the mitochondrial network observed.

Quantification of mitochondrial volume. Each image stack was deconvoluted with Huygens Essential Software (Scientific Volume
Imaging, Hilversum, The Netherlands)which improved the resolution and noise of the images acquired by fluorescence microscopy. The
processing of the 3D images and their analysis were performed with Imaris® software (Bitplane). The isosurface module allows to quantify
the length of mitochondria in um and thus to classify mitochondria by size. The percentage of mitochondria volume thus represents the
percentage of hyperfragmented (<=1pm), normal (<=20um) and hyperconnected (>20um) mitochondria in an image, N=3, analyses were
performed on 12 images on three replicate. Results are presented as means + SEM. * indicates significant difference from control
conditions (Veh).

OPAL1 protein cleavage. Quantification of long (L) and short (S) isoforms of OPAL and representative images of Western blots of OPAL
and SDHA (mitochondrial loading reference) performed on protein extracts from treated fibroblast cells. Quantification of the L/S ratio is
expressed relative to the vehicle. N=5, in five independent biological replicates. Results are presented as means = SEM. * indicates
significant difference from control conditions (Veh).
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Sl Figure 4
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S| Figure 4: ETC inhibition decreases mitochondrial membrane potential and induces fission in genetic models of FOF1-ATP
synthase defects. (A-B) control and patient fibroblast cells ATP5G3, ATP50 and TMEM70 were treated 4H with different inhibitors of the
respiratory chain (Rotenone,R: 2.5uM or Antimycin, A: 2ug/ml), ATP synthase inhibitor Oligomycin (O: 4pg/ml) or with Oligomycin coupled
to Antimycin (O/A).
(A) Analysis of the mitochondrial network observed with the MitoTracker Green probe by fluorescence microscopy.
Representative images of the different morphologies of the mitochondrial network observed.
(B) Quantification of mitochondrial volume. The length of mitochondria in pm was quantified and mitochondria volume classified
by size. The percentage of mitochondria volume thus represents the percentage of <=1pm (fragmented, violet), <=20um

(normal, green) and >20um (connected, red) mitochondria. Controls, N=3, patient cells : three replicate. Results are presented
as mean. * indicates significant difference from vehicle conditions.
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Sl Figure 5

Control (0)

Figure 5: Inhibition of FOF1-ATP synthase does not decrease the
mitochondrial membrane potential.

Mitochondrial network observed with the TMRM probe by fluorescence microscopy

in cells treated for 4h with Oligomycin (O: 4ug/ml), Oligomycin (4ug/ml) coupled to
Antimycin (2ug/ml, O/A) and CCCP (10uM).
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Sl Figure 6: Western blot analysis of OXPHOS subunits expression
Representative western blots. Membranes were hybridized with Total OXPHOS Human WB Antibody Cocktail (ATP5A, UQCRC2, SDHB,

COX2 and NDUFB8 mouse monoclonal antibodies, ref) and TOMM20 as loading control (Rabbit monoclonal antibody, green).
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Sl Table 1

mutated

patient gene variant (cDNA) Zygosity sex reference
Ctr,n=7 3M, 2F
ATP5G3 ATP5MC3  ¢.236G>T, p.Gly79Val heterozygous, de novo M Zechetal., 2021
ATP50  ATP5PO C.87+3A>G homozygous M Ga”a%aggizet al.,
TMEM70 TMEM70 €.317-2A>G homozygous F

Sl Table 1: Primary skin fibroblasts of healthy controls and patients with mitochondrial FOF1-ATP synthase deficiency.
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2.1.2. Résultats

Afin de mieux comprendre la relation entre activité bioénergétique et induction de la fission
mitochondriale, nous avons utilisé des inhibiteurs connus qui ciblent spécifiguement 1) d'une part la chaine de
transport d'électrons (ETC) et donc les oxydations : la Roténone, (inhibiteur spécifique du Complexe I, CI),
inhibant ainsi I'oxydation du NADH et I'Antimycine A (inhibiteur spécifique du Complexe III, CIII), inhibant ainsi
les oxydations du NADH et du FADH>. ; 2) d'autre part, le systeme de phosphorylation en utilisant I'Oligomycine
(inhibiteur spécifique de la FOF1-ATP synthase) ; 3) les oxydations et la phosphorylation
(Oligomycine/Antimycine : O/A). Nous avons choisi d'utiliser un modéle cellulaire primaire non immortalisé, des
fibroblastes de peau, afin d'éviter toutes dérégulations du métabolisme cellulaire et mitochondriale ou de la
dynamique mitochondriale qui peuvent étre rencontrées dans des lignées cellulaires immortalisées ou tumorales
(Bensinger et Christofk 2012). L'efficacité des inhibiteurs a été contrélée par le dosage de I'activité enzymatique

des complexes de la chaine respiratoire et/ou de la FOF1-ATP synthase.

L'analyse par microscopie du réseau mitochondrial montre que ni I'inhibition pharmacologique aigue de
I'ETC par la Roténone ou I'Antimycine, ni les dysfonctionnements génétiques de I'ETC ne fragmentent le réseau
mitochondrial. Nous n’‘avons de plus observé aucun clivage de la protéine OPA1-L aprés exposition a la
Roténone ou a I'’Antimycine. Contrairement a l'inhibition de I'ETC, linhibition de la F1F0-ATP synthase par
I'Oligomycine fragmente |égérement le réseau mitochondrial et la protéine OPA1-L se trouve clivée. De maniére
trés intéressante, I'inhibition conjointe de I'ETC et de la F1FO-ATP synthase par I'Oligomycine et I’Antimycine
conduit au clivage précoce de la protéine OPA1-L, suivie d'une fragmentation massive du réseau mitochondrial.
Ceci suggére que l'inhibition de la FOF1-ATP synthase favorise la fission du réseau mitochondrial, de plus, un
blocage combiné de I'ETC et de la FOF1-ATP synthase accélére la fission des mitochondries. De facon
surprenante, nous avons montré grace aux mesures simultanées du potentiel de membrane mitochondrial
(AWm) et de la respiration, que 1) l'inhibition de la FOF1-ATP synthase induit une hyperpolarisation ; 2) ni
I'inhibition du complexe I ni celle du complexe III ne diminue le AWm, bien que la respiration mitochondriale
soit bien inhibée, mais au contraire induit également une hyperpolarisation; 3) une inhibition supplémentaire de
la FOF1-ATP synthase entraine la chute du AWm. Ces résultats suggérent que la FOF1-ATP synthase est un
acteur majeur dans le maintien du potentiel membranaire mitochondrial sous condition d'inhibition de I'ETC.
L'analyse du AWm sur cellules perméabilisées, permettant de forcer la synthése d’ATP, montre que dans ce cas,
le AWm n’est plus maintenu en cas d'inhibition de la chaine respiratoire. Ces résultats pointent vers un
mécanisme de fonctionnement réverse de la FOF1-ATP synthase, soit une hydrolyse de I'ATP couplée a un
pompage de protons vers l'espace intermembranaire. De plus, I'inhibition spécifique de cette activité réverse
F1F0-ATPase par le BMS-199264 (BMS) confirme que dans ce cas, l'inhibition de I'ETC par I'Antimycine induit
une fragmentation du réseau mitochondrial. L'ensemble de ces données indiquent ainsi qu’en cas d‘inhibition
aiglie de la chaine respiratoire, la FOF1-ATP synthase bascule rapidement en mode réverse, hydrolysant I'ATP
pour maintenir, et méme hyperpolariser, le AWm, protégeant ainsi le réseau mitochondrial de la fission. Cette
consommation accrue en ATP serait supportée par une production énergétique glycolytique. En effet, la mesure

de la consommation de glucose ainsi que la production de lactate suggéerent une augmentation des besoins en
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ATP suite a I'inhibition du CIII, ce qui peut correspond a une consommation d’ATP par la FOF1-ATP synthase. De
plus, dans des conditions de culture en milieu galactose, forcant le métabolisme mitochondrial, les cellules sont

plus sensibles a la fragmentation du réseau mitochondrial en présence d'inhibiteur de I'ETC.

L'utilisation des cellules de patients fibroblastes mutées sur deux sous-unités différentes de la FOF1-ATP
synthase, ATP5G3 et ATP50, ou sur le facteur d'assemblage de la FOF1-ATP synthase : TMEM70, comme
modeéles de déficit chronique de la FOF1-ATP synthase, nous a permis de confirmer le réle majeur de la FOF1-
ATPsynthase dans la résistance a la fission suite a une inhibition de la chaine respiratoire. En effet, I'inhibition
de I'ETC par la Roténone et I’Antimycine induit une fragmentation du réseau mitochondrial. De plus, la mesure
du AWm suite a une inhibition de I'ETC n’a pas montré d’hyperpolarisation. Ces données indiquent que ces
cellules mutantes qui ont un défaut d‘activité de la FOF1-ATP synthase n‘ont pas pu maintenir le AWm, ce qui
renforce d'autant plus le lien entre le mode de réserve de la FOF1-ATPase et la résistance du réseau

mitochondrial a la fission.

Etonnamment, en condition basale, bien que ces cellules mutantes présentes une inhibition constitutive
de la FOF1-ATP synthase, le réseau mitochondrial n‘est pas altéré. Nous montrons également par Western-Blot
que le rapport L/S OPA1 reste inchangé chez les mutant ATP5G3 et ATP50, tandis que chez le mutant TMEM70,
un clivage incomplet de la protéine OPA1-L en OPA1-S a été observé. Ainsi, ces cellules ne miment pas tout a
fait les effets induits par inhibition pharmacologique de la FOF1-ATP synthase par I'oligomycine (clivage d'OPA1
dés 4H et fission du réseau a 6H), alors méme que le AWm est significativement diminué chez les mutants
ATP50 et TMEM70. La chute du AWm est pourtant généralement décrite comme un élément clé dans l'induction
de la fission, notamment par I'activation d’'OMA1 et le clivage consécutif d’'OPA1 (Anand et al. 2014; Ishihara et
al. 2006b). Nos résultats sur l'inhibition conjointe de I'ETC et de la FOF1-ATP synthase vont également dans ce
sens (diminution AWm, clivage rapide d'OPA1 et fragmentation massive du réseau). Cependant, le traitement
par oligomycine induit a terme (6H) une fission mitochondriale, sans que nous n‘ayons pu détecter de chute du
AWm,

Une différence majeure entre l'inhibition pharmacologique de la FOF1-ATP synthase et le défaut
d’origine génétique est l'altération de structure présentes dans les cellules mutantes. Nous nous sommes donc
ensuite intéressés a la structure de la FOF1-ATP synthase, et plus particulierement a sa superstructure, i.e. sa
dimérisation. Nous avons montré par Blue Native-PAGE une augmentation du rapport diméres/monomeéres de la
FOF1-ATP synthase suite a son inhibition par I'Oligomycine ou O/A, suggérant une stabilisation des diméres lors
de I'inhibition de I’ATP synthase, et ce avant la fission du réseau mitochondrial. Par contre, au sein des cellules

mutantes, la quantité de monomeéres et de diméres est diminuée.

L'ensemble de ces résultats feront I'objet d'un deuxiéme article, en préparation.
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Figure 33 : Production de ROS suite a I'inhibition de la chaine respiratoire et/ou de I'ATP synthase.
(A) Mesure de la production de ROS déterminé e a l'aide de I'Oxygraphie couplée a la fluorescence lors de
l'oxydation de I’Amplex Red pendant 30min aprés avoir injecté différents inhibiteurs de la chaine respiratoire dont
la roténone (2,5uM) (inhibiteur CI), I’Antimycine (2ug/ml) (inhibiteur CIII), I'oligomycine (4ug/ml) (inhibiteur ATP
synthase), et I'oligomycine couplé a I'antimycine (B) Observation du réseau mitochondrial a I'aide de la sonde Mito
Tracker Green par microscopie a fluorescence dans des cellules humaines contréle, traitées avec O/A 4h, traité es
avec O/A 4h + NAC 24h (100mM) et traitées O/A 4h + MnTBAP 24h (100uM).
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2.2. Une surproduction de ROS ne perturberait pas la structure du
réseau mitochondrial

La relation entre oxydations, phosphorylation (synthése d’ATP), variation du AWm, et production de ROS
est trés complexe. Les complexes I et III de la chaine respiratoire sont considérés comme les principaux sites
de production de ROS au sein de la mitochondrie ; si cette production est généralement faible en condition
physiologiques, elle peut étre fortement augmentée en cas d'inhibition ou dysfonction de ces complexes
(Kaminskyy et Zhivotovsky 2014). Nous avions notamment émis I'nypothése qu’une surproduction de ROS
pourrait soit activer la phosphorylation de DRP1 et son recrutement a la membrane mitochondriale via une
signalisation H202 dépendante (Hu et al. 2019), soit déstabiliser les supercomplexes de la chaine respiratoire et
conduire a terme, par remaniement de la structure des crétes, a la fission du réseau mitochondrial. Afin de
vérifier ces hypothéses, nous avons donc quantifié cette production de ROS en présence de nos différents

inhibiteurs, et analysé en paralléle I'assemblage des supercomplexes par Blue-native PAGE.

2.2.1. Analyse de la production de ROS

La production de ROS (superoxyde et H»0:) dans nos conditions, a été quantifiée sur cellules

perméabilisée par Amplex Red, sur oxygraphe couplé a la fluorométrie (figure 33A).

L'inhibition du complexe I ou du complexe III de la chaine respiratoire génére une surproduction de
ROS, qui est particulierement importante dans le cas de l'inhibition du complexe I (production de ROS de 0.36
JH202/102 apres traitement par la roténone vs 0.01 JH202/J02 aprés traitement par le vehicule, P<0.001,
figure 33A). Celle-ci est également significativement augmentée suite a I'inhibition de I’ATP synthase, mais bien
moindre que celle observée suite a l'inhibition des complexes I ou III (production de ROS de 0.06 JH202/102
aprés traitement par I'oligomycine vs 0.01 JH202/J02 aprés traitement par le vehicule, P<0.05). L'ATP
synthase n’étant pas en elle-méme un site de production de ROS, la génération de ROS provient dans ce cas
d’une production en amont, liée a I'augmentation du AWm et au ralentissement du transfert d’e- au sein de la
chaine respiratoire, suite a l'inhibition de I’ATP synthase (Symersky et al. 2012). Enfin, 'inhibition couplée du
complexe III et de I'ATP synthase engendre une production de ROS similaire a l'inhibition du complexe III seul

et plus importante que l'inhibition de I’ATP synthase seule (Figure 33A).

Ces niveaux de production de ROS ne semblent donc pas corréler avec la fragmentation du réseau,
puisqu’en présence de Roténone et d’Antimycine nous n’observions pas de fission. Au contraire, la production
trés importante de ROS par le complexe I suite a une inhibition par la roténone est associée a une
augmentation de la tubulation du réseau. Cependant, nous ne pouvions pas exclure que cette surproduction ne
participait pas, au moins en partie, a I'induction de la fission observée dans les conditions O/A. Afin de vérifier
cette possibilité, nous avons cultivé des fibroblastes de peau sains pendant 24h en présence soit d'un piégeur
de peroxyde d'hydrogéne, la N-acétylcystéine (NAC), soit d'un composé mimétique de la superoxyde

dismutase, le MnTBAP. Les cellules ont été marquées a |'aide de la sonde fluorescente MitoTracker Green
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Figure 34 : Assemblage des Supercomplexes suite a I'inhibition de la chaine respiratoire et/ou de
I'ATP synthase
(A) Image représentation des Blue-Native PAGE des Supercomplexes I+III2+1Vn, III2+1Vn, III2 et IV, réalisés
sur des extraits protéiques de cellules fibroblastes traitées. (B) La quantification des rapport III/SpCx, IV/SpCx,
SpCx et total sont exprimés par rapport au vehicule. N=3 Les résultats sont présentés sous forme de moyennes

+ SEM. * indique une différence significative par rapport aux conditions de contrdle.
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(Figure 33B). Les résultats de cette figure indiquent qu’en présence des deux types d'antioxydants, l'inhibition
conjointe de la chaine respiratoire et de I'ATP synthase induit toujours une fragmentation du réseau
mitochondrial. Ces données suggeérent donc que la surproduction de ROS intra-mitochondriale ne participe pas a

I'induction de la fission du réseau mitochondrial dans nos conditions.

