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1. Introduction



Le travail exposé dans cette thése a été effectué a la faveur d’un stage de Master 2 de
recherche expérimentale que j’ai effectué au Laboratoire de Biochimie et de Biologie
Moléculaire (INSERM U694) du 1% janvier au 31 juin 2009 a Angers.

Au cours du cursus que j’ai effectué a la faculté de pharmacie de Nancy j’ai découvert
mon intérét pour la biochimie et j’ai eu envie d’orienter ma formation vers la recherche. C’est
dans ce but que j’ai quitté Nancy pour Angers apres avoir été acceptée dans un Master qui me
semblait le plus adapté a mes veeux intitulé : Biosignalisation cellulaire et moléculaire.

Dans le cadre de ce Master j’ai eu la chance d’effectuer 6 mois de stage dans le Laboratoire
de Biochimie et de Biologie Moléculaire (INSERM U694) dont les travaux concernent
essentiellement les pathologies mitochondriales. Le Professeur Pascal REYNIER, en charge
du département de Biochimie Génétique du CHU d’Angers, m’a donné 1’occasion de
travailler sur ce sujet passionnant regroupant biochimie et génétique sous la direction du

Docteur Marie-Anne POU et du Professeur Vincent PROCACCIO.

Les résultats présentés dans cette theése concernent 1’influence d’une mutation de
I’ADN mitochondrial sur le métabolisme cellulaire. La mitochondrie est un organite
intracellulaire essentiel dans les processus bioénergétiques cellulaires et tissulaires. Un
dysfonctionnement mitochondrial va alors avoir comme conséquence une baisse de la
production d’énergie, entrainant ainsi 1’apparition de symptdmes touchant préférentiellement
les tissus fortement consommateurs d’énergie comme le cerveau. (DiMauro, 2004, Wallace,
1999) Au dela de leur capacité a utiliser les molécules organiques pour synthétiser de I’
Adénosine Tri Phosphate (ATP, source principale d’énergie pour la cellule), les
mitochondries sont également impliquées dans d’autres mécanismes tels que 1’apoptose (mort
cellulaire programmée) ainsi que dans la régulation de la production d’espéces réactives de
I’oxygene (ERO) impliquées dans le stress oxydant et connues pour leur effet délétere sur la

survie cellulaire.

En 1929, le chimiste allemand Karl Lohmann découvrit I'ATP dont la structure fut
¢lucidée quelques années plus tard. En 1948 Sir Alexander Todd (Prix Nobel de Chimie en
1953) réalisa la synthése de I'ATP. Pendant les années 1939-1941, Fritz Lipmann (prix Nobel
de médecine et physiologie en 1953 également) a démontré que la cellule utilise I'ATP
comme fournisseur universel de 1'énergie contenue dans ses liaisons phosphate qui en sont

particuliérement riches.



Les mitochondries constituent ce qu'on a coutume d'appeler « la centrale énergétique »
de la cellule. On peut également les considérer comme des organites dans lesquels 1'énergie
contenue dans les liaisons moléculaires des métabolites provenant des aliments ingérés, est
convertie en ATP. L'ATP a un rdle capital puisque son hydrolyse en ADP (Adénosine Di
Phosphate) et Pi (Phosphate inorganique) est requise dans un grand nombre de processus
cellulaires tels que le transport actif d'ions au travers de la membrane (ATPases), les
déplacements des protéines motrices et la polymérisation des filaments d'actine, par exemple.
L'ATP a aussi une place essentielle dans la production des autres nucléotides et dans le
déroulement de nombreux processus métaboliques. Enfin, 'ATP joue un role dans la
régulation des cascades de signalisation intracellulaire. Pour chiffrer cette importance, on peut
dire que chaque jour un adulte utilise (et recycle) une quantité d'ATP équivalente a 75% de
son poids corporel ! On estime que dans les conditions de repos, un tiers du total est utilisé
pour le fonctionnement des pompes membranaires comme les Na+/K+ ATPases. A 1'état de

repos de l'individu, les organes les plus consommateurs sont le coeur et le foie.

Des mutations génétiques portant sur la mitochondrie induisent des pathologies dites
« mitochondriales » touchant principalement les tissus présentant une forte demande
énergétique. De telles pathologies mettent en cause un dysfonctionnement biochimique de la
mitochondrie en particulier dans le cas du diabéte (Whittaker et al, 2007) du vieillissement
(Krishnan et al., 2007), et dans de nombreuses maladies neurodégénératives. Ces pathologies
peuvent étre associées a des anomalies biochimiques précises relevant pour un certain nombre
d’entre elles de mutations affectant I’ADN mitochondrial (ADNmt) dont I’existence a été
mise en évidence, en 1963.

En effet, de nombreuses maladies mitochondriales héréditaires sont la conséquence
d'une mutation pathogénique de I’ADNmt. Celle-ci peut étre associée a une altération du
métabolisme mitochondrial, une désorganisation de la chaine respiratoire (principale source
de I’énergie cellulaire située dans la membrane mitochondriale), une production excessive
d’Especes Réactives de I’Oxygene (ERO) entrainant le processus apoptotique ou mort
programmeée des cellules. Parmi ces mutations de I’ADNmt, la mutation A3243G (Finsterer,
2007) responsable de 80% des syndromes MELAS est 1’'une des plus fréquentes dans la
population (Elliott et al., 2008 ; Schaefer et al., 2008).

Il s’agit d’'une mutation de type hétéroplasmique, ceci signifie qu’il y a, dans un méme tissu,
co-existence de genes mutés et de génes normaux. La proportion de mitochondries mutées

influence le taux de pathogénicité observé en clinique.



Récemment un nouveau modele cellulaire issu d’une lignée cancéreuse de
neuroblastome SHSY-5Y portant la mutation A3243G a différents niveaux d'hétéroplasmie a
été créé dans le laboratoire. Ces lignées pourraient représenter un modele d’étude de choix
pour mieux appréhender les mécanismes moléculaires et biochimiques impliqués dans le
syndrome MELAS mais aussi permettre une analyse de I'impact de 1'héteroplasmie sur la
physiopathologie cellulaire. Grace a une caractérisation exhaustive de ces lignées, différentes
stratégies de modulation des fonctions mitochondriales pourront par la suite étre évaluées in
vitro ainsi que les effets thérapeutiques potentiels de molécules candidates agissant sur ces

fonctions mitochondriales.

1.1 Généralités sur la mitochondrie

1.1.1 Structure de la mitochondrie

Les mitochondries ont une structure en forme de batonnet ou de sphére de 0,5 a 1 um
de diamétre. Leur nombre est variable selon l'activit¢ métabolique. Leur origine semble
¢tablie : elle dériveraient de I’endosymbiose d’une bactérie de la classe des a-protéobactéries

dans une cellule précurseur.

Ces organites intracytoplasmiques sont limités par deux membranes de propriétés tres
différentes et dont 1’origine n’est pas ¢lucidée. La membrane externe est pauvre en protéines
et contient une protéine transmembranaire, la porine, qui permet le passage des ions et des
métabolites hydrosolubles de masse molaire < 10.000 Da. A I'inverse, la membrane interne est
trés riche en protéines mais elle est quasiment imperméable aux ions et aux métabolites
hydrosolubles. Ces substances ne peuvent traverser la membrane qu'a l'aide de protéines
membranaires de transport (qu'on appelle "navette") : 'ATP, 'ADP et le Pi sont transportés
par ce type de protéines. L'espace entre ces deux membranes s'appelle I'espace

intermembranaire.

La zone interne de la mitochondrie (bordée par la membrane interne) s'appelle la
matrice. Elle contient les enzymes du cycle de Krebs et la plupart de celles qui catalysent
I'oxydation des acides gras. La chaine respiratoire est localisée dans la membrane interne des
mitochondries. Le nombre des crétes accroit la surface de cette membrane et ainsi chaque
mitochondrie contient des milliers d'exemplaires de la chaine de transport d'¢lectrons. Les

crétes pénetrent dans la matrice. Certaines protéines mitochondriales sont synthétisées par la



mitochondrie, mais la plupart d'entre elles sont codées par le génome nucléaire et importées

dans la mitochondrie.

Ce sont des organites semi-autonomes qui possédent leur propre génome (ADN,
genes), des ribosomes 70S, des ARN, et une trentaine de protéines y sont synthétisées
directement. Elles sont particulierement impliquées dans le métabolisme oxydatif puisqu’elle
contiennent la chaine respiratoire mais également dans le métabolisme glycolytique puisque

que le pyruvate issu de la glycolyse est oxydé dans la mitochondrie.
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Figure 1 :

Représentation de la structure mitochondriale A : schématique B : en microscopie
optique ("Principes de Biochimie" Horton, Moran, Ochs, Rawn et Scrimgeour

(1994), Ed. DeBoeck Universités)



1.1.2 Métabolisme respiratoire

Les organismes aérobiques synthétisent I’ATP principalement par deux voies, la
glycolyse dans le cytosol et la phosphorylation oxydative sur la membrane interne de la
mitochondrie chez les eucaryotes. La phosphorylation oxydative représente la source
majoritaire d’énergie puisqu’elle fournit dix-sept fois plus d’ATP que la glycolyse pour une
méme quantité de glucose dégradée.

La synthése d’ATP par la mitochondrie est donc principalement couplée a la
consommation d’oxygene et représente 80% de la consommation d’oxygeéne au niveau de la
mitochondrie. (Rolfe et Brown, 1997) De plus, 90% de la consommation d’oxygéne de repos
(métabolisme de base) chez les mammiferes, est d’origine mitochondriale (Rolfe et Brown,
1997). 11 apparait donc que la respiration et la synthése d’ATP au niveau de la mitochondrie

sont deux ¢léments au centre du métabolisme énergétique.

La chaine respiratoire compte cinq complexes enzymatiques constitués de nombreuses
sous-unités protéiques, la plupart enchassées dans la membrane interne mitochondriale.
Le nombre de sous unités codées soit par 'ADNmt ou I'ADN nucléaire est indiqué dans la

figure 2 :

le complexe I : NADH - ubiquinone oxydoreductase (NUR),

le complexe II : succinate - ubiquinone oxydoreductase (SUR),

le complexe III : ubiquinol cytochrome ¢ oxydoreductase (UCCR),
le complexe IV : cytochrome ¢ oxydase (COX),

le complexe V : ATP synthase (ATPase).
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Figure 2 :

Schéma de la chaine respiratoire (annales de cours de biologie

Métabolisme du Glucose http://herman.denis.club.fr)

le complexe I :

Le (NADH + H") céde ses électrons par paire (sous forme d'ion hydrure, H') alors que

le coenzyme Q (ou ubiquinone) les accepte un par un. Le complexe I catalyse la

réduction de la FMN ou flavine mononucléotide par le (NADH + H") selon les étapes

suivantes :

+H',+H H,-¢ -H,-¢

FMN > FMNH, S 511} & CH— > FMN

La FMN est donc une sorte de "convertisseur”" d'un flux bi-électronique en un flux

mono-¢lectronique. Elle céde ses électrons a un ensemble de centres Fer - Soufre,

accepteurs mono-¢électroniques, qui eux-méme les cédent au coenzyme Q qui est réduit

en passant par un intermédiaire semi-quinone :

+e +2H  +e




Le coenzyme Q est un transporteur mobile de la chaine respiratoire ; lors du
déplacement des ¢électrons au sein du complexe I, celui-ci expulse 3 ou 4 protons de la
matrice vers 1’espace intermembranaire, ce qui crée un gradient de concentration de

protons.

le complexe II :

Le complexe II accepte deux électrons du succinate et catalyse la réduction du
coenzyme Q en QH,, le succinate étant transformé en fumarate (c'est l'une des
réactions du cycle de Krebs). La réaction met en jeu le FAD, des centres Fe - S et un
cytochrome bs49 attaché au complexe II. La variation d'énergie libre de la réaction est
faible du fait d'une faible différence de potentiel de réduction entre les donneurs et les
accepteurs d'électrons. En conséquence, le complexe II ne contribue pas a 1'expulsion

de protons

Cependant, le complexe II joue un autre réle puisque c'est par lui qu'entrent les

¢électrons :
« du FADH, issu du cycle de Krebs ;

« porté par le (NADH + H") formé lors de la glycolyse est transféré sous forme de

FADH,; dans la mitochondrie par des systémes de "navette".

le complexe 111

Le complexe III est constitué¢ entre autre d'une protéine Fer - Soufre, d'un cytochrome
b qui porte les groupes héme bs4) et bsgs et du cytochrome c;. Les €lectrons sont cédés
par le complexe III au cytochrome c (attention : différent du cytochrome c;) qui les
ameéne au complexe IV. Le tracé des électrons n'a été résolu que quand un trajet
circulaire, appelé cycle Q, fit suggéré par Peter Mitchell puis détaillé entre autres par
Bernard Trumpower. Le coenzyme Q et le coenzyme QH; diffusent d'une face a l'autre
de la membrane mitochondriale interne et I'ensemble des deux hémes du cytochrome b
occupe toute 1'épaisseur de cette membrane. La variation d'énergie libre liée au
parcours des ¢lectrons au sein du complexe III est 1égerement plus faible que celle
générée par le complexe 1. Cependant, 2 x 2 protons sont expulsés vers 1’espace
intermembranaire, le complexe III contribue donc également a la formation du

gradient de concentration de protons.



le complexe IV :

Le complexe IV est le dernier de la chaine de transport d'électrons : il catalyse la
réduction de 'oxygeéne moléculaire (O2) en eau (H20). Quand les électrons traversent
les cytochromes a et a;, les atomes de fer et de cuivre des hémes changent d'état
d'oxydation. Le complexe IV contribue a la formation du gradient de concentration de
protons en expulsant 2 protons vers l'espace intermembranaire et, du fait de la

formation de molécule d'eau, en soustrayant des protons de la matrice.

Le complexe V ou ATP synthase

Le complexe V, appelé ATP synthase FoF;, se sert du gradient de concentration de
protons comme source d'énergie pour synthétiser I'ATP. Le sigle "F" désigne un
facteur de couplage, selon la nomenclature des enzymes : en effet, I'ATP synthase
couple la phosphorylation de 'ADP en ATP a l'oxydation de substrats par la

mitochondrie.

« Fj est I'élément qui catalyse I'hydrolyse de I'ATP : on l'appelle usuellement I'ATPase
F, ou ATP hydrolase ;

« Fy constitue un "tunnel" a protons sur toute l'épaisseur de la membrane interne de la
mitochondrie. Il a été baptisé ainsi du fait de sa sensibilit¢ a I'oligomycine,

antibiotique qui en se fixant a Fy empéche la synthése d'ATP

mécanisme général de la chaine respiratoire

L’oxydation du NADH ou du FADH;, produits lors du catabolisme des sucres et des
acides gras, initie le transfert des ¢électrons de la chaine respiratoire sur les complexes I et II,
respectivement. Ce transfert, incluant deux transporteurs d’électrons mobiles: le coenzyme Q
et le cytochrome c, a lieu de maniére séquentielle lorsqu’un complexe passe de I’état réduit a
un état oxydé. Les électrons des complexes I et II sont ainsi transférés au coenzyme Q (CoQ)
puis au complexe III, avant de rejoindre le cytochrome ¢ (cyt ¢) puis leur accepteur final,

I’oxygene moléculaire lequel est réduit en H,O au niveau du complexe 1V.

Au cours de ce transfert d’électrons, les protons sont transloqués dans 1’espace inter

membranaire a partir des complexes I, III et IV. Leur accumulation permet de générer un



potentiel de membrane compris entre -150 et -180mV. La membrane interne, imperméable
aux protons, devient alors chargée positivement sur sa face externe et négativement sur sa
face interne. Ceci contribue a créer une force protomotrice qui oriente les protons vers la
matrice mitochondriale via I’ATP synthase (complexe V) en développant suffisamment
d’énergie pour favoriser le couplage réactionnel entre I’oxydation des équivalents réduits
(NADH, FADH?2) et la phosphorylation de I’ADP a partir de Phosphate (Pi). Ce couplage est
appelé phosphorylation oxydative.

La production d’ATP par la chaine respiratoire nécessite 1’expression coordonnée de
deux génomes de la cellule (nucléaire et mitochondrial). La génétique des maladies
mitochondriales est complexe en raison de la double origine génétique des protéines
mitochondriales. Ainsi, une mutation touchant un géne codant pour des sous unités de la

chaine respiratoire pourra tre a 1’origine d’un dysfonctionnement mitochondrial.

1.1.3 Métabolisme énergétique et équilibre redox

Les nucléotides pyridiniques (NAD', NADH, NADP", et NADPH) jouent un rdle clé

dans la cellule, non seulement comme cofacteurs dans la majorité des réactions d’oxydo
réduction, mais aussi comme régulateurs d’un grand nombre de processus cellulaires. Le
NAD", présent surtout sous forme oxydée, est essentiel pour la transduction de 1’énergie dans
les réactions cataboliques, tandis que le NADP", prédominant sous forme réduite, représente

le pouvoir réduit majeur dans la plupart des réactions de biosynthése.

Le NADP(H) est par ailleurs un cofacteur essentiel dans les systémes de défense
oxydatif contre les especes réactives de 1’oxygene. Ces cofacteurs étant donc directement
impliqués dans la régulation de 1’état redox des cellules, les rapports NAD/NADH et
NADPH/NADP" rendent compte du statut redox des cellules (Beladov and Simon, 2004).

De plus, le NAD", le NAD(P)" et leurs dérivés servent de molécules substrats dans de
nombreuses réactions de modifications covalentes des protéines (Zhang et al., 2002),
impliquées le vieillissement cellulaire (Denu, 2005) et dans les morts cellulaires programmées
(Magni G et al., 2004). Ainsi, en influencant les rapports intracellulaires NAD/NADH et
NADPH/NADP, des modifications des teneurs en nucléotides pyridiniques ont été corrélées a
des dommages cellulaires irréversibles aboutissant a différentes pathologies telles les diabétes

et les cancers (Lin et Guarente, 2003).
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1.1.4 ADN mitochondrial

Les mitochondries ont leur propre information génétique: I’ADN mitochondrial
(ADNmt).
Le génome mitochondrial humain est composé de 16 569 paires de bases, il est circulaire,
bicaténaire, non associ¢ a des histones et ne possede aucun intron contrairement a ’ADN
nucléaire (ADNn). L’ADNmt représente 1% environ de I’ADN cellulaire total. Ceci
correspond a la présence de 2 a 10 copies d’ADN par mitochondrie. L’ ADN mitochondrial est
codant sur toute sa longueur, a I’exception d’une région appelée boucle D de 1000 pb environ,
contenant 1’origine de réplication de la chaine lourde ainsi que les promoteurs de transcription
des brins lourd et 1éger, et d’une région plus courte, présentant 1’origine de réplication de la
chaine légere. Le brin lourd code 14 ARN de transfert, les 2 ARN ribosomaux et 12 protéines.

Le brin léger code les 8 ARN de transfert restant et une sous unité du complexe I.
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Figure 3 :
Représentation de I’ADN mitochondrial

22 geénes d’ARN de transfert nécessaires a I’expression de I’ADNmt
(représentés par les points) et 13 génes codant pour des protéines de la chaine
respiratoire. ND : NADH-déshydrogénase ; Cytb : cytochrome b (ubiquinone-
cytochrome c-réductase) ; CO : cytochrome c-oxydase ; ATPase : ATP-
synthase. La boucle D est une région de controle de la réplication et de la
transcription qui comporte deux promoteurs de transcription (HSP et LSP) et

une origine de réplication (OH). May-Panloup et al. (2004)
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Les mitochondries d’un individu sont quasi-exclusivement d’origine maternelle. En
effet, lors de la fécondation le capital mitochondrial de la cellule ceuf est constitué des
mitochondries présentes dans les deux gametes, or le gamete male ne comporte que trés peu
de mitochondries contrairement au gamete femelle qui posseéde un cytoplasme plus important.
Cette transmission maternelle rend compte de la génétique particuliére rencontrée pour les
maladies dites mitochondriales (Wallace et al., 2007). Les cellules humaines possédent
plusieurs centaines a plusieurs milliers de mitochondries et chaque mitochondrie présente 2 a
10 copies d’ADNmt. Lors des divisions cellulaires, la répartition du capital mitochondrial
s’effectue de maniere aléatoire. Au sein d’une méme cellule, plusieurs ADNmt différents
peuvent coexister (phénomene d’hétéroplasmie) (Figure 4). L’expression phénotypique au
niveau cellulaire va dépendre en grande partie des proportions d’ADN normal et d’ADN
muté. En effet, en fonction du pourcentage d’ADN muté, il y aura une diminution variable des
capacités de la chailne respiratoire a générer de I’ATP mais aussi une augmentation du stress
oxydatif mitochondrial entrainant secondairement des phénomeénes d'apoptose

mitochondriale.

@ = Mitochondries mutées Cellule

= Mitochondries normales
L)

Divisions \

Pas de Symptomatologie

) Symptomes
variable

svmptomes seveéres

Figure 4 :

Ségrégation mitochondriale stochastique lors des divisions cellulaires. La
symptomatologie et les effets cellulaires vont donc dépendre du taux d’hétéroplasmie

mitochondriale
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La répartition aléatoire des mitochondries lors de la division cellulaire permet
d’obtenir différents profils cellulaires a partir d’une cellule hétéroplasmique pour une
mutation mitochondriale. Des cellules homoplasmiques ne présentant que I’ADNmt sauvage
(non muté) chez lesquelles on n’observe aucun symptome, des cellules homoplasmiques ne
présentant que des mitochondries portant la mutation et entrainant une clinique séveére ainsi
que des cellules hétéroplasmique provoquant une clinique dépendant du taux de présence de

la mutation.

Les maladies mitochondriales ont été associées avec un large spectre de symptomes
appartenant aux maladies neurodégéneratives incluant désordres du mouvement, cécité,
surdité, épilepsie, accidents vasculaires, diabetes et autres pathologies.

De plus, un dysfonctionnement mitochondrial représente un élément clé dans les phénomenes

dus au vieillissement ou pour les maladies liées a I’age.

Chez I’homme, les maladies mitochondriales représentent le groupe le plus important
des maladies métaboliques. Plus de 200 mutations touchant les génes de I'ADNmt ont été
rapportées a ce jour (http://www.mitomap.org/). Cependant une mutation dans un géne codé
par I'ADNmt n'est pas nécessairement représentée sur toutes les copies. Il y a en général co-
existence de geénes mutés et de génes normaux, dans le méme tissu, dans la méme cellule
voire dans la méme mitochondrie. Cette propriété connue sous le nom d'hétéroplasmie de
I'"ADNmt joue un rdle important dans I'expression des mutations mitochondriales. (Wallace et
al., 2007) Ce taux n'est pas nécessairement le méme d'une cellule a 1'autre, et encore moins

d'un tissu a l'autre ou entre les membres d'une méme famille.
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1.2 Syndrome MELAS

1.2.1 Caractéristiques cliniques

La mutation A3243G est responsable de différentes cliniques qui varient en fonction
du degré d’hétéroplasmie (Sproule and Kaufmann, 2008), et du type du tissu atteint.
Ainsi, il est possible d’observer un diabete le plus souvent associé¢ a une surdité (la mutation
est a I’origine de 1 a 2% des diabétes de type 2), une myopathie associée a une intolérance a
I’effort et dans les cas plus graves, un syndrome MELAS (Myopathie Encephalopathie

Acidose Lactique et « Stroke Like » pseudo accidents vasculaires) (Goto et al., 1991 ; Van

Eijsden et al., 2008).

[T = "'.Ii DeLesn
I
P4 R
s g -
A B M
v DEAF 15550 Mob i,
I . MELAS 32430 LHON 14434C ==
r L]

N S | - 5 L}
T A LESO 144530 " L o
T i

o ¢ _'I “““‘Lu:m.ui:n I i Il

kb cekefign
W] ety Ao it DM 8, e, = HiE

Figure 5 :
Localisation des mutations de I’ADN mitochondrial les plus fréquentes.