2.2.2. Analyse de I'assemblage des supercomplexes

Plusieurs hypothéses suggerent que les supercomplexes, notamment le respirasome (I:III2IVi-2), sont
assemblés afin d’améliorer le transfert des électrons a travers la chaine respiratoire et faciliter I'apport des
substrats (Hirst 2018). Nous avions alors émis I'hypothése que I'inhibition de ce transfert d'électrons le long de
la chaine respiratoire et de I'oxydation des substrats pourrait fragiliser I'assemblage des supercomplexes. De
plus, certaines études ont suggéré que la structure des crétes mitochondriales détermine cet assemblage
(Cogliati et al. 2013). Cette déstructuration des supercomplexes pourrait donc fragiliser la structure des crétes
mitochondriales conduisant a terme a la fission du réseau mitochondrial. Nous avons donc étudié I'assemblage

des supercomplexes par Blue-Native PAGE (Figure 34A).

Cette analyse confirme une diminution de I'assemblage du supercomplexe I+I1II>+IVy, cependant, cette
diminution concerne autant les inhibiteurs de la chaine respiratoire (dés 1H pour linhibition du complexe I
(P<0,05) et dés 2H pour l'inhibition du complexe III (P<0,05)) que l'inhibition de I’ATP synthase, bien que dans
ce cas, beaucoup plus tardivement (a partir de 6H P<0,05). Il ne s'agit pas d'une dégradation globale des
complexes, puisque le taux total de complexes ne semble pas diminuer au cours du temps. De plus, nous avons

observé une augmentation des complexes III et IV libre dans nos conditions (Figure 34B).

Ainsi, une déstabilisation ou un défaut d’assemblage du supercomplexe I+III>+IVn est retrouvée quel
que soit I'inhibiteur utilisé. Néanmoins, I'inhibition de la chaine respiratoire ne conduit pas a la fragmentation du
réseau mitochondrial, ce qui suggére que la déstabilisation de I'assemblage du supercomplexe I+III>+IVn n'est
pas corrélée aux événements de la fission mitochondriale. En revanche, la diminution de l'assemblage du
supercomplexe I+II1+1V, est la plus rapide avec les inhibiteurs du complexe I, la roténone, et du complexe III,
I'antimycine, qui sont les principaux producteurs de ROS. Aussi, ces résultats suggérent qu’une surproduction
de ROS déstabilise I'assemblage du Supercomplexes I+III>+IVa. Une altération de I'assemblage des
supercomplexes suite a une surproduction d’ H202 ou un stress oxydant ont en effet déja été décrit dans la

littérature (Diaz, Enriquez, et Moraes 2012).
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Figure 35 : La phosphorylation de DRP1 n’a pas lieu lors d’une inhibition de la chaine respiratoire
et/ou de I'’ATP synthase.

(A) Western-Blot des protéines DRP1; DRP1 ser616 OPAl; DRP1 ser637 et a-tubuline (TUB)comme

référence de charge réalisées sur des extraits protéiques de cellules fibroblastes traitées. (B) La

quantification des protéines est exprimée par rapport au véhicule. N=4. Les résultats sont présentés sous

forme de moyennes par rapport aux conditions de contréle (Veh).
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2.3. Recrutement de la protéine DRP1 au cours du temps

Afin de déterminer si la protéine responsable de la fission mitochondriale DRP1 est recrutée a la
mitochondrie dans nos conditions de fission, soit oligomycine et O/A, nous avons quantifié par Western-Blot son
expression ainsi que les phosphorylations clés sur les sérines 616 et 637 (Phosphorylation de DRP1) (Figure
35A). La phosphorylation de la sérine 616 est décrite comme étant pro-fission, tandis que la phosphorylation de

la sérine 637 est décrite comme étant pro-fusion.

L'analyse des Western-blot montre d'une part que la protéine DRP1 est stable au cours du temps dans
nos différentes conditions (Figure 35B1). D'autre part, il ne semble pas y avoir de phosphorylation des sérines
616 et 637 de DRP1 au cours du temps (résultats non significatif) (Figure 35B2 et B3). En effet, le signal de
phosphorylation de DRP1 est a la limite de quantification, proche du bruit de fond. Ces résultats soulévent
plusieurs questions, puisque nous avons pu voir dans la partie 3.1.5, que la protéine DRP1 peut étre régulé de
plusieurs maniéres. De ce fait, la phosphorylation des sérines 616 et 637 n'est pas la seule fagon de recruter ou
non la protéine DRP1 a la mitochondrie. Il est également possible que la fission mitochondriale qui se produit
lors de l'inhibition de I'ATP synthase et de l'inhibition conjointe de la chaine respiratoire et de I’ATP synthase soit
indépendant de la protéine DRP1 Nous suggérons ainsi qu'il en résulte plutét un défaut de fusion des
membranes internes conduisant a terme a la fission des mitochondries. Afin de vérifier cette hypothése, nous
avons inhibé le complexe III et I'ATP synthase chez un mutant DMN1L p.Thr59Asn et OPA1 DelTTAG (Figure
36). Nous avons observé par microscopie a fluorescence une résistance a la fission chez ces deux patients

comparés au controle traité.

2.4, Discussion

L'équilibre dynamique entre la fusion et la fission des mitochondries est nécessaire afin de répondre a
la demande métabolique et assurer le contréle qualité en éliminant les mitochondries endommagées. Ainsi, le
réseau tubulaire des mitochondries permet la distribution cellulaire de I’ATP. Parmi les acteurs principaux de
cette dynamique, la dynamine GTPase mitochondriale OPA1 partage un role avec les complexes MICOS dans la
jonction de crétes et participe avec les diméres de I’ATP synthase a la courbure de la membrane interne. Bien
que la fission mitochondriale dépende du facteur cytosolique DRP1, il a été suggéré que celui-ci ne pouvait
conduire a la fission des membranes internes (Cho et al. 2017). Ainsi la perturbation de I'organisation interne
avec le clivage de la protéine OPA1 participerait a la séquence de fission de cette membrane interne.
Cependant, le role d’'OPA1, de méme qu’une perturbation des composants de la membrane interne dans la
fission mitochondriale ne sont pas connus. Une inhibition aiglie de la phosphorylation oxydative est
généralement associée a la fragmentation du réseau mitochondrial, mais les données de la littérature restent
tres hétérogenes, et le signal ou seuil bioénergétique a I'origine de cette éventuelle fission peu précis. Nous
avons donc inhibé chimiquement I'ETC et/ou I’ATP synthase et étudié au cours du temps les modifications de la

respiration mitochondriale, du potentiel de membrane mitochondriale et de la production de ROS ainsi que les
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Figure 36 : Structure du réseau mitochondrial aprés 4H d’inhibition de la chaine respiratoire et de I’ATP synthase
(O/A)
A) Analyse du réseau mitochondrial observé chez des fibroblastes de peau contréles et des patients DMN1L Thr59Asn et
OPA19€ITTAG ayec la sonde MitoTracker Green par microscopie a fluorescence. Images représentatives des différentes
morphologies du réseau mitochondrial observé. B) Quantification du volume mitochondrial. Chaque pile d'images a été
déconvoluée avec le logiciel Huygens Essential (Scientific Volume Imaging, Hilversum, Pays-Bas) qui a amélioré la résolution
et le bruit des images acquises par microscopie a fluorescence. Le traitement des images 3D et leur analyse ont été réalisés
avec le logiciel Imaris® (Bitplane). Le module isosurface permet de quantifier la longueur des mitochondries en um et ainsi

de classer les mitochondries par taille. Le pourcentage de volume de mitochondries représente donc le pourcentage de
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événements de fission associés, en nous focalisant sur les phases précoces d'adaptation du réseau

mitochondrial a ces inhibitions.

Nos résultats confirment que les inhibitions des complexes I ou III, principaux sites de production de
ROS, induisent une surproduction de ces espéces réactives de l'oxygéne (Ueno et al. 1994; L. Huang et al.
2005; Symersky et al. 2012). Une augmentation trés modérée de ROS a également été retrouvée suite a
I'inhibition de I'’ATP synthase, ce que nous pouvons mettre en lien avec l'augmentation du potentiel de
membrane mitochondrial (Symersky et al. 2012). De maniére trés intéressante, cette production accrue de ROS
semble déstabiliser I'assemblage des supercomplexes I+I112+1Vn, en effet nos résultats ont montré que, quel
que soit le complexe inhibé, les supercomplexes sont déstabilisés. Le niveau de production de ROS semble de
plus corrélé a |'altération de l'assemblage du supercomplexe, en effet, plus il y a de ROS produit, notamment
suite a l'inhibition du complexe I, plus l'assemblage des supercomplexes est perturbé précocement. Nos
résultats sont en accord avec I'étude de Diaz et al (2012) qui montre également qu‘une surproduction d’H.0:
fragilise I'assemblage des supercomplexes (Diaz, Enriquez, et Moraes 2012). Cependant, ni la surproduction de
ROS au niveau matriciel (complexe I), ni au niveau de I'espace inter-membranaire (complexe III) ne conduit a
la fission du réseau, puisque 1) nous n‘observons dans ce cas aucune altération du réseau mitochondrial, et 2)
I'utilisation d'anti-oxydants comme le MnTBAP ou le N-acétylcystéine n‘ont pas permis d‘empécher la
fragmentation du réseau lors d'une inhibition combinée de I'ETC et de I'ATP synthase. Certaines études ont
pourtant montré qu’un stress oxydant est associé a la fission mitochondriale et favoriserait le recrutement
mitochondrial de la protéine cytosolique DRP1 (Hu et al. 2019). Ces résultats contradictoires pourraient
s'expliquer par le site intracellulaire de production de ROS. En effet, dans la plupart des études, le stress
oxydant n’est pas lié directement a une surproduction de ROS par la chaine respiratoire, mais est induit soit en
ajoutant directement de I'H202 (Q. Huang et al. 2016), soit par radiation-UV (Bo et al., 2018) ou encore
indirectement, par exemple suite a une inhibition de I'autophagie (Hu et al. 2019). De plus, la mitochondrie
n‘est pas le seul site producteur de ROS, en effet la NAD(P)H oxydase membranaire (NOX) est une enzyme
capable de produire de 1’0~ en catalysant la réduction de 1’02, en utilisant le NADPH ou le NADH comme
donneur d’électrons (Bedard et Krause 2007). Cette production de ROS cytosolique a également été suggérée
comme impliquée dans l'altération de la dynamique mitochondriale (Shen et al. 2016). Les ROS ne sont pas
uniquement des molécules délétéres, mais également des molécules de signalisation intracellulaire, en
particulier I'H202 (Gough et Cotter 2011). L'H202 régule notamment les voies sous le contréle de kinases, telles
que les voies PI3K/Akt ou CAMKII (Hu et al. 2019; Wu et al. 2021). CAMKII module la phosphorylation de Drp1
(S616) (Chang et Blackstone 2007), ainsi, une augmentation intra-cytosolique d'H.02 permettrait la
phosphorylation et le recrutement de DRP1. La mitochondrie dispose d'un équipement trés efficace de
détoxification des ROS (Calabrese, Morgan, et Riemer 2017; Moloney et Cotter 2018), aussi surproduction
intra-mitochondriale d’anion superoxyde pourrait étre insuffisante pour entrainer des variations significatives
d'H202 cytosolique et induire cette voie de signalisation. Nous n’avons cependant pas mesuré celle-ci ou ces

conséquences (marqueurs de stress oxydants) dans nos modéles d'inhibitions.

LHUISSIER Charléne | Pathologies de la dynamique
mitochondriale : étude de la relation structure-fonction au cours de la fission mitochondriale 183



LHUISSIER Charléne | Pathologies de la dynamique
mitochondriale : étude de la relation structure-fonction au cours de la fission mitochondriale 184



Bien que dans nos conditions, une surproduction de ROS ne conduise pas a la fission du réseau
mitochondrial, il n‘est pas le seul paramétre bioénergétique a étre modulé lors d’une inhibition de I'ETC et/ou de
I’ATP synthase. En effet, le potentiel de membrane mitochondrial dépend de I'activité de I'ETC mais également
de celle de I’ATP synthase (Mitchell 1961). Dans cette deuxieme publication actuellement en préparation, nous
montrons que I’ATP synthase conditionne la réponse a la fission de par son fonctionnement. En effet, lors d’une
inhibition de I'ETC, nos résultats montrent que I’ATP synthase fonctionne immédiatement comme une pompe a
protons en hydrolysant I’ATP : activité ATPase. Ce pompage des protons vers |'espace intermembranaire des
crétes permet de maintenir le potentiel de membrane mitochondrial (Devenish, Prescott, et Rodgers 2008;
Kubo, Niina, et Takada 2020). La dépolarisation du potentiel de membrane mitochondrial aprés inhibition de
I'ATP synthase confirme que son fonctionnement en mode ATPase participe au maintien du AWm, suite a
I'inhibition du complexe III. Nos résultats sont en accord avec I'étude de Forkink et al (2014) qui montre
également sur cellules HEK293 intactes que le potentiel de membrane mitochondrial est maintenu par I'activité
ATPase suite a une inhibition de I'ETC (Forkink et al. 2014). Notre étude va cependant plus loin en montrant en
plus que cette activité ATPase permet a la structure tubulaire du réseau de résister a la fission mitochondriale,
puisque l'inhibition combinée du complexe III et de lactivité ATPase par le BMS-199264 fragmente

partiellement le réseau mitochondrial.

De nombreux travaux décrivent dans différents modeles, du tissu cardiaque aux lignées tumorales, que
I'activité ATPase est régulée par un facteur nommé IF1 (inhibit factor 1). IF1 se lierait au site catalytique du
domaine F1 bloquant ainsi I'hydrolyse de I’ATP (Pullman et Monroy 1963; Esparza-Moltd, Nuevo-Tapioles, et
Cuezva 2017). Nos résultats montrent que dans les fibroblastes primaires de peau, bien que le facteur IF1 soit
exprimé, celui-ci ne permet pas d'inhiber la fonction ATPase suite a l'inhibition de la chaine respiratoire.
Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ce résultat : IF1 est activé par modification post-traductionnelle suite a
une acidification de la matrice (Cabezon et al. 2000). De ce fait, il se peut que dans nos conditions, la matrice
mitochondriale ne soit pas suffisamment acidifiée pour permettre l'activation d’IF1, cependant I'étude de
Forkink (2014) a montré lors de l'inhibition du complexe III une acidification importante de la matrice. Il est
donc également possible que le niveau d’expression d'IF1 dans les fibroblastes ne soit pas suffisant pour obtenir
une inhibition compléte de I'ATPase, contrairement aux cellules cancéreuses. En effet, plusieurs études ont
montré que IF1 est largement surexprimé dans les cellules cancéreuses (Luciakova et Kuzela 1984; Capuano,
Guerrieri, et Papa 1997; Bravo et al. 2004; Solaini, Sgarbi, et Baracca 2021) et inhibe efficacement I'ATPase
afin d’éviter une consommation de I’ATP glycolytique. Ceci pourrait expliquer le fait que les cellules tumorales
sont trés sensibles a la fragmentation de leurs réseaux mitochondriaux suite a une inhibition de I'ETC, beaucoup
plus que les cellules primaires (Legros et al. 2002; De Vos et al. 2005; Barsoum et al. 2006; Pletjushkina et al.
2006; Zhao et al. 2013; Wan et al. 2014). Nos résultats suggérent que cette activité ATPase est soutenue par
le métabolisme glycolytique, qui se ferait via une importation d’ATP par les translocases ATP/ADP. Bien que
diverses études montrent une association entre un métabolisme cellulaire glycolytique et un réseau
mitochondrial plutét fragmenté, ces études sont pour la plupart réalisées sur cellules cancéreuses dont le
métabolisme et la fonctionnalité mitochondriale sont perturbés. De nos propres observations, les cellules

tumorales ont généralement des mitochondries peu organisées en réseau et présentent une grande diversité au
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sein du tapis cellulaire. Ainsi, la différence de métabolisme dans certains tissus pourrait sensibiliser les

mitochondries a la fission mitochondriale.

Quel que soit le type cellulaire utilisé, il a été décrit dans la littérature la chute du potentiel de
membrane mitochondrial conduit a la fission du réseau mitochondrial (Legros et al. 2002; Olichon et al. 2003;
Anand et al. 2014; Baker et al. 2014; Wai et Langer 2016). Les découplants tels que le CCCP ou le FCCP ont
ainsi été utilisés dans la plupart des études pour initier la fission mitochondriale (Legros et al. 2002; De Vos et
al. 2005; Malka et al. 2005; Pletjushkina et al. 2006; Guillery et al. 2008; Quintana-Cabrera et al. 2018;
Salewskij et al. 2020). Etant donné les nombreux effets de ces découplants au niveau cellulaire, de dérégulation
des voies de signalisation, d'effets annexes sur le réticulum endoplasmique et sur le cytosquelette (Kane et al.
2018), nous n'avons pas choisi d'utiliser ces molécules plus largement. Avec |'utilisation des inhibiteurs
spécifiques O/A, nous avons effectivement constaté que lors d'une chute du AWm, le réseau mitochondrial
fragmente plus rapidement et massivement. Néanmoins, l'inhibition de I'ATP synthase, qui induit une
hyperpolarisation, conduit également a une fragmentation du réseau (van der Stel et al. 2022). Ceci suggére
que la baisse du AWm n’est pas indispensable a la fission du réseau mitochondrial, mais permettrait d'accélérer
sa fragmentation, puisque cette fragmentation se produit plus rapidement et massivement lors d'une inhibition
conjointe de I'ETC et de I'ATP synthase.

Il a été suggéré que l'organisation spatiale et la dimérisation de I'ATP synthase dépend de son activité
(Salewskij et al. 2020) et nos résultats indiquent que linhibition de toute activité ATP synthase conduit a
accumuler les formes dimeriques ou stabilise les diméres. Il est maintenant bien établi que la dimérisation de
I'ATP synthase et le rapport entre monomeéres et diméres jouent un role clé dans la structuration des crétes
mitochondriales. Tout comme le réseau mitochondrial, les membranes internes, les crétes mitochondriales
représentent des structures trés dynamiques (Zick, Rabl, et Reichert 2009) capables de remodelage en fonction
de I'activité OXPHOS (Hackenbrock 1966; 1968; Rossignol et al. 2004) ou suite a un stress métabolique comme
le jeline (Gomes, Di Benedetto, et Scorrano 2011). Le réle d’'OPA1 dans ce remodelage dynamique semble
central (Frezza et al. 2006; Merkwirth et al. 2008), mais nous émettons I'nypothése que I’ATP synthase, via sa
capacité a percevoir les variations de potentiel de membrane et a changer sa superstructure et/ou sa
stabilisation participerait également a ce remodelage, voir précéderait l'action d’OPAl. Lors d'un stress
cellulaire, I'altération de la morphologie de la membrane interne et des jonctions des crétes participent a la fois
a la résistance (Frezza et al. 2006) et/ou a l'induction de I'apoptose en contrélant le relargage du cytochrome c
(Scorrano et al. 2002), cependant, il n'est pas connu si de telles modifications structurelles pourraient
également sensibiliser les mitochondries a la fission. Cette hypothése pourrait expliquer pourquoi les patients
mutés sur les différentes sous-unités de I’ATP synthase, présentant une sous expression de I’ATP synthase et
plus particulierement de sa forme dimérique, ne sont pas fragmentés, accumulant des mitochondries

défectueuses. Des mesures de sensibilité a I'apoptose seraient intéressantes a effectuer dans ce cas.
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Dans cette étude, nous nous sommes essentiellement concentrés sur les constantes induisant la fission
mitochondriale, néanmoins nous avons également étudié le recrutement de la protéine de fission DRP1. Il est
désormais clair que les modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles régulent I'activité de la
protéine DRP1. Il a notamment été étudié la phosphorylation des sérines 616 et 637 de DRP1, qui sont
respectivement considérées comme activatrices et inhibitrices. Nous avons d‘une part constatée que
I'expression de la protéine DRP1 est stable quel que soit nos conditions et d‘autre part, que DRP1 ne semble
pas phosphorylé sur les sérines 616 et 637. Néanmoins, ce ne sont que deux fagons de réguler DRP1 parmi tant
d'autres. En effet, il a été montré que lors d’une inhibition de I'ATP synthase, I'augmentation de la glycolyse
augmente la phosphorylation de I'AMPK (Contreras-Lopez et al. 2021). En outre, il a été constaté que
I'activation de I'AMPK déclenche la fission mitochondriale dans des cellules traitées avec des inhibiteurs de la
phosphorylation oxydative (Toyama et al. 2016). Une fois activé, I'AMPK phosphoryle le récepteur MFF
entrainant le recrutement de la protéine de fission DRP1. Les données d‘imagerie par immunofixation du facteur
DRP1 nont pas encore permis de montrer a quel moment, a quelle étape DRP1 est recruté au niveau
mitochondrial suite aux différents traitements appliqués. L'imagerie de DRP1 et sa visualisation effective

essentiellement sous forme de cluster de DRP1 est complexe et nos données nécessitent d'étre consolidées.
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Discussion générale et perspectives

Depuis de nombreuses années le laboratoire MitoLab s’est spécialisé dans I'étude de la relation
complexe entre la structure et la fonction mitochondriale en s’appuyant essentiellement sur des modéles
cellulaires ou animaux de pathologies mitochondriales. Les pathologies mitochondriales, des maladies
héréditaires du métabolisme, regroupent un ensemble de caractéristiques cliniques complexes associées a des
atteintes de l'activité bioénergétique et de la morphologie des mitochondries mais également de leur
dynamique. Bien que les données de la littérature attestent d’un lien entre la bioénergétique mitochondriale et
sa dynamique, mon travail de synthése bibliographique au cours de cette thése montre que ces nombreuses
données sont complexes, souvent contradictoires et font débat. Nos propres analyses conduisaient également
parfois a des incompréhensions concernant l'impact d’une mutation dans une sous-unité de la chaine
respiratoire ou dans un géne de la fusion/fission sur la mitochondrie. Notre objectif était donc d'éclaircir I'impact
d'une variation de paramétres clés du métabolisme mitochondrial que sont le potentiel de membrane
mitochondrial, la production de radicaux libre (ROS) et la synthése d’ATP, sur la dynamique mitochondriale.
Nous avons pour ce faire utilisé un modele de cellules primaires, les fibroblastes de peau. En effet, ces cellules
constituent le modeéle le plus accessible au niveau des patients et présentent I'avantage 1) d’un réseau tubulé
et homogéne sur I'ensemble de la cellule, 2) d'un métabolisme oxido-glycolytique, et 3) largement caractérisé
auparavant au sein du laboratoire. Afin de suivre I'induction de la fission, nous avons étudié ces différents
paramétres lors des premiéres étapes, précédant la mitophagie, soit des temps entre 15 minutes et 19h, ce qui
impliquait dans un premier temps l'utilisation d‘inhibiteurs pharmacologiques ; dans un deuxiéme temps nous
avons cherché a confirmer ces données sur des modéles d'inhibition chronique, présentant des défauts d’origine

génétiques des OXPHOS (fibroblastes de patients atteints de pathologies mitochondriales).

La caractérisation précise des constantes bioénergétiques mitochondriales, notamment de la production
de ROS, de la synthése d’ATP et du potentiel de membrane mitochondrial, nous a permis de clarifier le mode
d'induction de la fission. Nous avons recherché une induction responsable d'une fragmentation homogéne du
réseau mitochondrial, ol chaque tubule finit par se fissionner, et ce sans subir de gonflement ni de formation
de donut (Eisner, Picard, et Hajnoczky 2018). Ni le niveau de production de ROS intra-mitochondriaux, ni le
niveau de synthése d’ATP ne semblent ainsi participer a cette induction. Le contrdle du potentiel de membrane
semble par ailleurs un élément clé, bien que non-indispensable. Le terme « stress mitochondrial » est souvent
utilisé dans la littérature de fagon trés imprécise, pour parler de la variation de I'une ou l'autre des constantes
bioénergétiques sans les définir. Grace a ces résultats, nous avons ainsi précisé quelle constante bioénergétique

influence le remodelage des membranes mitochondriales.

Nos résultats ont montré premiérement qu’une surproduction de ROS intra-mitochondriale n’est pas
I'inducteur de cette fission, puisque qu’une augmentation importante de la production de ROS, soit au niveau
matriciel (complexe I), soit au niveau de I'espace inter-membranaire (complexe III) (Plecita-Hlavata et Jezek
2016) ne fragmente pas le réseau mitochondrial ; pas plus que l'utilisation d'anti-oxydants n’empéche la fission

suite a une inhibition de I'ETC et de I’ATP synthase. Nous n‘avons pas non plus retrouvé dans la littérature
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d'études liant directement une surproduction de ROS par la chaine respiratoire a la fission du réseau. Il est
connu qu’une élévation chronique des taux de ROS intra-mitochondriaux, quand ceux-ci finissent par surpasser
les capacités anti-oxydantes, peuvent induire des altérations de I’'ADNmt (Larsson 2010; Trifunovic et al. 2005),
d’activités et/ou de structure de la chaine respiratoire, comme nous I'avons montré par BN-PAGE. Nous n'avons
pas poussé nos analyses sur des temps au-dela de 24h de traitement par nos inhibiteurs, nous ne pouvons
donc exclure qu’une inhibition chronique stimulerait a terme la fragmentation du réseau. Cependant, sur
modéles génétiques de dysfonction du complexe I, les études précédentes du laboratoire ont montré une
production accrue de superoxyde et la présence d’un stress oxydant (Desquiret-Dumas et al. 2019; Leman et

al. 2015). Pour autant, aucune fragmentation du réseau n’a été observée dans ces fibroblastes.

Nous nous intéressions ici aux signaux intra-mitochondriaux pouvant induire la fission. Ce résultat ne
signifie pour autant pas qu’une élévation cytosolique des ROS, en particulier de la molécule de signalisation
H202, ou l'induction d’un stress oxydant, ne provoquent pas de fragmentation du réseau, comme l'ont montré
différentes études (Bedard et Krause 2007; Chuang et al. 2020; Huang et al. 2016; Rainbolt et al. 2015). Cette
fission induite par un stress oxydant « externe » impliquerait une/des voies de signalisation extra-
mitochondriale, telle que la phosphorylation de DRP1 par des kinases telles que CAMKII (Chang et Blackstone
2007). De plus, si la mitochondrie est un site majeur de production de ROS, elle en est aussi une cible
privilégiée, et différentes études ont démontré que les ROS, induits au niveau cytosolique, provoquent
secondairement une chute du potentiel de membrane mitochondrial (Rizwan et al. 2020; Xie et al. 2021),

laquelle pourrait également participer a l'induction de la fission (Chuang et al. 2020).

La deuxiéme information porte sur la baisse de la synthése d’ATP qui n’est pas non plus l'inducteur de
la fission, puisque I'inhibition de I'ETC qui empéche cette synthése ne fragmente pas le réseau mitochondrial.
Ce résultat est en accord avec la récente étude de Van der Stel (2022). Dans cette étude, les auteurs ont de
plus analysé les niveaux d'ATP cytosolique et mitochondrial suite a I'inhibition de la chaine respiratoire par la
roténone et I'antimycine et montrent une diminution des taux d’ATP a la fois mitochondriaux, mais également
cytosoliques, sans fragmentation du réseau mitochondrial. Les mitochondries sont souvent positionnées sur des
sites intracellulaires a forte demande énergétique (Li et al. 2004; Ogata et Murata 1969; T et Y 1985),
démontrant une adaptation de la distribution et de la morphologie des mitochondries aux besoins énergétiques
des cellules différenciées. Chez la levure, une augmentation de lactivité respiratoire induit un réseau
interconnecté qui favoriserait I'efficacité de la phosphorylation oxydative (Egner et al. 2002). Si la dynamique et
le réseau mitochondrial semblent donc répondre aux besoins en ATP cellulaires, a I'inverse une diminution de la
synthese d’ATP mitochondrial ne parait donc pas induire en elle-méme la fission de ce réseau. Les oxydations,
ou respiration mitochondriales, ne sont pas non plus nécessaire a la dynamique mitochondriale, puisque

I'inhibition de la chaine respiratoire ne fragmente pas le réseau mitochondrial.

La troisieme information concerne la variation du potentiel de membrane mitochondrial, dont la chute
est décrite dans la littérature comme un parametre majeur conduisant a la fission du réseau (Legros et al.
2002; Olichon et al. 2003; Anand et al. 2014; Baker et al. 2014; Wai et Langer 2016). Nos résultats ont

effectivement montré qu’aprés une chute du potentiel de membrane mitochondrial, le réseau se fragmente
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rapidement et massivement. Lorsque le AWm chute fortement, les formes longues L-OPA1 sont clivées par la
métalloprotéase OMA1 en isoformes S-OPA1 courtes et inactives pour la fusion (Ehses et al. 2009; Head et al.
2009); cette perte de fusion provoquerait une fission mitochondriale sans opposition et une fragmentation du
réseau mitochondrial. Nos données vont dans ces sens, en effet, nous montrons une chute quasi immédiate du
potentiel de membrane aprés inhibition de I'ETC et de I’ATP synthase suivie d’un clivage trés rapide d'OPA1 (dés
15minutes), précédant donc la fission. Quelques soit les conditions d'induction de cette fission, nous avons
toujours retrouvé un clivage d’OPA1 précédant celle-ci. Ainsi, le processing protéolytique d’OPA1 apparait
comme un acteur crucial de la fission, qui relierait directement le potentiel de membrane mitochondrial et la
structure mitochondriale. La nécessité de ce processing suggére également que le remaniement des crétes

et/ou de la membrane interne mitochondriale est un élément précoce de la fragmentation.

Néanmoins, nous avons également constaté un clivage d’'OPA1 et une fragmentation du réseau sans
baisse du AWm suite a I'inhibition de I'ATP synthase. Sur modéle HepG2, Van der stel et al (2022) retrouvaient
également une fragmentation du réseau suite au traitement par oligomycine (van der Stel et al. 2022). Chez
des patients présentant des mutations de différentes sous-unités de I'ATP synthase, le réseau mitochondrial
n‘est pas fragmenté tandis que leur AWm est diminué. Ceci nous a permis de suggérer qu’une chute du AWm
permettrait d'accélérer la fission du réseau mitochondrial, mais n'est pas suffisante et/ou nécessaire pour

I'induire.

Le quatrieme point qui découle de ces travaux, permet de proposer que I'’ATP synthase joue un role
majeur dans la réponse a la fission. En effet, nos résultats indiquent que lors d'un défaut de la chaine
respiratoire, I'’ATP synthase préserve le potentiel de membrane mitochondrial en fonctionnant en mode réverse
(mode ATPase). De plus, nous apportons un résultat novateur puisque nous avons montré que ce mode ATPase
permet au réseau tubulaire de la mitochondrie de résister a la fission. Ce lien direct entre I'activité de I'ATP
synthase et la dynamique mitochondriale n‘a a notre connaissance pas été décrit dans la littérature.
Néanmoins, quelques questions restent encore a éclaircir. Un fonctionnement réverse en mode ATPase
nécessite une hydrolyse de I'ATP, lequel ne peut étre fourni par la synthése mitochondriale. Nos résultats
pointent vers une utilisation de I’ATP glycolytique pour soutenir ce mode ATPase, le métabolisme glycolytique
étant par ailleurs stimulé par l'inhibition de la chaine respiratoire. Afin de mieux comprendre ce mécanisme de
résistance a la fission, nous supposons que I'ATP cytosolique nécessaire au fonctionnement ATPasique est
importé par le transporteur ADP/ATP (ANT). En effet, la membrane mitochondriale interne étant imperméable,
I’ANT importe I'ADP nécessaire au fonctionnement de I’ATP synthase, mais ce méme transporteur est également
capable d'importer I'ATP provenant du cytosol en échange d’une sortie d’ADP, alimentant ainsi I’ATPase (Ley-
Ngardigal et Bertolin 2021; Ruprecht et al. 2019). De ce fait, I'utilisation d'un inhibiteur de I'ANT comme l'acide
bongkrekic ou I'atractyloside (Jaiquel Baron et al. 2021) devrait avoir les mémes effets qu’une privation de
glucose lors d’une inhibition de I"ETC (Kano, Iwasaki, et Shindo 2019). Par ailleurs, le fait que I'activité ATPase
consomme une part de la production glycolytique d’ATP pose question quant a la tissu-spécificité de ce
mécanisme de résistance. Le remplacement du glucose dans le milieu de culture par du galactose, qui limite les
capacités glycoliques cellulaires sensibilise en effet les mitochondries a la fragmentation. L'étude de cette

réponse dans des cellules ou tissus fortement oxydatifs, ou la glycolyse est minoritaire comme le cardiomyocyte
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serait donc trés complémentaire. De prime abord, ce mécanisme de maintien du AWm et de résistance a la
fission peut sembler protecteur. Cependant, il implique un co(it énergétique important, de par la consommation
supplémentaire d'ATP. Dans des tissus fortement oxydatifs avec des capacités glycolytique réduite, il est
probable qu’un mode réverse de I'’ATP synthase exacerbe les atteintes cellulaires, comme cela a pu étre montré
dans le cceur lors d'une ischémie-reperfusion (Cao et Zheng 2019; Wyant et al. 2022). De méme, chez les
patients atteints de déficit de la chaine respiratoire, le métabolisme glycolytique est déja fortement stimulé
pour tenter de subvenir aux besoins énergétiques cellulaires (Desquiret-Dumas et al. 2019), une
surconsommation d’ATP risque donc d’augmenter le déficit énergétique cellulaire. Notre étude devrait donc
également étre complétée par la mesure des variations d’ATP cytosolique et mitochondriale suite a l'inhibition
de I'ETC, mais également sur nos modeles de déficits génétiques +/- BMS-199264, l'inhibiteur spécifique du
mode réverse ATPase. Une étude de la phosphorylation de I'AMPK (Toyama et al. 2016), senseur majeur du

statut énergétique cellulaire pourrait compléter ces analyses (Ley-Ngardigal et Bertolin 2021).