La maladie débute le plus souvent dans I’enfance ou chez de jeunes adultes. Les
épisodes déclenchés par une infection ou un effort physique, associent céphalées
vomissements et parfois des signes évoquant un accident vasculaire. Il existe souvent des
symptomes chroniques comme une myocardiopathie (Moraes et al., 1992) , une surdité, un
diabéte (Meas et al., 2009), une petite taille, une faiblesse musculaire, un retard mental, des

troubles de I’apprentissage, de la mémoire ou de I’attention. Le pronostic du syndrome de
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MELAS est sévére. Chacun des épisodes peut entrainer le déces du patient. De plus, les
¢épisodes ont un effet cumulatif qui aboutit 2 une détérioration mentale graduelle, allant

jusqu’a la démence, la perte de la vision et de I’audition (Wallace et al., 2007).

1.2.2 Caractéristiques génétiques

Le syndrome de MELAS est communément associ¢ a la présence d’une mutation
commune hétéroplasmique de I'ADNmt en position 3243 (Figure 3) avec le remplacement
d’une adénine par une guanine qui altére la boucle dihydro-uridine au niveau de I’ARNt de la
leucine Au moins 10 mutations différentes ont été identifiées mais la grande majorité des
patients (80%) sont porteurs de la mutation A3243G.

Parmi les variants de I’ADNmt, cette mutation A3243G est I’'une des plus communes.
D’apres des études récentes menées sur 3000 échantillons de sang de cordon ombilical de
nouveaux nés, une mutation mitochondriale est détectée dans 1/200 nouveaux nés; et dans
33% des cas, cette mutation correspond plus particulierement a la mutation A3243G (Elliott et

al., 2008, Schaefer et al., 2008).

1.2.3 Modéles d’étude

Il n’existe, a ce jour, aucun modele animal permettant d’étudier le syndrome MELAS.
Le modele cellulaire « cybride » 143B issu de cellules d’ostéosarcome (King and Attardi,
1989) est couramment utilisé pour analyser la pathogénicité des variants de I'ADNmt et aussi
d'étudier I'impact de ces mutations. Une lignée cybride est issue de la transformation d’une
cellule hote appelée thoO dépourvue de toutes ses mitochondries par la fusion avec des
cytoplastes de cellules énuclées au préalable contenant des mitochondries dont I’ADNmt
porte la mutation a analyser (King and Attardi, 1989). Dans le travail publié par Pallotti et al.
(2004) les auteurs ont également entrepris d’utiliser des cybrides 143B comprenant la
mutation A3243G et d'analyser les conséquences sur la chaine respiratoire (consommation

d’oxygéne, synthese d’ATP).
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1.3 Lignée cybride SHSY-5Y

1.3.1 Origines de la lignée parentale

La lignée SHSY-5Y est initialement issue de la lignée SK-N-SH originaire d’une
biopsie d’un patient atteint de neuroblastome (Biedler et al., 1973 ; Encinas et al., 2000). Les
cellules issues de cette lignée primaire ont développé deux phénotypes distincts de
morphologie et de caractéristiques biochimiques différents : neuroblastique (type N) et
adhérent au substrat (type S) (Ross et al., 1983).

Les cellules de phénotype neuroblastiques ont été retenues pour fabriquer les cybrides
transmitochondriaux qui ont servi de modele dans ce travail.

La lignées SHSY-5Y a dé¢ja été utilisée comme modele pour I’étude de maladies
neurodégénératives (Gegg et al., 2009). Ce modele cellulaire issu de la transformation de
cellules de neuroblastome (SHSY-5Y) dépourvues de leurs ADNmt et complémentées par des
cytoplastes contenant des mitochondries mutées a été utilisé pour analyser l'impact de la
génétique mitochondriale sur des pathologies neurodégénératives de type Alzheimer (Miller

etal., 1996).

1.3.2 Construction des cybrides

Récemment une lignée de cybrides (hybrides cellulaires) SHSY-5Y portant la
mutation A3243G a été créée dans le laboratoire. Issues de la fusion entre des cellules
immortalisées d’origine neuronale et des cytoplastes contenant des mitochondries portant la
mutation A3243G. Ces cybrides conservent I’information nucléaire de la cellule hote et ont la
particularité d’exprimer la mutation mitochondriale A3243G (Figure 4). En outre cette lignée
cellulaire a la capacité¢ de différenciation en cellules de type neuronal et offrent ainsi un
modele d’étude appropriée a I’étude d’une pathologie neurodégénérative.

En fonction de la proportion de mitochondries mutées intégrées on obtient alors des

cybrides transmitochondriaux de différents taux d’hétéroplasmie.
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®
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donneurs de mitochondries

Figure 6 :
Création de la lignée de cybrides transmitochondriaux SHSYS5Y portant la

mutation mitochondriale A3243G

La lignée SHSY-5Y a été traitée par la thodamine 6G (R-6G), qui par accumulation
sé¢lective intramitochondriale induit leur élimination. Ces cellules appelées p0 sont ainsi
dépourvues de leurs mitochondries. La perte de fonction de la chaine respiratoire
mitochondriale est fatale a la cellule qui deviennent auxotrophes vis-a-vis du pyruvate et de
I’uridine afin de pouvoir survivre.

Des cytoplastes contenant des mitochondries présentant la mutation A3243G ont été
obtenus a partir de fibroblastes d'un patient porteur de la mutation A3243G, préalablement
énucléés afin de ne transmettre que leur information génétique mitochondriale. Les
mitochondries mutées ont ¢été incorporées aux cellules pO par fusion chimique ou

¢électrofusion.
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Les cellules ayant internalisées les mitochondries avec succes, sont alors capables de
survivre dans un milieu sans uridine ni pyruvate ; ceci permet de sélectionner les cybrides
transmitochondriaux. Les cybrides ainsi obtenus portent donc la mutation d’intérét et
conservent le type neuronal (Gimenez Cassina et al., 2006) ce qui en fait un modéele d’étude

privilégié pour les maladies neurodégénératives (Jdamsa et al., 2004).

A la suite de cette opération on a obtenu des cybrides de différents taux
d’hétéroplasmie en fonction de la proportion de mitochondries mutées et sauvages intégrées a
la cellule hote. Ces cellules ont été clonées séparément et leur taux d’hétéroplasmie a été
¢valué. Pour ce travail nous avons retenu les cellules parentales ainsi que les cybrides

présentant 100% et 70% de mutation.
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1.4 Obijectifs du projet

L’objectif de mon stage de M2, a ¢été d’étudier les effets de 1I’hétéroplasmie de
I'ADNmt sur la division et la différenciation cellulaire d’une part, sur le métabolisme
énergétique d’autre part. Pour cela j’ai travaillé a partir de cybrides SHSY-5Y présentant
différents taux de la mutation A3243G: 70%M et 100%M, correspondant respectivement a
des cellules hétéroplasmiques et homoplasmiques. Ces cybrides mutantes ont
systématiquement ¢ét¢ comparées aux cellules SHSY-5Y parentales ne présentant pas la
mutation. Les conditions de culture ont été optimisées pour les différentes lignées de cybrides.
L’identité neuronale des lignées cybrides a été vérifiée d’un point de vue morphologique et
immunohistochimique avec I'expression de caractéristiques de cellules neuronales. L'étude de
la croissance et de la différenciation a ¢été réalisée. Puis, a partir des lignées cellulaires
différenciées et non différenciées l'analyse du métabolisme énergétique a été effectuée avec
les différents paramétres de la chaine respiratoire mitochondriale incluant les cofacteurs

pyridiniques (NAD+, NADH, NADP+ et NADPH).
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Figure 7 :

Schéma récapitulatif des parameétres étudiés.
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2. Materiels et
Meéthodes



2.1  Matériel
Les milieux de culture, le sérum de veau feetal, la glutamine et les antibiotiques
proviennent de PAA (France). Les réactifs pour les dosages de complexes, I’oxygraphie et les

cofacteurs ont ét¢ commandés chez Sigma-Aldrich (France).

2.2 Culture cellulaire

Les cellules SHSY-5Y des différentes lignées (parentales, 70%M et 100%M) ont été
cultivées dans des flasques de culture stériles et mises a I’étuve a 37°C avec 5% de CO, le
milieu de culture a été changé tous les deux jours. Les cultures cellulaires ont ét¢ menées de

deux fagons différentes en fonction de leur stade de différenciation.

2.2.1 Culture des cellules non différenciées

Les conditions de culture optimales permettant une croissance correcte pour chaque

lignée cellulaire ont été recherchées et mises en place (Tableau 1).

Tableau 1 : conditions optimales de culture cellulaire des différentes lignées

Parental | 70 %M | 100% M

Concentration en glucose dans le milieu DMEM | 4,5 ¢g/LL | 0,5¢g/L | 4,5 g/L

Sérum de Veau Feetal (SVF) 10% 10% 10%
Uridine 100 pg/mL - - +
Pyruvate 100 pg/mL - - +

NB : les milieux de culture ont tous été¢ additionnés de 2 mM de glutamine et d’un cocktail

d’antibiotiques (streptomycine 2 mM, pénicilline G 100 U/mL et amphotéricine B 0,25 pg/mL).

Les cellules 70% M ont été cultivées dans un milieu DMEM contenant 0,5 g/L de
glucose afin de limiter la dérive de leur taux d’hétéroplasmie au fur et a mesure des passages.
Le milieu de culture des cellules 100% M a été supplémenté en uridine et pyruvate
100pg/mL afin de compenser le déficit de la chaine respiratoire des cellules mutées.

Pour que les analyses du métabolisme cellulaire soient effectuées a partir de cellules
issues de conditions de culture similaires, toutes les lignées cellulaires ont été cultivées dans

un milieu de culture similaire : DMEM 4,5 g/L. de glucose, 10% de SVF et 100 pg/mL
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d’uridine avec 2mM de glutamine, 2mM de streptomycine, 100 U/mL de pénicilline G et 0,25
png/mL d’amphotéricine B.
Les cellules non différenci¢es ont été récoltées en phase exponentielle de croissance

pour effectuer les différentes analyses.

2.2.2  Culture des cellules différenciées

Un million de cellules ont été ensemencées dans des flasques de culture traitées au
collagene I afin d’obtenir une meilleure adhésion des cellules une fois différenciées. Les
cellules sont cultivées 2 a 3 jours dans le milieu non différencié¢ avant d’entamer le protocole
de différenciation neuronale qui s’effectue de la manicre suivante : les cellules sont tout
d’abord cultivées pendant 5 jours dans un milieu DMEM 4,5 g/L de glucose avec 5% de SVF,
100 pg/ml d’uridine, 2 mM de glutamine supplémenté en acide rétinoique (10 pM). Ce
dernier a pour rdle d’activer la différenciation neuronale en inhibant la voie Wnt/beta
caténine. Le milieu est ensuite remplacé par du DMEM/F12 additionné de 5 % de SVF, 100
pg/ml d’uridine, 2 mM de glutamine et 50 ng/ml de BDNF (Brain Derived Neurotrophic

Factor) facteur de croissance neuronal.
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2.3 Croissance cellulaire et production de lactate

Afin d’étudier la croissance cellulaire, les cellules des différentes lignées (parentales,

70%M et 100%M) ont été ensemencées en duplicat et de facon homogene pour chaque jour

70% 100
M %M

70% 100
M %M

de croissance.

Figure 8 :

Ensemencement d’une plaque « six puits » (une plaque par jour de croissance)

Chaque jour, a heure fixe, les cellules de chaque lignée ont été trypsinées et comptées
en triplicat (compteur automatique, Beckman Coulter). De plus, une fraction du milieu de
culture de chaque lignée a été conservée pour le dosage de la concentration en lactate et en

pyruvate.