Chez les patients atteints de déficits de la chaine respiratoire, le mécanisme de résistance a la fission
médié par I'ATPase peut également étre délétére en protégeant de la fission les mitochondries défectueuses.
L'élimination de ces mitochondries endommagées est aujourd'hui un défi thérapeutique. Au cours de ce travail
de thése, nous nous sommes ainsi intéressés a l'induction de la fission mitochondriale, nous avons donc
travaillé sur des temps précoces, bien en amont de la mitophagie. Or, il est bien établi que la fission
mitochondriale permet la distribution et la migration de nouvelles mitochondries, mais également de séparer les
parts endommagées des mitochondries pour leur élimination par mitophagie (Onishi et al. 2021). Nos résultats
obtenus dans les cellules primaires montrent ainsi un role sous-estimé de la fonction reverse de I'ATP
synthase : le fait que l'activité ATPase puisse maintenir rapidement et efficacement le AWm lors d’un déficit de
I'ETC. En absence d’atteinte du AWm, les mitochondries restent connectées et ne sont pas pris en charge par le
systéme mitophagique ce qui favoriserait une accumulation des mitochondries défectueuses. Afin d’éliminer ces
mitochondries défectueuses, il serait donc intéressant de réussir a contréler I'inhibition de cette fonction ATPase
et ce en fonction des types d'altération de I'ETC. Il a déja été montré que l'inhibition de la fonction ATPase par
IF1 dans les neurones a un effet neuroprotecteur durant une ischémie, soit en absence de respiration (Matic et
al. 2016). Le BMS-199264, inhibiteur de I'activité ATPase représente une piste pharmacologique pour moduler
cette activité et tenter de favoriser la fission et la mitophagie dans ces cellules de patients atteints de déficit(s)
de la chaine respiratoire. Nous disposons d’'un modéle trés intéressant pour tester cette hypothése : nous
proposons d’utiliser des cellules avec des mutations de I'ADNmt hétéroplasmique, en particulier des cellules de
patients porteurs de la mutation m.3243G>A responsable du syndrome du MELAS (Myopathie, Encéphalopathie,
Acidose Lactique et pseudo-Stroke) afin de favoriser la mitophagie et ainsi tenter de diminuer le taux

d’hétéroplasmie dans cette pathologie.

Comme évoqué ci-dessus, le traitement des cellules par la molécule oligomycine induit a elle seule une
fragmentation du réseau, bien que moins rapide que celle induite par le traitement conjoint
oligomycine/antimycine. Cette fragmentation ne s’explique pas par une diminution du AWYm, et ne semble étre
lige a I'une ou l'autre des perturbations du métabolisme mitochondrial : production de ROS, diminution de la

synthése d’ATP ou des oxydations (cf paragraphes ci-dessus). Cet effet ne peut non plus s’expliquer par la seule
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inhibition de I'activité de I’ATP synthase, puisque les mutants de cette enzyme ne présentent pas de réseau
altéré en condition basale. De maniére tres intéressante, nous avons également montré que l'inhibition de I'’ATP
synthase augmente I'assemblage de son dimére ou le stabilise. Il est trés clair dans la littérature que I'ATP
synthase joue un role dans la structuration des crétes mitochondriales (Paumard et al. 2002; R. Quintana-
Cabrera et al. 2018; Rampelt et van der Laan 2017). Le dimére de I’ATP synthase est notamment impliqué dans
la courbure des crétes (Hahn et al. 2016). De récentes publications montrent également que son activité régit
son organisation spatiale et sa dimérisation (Salewskij et al. 2020; Weissert et al. 2021). Cependant, le lien
entre structure/remodelage des crétes et fission mitochondriale nest, a notre connaissance, pas décrit dans la
littérature, il est cependant tentant de spéculer qu’une altération morphologique de ces crétes pourrait
sensibiliser les mitochondries a la fission, notamment la fission de la membrane interne. D’autant plus que
I'étude de Cho et al, a suggéré que la protéine de fission DRP1 n‘était pas suffisante pour induire la fission des
membranes internes (Cho et al. 2017) et qu’une pré-constriction est indispensable. De récentes études par
nanoscopie super-resolution ont mis en évidence que les crétes sont trés dynamiques, pouvant rapidement se
remodeler et méme subir des événements de fission et de fusion membranaires (Kondadi, Anand, et Reichert
2020). Ici, nous proposons donc un mécanisme inédit de remodelage des membranes internes. En effet, nous
émettons I'hypothése que la stabilisation des diméres et le remodelage des crétes mitochondriales pourraient
permettre a celle-ci de les rapprocher et favoriser une pré-constriction ce qui prépare les mitochondries a la
fission. Cette hypothése reliant I'activité de I'ATP synthase, sa dimérisation et la dynamique mitochondriale,
pourrait expliquer pourquoi les patients mutés sur les différentes sous-unités de I’ATP synthase, présentant une
sous expression de I'ATP synthase et plus particulierement de sa forme dimérique, ne sont pas fragmentés,
accumulant des mitochondries défectueuses. Cette hypothése reste cependant trés spéculative, et demande de
nombreuses validations expérimentales. Des analyses de la structure des membranes internes par microscopie

électronique a transmission et par microscopie a super-résolution sont en cours.

Le changement de structure de I’ATP synthase intervient dés 1h, donc en amont du clivage de la
protéine OPA1. Or, le role d'OPA1 dans le remodelage des crétes mitochondriales a bien été décrit (Frezza et al.
2006; Merkwirth et al. 2008). De plus, une étude suggére que OPA1 et I'ATP synthase interagissent ensemble,
permettant de préserver la dynamique des membranes internes (Rubén Quintana-Cabrera et al. 2018). Nous
avons également montré que chez des patients présentant un défaut de la protéine OPA1 ou DRP1 (figure 36),
le réseau mitochondrial résiste a une fragmentation suite a l'inhibition de I'ETC et de I'ATP synthase. Ceci
suggere d'autant plus que I'ATP synthase et OPA1 participent a un remodelage des membranes internes,
sensibilisant les cellules a la fission. Kondadi et al., (2020) ont également montré que ce remodelage des crétes
favorisait des changements trés localisés de AWm, qui ne seraient donc pas détectable par une mesure du AWm
globale, comme nous I'avons analysé (Kondadi et al. 2020). Il est possible que ceux-ci induisent localement le
clivage d’OPA1, défavorisant in fine la fusion des membranes internes. Il serait donc également intéressant
d’étudier en super-résolution STED ou Airyscan (Wolf et al. 2019) les variations locales de AWm suite au
traitement par oligomycine et de suivre plus précisément les variations de morphologie du réseau sur des

mutants OPAL1 traités a I'oligomycine.
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Conclusion générale

Mes travaux de thése sont inscrits dans un contexte d'étude physiopathologique des maladies
mitochondriales et plus largement sur la compréhension des mécanismes qui régissent |'activité bioénergétique
et la structure des mitochondries. Ce travail aura permis de mieux définir quel « stress bioénergétique
mitochondrial » conduit a la fission du réseau. En effet, nous avons vu que ni une surproduction de ROS intra-
mitochondriale, ni une baisse de la synthése d’ATP ne permettent la fission mitochondriale, contrairement a une

chute du potentiel de membrane mitochondrial.

Nous avons été plus loin en montrant que I'ATP synthase conditionne la réponse a la fission en
fonctionnant en mode réverse. L'implication du mode ATPase dans la dynamique mitochondriale n'a a ce jour
pas été décrit. De plus, nous suggérons un lien entre l'activité de I'ATP synthase, sa structure ainsi que la
dynamique des membranes internes mitochondriales dans une étape qui précéderait le recrutement de DRP1.

Ainsi, la stabilisation des diméres de I'ATP synthase sensibiliserait les mitochondries a la fission.
Ce travail a contribué a mieux comprendre la relation entre la structure et la fonction des

mitochondries, ce qui est essentiel pour permettre de proposer de nouvelles pistes thérapeutiques aux

pathologies mitochondriales héréditaires ou commune.
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Fiches techniques

Fiche technique n°1 : Culture primaire de fibroblaste de
peau

Milieux et réactifs :

- DMEM-F12 (PAN Biotech ; #P04-41250)

- Amniomax (Gibco ; #10744274)

- SVF (PAN Biotech ; #P40-37500)

- Sodium Pyruvate (1ImM — Gibco ; #11360-093)

- Uridine (5mg/ml — Sigma ; U3750)

- Trypsine-EDTA (10X 0,5%/0,2% - PAN Biotech; #P10-024100)

- Phosphate Buffer Saline (PBS, Pan Biotech ; #P04-53500)

Drogues :
PRODUIT REFERENCE STOCK CONCENTRATION
FINALE
ANTIMYCINE A A8674 - sigma 10mg/ml 10pg/ml
OLIGOMYCINE 04876 - sigma 4mg/ml 4ug/ml
ROTENONE R8875 - sigma 2.5mM 2uM
BMS-199264 BmO0017 - sigma 5mg/ml 30uM
HYDROCHLORIDE

Culture des cellules :

Les fibroblastes de peau sont cultivés a 37°C, en atmosphére humide avec 5% de CO2 dans un milieu constitué
de 2/3 de DMEM-F12, 1/3 d’Amnimax, 10% de SVF (concentrations finales en glucose : 1.8 g/L, glutamine : 1
mM). L'entretien des fibroblastes se fait dans un milieu supplémenté de 100ug/ml de sodium pyruvate et
50ug/ml d’uridine. Un jour avant le traitement des cellules, le milieu de culture et remplacé par un milieu sans

uridine et sans sodium pyruvate afin de ne pas modifier leur métabolisme.

Récolte et utilisation des cellules :

Tous nos travaux sont réalisés sur des cellules a 50% de confluence pour l'imagerie et a 80% de confluence
pour les autres expérimentations et a des passages inférieurs a 25 afin d’éviter les biais liés a la sénescence

cellulaire. Les cellules sont lavées par du tampon PBS 1X puis décollées a l'aide de la trypsine-EDTA 1X. Elles

sont ensuite suspendues dans du milieu de culture puis centrifugées 5min a 900 rpm. Enfin les cellules sont soit
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plongées dans l'azote liquide puis conservées a -80°C afin de réaliser des culots secs, soit elles sont

directement utilisées par exemple pour les oxygraphies (fiche technique n°3).
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Fiche technique n°2 : Dosage des protéines par
spectrophotométrie

Ce dosage est un dosage colorimétrique réalisé a I'aide du kit BCA Protein Assay ® (FisherScientifique ; #10

678 484)

Réactifs :
- Solution d’acide bicinchoninique (solution A)
- Solution de sulfate de cuivre (solution B)

- Solution de BSA (Bovine serum albumine) a 2mg/mi

Principe :

Les protéines en milieu alcalin vont réduire les ions cuivre Cu2+ en ions Cu+. Ces ions Cu+ forment un
complexe soluble violet avec |'acide bicinchoninique capable d'absorber a 562nm. L'absorbance a 562nm est

directement proportionnelle a la concentration protéique qui mesurée a I'aide d’'une gamme étalon de BSA.

Technique :

Une gamme étalon est préparée a partir de la solution de BSA a 2mg/ml (0.125mg/ml, 0.250mg/ml, 500mg/ml
et 0.750mg/ml) La dilution de la gamme étalon étant réalisée dans du NaCl, les échantillons sont également
dilués dans le NaCl de fagon a ce que les valeurs soient comprises dans la gamme étalon. 10ul du blanc (NaCl),
des points de gamme étalon ainsi que d’échantillons sont déposés en duplicats dans une microplaque 96 puits.
La solution de travail est réalisée : Le réactif B est dilué au 1/50°™ dans le réactif A. Puis 200yl de la solution
de travail est ajoutée dans chaque puits. Enfin, la plaque est incubée 30 minutes a 37°C puis I'absorbance est
lue a 562nm a l'aide d'un spectrophotométre CLARIOstar® (BMG Labtech).
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Fiche technique n°3 : Mesure de la respiration cellulaire
et du potentiel de membrane mitochondrial sur cellules

intactes par oxygraphie

Réactifs :
- Milieu de culture
o DMEM-F12 (PAN Biotech ; #P04-41250)
o Amniomax (Gibco ; #10744274)
o SVF (PAN Biotech ; #P40-37500)
o Sodium Pyruvate (1ImM — Gibco ; #11360-093)
o Uridine (5mg/ml — Sigma ; U3750)

- Roténone (Sigma Aldrich, Lyon, France ; R8875) 2,5uM

- Antimycine (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A8674) 2ug/ml

- Oligomycine (Sigma Aldrich, Lyon, France ; 04876) 4ug/ml

- CCCP (Sigma Aldrich, Lyon, France ; C2759) 10uM

- FCCP (Sigma Aldrich, Lyon, France ; C2920) 1uM

- TMRM (Sigma Aldrich, Lyon, France ; T5428) 0,5uMm
Principe :

Cette technique consiste a mesurer la vitesse de consommation d‘oxygéne des cellules intactes par oxygraphie
ainsi que le potentiel de membrane mitochondrial a I'aide de la sonde fluorescence, I'ester métyllique de
tétraméthylrhodamine (TMRM). Les cellules utilisent leurs substrats endogénes ainsi que ceux contenus dans le
milieu de culture pour maintenir leur métabolisme oxydatif. La mesure de la respiration cellulaire est réalisée a
I'aide d'un Oxygraphe contenant une électrode « Clark » sensible a I'oxygéne (Oroboros Instrument). Cette
électrode est composée d'une cathode en platine et d’'une anode en argent, immergées dans une solution de
KCl a demi saturée et isolées de la cuve par une membrane semi-perméable laissant diffuser I'oxygéne. Ainsi,
chaque molécule d'oxygéne traversant la membrane va étre réduite au niveau de la cathode. Le courant créé,
proportionnelle a la concentration en oxygéne du milieu, est utilisé pour déterminer la concentration en
oxygene et le flux, enregistrés a partir du logiciel OROBOROS Datlab. La mesure du potentiel de membrane
mitochondrial est réalisée simultanément a l'aide de filtres d’excitation/émission de 525/587nm. Le TMRM
s'accumule dans les mitochondries actives et émet de la fluorescence qui varie en fonction du potentiel de
membrane mitochondriale (AWm). Les valeurs mesurées sont inversement proportionnelles au AWm, c'est-a-
dire que plus les valeurs mesurées sont élevées, plus le TMRM est accumulé hors des mitochondries, donc le

AWm est bas et inversement.
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Technique :

L'oxygraphe est constitué de deux chambres thermostatée de 2mL, disposant d'une agitation magnétique.
Avant chaque mesure, 'appareil doit étre calibré dans le milieu de culture. Le 100% en oxygéne est réalisé en
laissant la cuve ouverte, tandis que le 0% (milieu privé en oxygene) est réalisé a I'aide de dithionite de sodium
(Sigma Aldrich, Lyon, France ; 71699). Pour I'étude de la respiration cellulaire et du potentiel de membrane
mitochondriale sur cellules fibroblastique, toutes les mesures s'effectuent a 37°C. Le signal du TMRM est calibré
par étalonnage avec des ajouts progressifs de 0.125uM de TMRM pour une concentration finale de 0.5uM avant

et a la fin de chaque expérience afin de s'assurer de la stabilité du signal.

Protocole :

Les cellules contenues dans 2T75 sont récoltées par action de la trypsine. 7.10° cellules sont nécessaires a la
réalisation de I'expérience. Les cellules sont reprises dans 200yl de milieu de culture, puis 100yl sont ajoutés a
la seringue dans chaque cuve de l'oxygraphe. Lorsque les pentes correspondant a la respiration basale ainsi que

le potentiel de membrane mitochondrial sont stabilisées, la séquence d'injection peut commencer. Il a été

réalisé 6 protocoles d'injections différents :

Protocole 1

Protocole 2  Protocole 3

Protocole 4

Protocole 5

Protocole 6

Injection de 2yl

d’éthanol

Attendre 30min
Injection de 2yl
d’oligomycine
(4ug/ml)
Injection de 2yl
de CCCP
(10uM)
Injection de
0.125uM de
TMRM

Injection de 2l
de Roténone
(2.5uM)

Attendre 30min
Injection de 2l
d’oligomycine
(4ug/ml)
Injection de 1l
de CCCP
(10uM)
Injection de
0.125uM de
TMRM

Injection de 2yl
d’Antimycine A
(2ug/ml)

Attendre 30min
Injection de 2l
d’oligomycine
(4ug/ml)
Injection de 1yl
de CCCP
(10uM)
Injection de
0.125uM de
TMRM

Injection de 2yl
d’Oligomycine
(4Hg/ml)

Attendre 30min
Injection de 2yl
de CCCP
(10pM)
Injection de
0.125uM de
TMRM

Injection de 2yl
d'Oligomycine
(4pg/ml) + 1pl
d’Antimycine A
(2ug/ml)
Attendre 30min
Injection de 2l
de CCCP
(10uM)
Injection de
0.125uM de
TMRM

Injection de 2yl
de CCCP
(10pM)

Attendre 30min
Injection de 2l
d’oligomycine
(4ug/ml)
Injection de
0.125uM de
TMRM

A la fin de I'oxygraphie, 1,5ml de suspension de chaque chambre est prélevé afin de doser les protéines et

rapporter chaque respiration par mg de protéines.
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Fiche technique n°4 : Mesure de la respiration cellulaire
et du potentiel de membrane mitochondrial sur cellules

perméabilisées par oxygraphie

Réactifs :

- Tampon Rustin avec ou sans BSA :

o KH2PO4 (Sigma Aldrich, Lyon, France ; P9791) 10 mM
o Mannitol (Sigma Aldrich, Lyon, France ; M9647) 300 mM
o Potassium chloride (KCl) (Sigma Aldrich, Lyon, France ; P3911) 10 mM
o MgClI2 (Sigma Aldrich, Lyon, France ; M1028) 5mM

o BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A6003) 1 mg/ml

o AjusterapH7,4

- Digitonine (Sigma Aldrich, Lyon, France; D141) 5 mg/ml, chauffer a 95°C, 2.5 min.

- Malate (Sigma Aldrich, Lyon, France ; M1000) 5mM, pH 7,4

- Sodium Pyruvate (Sigma Aldrich, Lyon, France ; P2256) 2,5 mM

- Succinate (Sigma Aldrich, Lyon, France ; S3674) 5mMpH7,4

- ADP (Sigma Aldrich, Lyon, France ; 01905) 0.5mM

- Roténone (Sigma Aldrich, Lyon, France ; R8875) 2,5uM

- Antimycine (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A8674) 2ug/mi

- Oligomycine (Sigma Aldrich, Lyon, France ; 04876) 4pug/ml

- CCCP (Sigma Aldrich, Lyon, France ; C2759) 10uM

- FCCP (Sigma Aldrich, Lyon, France ; C2920) 1uM

- TMRM (Sigma Aldrich, Lyon, France ; T5428) 0,5uMm
Principe :

Cette technique consiste a mesurer la vitesse de consommation d’oxygéne des cellules perméabilisées ainsi que
le potentiel de membrane mitochondrial a I'aide de la sonde fluorescence, TMRM. En opposition a la technique
n°3 sur cellules intactes, les substrats sont apportés a la chaine respiratoire. Les mesures sont réalisées a
I'aide oxygraphe Oroboros 02k (Oroboros, Innsbruck, Autriche) contenant une électrode de « Clark » sensible a
I'oxygéne fonctionnant ainsi que des filtres détectant la fluorescence selon le méme principe que celui décrit

dans la fiche n°3.

Technique :

De la méme fagon que la fiche n°3, avant chaque mesure, I'appareil doit étre calibré dans le tampon Rustin. Le

100% en oxygene est réalisé en laissant la cuve ouverte, tandis que le 0% (milieu privé en oxygéne) est réalisé
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a l'aide de dithionite de sodium. Pour I'étude de la respiration cellulaire et du potentiel de membrane
mitochondriale sur cellules fibroblastique, toutes les mesures s'effectuent a 37°C. Le signal du TMRM est calibré
par étalonnage avec des ajouts progressifs de 0.125uyM de TMRM pour une concentration finale de 0.5uM avant

et a la fin de chaque expérience afin de s'assurer de la stabilité du signal.

Protocole :

Les cellules contenues dans 2T75 sont récoltées par action de la trypsine. 7.10° cellules sont nécessaires a la
réalisation de I'expérience. Les cellules sont reprises dans 50ul par million de cellules dans du tampon Rustin
sans BSA. Puis, les cellules sont perméabilisées a I'aide de la digitonine a raison de 15ug (3ul) de digitonine par
million de cellules et mises sous agitation douce pendant 2,5min. L'action de la digitonine est stoppée par
I'ajout de 5 volumes de tampon Rustin avec BSA. Les cellules sont ensuite culotées par centrifugation 2min30s
a 800g. Enfin, le culot cellulaire est repris avec 200ul de tampon Rustin avec BSA et ajouté a la seringue au
1,9ml de ce méme tampon contenu dans la cuve de l'oxygraphe. Lorsque les pentes correspondant a la
respiration basale ainsi que le potentiel de membrane mitochondrial sont stabilisées, la séquence d‘injection

peut commencer. De la méme maniére que la fiche n°3, il a été réalisé 6 protocoles d'injections différents :

Protocole 1  Protocole 2  Protocole 3  Protocole 4 Protocole 5 Protocole 6

Injection de
10pl de
Pyruvate

Injection de

20l de Malate

Injection de
20ul de
Succinate

Injection de

10pl d'’ADP

Injection de 2yl

d’éthanol

Attendre 30min
Injection de 2yl
d’oligomycine
(4pg/ml)
Injection de 2yl
de FCCP (10uM)

Injection de
10pl de
Pyruvate

Injection de

20yl de Malate

Injection de
204l de
Succinate

Injection de

10pl d'ADP

Injection de 2l
de Roténone
(2.5uM)

Attendre 30min
Injection de 2yl
d’oligomycine
(4pg/ml)
Injection de 1yl
de FCCP (10uM)

Injection de
10pl de
Pyruvate

Injection de

20yl de Malate

Injection de
204l de
Succinate

Injection de

10pl d'ADP

Injection de 2l
d’Antimycine A
(2pg/ml)

Attendre 30min
Injection de 2yl
d’oligomycine
(4pg/ml)
Injection de 1l
de FCCP (10uM)

Injection de
10pl de
Pyruvate

Injection de

20ul de Malate

Injection de
20ul de
Succinate

Injection de

10ul d'ADP

Injection de 2yl
d’Oligomycine
(4ug/ml)

Attendre 30min
Injection de 2ul
de CCCP
(10pM)
Injection de
0.125uM de

Injection de
10ul de
Pyruvate

Injection de

20yl de Malate

Injection de
20ul de
Succinate

Injection de

10ul d'ADP

Injection de 2l
d'Oligomycine
(4pg/ml) + 2l
d’Antimycine A
(2ug/ml)
Attendre 30min
Injection de 2yl
de CCCP
(10pM)

Injection de

0.125uM de

Injection de
10ul de
Pyruvate

Injection de

20ul de Malate

Injection de
20ul de
Succinate

Injection de

10pl d'ADP

Injection de 2l
de FCCP (1uM)

Attendre 30min
Injection de 2yl
d’oligomycine
(4pg/ml)
Injection de
0.125uM de
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Injection de
0.125uM de
TMRM

Injection de
0.125uM de
TMRM

Injection de
0.125uM de
TMRM

TMRM

TMRM

TMRM

A la fin de I'oxygraphie, 1,5ml de suspension de chaque chambre est prélevé afin de doser les protéines et

rapporter chaque respiration par mg de protéines.

LHUISSIER Charléne | Pathologies d
mitochondriale : étude de la relation structure-fonction au cours de la fission mitochondriale

e la dynamique
210



Fiche technique n°5 : Mesure de la respiration cellulaire et des
especes réactives de I'oxygéne sur cellules perméabilisées par

oxygraphie

Réactifs :

Tampon Rustin avec ou sans BSA :
o KH2PO4 (Sigma Aldrich, Lyon, France ; P9791)
o Mannitol (Sigma Aldrich, Lyon, France ; M9647)
o Potassium chloride (KCl) (Sigma Aldrich, Lyon, France ; P3911)
o MgClI2 (Sigma Aldrich, Lyon, France ; M1028)
o BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A6003)
o AjusterapH7,4
Digitonine (Sigma Aldrich, Lyon, France ; D141)
Malate (Sigma Aldrich, Lyon, France ; M1000)
Pyruvate (Sigma Aldrich, Lyon, France ; P2256)
Succinate (Sigma Aldrich, Lyon, France ; S3674)
ADP (Sigma Aldrich, Lyon, France ; 01905)
Roténone (Sigma Aldrich, Lyon, France ; R8875)
Antimycine (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A8674)
Oligomycine (Sigma Aldrich, Lyon, France ; 04876)
CCCP (Sigma Aldrich, Lyon, France ; C2759)
FCCP (Sigma Aldrich, Lyon, France ; C2920)
Hydrogene peroxyde stabilisé (H,0,) (Sigma Aldrich, Lyon, France ; 516813)
Amplex Red (Invitrogen ; A122222)
Horse Raddish Peroxydase (HRP)

Superoxyde dismutase (SOD)

Principe :

10 mM
300 mM
10 mM
5mM

1 mg/ml

5 mg/ml chauffer a 95°C, 2.5 min.

5mM,pH 7,4
2.5mM
10mM, pH7.4
0.5mM
2,5uM
2pg/ml
4pg/ml
10uM

10uM

0,1uM

10uM

1U/ml

5U/ml

ette technique consiste a mesurer la vitesse de consommation d’oxygéne des cellules perméabilisées ainsi que
Cette tech t la vit d tion d’ d [ul bil

les ions superoxydes (Oz2°) produit par la chaine respiratoire a I'aide de la sonde fluorescence I’Amplex Red en

présence d’'HRP. Combiné a I'HRP, I'Amplex Red est oxydé par I'H202 en résorufine, une molécule fluorescente.

Les ions superoxydes Ox~ sont convertis en H202 par un excés de superoxyde dismutase (SOD). Cette analyse

mesure donc la production a la fois de superoxyde et d’H202. Les mesures sont réalisées a |'aide oxygraphe

Oroboros 02k (Oroboros, Innsbruck, Autriche) contenant une électrode de « Clark » sensible a I'oxygéne

fonctionnant ainsi que d'un capteur optique a LED et d’une photodiode spécifique qui émettent des photons
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d’excitation a 525nm et détectent la fluorescence émise a 587nm, le principe est le méme que celui décrit dans

la fiche n°3.

Technique :

De la méme fagon que la fiche n°3, avant chaque mesure, I'appareil doit étre calibré dans le tampon Rustin. Le
100% en oxygene est réalisé en laissant la cuve ouverte, tandis que le 0% (milieu privé en oxygéene) est réalisé
a l'aide de dithionite de sodium. Pour I'étude de la respiration cellulaire et des ions superoxydes sur cellules
fibroblastique, toutes les mesures s'effectuent a 37°C. Le signal fluorescent est calibré par ajout de 2l
d’Amplex Red, 4ul d’'HRP, 2l de SOD et un étalonnage avec des ajouts progressifs de 5ul d’ H20: afin de

s'assurer de la stabilité du signal.

Protocole :

Les cellules contenues dans 2T75 sont récoltées par action de la trypsine. 7.10° cellules sont nécessaires a la
réalisation de I'expérience. Les cellules sont reprises dans 50ul par million de cellules dans du tampon Rustin
sans BSA. Puis, les cellules sont perméabilisées a |'aide de la digitonine a raison de 15ug de digitonine par
million de cellules et mises sous agitation douce pendant 2,5min. L'action de la digitonine est stoppée par
I'ajout de 5 volumes de tampon Rustin avec BSA. Les cellules sont ensuite culotées par centrifugation 2min30s
a 800g. Enfin, le culot cellulaire est repris avec 200ul de tampon Rustin avec BSA et ajouté a la seringue au
1,9ml de ce méme tampon contenu dans la cuve de l'oxygraphe. Lorsque les pentes correspondant a la

respiration basale ainsi que le potentiel de membrane mitochondrial sont stabilisées, la séquence d'injection

peut commencer. Il a été réalisé 5 protocoles d‘injections différents :

Protocole 1

Protocole 2

Protocole 3

Protocole 4

Protocole 5

Injection de 10ul de
Pyruvate
Injection de 20ul de
Malate
Injection de 20ul de
Succinate
Calibrer le signal
en injectant 3x5pl
d'H202
Injection de 10yl
d’ADP
Laisser agir 10min
Calibrer le signal
en injectant 2x5pl

Injection de 10ul de
Pyruvate
Injection de 20ul de
Malate
Injection de 20ul de
Succinate
Calibrer le signal
en injectant 3x5pl
d'H202
Injection de 10pl
d’ADP
Laisser agir 10min
Calibrer le signal
en injectant 2x5pl

Injection de 10pl de
Pyruvate
Injection de 20pl de
Malate
Injection de 20pl de
Succinate
Calibrer le signal
en injectant 3x5pl
d'H202
Injection de 10yl
d’ADP
Laisser agir 10min
Calibrer le signal
en injectant 2x5pl

Injection de 10ul de
Pyruvate
Injection de 20ul de
Malate
Injection de 20ul de
Succinate
Calibrer le signal
en injectant 3x5pl
d’'H202
Injection de 10pl
d’ADP
Laisser agir 10min
Calibrer le signal
en injectant 2x5pl

Injection de 10pl de
Pyruvate
Injection de 20pl de
Malate
Injection de 20pl de
Succinate
Calibrer le signal
en injectant 3x5pl
d'H202
Injection de 10yl
d’ADP
Laisser agir 10min
Calibrer le signal
en injectant 2x5pl
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d’'H202
Injection de 2yl

d’éthanol

Calibrer le signal
en injectant 3x5pl
d'H202
Attendre 15min

d’'H202
Injection de 2ul de
Roténone (2.5uM)

Calibrer le signal
en injectant 2x5pl
d'H202
Attendre 15min

d'H202
Injection de 2yl
d’Antimycine A

(2ug/ml)

Calibrer le signal
en injectant 2x5pl
d'H202
Attendre 15min

d’'H202
Injection de 2yl
d'Oligomycine

(4ug/ml)

Calibrer le signal
en injectant 2x5ul
d’'H202
Attendre 15min

d'H202
Injection de 2yl
d'Oligomycine
(4ug/ml) + 2pl
d’Antimycine A
(2ug/ml)
Calibrer le signal
en injectant 2x5pl
d'H202
Attendre 15min