La concentration en lactate du milieu a été déterminée par spectrophotométrie a 1’aide
d’un kit enzymatique (Boerhinger) sur un appareil Hitachi-Roche (Roche Diagnostics
GmbH). La décroissance de la quantit¢ de NADH en présence de lactate deshydrogénase
mesurée a une longueur d’onde de 340 nm a permis de calculer la concentration de pyruvate
du milieu. (Ichai et al., 2000)

La mesure de la production de lactate et de pyruvate a été normalisée par la quantité de

protéines dosée selon la méthode de Lowry et al. (1951).
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2.4 Différenciation et analyse morphologique et immunocytochimique de 1’identité

neuronale

Des cellules a 0% et 100% de mutation ont été mises en culture sur des lames de
verres placées au fonds des puits d’une plaque 6 puits. Les cellules ont été différenciées, puis
un marquage immunohistochimique a été effectué¢ avec un anticorps dirigé contre un isotype
de la tubuline (B3) présenté¢ comme marqueur spécifique des cellules neuronales (Draberova
et al., 1998). Un marquage au DAPI a également été effectué¢ afin d’observer le noyau des

cellules.

La différenciation des cellules SHSY-5Y en cellules de type neuronal peut donc étre
confirmée sur les plans morphologique (présence de dendrites) et par immunohistochimie

(hybridation avec I’anticorps) par ces observations en microscopie a épifluorescence.

Lorsque les cellules atteignent 70% a 80% de confluence, les lamelles sont collectées
dans les puits de culture et sont lavées dans du PBS 1x a 37°C pendant 2 min puis fixées a
I’aide de paraformaldéhyde 4% (15 min) et rincage en PBS 1x trois fois.
Elles sont ensuite perméabilisées a 1’aide d’un traitement de tampon phosphate/Triton x100,
lavées en PBS (tampon salin phosphate) et mise a saturation dans de la BSA (Serum
Albumine Bovine) 5% (10 min) avant ’incubation avec 1’anticorps primaire murin anti-3
tubuline (Santa Cruz Biotechnology, dilution : 1/400) toute la nuit a 4°C.
Les lamelles sont rincées deux fois au PBS et sont incubées avec I’anticorps secondaire : IgG
de lapin dirigé contre la souris (Invitrogen, dilution : 1/400, couplé a I’alexa Flua 488) 1h a
température ambiante. Les lamelles sont ensuite rincées a nouveau et incubées avec du DAPI
(ImM dilution : 1/300) afin de permettre 1’observation du noyau par fluorescence. Le
montage est ensuite effectué sur lame de verre et conservé a 4°C jusqu'a I’observation en
microscopie.

Ce protocole utilisé en routine au laboratoire a été adapté a 1’étude de ces cellules.
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2.5 Mesure de I’hétéroplasmie mitochondriale (Sarzi et al., 2007 ; Attardi et al.,
1995)

L’extraction d’ADN a été réalisée sur culot cellulaire (un million de cellules) par la

méthode de rétention sur billes magnétiques (EZ1 Biorobot, Qiagen).

2.5.1 Amplification d’une séquence d’ADN : technique de la PCR

L'objectif de la Polymérase Chain Réaction (PCR) est d’amplifier in vitro de 'ADN en
tirant parti du mode normal de synthése de I'ADN in vivo.
La syntheése de I’ADN se fait toujours a partir d'une amorce (primer). Cette amorce est une
courte chaine nucléotidique nécessaire a 1'accrochage de la polymérase. Donc le choix d'un
couple d'amorces va déterminer les extrémités de la séquence synthétisée.
Puis chaque brin de I'ADN sert de matrice pour la synthése du brin complémentaire

Un cycle de synthése comprend :

- la dénaturation : On chauffe le tube quelques secondes, a 94°C, afin de
dénaturer I'ADN, c'est-a-dire que les doubles brins d'ADN se séparent.

- I'hybridation : On abaisse rapidement la température a 55°C, pour que les
amorces puissent s'hybrider a leur séquence complémentaire, sur les brins
d'ADN cibles. Cette étape dure une minute.

- I'élongation : synthése des brins a partir des amorces hybridées. La
température du tube est augmentée a 72°C, ainsi la Taq polymérase devient
fonctionnelle : la polymérisation se poursuit dans le sens 5'-3', a partir des

amorces hybridées. Cette étape dure une minute.

On répéte le processus ; aprés 20 cycles on obtient 10° fois le nombre d'exemplaires du
fragment désiré !

Tout se fait dans un seul tube ; seule la température varie.
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Réaction en chainhe par polymérase

éfnpe 1 : dénaturation

DOLOVODH

é'l'npe 2 : hybridation

éfnpe 3 : synthése d'ADN

Adapté de Andy Vierstraete (hitp #fusers.ugent.bef~avierstr/principlesfpersteps. qif)

Figure 9 :
Principe de la PCR

27



La PCR fluorescente utilisée ici emploie un couple d’amorces encadrant la région avec
la mutation ADNmt A3243G. L’amorce sens utilisée (hmtL3117) est couplée a son extrémité
5 au fluorochrome FAM alors que I’amorce antisens (hmtH3381) est non fluorescente

(Figure 10).

amorces Séquence
hmtL3117 5’-FAM-
CCCTGTACGAAAGGACAAGAGAAATAACGCC -3
hmtH3381 5’- CGTTCGGTAAGCATTAGGAATGCCATTGC -3’
Figure 10 :

Séquences des amorces utilisées en PCR fluorescente

Le kit de PCR utilisé est le Hot Gold Star (Eurogentec). Le milieu réactionnel est
constitu¢ de 20 pL de Premix (Taq, Tampon, dNTPs, ImM MgCl, ), 1uL deMgCl, 25 mM, 1
uL d’amorce sens (hmtL3117) 20 uM, 1 pL d’amorce antisens (hmtH3381) 20 uM, 25 pL
eau DEPC (diethylpyrocarbonate), auquel sont ajoutés 2 L d’ADN.

Le programme d’amplification utilisé est :
- dénaturation : 94°C 10 min
- hybridation : 94°C 1 min, 58°C 1 min, 72°C 1 min } * 35 cycles

- ¢longation : finale 72°C, 7 min

Evaluation du taux d’hétéroplasmie

Une fois la PCR réalisée, les échantillons sont soumis a une digestion enzymatique par
Hae III pendant 4h a 37°C (1,5 uL d’ADN, 1,5 pL de tampon 10x, 2 uL. d’enzyme Hae III et
10 uL d’eau DEPC). Cette enzyme va cliver ’ADN au niveau de la séquence GGCC. Or, la
séquence parentale amplifiée contient un site de restriction interne pour cette enzyme, le
clivage par Hae III génére donc 2 fragments (un fragment de 196 paires de bases (pb)

fluorescent et un fragment de 66 pb non fluorescent).
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5. ..GGCC...3
3...CCGG...5

Figure 11 :

Site de restriction de 1’enzyme Hae 111

La mutation A3243G créé un nouveau site de coupure. Ainsi la digestion par Hae 111
donne 3 fragments (123 pb fluorescent et deux fragments non fluorescents 73 et 66 pb).
L’enzyme est ensuite inactivée par incubation pendant 20 min a 80°C puis les échantillons
sont dilués au 1/10eme dans 1’eau DEPC. 1,5 puL de cette dilution sont ajoutés a 0,25 pL de
marqueur de taille fluorescent (Genescan 600 LIZ, Applied) et 18,25 uL de formamide (pour
dénaturer les fragments). La migration des échantillons est ensuite réalisé sur un séquenceur
capillaire (Applied 3130) Ainsi les fragments fluorescents ont été séparés en fonction de leur
taille. L’analyse de la taille et de I’aire des pics de fluorescence est réalisée grace au logiciel

Peak scanner (Applied).

Le taux d’hétéroplasmie peut étre calculé par mesure de I’aire du pic correspondant au
fragment sauvage (196 pb) et du fragment muté (123 pb). Le taux de mutation est alors donné

par la formule suivante :

Aire du pic ADNmt muté

Taux de mutation =

Aire du pic ADNmt muté + Aire du pic ADNmt parental
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2.6 Dosage des quantités de nucléotides pyridiniques (NAD. NADH., NADP,
NADPH)

2.6.1 Extraction
Les dosages ont été réalisés a partir des cellules non différenciées et différenciées, issues
des 3 lignées de SHSY-5Y parentales, 70% M et 100% M.
Chaque lignée de cellules a été¢ ensemencée dans 6 flasques de 25 cm? a raison de 1
million de cellules par flasque. A confluence, 4 flasques on été utilisées pour 1’extraction de

6™ a servi a ensemencer 5

cofacteurs, la 5™ pour un contrdle du taux d’hétéroplasmie et la
T25 destinées a la différenciation. En fin de différenciation, I’'une de ces flasques a été
récoltée pour en controler I’hétéroplasmie, tandis que les 4 autres ont été extraites pour le
dosage de cofacteurs.

Avant chaque extraction, les cellules sont trypsinées, récoltées, comptées, centrifugées
(1000 rpm, 5 minutes), puis remises en suspension dans du tampon PBS. Un prélévement
d’une fraction aliquote est effectué¢ pour le dosage les protéines avant de séparer en deux la
suspension cellulaire. Apres une nouvelle centrifugation (1000 rpm, 5 minutes), un culot est
repris par un volume d’une solution d’HCI 0,7 M (afin d’extraire les espéces oxydées NAD"
et NADP") ; le second culot est repris par un volume d’une solution de NaOH 0,7 M (afin

d’extraire les especes réduites NADH et NADPH). Les échantillons sont ensuite stockés a -

80° C jusqu’au jour du dosage.

1) Extraction 2) Dosages
Sol° basique : Dosage en A
> NAD(P)H pH=7 :  microplagues < B
Sof° id pH=7 | Dosage en < A
of aclde . NAD(P) microplaques B
Congélation (-80° C)
<15 jours
Figure 12 :

Protocole d’extraction et de dosage quantificatif des nucléotides pyridiniques.
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2.6.2 Dosages

Le jour du dosage, les extraits cellulaires acides et basiques sont neutralisés par un
volume de tampon bicine 0,5 M pH 8, puis incubés 15 minutes a 60°C avant d’étre
centrifugés ( 10 000 rpm, 5 minutes). La suite du dosage est menée sur le surnageant.

Les cofacteurs pyridiniques sont quantifiés indépendamment les uns des autres en
employant une méthode de dosage par recyclage enzymatique au moyen de deux enzymes
auxiliaires la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) et I’alcool deshydrogénase
(ADH) (Gallais et al., 1998).

Afin de doser les espéces NADP' et NADPH, un prélévement de chaque extrait est
déposé en duplicat dans les puits d’une microplaque, puis incubé dans un milieu réactionnel
de 125 pL constitué de bicine 100 mM, glucose 6-phosphate (G6P) (SIGMA) 5 mM,
Phenazine EthoSulfate (PES) 1 mM, Méthyl Thiazol Tétrazolium (MTT) 0,42 mM. L’ajout
extemporané de 0,25 unité de G6PDH déclenche la cinétique de réduction du MTT qui est
suivie a 570 nm pendant 20 minutes grace a un spectrophotomeétre lecteur de microplaque
informatisé (SAFAS FLX-Xenius). La cinétique de réduction des échantillons est comparée a

celle d’une gamme de NADP" allant de 0 a 5 pmoles.

Pour doser les espéces NAD' et NADH, un nouveau prélévement de chaque extrait est
déposé en duplicat dans les puits d’une nouvelle microplaque, puis incubé dans un milieu
réactionnel de 100 pL constitué de TRIS-HCI 1 M, EGTA 4 mM, éthanol 8 %, PES 1 mM,
MTT 0,42 mM. L’ajout extemporané de 0,25 unit¢é d’ADH déclenche la cinétique de
réduction du MTT qui est suivie & 570 nm pendant 20 minutes au spectrophotometre SAFAS.
La cinétique de réduction des échantillons est comparée a celle d’une gamme de NAD" allant

de 0 a 50 pmoles.
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Figure 13 :

Méthode de dosage par recyclage enzymatique des cofacteurs pyridiniques extraits

Vitesse de
réduction du
MTT comparée
a une gamme
NADP ou NAD

Les quantités en cofacteurs sont finalement exprimées en picomoles de cofacteurs par

minute et par ug de protéines (dosées selon la méthode utilisant 1’acide bicinchonique d’apres

Lowry etal. (1951).
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2.7 Mesure d’activités enzymatiques

Ces trois dosages sont effectués sur des culots cellulaires repris par S0uL de Tampon
A par million de cellules et les activités sont dosées par spectrophotométrie (Beckman U
640B, Beckman Coulter).
Composition du tampon A : saccharose 250 mM, TRIS base 20 mM, EDTA 2 mM, BSA
Img/mL.

2.7.1 Activité aconitase (EC.4.2.1.3)

L’aconitase catalyse la formation a partir de I’isocitrate du cis-aconitate qui absorbe

les UV a longueur 240 nm. (Krebs and Holzach, 1952)

Isocitrate = Cis-aconitate + H,0

20 pL de suspension cellulaire sont ajoutés dans un milieu réactionnel composé de 500 pL de
tampon Tris-HCI (pH 7.4) 100 mM, 50 uL de MnCl, 10 mM, 200 pL d’isocitrate de sodium
100 mM, 10 pL de Triton 10%, 220 pL d’eau, préincubé 5 minutes a 37°C. La cinétique
d’absorption est suivie au spectrophotométre a 240 nm a 37°C pendant 240 secondes.
L’activité spécifique, déterminée grace au coefficient d’extinction molaire de I’aconitate (¢

Aconitate = 3,6 MM ".cm™) est exprimée en nmol.min"'.mg de prot™.

AS= (ADO 240mm x 1000)/ (€ aconitate X [¢]) X ( V total / V essai )

AS : activité spécifique en nmol.min".mg de prot™

A DO 240nm : variation de densité optique par minute a 240nm

€ aconitate : CO€fficient d’extinction molaire de I’aconitate a 240nm = 3.6 mM Tem!
[c] : concentration protéique en mg/mL

V total : volume final dans la cuve = ImL

V essai : volume de suspension cellulaire ajouté dans la cuve = 0.020 mL

2.7.2  Activité fumarase (EC.4.2.1.2)

La fumarase métabolise le malate en fumarate qui absorbe les UV a 250 nm. (Hill and
Bradshaw, 1969)
Malate = Fumarate + H,0
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25 uL de suspension cellulaire sont ajoutés dans du milieu réactionnel composé de 895 pL de
tampon KH,PO4 (pH 7,4), 10 uL. ’EDTA 10 mM, 50 pL de malate 500 mM, 20 pL de triton
10%, préincubé 5 minutes a 37°C. La cinétique d’absorption est suivie au spectrophotomeétre
a 250 nm a 37°C pendant 240 secondes. L’activité spécifique, déterminée grace au coefficient
d’extinction molaire du fumarate (€ pymarate = 4,88 mM 'l.cm'l) est exprimée en nmol.min'l.mg

de prot™.

AS=(ADO 250mm x 1000)/ ( € pumarate X [c] ) X (V total / V essai)

AS : activité spécifique en nmol.min".mg de prot™

A DO ,50nm : variation de densité optique par minute a 250nm

€ rumarate - CO€fficient d’extinction molaire du fumarate a 250nm = 4.88 mM Tem™!
[c] : concentration protéique en mg/mL

V total : volume final dans la cuve = ImL

V essai : volume de suspension cellulaire ajouté dans la cuve = 0.020 mL

2.7.3 Activité citrate synthase

Cette enzyme localisée dans la matrice mitochondriale catalyse la premiere réaction du
cycle de Krebs. Le dosage de son activité¢ est utilis¢é comme un témoin de la quantité de
mitochondries (Kirby et al. 1999)

Selon une méthode adaptée de Rustin et al. (1994) ’acide 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoique ou
DTNB est utilis¢ pour oxyder le CoASH formé par la citrate synthase a partir d’acétyl coA et
d’oxaloacétate.

Acétyl CoA + Oxaloacétate = Citrate + CoASH
Le DTNB est lui méme réduit en trinitrobenzeéne (TNB) qui absorbe la lumiére visible a 412
nm.

2 CoASH + DTNB - 2 TNB +CoA-S-S-CoA

5 uL de suspension cellulaire sont ajoutés dans du milieu réactionnel composé de 150 uL de
tampon DTNB 1 mM, 50 pL d’acide oxalocétique 10 mM, 30 uL d’acétyl coA 10 mM, 10 pLL
de triton 10% et 735 pL d’eau, préincubé 2 min a 37°C. La cinétique d’absorption est suivie
au spectrophotometre a 412 nm a 37°C pendant 100 secondes. L’activité spécifique,
déterminée grace au coefficient d’extinction molaire du TNB (e tng = 13,6 mM ".cm™) est

exprimée en nmol.min'.mg de prot™.
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AS = (A DO 4120m x 1000) / (€ g X [c]) x (V total / V essai )

AS : activité spécifique en nmol.min".mg de prot™

A DO 412nm : variation de densité optique par minute a 412nm

£ mnB - coefficient d’extinction molaire du TNB a 412nm = 13.6mM Tem™!
[c] : concentration protéique en mg/mL

V total : volume final dans la cuve = ImL

V essai : volume de suspension cellulaire ajouté dans la cuve = 0.01 mL

2.7.4 Activité du complexe IV

La réaction enzymatique catalysée par le complexe IV est la suivante :
Cytochrome c réduit + % O, 2 Cytochrome c oxydé + H,0

Le dosage consiste a suivre I’oxydation du cytochrome c réduit a 550 nm.

5 uL de suspension cellulaire sont ajoutés dans du milieu réactionnel composé de 200 pL de
tampon KH;PO4 100 mM, 20 uL. de BSA 50 mg/mL et 300 uL de cytochrome c réduit,
préincubé 3 min a 37°C. La réaction est déclenchée par I’ajout de 20 pL de laurylmaltoside a
125 mM. La cinétique de diminution de 1’absorbance du cytochrome ¢ réduit a 550 nm est
suivie au spectrophotométre a 550 nm a 37°C pendant 90 secondes. L’activité spécifique,
déterminée grace au coefficient d’extinction molaire du cytochrome ¢ (& ¢y = 18,5 mM ~

'.em™) est exprimée en nmol.min"'.mg de prot™.
AS = (A DO 550nm x 1000) / (€ cyte x [c]) x (V total / V essai )

AS : activité spécifique en nmol.min".mg de prot™

A DO 550, : variation de densité optique par minute a 550 nm mesurée sur la zone linéaire de
la courbe de décroissance

€ oyic: coefficient d’extinction molaire du cytochrome ¢ a 550nm = 18,5 mM Tem™!
[c] : concentration protéique en mg/mL

V total ;: volume final dans la cuve = ImL

V essai : volume de suspension cellulaire ajouté dans la cuve = 0,005 mL
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2.8 Oxygraphie

Cette technique consiste & mesurer les vitesses de consommation d’oxygene de
cellules intactes dans différents états métaboliques. Les cellules utilisent leur substrats
endogenes et ceux contenus dans le milieu de culture pour respirer. La mesure est réalisée a
I’aide d’un oxygraphe (Oroboros 02k), composé¢ d’une cuve réactionnelle fermée,
thermostatée a 37°C et disposant d’une agitation magnétique. La mesure de la consommation

d’oxygéne est effectuée a I’aide d’une électrode de Clark.

Cette ¢lectrode est composée d’une cathode en platine et d’une anode en argent avec une
différence de potentiel de -0,7 V, immergées dans une solution de KCI a demi saturée et
isolées de la cuve par une membrane semi-perméable laissant diffuser 1’oxygeéne. Ainsi,
chaque molécule d’oxygene traversant la membrane va étre réduite au niveau de la cathode
selon la réaction suivante :

0, +4H +4¢—2H,0
Une oxydation se produit a I’anode :

4Ag+4Clr—>4AgCl+4¢
L’équation bilan de la réaction est donc :

4Ag+4ClI'+0,+4H — 4 AgCl+2 H,0

Dans ces conditions, la variation de courant induite par la réduction de I’oxygene au niveau de
la cathode est directement proportionnelle a la concentration d’oxygene dissoute dans le
milieu d’incubation. Ces variations de courant sont amplifiées et visibles sur I’écran de

I’ordinateur.

L’¢lectrode est associée a une cuve de mesure thermostatée, disposant d’une agitation
magnétique. Elle est calibrée dans le milieu d’incubation équilibré a I’air a 37°C. Pour le
100%, la consommation d’oxygeéne est mesurée sous agitation, cuve ouverte avec du milieu.
Lorsque le tracé est bien stable, le 100 % d’oxygene est réglé sur I’appareil. Ensuite, une
solution de dithionite de sodium, un agent réducteur qui va peu a peu consommer 1’oxygene

contenu dans le milieu, est injectée dans la chambre, donnant ainsi le 0% d’oxygene.
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La technique s’effectue sur des cellules perméabilisées selon le protocole de Greco et

al. 2003.

Les cellules sont trypsinées, comptées et centrifugées a 1000 rpm pendant 5 minutes. Les

culots cellulaires sont repris avec 50 pL/10° cellules de tampon Rustin (KH,PO4 10 mM,

mannitol 300 mM, KCI1 10 mM, MgCl, 5 mM, pH 7,4). La suspension est incubée avec de la

digitonine (15 pg/10° cellules) sous agitation douce pendant 2 minutes 30. 4 volumes de

tampon Rustin additionné de BSA (1 mg/ml) sont ajoutés pour inhiber I’action de la

digitonine. Les cellules sont a nouveau centrifugées (800 rpm 2 minutes 30) et reprises dans

200 pL de tampon RustintBSA puis injectées dans les cuves. Apres stabilisation de la ligne

de base de la respiration des cellules, les différents substrats et inhibiteurs sont

successivement ajoutés dans la cuve.

Malate (0,5M) et pyruvate (0,5M) 20 pl : entrent dans le cycle de Krebs et

produisent ainsi le NADH qui active le complexe I

ADP (150mM) et NAD" (50mM) 20 pl : substrats du complexe V (ATP synthase)
Succinate (0,5M) 20 pl : active le complexe 11

Roténone (2,5mM) 8 ul : inhibe sélectivement le complexe |

Oligomycine (8mg/mL) 2ul : inhibiteur de I’ATP synthase

FCCP (1ImM) 2 ul : protonophore qui permet une entrée de protons depuis I’espace
intermembranaire vers la matrice mitochondriale, obligeant ainsi la chaine
respiratoire a fonctionner au maximum de sa capacité.

Antimycine (Img/mL) 2 ul : inhibiteur du complexe III

Ascorbate (0,4M) et TMPD (20mM) 20 pl : le TMPD est un transporteur
d’électrons qui, réduit par I’ascorbate, va transférer ses €électrons au cytochrome ¢

ce qui va permettre de mesurer la capacité fonctionnelle maximale du complexe IV

Cyanure de potassium (200mM) et azide (100 mM) 20 pl: inhibiteurs du

complexe [V
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4 x 400 uL de suspension sont ensuite prélevés dans chacune des cuves et les protéines sont
dosées de maniére a pouvoir exprimer les résultats par mg de protéines (dosées selon la de

Lowryetal. (1951)).
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Figure 14 :

Représentation de la consommation d’oxygene mesurée par oxygraphie et de son

¢évolution au cours des différentes étapes du protocole.
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2.9 Mesure de la quantité d’ATP

L’ATP a été extrait a partir de 5 cultures cellulaires indépendantes. Dans chaque série,
une mesure a ¢té réalisée en présence d’oligomycine afin de bloquer la production

mitochondriale d’ATP selon le protocole de Koszegi et al. (Kdszegi et al., 2007)

2.9.1 Extraction de I’ATP

Apres 24h d’incubation a 37°C, les cellules sont lavées au PBS puis incubées avec 1
mL de tampon d’extraction (acide borique a 0,2 M, MgSO4 10mM, triton 0,1% , pH 9.2)
pendant 10 min. Ensuite 800uL d’extrait sont centrifugés dans un tube eppendorf a
13000rpm pendant 3 minutes puis congelés a -20°C.
20 ul de solution sont ensuite neutralisés par une solution de neutralisation (Hepes 25 mM,
EDTA 2 mM, pH 7,75). Le dosage de I’ATP par bioluminescence est réalisé¢ sur 1’échantillon
neutralisé non dilué. Une fraction de chaque échantillon a été¢ conservée pour le dosage de

protéines selon la méthode de Lowry et al. (1951).