A la fin de I'oxygraphie, 1,5ml de suspension de chaque chambre est prélevé afin de doser les protéines et

rapporter chaque respiration par mg de protéines.
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Fiche technique n°6 : Western-Blot

Réactifs :

- Tampon Tris-SDS 2X pH 8.8 (Stocké a 4°C)
o Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France ; T1503) iM
o Sodium dodecyl sulfate (SDS) (BioRad, Paris, France ; 1610418) 0.2%

o AjusterapH8.8

Tampon Tris-SDS 2X pH 6.8 (Stocké a 4°C)
o Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France ; T1503) 325mM
o Sodium dodecyl sulfate (SDS) (BioRad, Paris, France ; 1610418) 0.2%
o AjusterapH6.8

- Tampon électrophorése 10X pH 8.3 (Stocké a 4°C)

o  Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France ; T1503) 25mM
o Sodium dodecyl sulfate (SDS) (BioRad, Paris, France ; 1610418) 1%
o Glycine (Sigma Aldrich, Lyon, France ; G7126) 192mM

o AjusterapH38.3
- Tampon TBS 10X pH 7.4 (Stocké a 4°C)

o NaCl (Fischer Scientifique, France ; S3161) 0,2M
o KCL (Sigma Aldrich, Lyon, France ; P3911) 2,5 mM
o Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France ; T1503) 25 mM

o AjusterapH?7.4

Principe :

Le western blot est constitué d’une étape d'électrophorése pour la séparation des protéines, celle-ci se fait en
condition dénaturante (présence du détergent SDS (dodécylsufate de sodium), de DTT et 2-mercaptoéthanol).
De par la présence du détergent anionique SDS (charge négative des protéines), la séparation des protéines sur
le gel d'électrophorése se fait selon leur poids moléculaire. Les protéines sont ensuite transférées sur
membrane de rétention protéique, la détection des protéines cibles se base sur la reconnaissance d'un motif
antigénique d'une protéine par un anticorps primaire qui est a son tour reconnu par un anticorps secondaire
fluorescent. La détection du complexe immunologique s’effectue par fluorescence par I'excitation en infra-rouge
des anticorps secondaire anti-souris couplé a un fluorophore a 680nm (Abcam 186694) et anti-lapin @ 790nm
(Abcam 186697). Cette technique permet donc de déterminer la présence ou non, ainsi que la quantité

(méthode semi-quantitative) d'une protéine contenue dans un échantillon.
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Technique :

1. Préparation des gels :

Les gels sont coulés entre deux plaques en verre fixe sur un support en plastique et un peigne de 10 puits
(1.5mm) est inséré entre les deux plaques (BioRad, Paris, France ; 1658051). Les gels sont constitués de deux
parties :

Gels de séparation :

Pour deux gels :

Réactifs 7% 8% 10% 12,5% 15%

TRIS-SDS pH 8,8 12,5mL

Acrylamide 30%

(BioRad, Paris, France ; 5,8 mL 6,7 mL 8,3 mL 10,4 mL 12,5 mL
161-0158)
H.O 6,5 mL 5,6 mL 4,5mL 3.9mL -

Ammonium persulfate

(APS) (Sigma Aldrich, 250 pL
Lyon, France ; A3678)
TEMED (Fisher
BioReagents 12,5 uL
FLBP15020)
« »

Pour deux gels :

TRIS-SDS pH 6,8 5mL
Acrylamide 1mL
H.0 3.9mL
APS 100 pL
TEMED 10 uL

2. Préparation des échantillons :

Les western-Blots ont été réalisés a partir de culots cellulaires secs issus de la culture de fibroblastes. Les
échantillons ont été repris dans du tampon RIPA 1X + anti-protéases (Roche 11836145001) a hauteur de 15yl
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par millions de cellules. Une étape de centrifugation a 16 000g pendant 1 min est nécessaire afin d’éliminer la
fraction insoluble et récupérer les protéines solubles contenues dans le surnageant. Un dosage de protéines a
été réalisé afin de déterminer la concentration protéique de chaque échantillon. Les échantillons sont ensuite
dilués dans une solution d’anti-protéases + du tampon Laemmli 1X final (Bio Rad Ref. 1610747) et du 2-
Mercaptoethanol (Sigma M6250). Enfin ils sont dénaturés en les chauffant a une température de 55°C pendant

10min.

3. L'électrophorése sur gel :

Les échantillons sont chargés dans les puits des gels d’électrophorése Afin de controler la migration et vérifier la
taille des protéines cibles, un marqueur standard protéique de masses moléculaires connues a été utilisé :
Ladder Protein PageRuler (Thermo Scientific 26616). La migration des protéines se fait dans une cuve
contenant du tampon électrophorése 1X 10min a 100V afin que les protéines rentrent dans le gel de

concentration puis 1h30 a 2h a 150V afin de séparer les protéines.
4. Transfert sur membrane nitrocellulose :

Les protéines sont transférées par transfert semi-sec sur une membrane nitrocellulose (Invitrogen 1B23001)

grace au systéme de transfert sec iBlot (Invitrogen 1B21001).
5. Saturation des membranes :

Une fois le transfert sur membrane effectué, la membrane est incubée 2h sous agitation et a température
ambiante dans une solution de 75% de Odyssey Blocking Buffer TBS (Licor 927-60001) et 25% de TBS 1X. La

membrane est ensuite rincée deux fois avec du TBS 1X.

6. Incubation des anticorps primaires et secondaires :

La liste des anticorps primaires et secondaires utilisés pour cette technique se trouve
Tableau 11 et
Tableau 12,

La membrane est incubée avec l'anticorps primaire correspondant a la protéine recherchée pendant 2h sous
agitation a température ambiante ou toute la nuit a 4°C. L'anticorps est dilué selon les indications du
fournisseur dans du TBS 1X - Tween20 0.1% supplémenté a 25% d'Odyssey Blocking Buffer TBS (Licor 927-
60001). La membrane est ensuite rincée deux fois au TBS 1X - Tween20 0.1%, puis incubée 2h sous agitation
a température ambiante avec un anticorps secondaire. Les membranes sont ensuite révélées avec la méthode

de détection par fluorescence par le LI-COR®, et analysées par le logiciel Image Studio Ver 2.1.
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Anticorps primaires et secondaire utilisés :

Anticorps primaire

Sous-unité  Nom Cible Dilution Espéce Référence Type
d’expérienc
e
ATP5a Sous unité a 1/1000 Souris Ab 110273 BN-page
de I'ATP chimi
synthase
ATP5b Sous unité B 1/1000 Souris Ab 14730 BN-page
de I'ATP chimi
synthase
SDHA Complexe II ~ 1/1000 Souris Ab 14715 BN-Page
chimi/fluo et
Western-Blot
NDUFS1 Complexe I 1/1000 Lapin Ab 169540 BN-page fluo
IIICore2 Complexe III  1/1000 Souris Ab 14745 BN-page fluo
COoX1 Complexe IV 1/1000 Souris Ab 14705 BN-page fluo
COXIV Complexe IV 1/1000 Souris Ab 14744 BN-page fluo
OPA1 OPA1 1/1000 Souris BD Western-Blot
Biosciences
612607
OMA1 OMA1 1/1000 Lapin NBP2-30971  Western-Blot
DRP1 DRP1 1/1000 Souris Western-Blot
DRP1 Ser 616 1/1000 Lapin Western-Blot
Ser 616
DRP1 Ser 637 1/1000 Lapin Westner-Blot
Ser 637
a-Tubuline a-Tubuline 1/1000 Souris Ab 7291 Western-Blot

Tableau 11 : Anticorps primaires nécessaires aux Western-Blot et BN-PAGE
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Anticorps secondaire

Cible Espéce Fournisseur Dilution Référence Marqueur Type
fluorescent d'expérience
Anti-souris  Chévre Abcam 1/10000 Ab 186694 Alexa Fluor BN-page fluo
680 et Western-
Blot
Anti-lapin horseradish GE 1/10000 LNA931V/AH BN-page
peroxidase- Healthcare chimi
conjugated UK limited
a-mouse IgG
Anti-souris  Chévre Abcam 1/10000 Ab 186697 Alexa Fluor BN-page fluo
790 et Western-
Blot
Anti-lapin horseradish GE 1/10000 LNA932V/AH BN page-
peroxidase- Healthcare chimi
conjugated UK limited
a-rabbit IgG

Tableau 12 : Anticorps secondaires nécessaires aux Western-Blot et BN-PAGE
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Fiche technique n°7 : Enrichissement en mitochondries de
fibroblastes

L'enrichissement des mitochondries se base sur le principe de centrifugations différentielles.

Réactifs :

- Digitonine (Sigma Aldrich, Lyon, France ; D141) 4 mg/ml chauffer a
95°C, 2.5 min.

- Phosphate Buffer Saline (PBS, Pan Biotech ; #P04-53500) 1X

- Acide aminocaproique (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A7824) 2M

- Bis-tris (Sigma Aldrich, Lyon, France ; B7535) 500mM

- Anti-protéase (Roche 11836145001) 1X

- Tampon AC/BT
o Acide aminocaproique (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A7824) 1,5M
o Bis-tris (Sigma Aldrich, Lyon, France ; B7535) 75mM

o AjusterapH?7

Technique :

Toutes les étapes sont réalisées a 4°C. Deux boites de T75 a 80-90% de confluence sont nécessaires pour
I'isolement des mitochondries. Les boites sont trypsinées et les cellules sont poolées afin d’obtenir un culot sec

d’environ 5 a 7 millions de cellules. Le culot sec peut étre conservé a -80°C avant l'isolement.

Le culot sec de 7 millions de cellules est re-suspendu dans 100yl de PBS 1X, puis la digitonine diluée dans du
PBS 1X est ajoutée a volume égal. Le culot est ensuite incubé 10min sous agitation douce en chambre froide
(4°C). L'action de la digitonine est alors stoppée par I'ajout de 1ml de PBS 1X, puis le culot est centrifugé
10min a 10 000g a 4°C. Le surnageant est retiré et le culot est de nouveau rincé avec 1ml de PBS 1X. Enfin les
échantillons sont de nouveau centrifugés pour les enrichir en mitochondries. Le surnageant est retiré et les
échantillons sont dilués dans un tampon AC/BT + anti-protéase selon une concentration protéique d’environ
10mg/ml. 2x2ul sont prélevés pour réaliser un dosage de protéine sur les échantillons et vérifier la

concentration protéique obtenue.
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Fiche technique n°8 : Blue native poly-acrylamide gel
electrophoresis (Blue Native-PAGE)

Réactifs et matériels :

Solubilisation des complexes :

- Digitonine (Sigma Aldrich, Lyon, France ; D141) 50 mg/ml chauffer a
95°C, 2.5 min.

- Acide aminocaproique (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A7824) 2M

- Bis-tris (Sigma Aldrich, Lyon, France ; B7535) 500mM

- EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France ; E5134) 100mM

- Anti-protéase (Roche 11836145001) 1X

- Ferritine forme quine spleen (Sigma Aldrich, Lyon, France ; F4503)

- Tampon AC/BT (Stocker a 4°C)
o Acide aminocaproique (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A7824) 1,5M
o Bis-tris (Sigma Aldrich, Lyon, France ; B7535) 75mM
o AjusterapH7

- Loading Sample Buffer pH 7 (Stocker a 4°C)

o Acide aminocaproique (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A7824) 750mM
o Bis-tris (Sigma Aldrich, Lyon, France ; B7535) 50mM
o EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France ; E5134) 0.5mM
o Blue G-250 (BioRad, Paris, France ; 161-0406) 5%

o Ajuster pH7

Pour la migration :

- Tampon électrophorese A (Anode Buffer) (Stocker a 4°C)

o Running Buffer 20X (Fischer Scientifique, France ; 10423092) 1X
- Tampon électrophoreése B (Cathode Buffer) (Stocker a 4°C)

o Cathode buffer Additive 20X (Fischer Scientifique, France ; 10779663) 1X
- NativePage 3-12% Bis tris Gel (Fischer Scientifique, France ; BN1001BOX)

Pour le transfert :

- Tampon de transfert (Stocker a 4°C)
o Trizma Base (Sigma Aldrich, Lyon, France ; T1503) 25mM
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o Glycine (Sigma Aldrich, Lyon, France ; G7126) 26,9mM
o Méthanol (VWR Prolabo, France ; 20847.295) 20%

Princige :

A la différence du Western-Blot, cette technique permet d’analyser I'expression de protéines ou de complexes
multi-protéine en condition native. Grace a des détergents zwitterioniques et non-inoniques, les protéines ou les
complexes multi-protéiques sont solubilisés et séparés en condition non dénaturante selon leur poids
moléculaire sur un gel de gradient d'acrylamide. Le bleu de coomassie ou Blue G-250 en se liant aux protéines
permet a la fois la visualisation des protéines mais également une meilleure « résolution » des bandes
protéiques. Comme pour le Western-Blot, I'électrophorése est suive d’un transfert sur membrane puis d'une

révélation des protéines par détection d'un motif antigénique (anticorps primaire).
Iechnigue :
L. Solubilisation d | :

Pour I'analyse des Supercomplexes, 60 ug des échantillons enrichis en mitochondries (fiche technique n°7) sont
repris dans du tampon AC/BT + anti-protéase 1X QSP 30ul. La solubilisation des Supercomplexes s’effectue
grace a l'ajout de 6g de digitonine par gramme de protéines. Pour I'analyse du dimére de I'ATP synthase, 30ug
de I'échantillon enrichi en mitochondries est repris dans du tampon AC/BT + anti-protéase 1X QSP 30ul. La
solubilisation du dimére de I'ATP synthase s'effectue grace a l'ajout de 3g de digitonine par gramme de
protéines. Les échantillons sont ensuite mis sous agitation douce 10min a 4°C. Afin de culoter les débris
membranaires, les échantillons sont centrifugés a 20 000g pendant 20 min a 4°C. Enfin, les échantillons sont

supplémentés avec 0.75ul de tampon de charge pour 25ul de surnageant (1/4 de Blue G-250 / g de détergent).
2. Electrophorése sur gel :

Les échantillons sont chargés dans les puits ol les protéines sont séparées par électrophorése et migrent selon
leur poids moléculaire. Afin de déterminer leur taille, un marqueur de masse moléculaire connue a été utilisé :
la ferritine. La migration des complexes protéiques se fait dans une cuve (Systéme Surelock Xcell ; Fischer
Scientifique, France ; EI0002) contenant au niveau externe de l'anode buffer et au niveau interne le cathode
buffer. 30min a 100V sont nécessaire pour que les échantillons pénétrent dans le gel de concentration, puis
30min environ a 150V sont nécessaire pour atteindre le premier tiers du gel. Une fois atteint, le tampon
cathode buffer contenant du bleu de Coomassie est retiré et remplacé par du tampon anode buffer. La

migration continue a 200V jusqu'a ce que le front de migration sorte du gel.
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3. Transfert sur membrane :

Le transfert est réalisé sur une membrane PVDF (GE Healthcare 10600023) hydratée préalablement par
immersion dans un bain de méthanol, puis dans du tampon de transfert. Le gel d’électrophorése est préparé en
« sandwich » comme le modeéle ci-dessous pour le transfert : il est placé sur la membrane PVDF, qui est placé

sur du papier Whatman, placé lui-méme sur une éponge, le tout immergé dans le tampon de transfert.

I | Cassette de transfert
Eponge

' 1 Papier Whatman

' 1 Membrane PVDF

[ | Gel d’électrophorese
=== Papier Whatman
et Eponge
I  Cassette de transfert

La cassette de transfert contenant le sandwich est placée dans le systeme Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell ® (BioRad, Paris, France ; 1703930) contenant du tampon de transfert. Le transfert s'effectue en

chambre froide a 4°C dans un bac rempli de glace pendant 1H45 a 100V pour 2 gels.

Pour I'analyse des Supercomplexes (analyse par fluorescence), la membrane est rincée 3x5min au méthanol

afin d’enlever toute trace de bleu de Coomassie qui pourrait géner la révélation en fluorescence.