2.9.2 Dosage de I’ATP
Le dosage de I’ATP est effectué en utilisant un kit ENLITEN ATP Assay System

de chez Promega et un bioluminomeétre MiniLumat LB 9506 (Berthold Technologies).

Cette technique utilise la luciférase + luciférine pour catalyser la réaction suivante :

ATP + d-Luciferin + O, 2 Oxyluciferin + AMP + Pyrophosphate + CO; + Lum. 650nm

La mesure au bioluminometre s’effectue a 1’abri de la lumiére. 10 pL d’échantillon a doser
sont mélangés a 90uL de réactif luciférine/luciférase. Le tube est ensuite rapidement inséré
dans I’appareil qui affiche, en 10secondes, la valeur correspondant a la quantité de photons
émis.

Une gamme standard d’ATP de 107 a 10" M est réalisée a partir de solution standard
10"M diluée en cascade au 1/10°™ dans de I’eau « ATP-Free » et mesurée au bioluminométre
afin d’obtenir une droite étalon. L’équation de la droite étalon permet de déduire la

concentration d’ATP de chaque échantillon dosé.
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2.10 Dosage des protéines selon la méthode utilisant 1’acide bicinchoninique d’apres

Lowryetal (1951)

Les concentrations protéiques des cellules utilisées dans les différentes analyses et
expériences ont été déterminées par la méthode utilisant 1’acide bicinchoninique. Cette
méthode est basée sur le fait qu’en milieu alcalin, les protéines réduisent les ions cuivriques
Cu'" en ions cuivreux Cu'. Les ions cuivreux et ’acide bicinchoninique vont alors former un
complexe coloré en pourpre ( Amax = 562 nm). Le dosage est réalisé a 1’aide du kit BC Assay®

(Interchim) et les réactifs utilisés sont les suivants :

- Solution d’acide bicinchoninique : réactif A
- Solution de sulfate de cuivre : réactif B

- Solution standard de BSA 1 mg/mL

Le réactif A+B est préparé extemporanément en diluant B au 1/50°™ dans A. A 40uL de ces
échantillons a doser sont ajoutés 800 puL du réactif A+B. Pour I’étalonnage, 800 uL de ce
méme réactif sont ajoutés a 40 puL de solution de BSA a 0,25 et 0,50 mg/mL. De méme, un
tube « blanc » est réalisé en ajoutant le réactif a 40 pL de NaCl. Chaque mélange est ensuite
incubé 30 minutes a 37°C. L’absorbance de chacune des solutions est alors mesurée au
spectrophotométre a 562 nm contre le blanc. La concentration protéique de 1’échantillon est

calculée a I’aide de la gamme d’étalonnage.

2.11 Tests statistiques

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne de n expériences +sem.
La significativité des résultats a été évaluée par le test non paramétrique de Mann-Whitney.

Les comparaisons ont été jugées significatives a p<0,05.
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3. Resultats



3.1 Détermination des conditions de culture

Les premicres études des croissances cellulaires des différentes lignées nous ont
rapidement montré que I’évolution du taux d’hétéroplasmie est dépendante des conditions
métaboliques sur de longues périodes de culture cellulaires. Différents milieux de culture ont
été expérimentés afin d’assurer une croissance optimale et de maitriser le taux

d’hétéroplasmie des cellules 70%M.

La production cellulaire d’ATP a deux origines distinctes : la glycolyse et la chaine
respiratoire. La variation du taux de glucose du milieu de culture nous a permis d’évaluer les
besoins spécifiques des cellules en glucose et leur dépendance vis-a-vis de la glycolyse en
fonction de leur taux d’hétéroplasmie. Les cellules nécessitant le plus de glucose pour avoir

une prolifération optimale sont donc des cellules @ métabolisme principalement glycolytique.

Tout d’abord toutes les cellules sont ensemencées dans un milieu de culture contenant
4,5g/L de glucose. Les cellules parentales présentent une prolifération satisfaisante, ainsi que
les cellules 100%M dont le milieu a été supplémenté en uridine et pyruvate (100 pg/mL) pour
compenser les déficiences de la chaine respiratoire induites par la mutation de ’ADNmt. Les
cellules qui présentaient initialement un taux d’hétéroplasmie de 25% ont dérivé jusqu'a 70%

apres quelques passages en milieu glucose 4,5 g/L.

En mettant les cellules dans un milieu sans glucose mais contenant du galactose on
ralentit le métabolisme glycolytique. Le galactose a besoin d’étre transformé en glucose pour
que la glycolyse puisse avoir lieu et le métabolisme glycolytique se retrouve ralenti. Le
ralentissement de la prolifération des cellules dans ces conditions est donc un signe de leur
dépendance vis-a-vis de glycolyse dans leur métabolisme. En milieu galactose, on remarque
que les cellules de la lignée parentale ne survivent pas et une forte diminution de la
prolifération des cellules 100%M. Cependant, dans ces conditions, les cellules 70%M

poursuivent leur prolifération cellulaire.
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On peut donc en déduire que les cellules parentales ont un métabolisme
majoritairement glycolytique. On remarque que les cellules 70%M ont un métabolisme
majoritairement oxydatif tandis que le métabolisme des cellules 100%M semble intermédiaire
entre les cellules parentales et les cellules mutantes. Ce sont ces observations successives qui
ont conduit a cultiver les cellules 70%M dans un milieu pauvre en glucose (0,5 g/L) dans
lequel les cellules présentent une plus grande stabilité du taux de mutant sans affecter leur

prolifération.

Bien que des conditions de culture spécifiques a chaque type cellulaire aient été
définies, pour pouvoir comparer les résultats toutes les lignées (parentale, 70%M et 100%M)
doivent étre cultivées dans les mémes conditions. Le fait de modifier les taux de glucose et de
pyruvate influence le métabolisme mitochondrial, c’est pourquoi le milieu standard commun
retenu pour conduire les études comparatives des différentes lignées est composé de 4.5 g/L

de glucose, 10% de SVF et uridine 100 pg/mL.
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32 Quantification de ’hétéroplasmie

On amplifie par PCR un fragment d’ADN mitochondrial avec une amorce sens
couplée a un fluorochrome FAM et une amorce antisens. La région amplifiée encadre la
mutation A3243G possede naturellement un site de clivage pour I’enzyme de restriction
Haelll formant des fragments fluorescents de 196 pb. La mutation A3243G fait apparaitre un
autre site de coupure formant un fragment fluorescent plus court de 123 pb (Figure 15). Les
fragments obtenus apreés digestion enzymatique sont ensuite séparés sur un séquenceur

analyseur de fragments (Figure 16).

Site de restriction induit par la

mutation A3243G . - \ g
Site de restriction spécifique

Amorce sens fluorescente \ /
1= I
1

<='Amorce antisens

196nt |66nt

I 1
123nt 73nt 66Nt
100%  |= : .

1
70%M {

Parental !

196nt I66nt

123nt  73nt l'66nt
1 1

Figure 15 :
Représentation des résultats obtenus apres digestion par I’enzyme de restriction

Haelll
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La quantification de 1I’hétéroplasmie cellulaire a été effectuée aprés chaque dosage ou analyse

et a donné les résultats suivants.
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Figure 16 :
Quantification de 1’hétéroplasmie des différentes lignées cellulaires par PCR
fluorescente
aire du pic mutant
Pourcentage d’hétéroplasmie = X 100
aire totale
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Les cellules parentales présentent effectivement un unique pic de fragment fluorescent
mesurant 196 pb. L’absence de fragments de 123 pb prouve I’absence du site de restriction
créé par la mutation A3243G. Pour leur part, les cellules décrites comme ayant 100% de
mutation ont également une seule taille de fragments fluorescents démontrant que la lignée

100%M est homoplasmique pour la mutation étudiée.

Apres digestion par I’enzyme de restriction du matériel issu des cellules de
pourcentage d’hétéroplasmie intermédiaire, le résultat de I’analyse des fragments contient
deux pics de fluorescence aux tailles de 196 et 123 pb. Ceci est du au fait que seule une partie
des mitochondries portent la mutation A3243G et présentent donc le second site de restriction
pour Haelll.

Les aires des pics obtenus apreés analyse permettent de calculer le pourcentage

d’hétéroplasmie précis des cellules sur lesquelles nous travaillons.

Cette analyse nous permet de déterminer que tous les travaux présentés ici ont €té

effectués sur des cellules parentales comparées a des cellules de 100% et 70% mutantes.
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33 Analyse de la prolifération cellulaire

Les différentes lignées cellulaires ont été mises en culture dans les mémes conditions

(quantité de cellules et milieu de culture identiques) et en duplicat. Chaque jour, leur

croissance a ¢té observée (au microscope) et quantifiée par comptage cellulaire.

0 _ —&— parental
2° i 70%M
% v ¥ —a— 100%M
[«B) 3 i
22
=10 &
=0

hil » 1 4

jours de croissance

Figure 17 :

Courbes de croissance cellulaire en fonction du taux d’hétéroplasmie (70%M et

100%M) comparée a la lignée parentale.

Les cellules portant la mutation A3243G se multiplient plus rapidement que les

cellules parentales (Figure 17). On remarque plus particulierement que la prolifération a 70%

d’hétéroplasmie est plus rapide qu’a 100% de mutation. Populations cellulaires comptées au

troisieme jour de croissance (J3)

Pourcentage d’hétéroplasmie | Nombre de cellules comptées
des cellules als

parentales 1,55.10°

70% Mutantes 3,8.10°

100% Mutantes 2,97.10°
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34 Métabolisme mitochondrial

3.4.1 Lactate et pyruvate

Le pyruvate est révélateur du métabolisme cellulaire de par sa double fonction de
produit de la glycolyse et de substrat de la phosphorylation oxydative. Un dysfonctionnement
du métabolisme oxydatif pourra se manifester par une augmentation des produits de la
glycolyse : lactate et pyruvate.

Le dosage de la production cellulaire de pyruvate et de lactate a ¢été¢ effectué sur des
prélévements du milieu de culture lors de I’étude de la croissance cellulaire (nombre

d’expériences N=2).
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Figure 18 :
Production de pyruvate au cours de la croissance cellulaire en fonction du taux

d’hétéroplasmie (70%M et 100%M) comparée a la lignée parentale

Dans toutes les lignées cellulaires, quel que soit leur taux d’hétéroplasmie, la
production de pyruvate est croissante avec le temps (Figure 18). On remarque que la quantité
de pyruvate produite par les cellules portant la mutation A3243G est beaucoup plus
importante que celle produite par les cellules parentales. Les cellules 70%M sont celles dans
lesquelles on retrouve la plus grande quantité de pyruvate tout au long de la croissance. Dés le
premier jour de la croissance les cellules 70%M produisent 19 fois plus de pyruvate que les
cellules parentales, et 4fois plus que les cellules 100%M.

A 14, les cellules 70%M produisent 3fois plus de pyruvate que les cellules parentales et 1,3

fois plus que les cellules 100%M (nombre d’expériences N=2).
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Figure 19 :

Production de lactate au cours de la croissance cellulaire en fonction du taux

d’hétéroplasmie (70%M et 100%M) comparée a la lignée parentale

Contrairement a la production de pyruvate, la production de lactate est plus faible dans
la lignée 70%M que dans les autres lignées (Figure 19). Des quantités quasiment similaires de
lactates ont été¢ dosées dans les lignées parentale et 100%M. Dans le milieu de culture des
cellules de la lignée 70%M on décompte a peu pres 1,6 fois plus de lactates que dans celui des
cellules des lignées parentale ou 100%M.

Dans la lignée 70%M, I’'importante quantité de pyruvate dosée et la faible production
de lactate démontrent que le pyruvate n’est pas majoritairement transformé en lactate par la

lactate déshydrogénase (LDH).
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342

Respiration cellulaire

Les paramétres respiratoires des cellules des différentes lignées ont été établis par

oxygraphie sur des cellules perméabilisées. La mesure de la consommation d’oxygene des

cellules en présence de différents substrats et inhibiteurs (ayant les capacités d’activer ou

d’inhiber certains complexes de la chaine respiratoire mitochondriale) nous a permis d’étudier

I’impact du taux d’hétéroplasmie pour la mutation A3243G sur la fonctionnalité de la chaine

respiratoire. (nombre d’expériences N=4)
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Figure 20 :

Evolution de la concentration (courbe bleue) et du flux (courbe rouge)

d’oxygene au sein de la cuve d’oxygraphie au cours des différentes étapes de

I’évaluation de la respiration cellulaire ici sur des cellules parentales.
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Figure 21 :

Analyse par polarographie de la chaine respiratoire mitochondriale en fonction du
taux d’hétéroplasmie (*=p=<0,05) (70%M et 100%M) comparée a la lignée

parentale
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En comparant les résultats obtenus avec les cellules de différents taux d’hétéroplasmie
avec ceux des cellules parentales, on remarque une augmentation significative de la
respiration liée aux complexes I, II et IV pour les cellules 70%M. Tandis que les cellules
100%M ont une diminution significative de la respiration liée a ces mémes complexes
(excepté le complexe IV).

Cette différence est surtout visible au niveau du complexe I (I’activité du complexe I est 4,2
fois plus importante chez les cellules 70%M que chez les cellules 100%M) et du complexe IV
(Pactivité du complexe IV est 2,2 fois plus forte chez les cellules 70%M que chez les cellules

100%M). (Figure 21)

Le complexe IV a pour fonction de catalyser la réduction de I’oxygeéne moléculaire en
eau. L’augmentation de son activité va de paire avec une augmentation du métabolisme
oxydatif général. L’augmentation des activités de ces complexes dans la lignée cellulaire
70%M montre donc que ces cellules ont un métabolisme plus oxydatif que les cellules
100%M. Les cellules parentales, ont une respiration liée aux complexes I et II supérieure a

celle des 100%M.
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343 Activités enzymatiques

Les résultats d’oxygraphie nous ont amenés a doser spécifiquement 1’activité
enzymatique du complexe IV dont la capacit¢ est modifiée en fonction du taux
d’hétéroplasmie. L’activité spécifique a été rapportée a 1’activité de la citrate synthase qui est
couramment utilisée comme marqueur de la prolifération mitochondriale. (nombre

d’expériences N=4)
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Figure 22 :

activité enzymatique du complexe IV (exprimée par rapport a celle de la citrate
synthase) en fonction du taux d’hétéroplasmie (*=p<0,05) (70%M et 100%M)

comparée a la lignée parentale
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On observe que l'activité du complexe IV est augmentée de maniére significative pour
la lignée 70%M (Figure 22) Les rapports entre les activités mesurées sont de 5,4 entre les
lignée 70%M et parentale, et de 2,4 entre les lignées 70%M et 100%M. Les résultats
concernant 1’étude du complexe IV sont comparables : activité enzymatique mesurée grace a
un apport en exces de cytochrome c et capacit¢é maximale endogéne de la cytochrome c
oxydase mesurée par oxygraphie. Les rapports des résultats entre les lignées 70%M et
100%M sont du méme ordre pour les deux dosages.

On remarque que la citrate synthase ne varie pas entre les lignées suggérant que ces variations

d’activités des complexes ne sont pas dues a une augmentation du nombre de mitochondries.
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344 Dosage d’ATP
Le dosage de la quantit¢ d’ATP produite par les différentes lignées a pour but

d’étudier I’impact de la mutation A3243G sur la capacité de la chaine respiratoire a produire
de ’ATP. L’ATP cellulaire peut étre mitochondrial ou non mitochondrial (majoritairement
glycolytique).

L’utilisation d’oligomycine nous permet d’évaluer la quantité d’ATP total due a la production
mitochondriale, en effet cet inhibiteur cible spécifiquement le tunnel a proton de I’ATP
synthase et va donc inhiber la production mitochondriale d’ATP. (nombre d’expériences

N=5)
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Figure 23 :

A : Dosage et provenance de I’ATP produit (ATP total et mitochondrial) par les
différentes lignées cellulaires en fonction de leur hétéroplasmie (*=p<0,05)
B : Représentation des proportions ATP mitochondrial et ATP non mitochondrial
(%)
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La majorit¢ de I’ATP produit par les cellules parentales est d’origine non
mitochondriale (Figure 23 A et B), et donc majoritairement glycolytique. Tandis que les
cellules possédant la mutation A3243G 70%M ont une production d’ATP majoritairement
mitochondriale montrant que leur métabolisme est principalement oxydatif. Concernant les
cellules homoplasmiques 100%M leur production d’ATP étant a 50% d’origine

mitochondriale, leur métabolisme semble étre autant oxydatif que glycolytique.
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3.5 Etude du stress oxydant

Les dysfonctionnements de la chaine respiratoire mitochondriale peuvent favoriser des
réactions entre les électrons et 1’oxygeéne moléculaire créant ainsi des Especes Réactives de
I’Oxygéne ou ERO. L’aconitase est une enzyme du cycle de Krebs caractérisée par un centre
fer/soufre et donc trés sensible a I’oxydation par les ERO, tandis que la fumarase est

insensible aux ERO. (nombre d’expériences N=4)

Figure 24 :

Structure 3D de 1’ Aconitase avec son centre Fer(jaune)-Soufre(violet)

www.chemgapedia.de
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Figure 25 :

Résultats du dosage des activités enzymatiques de 1’aconitase et de la fumarase en

fonction de I’hétéroplasmie. (70%M et 100%M) comparée a la lignée parentale

On remarque que le ratio aconitase/fumarase n’est pas significativement différent entre
les lignées parentales, 70%M et 100%M (Figure 25). On peut en déduire que le stress
oxydant n’est pas augmenté par I’intermédiaire des ERO dans les cellules portant la mutation

par rapport a la lignée parentale.
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3.6 Analyse des quantités de nucléotides pyridiniques (NAD, NADH, NADP,
NADPH)

Les quantités en cofacteurs libres et liés (NAD', NADH, NADP" et NADPH) ont été

extraits a partir de cellules ND fraichement récoltées, puis dosées au moyen d’une méthode

de recyclage enzymatique. Pour les trois lignées cellulaires, les expériences ont été menées a

partir de 4 cultures indépendantes (nombre d’expériences N=4).

Les résultats obtenus sont exprimées en pmoles / ug de protéines (Figure 26).
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Figure 26 :
Quantités en nucléotides pyridiniques : NAD', NADH, NADP" et NADPH en

fonction du taux d’hétéroplasmie des lignées non différenciées. (*) p<0,05.
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Figure 27:
Rapports NAD/NADH et NADPH/NADP"

A partir des valeurs présentées dans la figure 26, nous avons calculé la quantité totale
en cofacteurs (NAD" + NADH + NADP" + NADPH) dans les 3 lignées. Ainsi, les 70 %M
présentent une quantité totale (3,9 = 0,3 pmoles /pug de protéines), deux fois plus faible que
celle des 100% M et des cellules parentales, respectivement caractérisées par 7,2 + 0,4 et 6,2
+ 0,6 pmoles /pug de protéines. Ceci peut s’expliquer par une consommation accrue des
nucléotides pyridiniques due a une prolifération plus soutenue des 70%M. Comme le montre
la figure 26, cette faible quantité totale en cofacteurs dans les 70%M résulte surtout d’une
moindre quantité des formes phosphorylées, NADP(H), vraisemblablement consommées a la
suite d’une activit¢ de biosynthese associée a des réactions de détoxication plus intenses dans

cette lignée.
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Les quantités en NAD(H) des 70 %M sont comparables a celles des parentales ; ceci

peut se comprendre de la part de cellules mutantes dont 1’activité des complexes II et IV est
augmentée et qui ont adopté un métabolisme oxydatif plus intense vraisemblablement pour
pallier leur mutation.
Si les cellules parentales et les 100% M présentent une quantité totale en cofacteurs peu
différente (6,2 + 0,6 et 7,2 £ 0,4 pmoles /ug de protéines), par contre elles se distinguent
fortement dans la répartition de chaque cofacteur. En effet, comparées aux cellules
parentales, les 100%M ont de plus grandes quantités en NAD" et NADH (40 et 114 %
respectivement), et de plus faibles quantités en NADP' et NADPH (90% et 63 %
respectivement).

Toutefois, quelque soit le type de cofacteurs, les 100%M restent plus riches que les
70%M ; il est d’ailleurs intéressant de noter que les formes réduites y sont plus élevées, d’un
facteur 2,7 pour le NADH, et de 2 pour le NADPH. Le NADH ¢étant le donneur d’électron clé
du complexe I de la chaine respiratoire, le déficit en complexe I observé dans les 100%M

permet de comprendre la forte quantité de NADH mal ré-oxydé dans cette lignée.

Les quantités en NAD" et en NADPH ont été rapportées aux quantités en NADH et
NADP", respectivement (Figure 27). Le potentiel réduit est de loin le plus important dans les
100%M. Le rapport NAD+/NADH dans ces cellules y est 1,6 fois plus faible que celui des
parentales et des 70%, dont les rapports NAD+/NADH restent similaires. Le rapport
NADPH/NADP dans les 100%M est également 3,3 fois plus élevé que celui des parentales et
2,5 fois plus que celui des 70%M. Enfin il est a noter que les 70%M se distinguent des
parentales uniquement au niveau du rapport des formes phosphorylées (NADPH/NADP), 2,3
fois plus grand dans les cellules 70%M.
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3.7 Analyse de la différenciation neuronale

Figure 28 :

observation en épifluorescence de cellules parentales marquées pas la B3 tubuline

et le DAPI. A : cellules non différenciées B : cellules différenciées
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L’intensit¢ de la fluorescence émise est proportionnelle a 1’expression de la B3
tubuline dans les cellules. Ces images ont été obtenues a partir de cellules SHSY-5Y de la

lignée parentale non différenciées (Figure 28 A) et différenciées (Figure 28 B).

On remarque que la fluorescence ¢émise est plus importante dans les cellules
différenciées que dans les cellules non différenciées. Les cellules non différenciées sont
positives au marquage de la B3 tubuline de par leur origine de type neuronal. On remarque
que cette protéine spécifique des cellules neuronales est exprimée de maniére prépondérante

dans les cellules différenciées.
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4. Discussion
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Cette ¢tude a analysé I'impact et les conséquences sur le fonctionnement cellulaire et
mitochondrial de la mutation A3243G a différents taux d'hétéroplasmies sur un modele
cellulaire de type neuronal. Il n'existe pas a I'heure actuelle de modéle animal pour étudier les
effets de la mutation A3243G responsables en particulier de manifestations neurologiques.
Cette mutation commune de I'ADNmt a fait I'objet de plusieurs études in vitro mais utilisant
soit des lignées de type fibroblastique ou des cybrides transmitochondriaux issus de cellules
143B. Les conséquences de la mutation sur la sphére neurologique sont encore trés mal

connues.

Le variant A3243G de I’ADN mitochondrial est aussi I'une des mutations les plus
fréquemment retrouvées dans la population générale (Elliott et al., 2008). La clinique associée
a cette mutation dépend de la proportion ADN mutant / ADN sauvage ou hétéroplasmie, dans
une cellule. A un fort taux d’hétéroplasmie, cette mutation peut entrainer 1’apparition d’un
syndrome MELAS (Finsterer et al, 2007). 11 s’agit d’un syndrome combinant myopathie
mitochondriale, encéphalopathie et acidose lactique au pronostic sévere. (Sproule et
Kaufmann, 2008). Afin d’étudier I’impact du taux d’hétéroplasmie sur la prolifération et le
métabolisme énergétique, nous avons utilis¢é un modele cybride de type neuronal (Gimenez

Cassina et al., 2006) portant la mutation A3243G a différents taux d’hétéroplasmie.

Les résultats obtenus a partir de cellules SHSY-SY 70%M (hétéroplasmique) et
100%M (homoplasmique) ont été comparés a ceux issus des cellules parentales. Ceci nous a
permis de montrer par différentes techniques que le taux de mutants influence le métabolisme

énergétique et cellulaire.
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Le métabolisme oxvydatif de la lignée hétéroplasmique 70%M est augmenté

Différentes études montrent qu’il existe un seuil d’ADN mitochondrial muté : seuil
critique ou les modifications phénotypiques apparaissent, notamment pour des organes
dépendant étroitement du métabolisme énergétique, cas du systéme nerveux central (Wallace

etal, 2007).