4. Saturation des membranes :
Pour I'analyse des Supercomplexes, une fois le transfert sur membrane effectué, la membrane est incubée 2h
sous agitation et a température ambiante dans une solution de 75% de Odyssey Blocking Buffer PBS (Licor
927-75001) et 25% de PBS 1X. La membrane est ensuite rincée deux fois avec du PBS 1X.
Pour I'analyse du dimére de I'ATP synthase, une fois le transfert sur membrane effectué, la membrane est
incubée 2h sous agitation et a température ambiante dans une solution de lait 5% dilué dans du TBS 1X -

Tween20 0.1%. La membrane est ensuite rincée deux fois avec du TBS 1X.

6. Incubation des anticorps primaires et secondaires :

La liste des anticorps primaires et secondaires utilisés pour cette technique se trouve
Tableau 11 et
Tableau 12.

Pour I'analyse des Supercomplexes, la membrane est incubée avec les anticorps primaires correspondant aux
protéine recherchées pendant 2h sous agitation a température ambiante ou toute la nuit a 4°C. L'anticorps est
dilué selon les indications du fournisseur dans 25% de TBS 1X - Tween20 0.1% et 75% de Odyssey Blocking

Buffer PBS. La membrane est ensuite rincée deux fois au TBS 1X - Tween20 0.1%, puis incubée 2h sous
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agitation a température ambiante avec les anticorps secondaires fluorescents. Les membranes sont ensuite
révélées avec la méthode de détection par fluorescence par le LI-COR®, et analysées par le logiciel Image
Studio Ver 2.1.

Pour l'analyse du dimére de I'ATP synthase, la membrane est incubée avec les anticorps primaires
correspondant aux protéine recherchées pendant 2h sous agitation a température ambiante ou toute la nuit a
4°C. L'anticorps est dilué selon les indications du fournisseur dans du lait 1% dilué dans du TBS 1X - Tween20
0.1%. La membrane est ensuite rincée deux fois au TBS 1X - Tween20 0.1%, puis incubée 2h sous agitation a
température ambiante avec les anticorps secondaires (couplés au substrat de la HRP). Les membranes sont
ensuite révélées avec la méthode de détection par chimiluminescence avec le kit de révélation « PierceTM ECL
Western-Blotting Substrat » (Fischer Scientifique, France ; 32109) par le LI-COR®, et analysées par le logiciel
Image Studio Ver 2.1.
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Fiche technique n°9 : Microscopie a fluorescence sur
fibroblastes en culture

Préparation des échantillons :

Les cellules sont mises en culture dans des chambres a deux ou quatre puits (Labtek, Nunc International,
Naperville, IL) 24h avant 'expérience pour I'étude de la morphologie du réseau mitochondrial. Les cellules des
témoins et des patients sont ensemencées dans du milieu DMEM F12-SVF 10% sans uridine, ni sodium
pyruvate a raison de 30 000 cellules dans les chambres a deux puits et de 15 000 cellules dans les chambres a

quatre puits.

Marquage de la mitochondrie :

Les fluorophores utilisés sont : le Mitotracker® Green (Molecular Probes, CA, USA) : Les fibroblastes sont
incubés avec 100 nM de Mitotracker® Green pendant 30 minutes a 37°C avant l'acquisition. Le milieu est
changé avant de réaliser 'acquisition. Ces molécules ont la propriété de se fixer sur les membranes chargées
des mitochondries, méme si le potentiel de membrane mitochondrial est affecté . Le potentiel de membrane
mitochondrial peut-étre évalué par la sonde TMRM (Molecular Probes, CA, USA) : Les fibroblastes sont incubés
avec 20 nM de TMRM pendant 30 minutes a 37°C avant l'acquisition. Le milieu est conservé pendant la

réalisation de I'expérience (Ref : Perry biotechnique 2011).

Principe :

Le microscope utilisé est un microscope inversé a champ large Nikon eclipse Ti (Nikon, Tokyo, Japon) équipé
d’une caméra Andor NEO sCOMS avec des filtres. Il est composé d’une source de lumiére LED, permettant un
éclairage puissant et stable dont le spectre de la lumiére émit posséde plusieurs pics utilisables pour exciter les
fluorophores. Le principe de ce type de microscopie est de marquer les molécules ou les structures d'intérét
avec une sonde fluorescente capable d’émettre elle-méme de la lumiére qui est récupérée par les capteurs de la
caméra. Lorsqu’une molécule fluorescente est excitée par un photon d’une énergie suffisante, elle se désexcite
en émettant un photon d’énergie plus basse. L'observation des cellules se fait ensuite avec |'objectif a
immersion dans I'huile x100 auquel est ajouté une lentille x1,5 (Nikon Plan Apo100x, Tokyo, Japon, N.A. 1.45).
Le logiciel d'acquisition utilisé est MetaMorph® (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 35 plans d'images en
z sont pris avec des incréments de 0.1 pym a l'aide d'une surplatine piezo de précision. Au minimum, 12

acquisitions sont réalisées par puits.
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La déconvolution et le traitement d’'images :

Afin de corriger les aberrations optiques (dues aux objectifs, aux vibrations, a I'huile utilisée sur I'objectif 100X)
un processus est utilisé : la déconvolution. Le logiciel utilisé pour la déconvolution est Huygens®. La
déconvolution permet de corriger ces aberrations optiques et réattribuer la fluorescence qui s'est dispersée a
son emplacement d'origine. Ainsi on améliore la qualité des images en obtenant un meilleur rapport
signal/bruit. Le logiciel Imaris® (Bitplane, Zurich, Switzerland) a ensuite été utilisé pour la reconstruction en 3D
des images. Ce logiciel permet grace au module iso-surface d'étudier la longueur des mitochondries, la

fragmentation du réseau, I'état de connectivité des mitochondries, ainsi que le volume mitochondrial.
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Fiche technique n°10 : Microscopie Super-Résolution
(dSTORM)

Principe :

La microscopie optique a fluorescence, a une résolution xy de 200 nm et de 600 en z, ce qui n‘est pas adaptée
pour certaines études. C'est pourquoi des techniques dite de microscopie super-résolution ont été développées.
La techniques de microscopie super-résolution utilisée ici est le dSTORM, le principe se base sur la localisation
de molécules uniques, c'est-a-dire que chaque signal obtenu correspond au signal d'une seule molécule. On
obtient ainsi différentes images avec un clignotement de molécules fluorescentes/fluorophores activées, ce qui
permet d'éviter le chevauchement des signaux. De plus, un méme fluorophore émet un signal plusieurs fois, ce
qui permet une meilleure information statistique de sa localisation. L'ensemble de ces paramétres permet
d’atteindre une résolution de I'ordre de 20nm en xy et 50 en Z. La résolution en Z est obtenue grace a une
lentille supplémentaire placée dans le trajet optique qui permet de controler la déformation des PSF (point

spread function).

Préparation des échantillons :

Pour la microscopie super-résolution, les cellules sont ensemencées 24h auparavant dans des plaques 6 puits
contenant une lamelle dégraissée. Chaque puit contient environ 150 000 cellules pour un volume final de 2 ml
de milieu DMEM-F12-SVF 10%, sans uridine, ni sodium pyruvate. Aprés 24h d'incubation dans le puits, les
cellules sont fixées a l'aide de 1ml de méthanol absolu incubé 4min a -20°C. Cette étape est suivie de trois
lavages au PBS. Les sites de marquages aspécifiques sont saturés pendant 15 minutes avec une solution de
PBS-BSA 5% (Sigma) et 1% de Triton X-100 (Sigma) pour la perméabilisation des membranes. Les cellules
sont ensuite rincées au PBS et incubées avec I'anticorps primaires de notre choix dilué selon les indications du
fournisseur dans la solution de PBS-BSA 5%, Triton 1%. La préparation est placée a 4°C sur table agitante

overnight.

Microscopie directe a reconstruction optique stochastique (dSTORM) :

La microscopie de reconstruction optique stochastique (STORM) est basée sur le clignotement de molécules
fluorescentes par excitation et extinction. Aprés lavages au PBS 1X, les anticorps secondaires sont incubés 2h
sous agitation aprés dilution au 1/10 000. Trois lavages au PBS sont ensuite effectués. Les cellules sont
conservées dans une solution de PBS 1X contenant de la streptomycine et de la pénicilline 1X (Gibco). Des
microbilles fluorescentes résistantes au photoblanchiment (TetraSpeck microsphéres, 0,1uym T7279
INVITROGEN) sont déposées sur la lamelle et laissées sédimenter pendant 20 minutes a |'abri de la lumiére afin
de servir de Fiducial, un marqueur de position XY permanent. Le montage des lamelles pour la microscopie
dSTORM se réalise a partir de lame ayant un cavité centrale concave. 50 pl de tampon oxydoreducteur

(Nanoscopy Smart Kit Abbelight) est déposé sur la lame puis la lamelle portant les cellules est retournée,
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déposée et scellée a la lame avec de la pate dentaire. Le tampon utilisé permet d'étre dans des conditions
oxydoréductrices idéales pour le dSTORM, en effet en condition basale les fluorophores s'éteignent
complétement aprés leur excitation a une forte intensité laser alors que ce tampon permet au fluorophore
d’atteindre un état intermédiaire (sombre) aprés leur excitation qui permet le retour de la fluorescence et créer

un cycle de clignotements des fluorophores.

Principe :

L'acquisition est réalisée avec le méme microscope que précédemment, cependant la caméra utilisée est
I'Evolve (Photometrics®) et la puissance laser est augmentée. La lame est placée dans une enceinte
thermostatée opaque de 25 °C. L'objectif utilisée est le x100 a immersion auquel est ajouté une lentille x1,5.
Les fluorophores sont excités par des lasers de différentes longueurs d'ondes. Nous utilisons la technique de
microscopie de fluorescence par réflexion totale interne (TIRF) qui consiste en l'illumination de la préparation
par le laser via un angle qui permet d'exciter uniquement les fluorophores présents sur une partie la plus
proche de la lamelle (100aine de nanométres). Cela limite ainsi le bruit de fond et permet d'obtenir une
meilleure résolution. Le logiciel iLas® est utilisé pour définir l'intensité du laser et les images sont ensuite
acquises par le logiciel MetaMorph® (Molecular Devices). Le seuil du signal fluorescent que I'on souhaite
enregistrer est réglé via Wavetracer®. Le dSTORM nécessite un temps d’exposition de 60 ms lors de
I'acquisition. L'image est obtenue en 10 MHz avec un gain de 300. 3 000 images sont acquises et cela est

répété 3 a 6 fois de suite.

Traitement des images :

Le logiciel PalmTracer® extrait des différentes images, les coordonnées des signaux en XYZ enregistrés lors de
I'acquisition. A partir de ces coordonnées le logiciel Imaris® est utilisé pour effectuer le traitement 3D et

reconstituer I'image formée par le clignotement des molécules uniques.
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Fiche technique n°11 : Dosage de l'activité NADH Ubiquinone
Réductase (complexe I) sur fibroblastes

Réactifs :

Tampon A pH 7.2 (tampon de re-suspension des cellules)

o Saccharose (Sigma Aldrich, Lyon, France ; S5016) 250mM

o Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France ; T1503) 20mM

o EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France ; E5134) 2mM

o BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A6003) 1mg/ml
- Tampon KH2PO4 (Sigma Aldrich, Lyon, France ; P9791) pH 7.4 100mM
- Cyanure de potassium (KCN) (Sigma Aldrich, Lyon, France ; 60178) 500mM
- Azide de sodium (NaN3) (Sigma Aldrich, Lyon, France ; S2002) 1M
- BSA (sérum albumine bovine) (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A6003) 50mg/ml
- Ubiquinone 1 (CoQH1) (Sigma Aldrich, Lyon, France ; C7956) 2,5mM

- 2,6-dichlorophénol-indophénol (DCPIP) (Sigma Aldrich, Lyon, France ; D1875) 5mM

- NADH (Sigma Aldrich, Lyon, France ; 10128023001) 12mM
- Roténone (Sigma Aldrich, Lyon, France ; R8875) 2,5mM
Principe :

Le complexe I transfert les 2 électrons issus de l'oxydation du NADH, H+ a un accepteur quinone qui ici est

I'Ubiguinone 1 (CoQH1). La réaction est donc :

C 1 |
NADH + H* + Ubiquinone (CoOQH1) ———> NAD* + Dihydroubiquinone (CoQH2)

Ce dosage est réalisé en présence d’un accepteur d’électrons artificiel qui est le 2,6-dichlorophénol-indophénol
(DCPIP). Ceci permet d'éviter I'inhibition de la réaction en acceptant les électrons de la dihyroubiquinone

(CoQH2). La réaction est donc :

Complexe |
NADH —— Coenzyme Q ———— DCPIP
e

Ainsi |'activité est mesurée en suivant I'oxydation du DCPIP & une absorbance de 600nm. Cependant, la
cytochrome b5 réductase peut également oxyder le NADH. De la roténone (inhibiteur du complexe I) est donc

ajoutée pour soustraire |'activité non spécifique du complexe 1.
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L. Pré ion d llules :

Les cellules issues de la culture de fibroblastes primaires sont récoltées et congelées en culot sec. Les cellules
sont décongelées a température ambiante, puis reprises dans du tampon A a hauteur de 50ul par million de
cellules. La suspension cellulaire est ensuite plongée 3min dans de I'azote liquide et décongelée rapidement au
bain marie a 37°C. Enfin la suspension est centrifugée 1 min a 20 000g, le surnageant contenant la fraction
cytosolique est retiré pour garder uniquement le culot enrichi en mitochondries. Le culot est de nouveau repris
par 50l de tampon A par millions de cellules. 200p! de la suspension sont prélevées et transférées dans un truc
en verre résistant a la sonication. Pour la sonication, les tubes sont complétés QSP 250yl par million de cellules
de tampon A. Les cellules maintenues dans la glace sont soniquées 6 x 5s avec 30s de repos entre chaque

sonication.

2. Préparation de Ia réaction :

Deux tubes a hémolyse en verre sont préparés avec 530yl de solution suivante :

REACTIFS CONCENTRATION EN VOLUME EN pL CONCENTRATION
MM FINALE EN MM

KH2PO4 PH 7.4 100 12 000 80

KCN 500 30 1

NAN3 1000 30 2

BSA 50mg/ml 300 1mg/ml
COQH1 2.5 600 0.1

DCPIP 5 225 0.075

Les tubes sont incubés 2min a 37°C, puis 250 000 cellules sont ajoutées. La réaction est déclenchée par I'ajout
de 15ul de NADH (12mM). L'absorbance est lue sur 40s a 600nm grace a un spectrophotométre (UVmc2,

SAFAS, Monaco). Enfin, 4pl de roténone est ajoutée et I'absorbance est de nouveau lue 40s a 600nm.

3. Anal les résultats et calcul d tivités :
L'activité du complexe I est déterminée grace a la formule suivant :

ADO Vtotal

AS (cellules) = X .
X Emotécute X SNpmotscute  VeSSai X p
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(ADO7Rt — ADO*ROY)  Viotal

AS (cellules) = X
(cellules) 1 X epcprp X Snpepp Vessai X p

AS (cell) : Activité spécifique en nmol.min"t.mg de prot™

ADO™R : variation de densité optique par minute a 600 nm mesurée sans roténone
ADO*Rt : variation de densité optique par minute a 600 nm mesurée avec roténone
| : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

eoceip: coefficient d’extinction molaire du DCPIP a 600 nm = 19,1 mM-1.cm™

Snocere : Nnombre stoechiométrique du DCPIP dans I'équation de la réaction, soit : 1
Vtotal : volume total dans la cuve, en ml soit : 1

Vessai : volume ajouté dans la cuve, en ml, QSP 1ml de mix réactionnel soit :

p : masse de protéines (mg.ml!) dans 1ml de suspenssion

LHUISSIER Charléne | Pathologies de la dynamique
mitochondriale : étude de la relation structure-fonction au cours de la fission mitochondriale 230



Fiche technique n°12 : Dosage de l'activité Ubiquinol
Cytochrome c Réductase (complexe III) sur fibroblastes

Réactifs :

Tampon A pH 7.2 (tampon de re-suspension des cellules)

o Saccharose (Sigma Aldrich, Lyon, France ; S5016) 250mM
o Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France ; T1503) 20mM
o EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France ; E5134) 2mM
o BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A6003) 1mg/ml
- Tampon KH2PO4 (Sigma Aldrich, Lyon, France ; P9791) pH 7.8 20mM
- Cyanure de potassium (KCN) (Sigma Aldrich, Lyon, France ; 60178) 10mM
- EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France ; E5134) 10mM
- Azide de sodium (NaN3) (Sigma Aldrich, Lyon, France ; S2002) 1M
- BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A6003) 50mg/ml
- Antimycine A (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A8674) 1 mg/ml
- Laurylmaltoside (LM) (Sigma Aldrich, Lyon, France ; D4641) 125mM
- Cytochrome c oxydé (Acros, Noisy-Le-Grand, France ; C7752) 1mM

- Décylubiquinol (Enzo Life Science, Villeurbanne, France ; BML-CM115-0010) 25mM
Principe :

Cette technique se base sur la capacité du complexe III a réduire le cytochrome c oxydé grace a |'oxydation de
I'ubiquinol. Le cytochrome c réduit absorbe a 550nm, ainsi I'augmentation de I'absorbance a cette longueur
d’'onde sera proportionnelle a l'activité du complexe III. Afin de déterminer spécifiquement I'activité du
complexe III, le dosage est réalisé avec ou sans antimycine, un inhibiteur spécifique de ce complexe. Cette

technique a été adaptée a partir de celle décrite par Rustin et al (1993). La réaction catalytique est la suivante :

, L. Complexe III L. L
Cytochrome c oxydé + Ubiquinol ———— Cytochrome c réduit + Ubiquinone

Iechnique :

L Pré tion d llules :
Les cellules issues de la culture de fibroblastes primaires sont récoltées et congelées en culot sec. Les cellules
sont décongelées a température ambiante, puis reprises dans du tampon A a hauteur de 50l par million de

cellules. La suspension cellulaire est ensuite plongée 3min dans de I'azote liquide et décongelée rapidement au

bain marie a 37°C. Enfin la suspension est centrifugée 1 min a 20 000g, le surnageant contenant la fraction
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cytosolique est retirée pour garder uniquement le culot enrichi en mitochondries. Le culot est de nouveau repris

par 50pul de tampon A par millions de cellules.

2. Préparation de la réaction :

Deux tubes a hémolyse en verre sont préparés avec 595yl de solution suivante :

REACTIFS CONCENTRATION EN VOLUME EN pL CONCENTRATION
MM FINALE EN MM

KH2PO4 PH 7.8 20 15 000 10

EDTA 10 6000 2

BSA 50mg/ml 600 1mg/ml

KCN 10 900 0.24

CYTOCHROME C 1 1200 0.04

OXYDE

LM 125 125 0.6

ANTIMYCINE +/- 1Img/ml 2.5 4pg/ml

H20 6000

CELLULES 6 200 000 cellules

Les tubes sont incubés 2min a 37°C, puis la réaction est déclenchée par l'ajout de 2.5ul de décylubiquinol
(DQH2) 25mM. Immédiatement aprés |'ajout, l'absorbance a 550nm est lue sur 60s (spectrophotometre
UVmc2, SAFAS, Monaco).

3, Anal les résultats et calcul d tivités :
L'activité du complexe III est déterminée grace a la formule suivant :

(ADO=AMt — ADQ*ANY) Vtotal
X
Vessai X p

AS (cellules) = I X £cyre X Sheyee

AS (cell) : Activité spécifique en nmol.min-t.mg de prot!

ADOA" : variation de densité optique par minute a 550 nm mesurée sans antimycine
ADO*A" : variation de densité optique par minute a 550 nm mesurée avec antimycine

| : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

gcyte: coefficient d’extinction molaire du Cytochrome ¢ a 550 nm = 18,5 mM-1.cm™

Sncyie : nombre stoechiométrique du Cytochrome c dans I'équation de la réaction, soit : 1
Vtotal : volume total dans la cuve, en ml soit : 1

Vessai : volume ajouté dans la cuve, en ml, QSP 1ml de mix réactionnel soit :

p : masse de protéines (mg.ml*) dans 1ml de suspenssion
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Fiche technique n°13 : Dosage de l'activité F1-ATP synthase

sur fibroblaste

Réactifs :

Tampon A pH 7.2 (tampon de re-suspension des cellules)
o Saccharose (Sigma Aldrich, Lyon, France ; S5016)
o Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France ; T1503)
o EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France ; E5134)
o BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A6003)
- Tampon KH2PO4 (Sigma Aldrich, Lyon, France ; P9791) pH 8.1

- Pyruvate Kinase (PK) (Sigma Aldrich, Lyon, France ; 10109045001)

- Lactate déshydrogénase (LDH) (Sigma Aldrich, Lyon, France ; 10127230001)

- KCI (Sigma Aldrich, Lyon, France ; P3911)

- MgCl; (Sigma Aldrich, Lyon, France ; M1028)

- Oligomycine (Sigma Aldrich, Lyon, France ; 04876)

- Antimycine (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A8674)

- FCCP (Sigma Aldrich, Lyon, France ; C2920)

- NADH (Roche, Rosny-sous-bois, France ; 10128023001)
- ATP (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A1852)

- Phosphoenolpyruvate (PEP) (Sigma Aldrich, Lyon, France ; P3637)

Principe :

250mM
20mM
2mM
1mg/ml
100mM
2000U/ml
2750U/ml
3.5M

1M
1mg/ml
1mg/ml
10mM
12mM
10mM

40mM

Cette technique est basé sur la capacité de la FOF1 ATP synthase a hydrolyser I’ATP en ADP + Pi, En effet, lors

de la phosphorylation oxydative, la FOF1 ATP synthase catalyse la synthése d’ATP a partir d’ADP + Pi,

cependant cette réaction est réversible. En présence de phosphoenolpyruvate (PEP), de NADH, de pyruvate
kinase (PK) et de lactate déshydrogénase (LDH), I'hydrolyse de I’ATP aboutit I'oxydation du NADH, H* en NAD*.

Ce qui donne la réaction suivante :

F1-ATP synthase
P ——— ADP

Pyruvate kinase

+PEP ———— ATP + Pyruvate

LDH
+ NADH ————— NAD* + Lactate

L'hydrolyse de I'ATP est donc suivie par la mesure de l'oxydation du NADH. Néanmoins, comme il peut

également étre oxydé par le Cytochrome b5 réductase, la spécificité de la réaction est contrélée par dosage en
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paralléle en présence d'oligomycine (inhibiteur de la FOF1 ATP synthase). Cette technique est également

adaptée a partir de celle décrite par Rustin et al 1994,

Iechnigue :

L. Pré ion d llules :

Les cellules issues de la culture de fibroblastes primaires sont récoltées et congelées en culot sec. Les cellules
sont décongelées a température ambiante, puis reprises dans du tampon A a hauteur de 50ul par million de
cellules. La suspension cellulaire est ensuite plongée 3min dans de |'azote liquide et décongelée rapidement au
bain marie a 37°C. Enfin la suspension est centrifugée 1 min a 20 000g, le surnageant contenant la fraction
cytosolique est retirée pour garder uniquement le culot enrichi en mitochondries. Le culot est de nouveau repris
par 50ul de tampon A par millions de cellules. 200ul de la suspension sont prélevées et transférées dans un truc
en verre résistant a la sonication. Pour la sonication, les tubes sont complétés QSP 250ul par million de cellules
de tampon A. Les cellules maintenues dans la glace sont soniquées 6 x 5s avec 30s de repos entre chaque

sonication.

2. Préparation de Ia réaction :

Deux tubes a hémolyse en verre sont préparés avec 510 pl de solution suivante :

REACTIFS CONCENTRATION EN VOLUME EN pL CONCENTRATION
MM FINALE EN MM

KH2PO4 PH 8.1 100 600 20

H20 19 800

MGCL2 1000 30 1

KCL 200 300 2

PK 20U/ml 15 1U/ml

LDH 27U/ml 15 1.7U/ml

PEP 40 600 0.4

NADH 12 375 0.15

FCCP 1 18 0.6uM

ANTIMYCINE +/- 1mg/ml 5 0.1pg/ml

Les tubes sont incubés 2min a 37°C, puis 75yl cellules soniquées sont ajoutées, avec plus ou moins 2,54l
d'oligomycine. La réaction est déclenchée par l'ajout de 12yl d’ATP 10mM. Immédiatement aprés |'ajout,

I'absorbance est suivie sur 120s a 340nm (spectrophotométre UVmc2, SAFAS, Monaco).

3. Analvse des résul lcul d
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L'activité de la FOF1 ATP synthase est déterminée grace a la formule suivant :

(ADO~0ligo — ADQ*OlyE0) Vtotal
X

AS (cellules) =
(cellules) 1 X eyapu X SNyapn Vessai X p

AS (cell) : Activité spécifique en nmol.min"t.mg de prot™

ADO % : variation de densité optique par minute a 340 nm mesurée sans oligomycine
ADO*A" : variation de densité optique par minute a 340 nm mesurée avec oligomycine

| : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

enapt: coefficient d’extinction molaire du Cytochrome ¢ a 340 nm = 6,22 mM-1.cm!
Snnapx : nombre stoechiométrique du Cytochrome c dans I'équation de la réaction, soit : 1
Vtotal : volume total dans la cuve, en ml soit : 1

Vessai : volume ajouté dans la cuve, en ml, QSP 1ml de mix réactionnel soit :

p : masse de protéines (mg.ml-!) dans 1ml de suspension
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Fiche technique n°14 : Dosage de l'activité Citrate synthase
(CS) sur fibroblastes

Réactifs :

- Tampon A pH 7.2 (tampon de re-suspension des cellules)

o Saccharose (Sigma Aldrich, Lyon, France ; S5016) 250mM
o Tris (Sigma Aldrich, Lyon, France ; T1503) 20mM
o EDTA (Sigma Aldrich, Lyon, France ; E5134) 2mM
o BSA (Sigma Aldrich, Lyon, France ; A6003) 1mg/ml
- 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (Sigma Aldrich, Lyon, France ; D8130) 1mM
- Acide oxaloacétique (Fisher Scientifique; 10188752) 10mM
- Triton 100X (Fisher Scientifique ; 10102913) 10%
- Acétyl Co-enzyme A (Sigma Aldrich, Lyon, France ; 10101907001) 30mM

Principe :

La citrate synthase (CS) est une enzyme mitochondriale du cycle de Krebs. Sa régulation étant essentiellement
allostérique, elle est utilisée comme une référence de masse mitochondriale lors des dosages. Elle catalyse la

formation de |'acide citrique a partir d'oxaloacétate et de I'acétyl Co A. La réaction catalytique est la suivante :

Citrate synthase

Acétyl Co A + Oxaloacétate ————— Citrate + CoASH

Au cours de la réaction, du CoASH est formé et va réagir avec le 5,5-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB)

pour former du trinitrobenzéne (TNB) qui peut étre lue a 412nm. La réaction est la suivante :

2CoASH + DTNB ———— 2TNB + CoA - S — CoA

L Pré tion d llules :
Pour la citrate synthase 1, les cellules sont préparées comme pour le complexe III (fiche technique n°11). Pour

la citrate synthase 2, les cellules sont préparées comme pour le complexe I et la FOF1 ATP synthase (fiche
technique n°10 et 12).

LHUISSIER Charléne | Pathologies de la dynamique
mitochondriale : étude de la relation structure-fonction au cours de la fission mitochondriale 236



2. Préparation de la réaction :

Deux tubes a hémolyse en verre sont préparés avec 965yl de solution suivante :

REACTIFS CONCENTRATION EN VOLUME EN pL CONCENTRATION
MM FINALE EN MM

H20 37 500

TRITON 10X 10% 500 0.1%

DTNB 1 7500 0.15

OA 10 2500 0.5

0.1.10% cellules sont ajoutées dans chaque tube. Les tubes sont incubés 2min a 37°C, la réaction est
déclenchée par I'ajout de 30ul d’Acétyl CoA 30mM. Immédiatement apres, I'absorbance est lue pendant 1 min

30s a 412nm spectrophotométre UVmc2, SAFAS, Monaco).

3, Anal les résultats et calcul d tivités :
L'activité de la citrate synthase est déterminée grace a la formule suivant :

(ADO) « Vtotal

AS (cellules) =
§ (cellules) 1 X erng X Snpyp  Vessai X p

AS (cell) : Activité spécifique en nmol.min-.mg de prot™

ADO : variation de densité optique par minute a 412 nm

| : longueur de traversée du faisceau optique en cm, soit : 1

erne: coefficient d’extinction molaire du Cytochrome ¢ a 340 nm = 13,6 mM-l.cm™

Snte : nombre stoechiométrique du Cytochrome c dans I'équation de la réaction, soit : 1
Vtotal : volume total dans la cuve, en ml soit : 1

Vessai : volume ajouté dans la cuve, en ml, QSP 1ml de mix réactionnel soit :

p : masse de protéines (mg.ml-!) dans 1ml de suspension
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Pathologies de la dynamique mitochondriale : étude de la relation structure-fonction au

cours de la fission mitochondriale.

Mots clés : Structure-fonction, dynamigue mitochondrial, phosphorylation oxydative, ATP
synthase, potentiel de membrane mitochondrial, radicaux libres

Résumé :
fondamental

Les mitochondries jouent un réle
dans la production d’énergie
cellulaire, T'ATP, via la phosphorylation
oxydative. Leur structuration tubulaire, leur
connectivité et leur propriété dynamique
incluant le remodelage des membranes internes
sont indispensables au  fonctionnement
mitochondrial. Les évenements de fusion, de
fission nécessitent une régulation sous le
contrble de dynamine-GTPases: DRP1,
MFN1/2 et OPAl. La bioénergétique et la
dynamique mitochondriale sont fortement
dépendantes, mais leurs relations restent a
mieux comprendre. La  fission des
mitochondries est également une étape
indispensable a I'élimination des mitochondries
défectueuses par la mitophagie, cependant
malgré des déficits énergétiques importants, il
n'est pas retrouvé de fragmentation
mitochondriale dans les cellules de patients
atteints. L’objectif est de mieux comprendre les

seuils bioénergétiques responsables de
linduction de la fission mitochondriale. Pour
cela, a partir de cellules fibroblastiques
contrbles et cellules de patients atteints de
déficits mitochondriaux, nous avons étudié la
réponse aux inhibitions de synthése d’ATP en
suivant  le potentiel de  membrane
mitochondrial, la production de radicaux libres
et la dynamique mitochondriale. Nos résultats
mettent en évidence le rble majeur du
complexe enzymatique FOF1-ATP synthase
dans la résistance a la fission, de par
'adaptabilité de son fonctionnement et de sa
structuration en diméres. Le dépassement de
cette étape favoriserait linduction de la
mitophagie. Ce travail contribue a mieux
comprendre la relation entre la structure et la
fonction des mitochondries et permet de
proposer de nouvelles pistes thérapeutiques
aux pathologies mitochondriales héréditaires
ou communes.

Mitochondrial Dynamics Diseases: study of the structure-function relationship during

mitochondrial fission

Keywords: Structure-function, mitochondrial dynamics, oxidative phosphorylation, ATP synthase,

mitochondrial membrane potential, free radicals

Abstract: Mitochondria play a fundamental
role in the production of cellular energy, ATP,
via oxidative phosphorylation. Their tubular
structure, connectivity and dynamic properties
including remodeling of the inner membranes
are essential for mitochondrial function. Fusion
and fission events require regulation under the
control of dynamin-GTPases: DRP1, MFN1/2
and OPAl. Mitochondrial bioenergetics and
dynamics are strongly dependent, but their
relationships remain to be better understood.
Mitochondrial fission is also an essential step in
the elimination of defective mitochondria by
mitophagy, but despite significant energy
deficits, mitochondrial fragmentation has not
been found in cells of affected patients. The
objective is to Dbetter understand the
bioenergetic thresholds responsible for the

induction of mitochondrial fission. To this end,
using control fibroblast cells and cells from
patients with mitochondrial deficiencies, we
studied the response to inhibitions of ATP
synthesis by  monitoring  mitochondrial
membrane potential, free radical production,
and mitochondrial dynamics. Our results
highlight the major role of the FOF1-ATP
synthase enzyme complex in fission
resistance, due to the adaptability of its
function and its structuring into dimers. The
overcoming of this step would favor the
induction of mitophagy. This work contributes
to a better understanding of the relationship
between the structure and function of
mitochondria and allows us to propose new
therapeutic avenues for hereditary or common
mitochondrial pathologies.
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