Il apparait que les cellules hétéroplasmiques (70%M) ont une capacité proliférative
beaucoup plus importante, a la différence de la lignée homoplasmique (100%M) ou de la
lignée parentale. Ceci est associé a une augmentation de la production de pyruvate dans ces
cellules et une diminution de la production de lactate ainsi qu’une quantité totale en pyridines
nucléotides plus faible. Le dosage de I’ATP produit par ces cellules a démontré que la
production d’ATP est principalement d'origine mitochondriale. De plus, leur capacité a
proliférer dans un milieu a concentration réduite en glucose ou en présence exclusive de
galactose conforte 1’hypotheése que ces cellules ont un métabolisme oxydatif prédominant
contrairement aux cellules parentales qui, elles, sont principalement glycolytiques. La
diminution des formes phosphorylées, NADP(H), résultant fort probablement d’une activité
de biosynthése accrue et/ou de réactions de détoxication plus soutenues dans les cellules
70%M renforce I’idée que l'introduction de la mutation est responsable du changement

métabolique observé dans nos lignées mutantes.

Ceci laisse penser que dans les cellules 70%M, des mécanismes de compensation se
mettent en place pour palier le déficit énergétique engendré par la mutation. Bentlage et al.
(Bentlage et al, 1996) ont également montré sur des modeles fibroblastiques que le passage a
plus de 70% d’ADN muté au niveau cellulaire, entraine 1’apparition d’un dysfonctionnement
biochimique mitochondrial.

Les résultats obtenus en oxygraphie démontrent que cette compensation se traduit surtout par
une augmentation significative de 1’activité des principaux complexes de la chaine respiratoire

(complexes I, IT et IV) et un rapport NAD/NADH similaire a celui des cellules parentales.
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Les capacités du métabolisme oxydatif de la lienée homoplasmique mutante 100% M sont

diminuées

Les cellules 100%M ont un comportement intermédiaire entre parentales et 70%M. En
effet la prolifération des cellules 100%M est plus rapide que celles des cellules parentales
mais moindre que celle des cellules 70%M. L’augmentation de la production de pyruvate
associée a une forte concentration en lactate montre bien le caractére plutdt glycolytique de
cette lignée. D’autant plus que lors de la croissance cellulaire, le milieu de culture de ces
cellules jaunit trés rapidement. Cette coloration est due au virage de I’indicateur coloré
présent dans le milieu (rouge phénol) montrant une acidification de milieu. Une activité
lactate déshydrogénase plus élevée (sans changements notables des niveaux d’expression de
la protéine) a effectivement été observée dans les cellules 100%M (travaux de M1 de Nicolas
Richard). Ceci va dans le sens d’une production de lactate nettement plus importante dans les
cellules 100%M. Cependant,si les quantités de lactate mesurées dans les milieux de culture
des cellules 100%M sont discordantes, c’est vraisemblablement parce qu’elles ont été sous
estimées a cause d’une forte acidité des prélévements utilisés pour les dosages du lactate. Il

serait donc nécessaire de réitérer ces dosages en tamponnant le pH.

Le taux d’hétéroplasmie croissant entraine une augmentation de 1’activité de la chaine
respiratoire provoquant le changement du métabolisme glycolytique vers le métabolisme
oxydatif.

Cependant au-deld d’un certain pourcentage d’hétéroplasmie ou effet seuil, les
capacités de ce systéme de compensation sont dépassées et ’activité de la chaine respiratoire
diminue a son tour de facon significative. Bentlage et al. (1996) avaient déja mis en évidence
I’existence d’un seuil de 70%M pour la mutation A3243G a partir duquel ils observaient un
dysfonctionnement biochimique mitochondrial progressif. Il a ét¢ montré pour la mutation
A3243G que le passage a un taux supérieur a 95% mutant entraine une baisse tres sévere des
capacités de la chaine respiratoire a produire 1'énergie nécessaire pour la cellule (King et al.,

1992).

L’analyse des complexes de la chalne respiratoire mitochondriale et des rapports
NAD'/NADH montre que les cellules 100%M ont un métabolisme oxydatif proche de celui
des cellules parentales et nettement inférieur a celui des cellules 70%M. La mutation a 1’état
homoplasmique entraine donc un déficit séveére de la chaine respiratoire. Un rapport

NAD'/NADH plus faible et des quantités en NADH plus abondantes dans le cellules 100%M
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comparées aux cellules parentales, témoignent effectivement d’une chaine respiratoire d’une
plus faible capacité a oxyder le NADH dans les cellules 100%M. Une activit¢ LDH plus
importante dans les cellules ne suffit pas a éliminer le NADH, molécule délétere pour les
cellules. Enfin, les travaux de Mathieu Baritaud faits parallellement dans notre groupe,
confirment la déstabilisation du métabolisme des cellules 100%M avec notamment une

sensibilité plus forte a ’apoptose.

Le changement métabolique des cellules hétéroplasmiques pourrait s’expliquer par la
capacité des mitochondries non mutées a compenser le défaut de métabolisme des
mitochondries mutées. Cela se traduit par une augmentation des capacités de la chaine
respiratoire et explique le métabolisme majoritairement oxydatif des cellules
hétéroplasmiques 70%M et un rapport NAD'/NADH comparable a celui des cellules
parentales. Au-dela de 70% de mutation les capacités de compensation métabolique par les
mitochondries sauvages restantes sont dépassées et le métabolisme général de la cellule est
altéré. A des taux d’hétéroplasmies supérieurs a 70% les cellules mutantes du modéle SHSY-
5Y sont métaboliquement diminuées. Cette altération des capacités énergétiques est corrélée
avec le phénotype clinique des patients atteints de MELAS et 1’aggravation observée en

fonction du degré d'hétéroplasmie mutant (King et al, 1992).
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La prolifération cellulaire augmente en présence de la mutation A3243G de 'ADNmt

On note que l'introduction de la mutation ADNmt s’accompagne également d’une
accélération de la prolifération cellulaire. Cette prolifération pourrait présenter un aspect
délétere et semble €tre favorisée par les mécanismes de compensations €nergétiques présents

dans les cellules hétéroplasmiques 70%M.

Le réle de la mitochondrie dans les processus de cancérogenese fait toujours 1'objet
d'une intense contreverse. Selon Warburg (1956), les déficits de la phophorylation oxydative
pourraient représenter un élément déterminant dans l'initiation et/ou progression des
phénomenes de cancérogenese. La présence de mutations de I'ADNmt a aussi été démontrée
dans de nombreuses pathologies tumorales (Pedersen, 1978 ; Rustin, 2002). Par exemple cette
mutation A3243G a été montrée a I'état homoplasmique dans une biopsie de cancer colique
alors que la mutation était absente dans les tissus sains du patient (tissu sain en périphérie de

la tumeur ou dans le sang) (Lorenc et al, 2003).

Une étude de Meierhofer et al. (2006) portant sur des cellules tumorales issue de
carcinome rénal et présentant la mutation A3243G a 89%M associée a une diminution des
activités des complexes I et IV malgré une prolifération mitochondriale (activité citrate
synthase augmentée, et ratio ADNmt/ADN nucléaire €élevé) a conclut que la présence de la
mutation ne provoquait pas d’augmentation du métabolisme oxydatif. Cette conclusion
pourrait étre expliquée par un effet seuil de 70% a partir duquel les effets de la mutation vont

altérer le métabolisme oxidatif.

Récemment dans un travail sur le role de 'ADNmt sur le développement de tumeurs
cancéreuses, Park et al. (2008) ont démontré qu’une mutation mitochondriale a 1'état
hétéroplasmique affectant la sous unité ND5 du complexe I favoriserait la tumorogenése
tandis que la méme mutation homoplasmique aurait plutot tendance a inhiber la croissance
tumorale.

La production d'ERO et l'apoptose mitochondriale dues a l'impact de I'hétéroplasmie
mitochondriale pourraient étre responsables de ces variations pathogéniques.

Cet exemple montre I'importance du seuil d’ADN mitochondrial muté et corrobore nos

observations sur le role délétére de I'hétéroplasmie mitochondriale.
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5. Conclusion
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Compte tenu de I'absence de modele animal pour I'¢tude du syndrome MELAS, une
des voies de recherche dans ce domaine utilise des modéles cellulaires reproduisant les
pathologies mitochondriales. Ceux-ci permettent, a la fois, de mieux comprendre la

physiopathologie de ces maladies et de définir de nouvelles cibles thérapeutiques.

Des ¢études menées précédemment sur le modéle de cybrides 143B avaient déja porté
sur les effets de la mutation A3243G (modele homoplasmique) et mis en évidence le défaut
de la synthese protéique ainsi que I’altération du complexe IV de la chaine respiratoire
(Chomyn et al. 1992).

En utilisant le modele cybride SHSY-5Y porteur de la mutation A3243G, nous avons mis en
évidence I’impact de 1’hétéroplasmie mitochondriale sur le métabolisme cellulaire. A un taux
de 70% d'hétéroplasmie une activation des principaux complexes de la chalne respiratoire
permet la production significative d'ATP d'origine mitochondriale et une régulation du statut
intracellulaire en NAD" et NADH. Ce mécanisme de compensation énergétique n'est plus

présent pour la lignée homoplasmique 100%M.

En outre nos résultats ont confirmé I’existence d’un effet seuil a 70% d’hétéroplasmie
marquant une modification importante du métabolisme cellulaire. Bentlage et al. (1996)
avaient déja mis en évidence I’existence d’un seuil de 70% de mutation a partir duquel ils
observaient un dysfonctionnement biochimique mitochondrial.

Nous avons pu observer et prouver le type neuronal de notre mode¢le ainsi que certaines de ses
limites. Les différents résultats nous ont permis de mieux comprendre les mécanismes

métaboliques mis en place dans le syndrome MELAS.

Les constatations faites quant a la prolifération cellulaire soulévent la question du
rapport bénéfice/risque du systetme de compensation des lignées hétéroplasmiques. Le
bénéfice apporté par I’évolution vers le métabolisme oxydatif afin d’assurer les besoins
énergétiques de la cellule. Mais cette activation du métabolisme oxydatif est aussi associée a
une prolifération cellulaire. Ces données laissent suggérer que les mutations de 'ADNmt

pourraient jouer un role important dans les phénomenes de cancérogenése.
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6. Perspectives



* A court terme nous poursuivrons I'¢tude de I'hétéroplasmie mitochondriale sur les
processus de différenciation neuronale de ces lignées et son impact sur leur métabolisme

cellulaire.

* De plus un autre projet a débuté dans le laboratoire visant a analyser I’impact de
I’hétéroplasmie mitochondriale de la mutation A3243G au niveau transcriptionnel sur
I’expression génique notamment lors de la différenciation neuronale. Ce projet nous permettra
de savoir si le taux d'hétéroplasmie de 'ADNmt est corrélé avec des variations spécifiques du
profil d'expression génique au cours de la différentiation neuronale. En effet la double origine
génétique de la chailne respiratoire implique des processus complexes de co-régulation dans
I’expression des deux génomes, d’import et de mise en place des protéines, nécessitant
I’intervention de nombreux acteurs nucléaires. Il est donc important de pouvoir analyser les

conséquences de I'hétéroplasmie mitochondriale sur la machinerie transcriptionnelle.

Différentes stratégies de modulation des fonctions mitochondriales seront également
évaluées in vitro ainsi que les effets thérapeutiques potentiels de molécules candidates
agissant sur les fonctions mitochondriales: comme la modulation de la biogenese

mitochondriale par les activateurs des sirtuines.

* Des travaux concernant I’impact du résveratrol sur la biogenése mitochondriale sont
en cours au laboratoire. Le resvératrol, composé polyphénolique naturel stimule la biogenése
et le métabolisme mitochondrial dans des lignées cellulaires neuronales en activant la protéine
déacétylase SIRT1 (Westphal et al, 2007; Kim et al, 2007). 11 serait intéressant d'analyser les
effets de l'induction de la biogénése mitochondriale appliqué aux cellules de forte
hétéroplasmie permettrait de stimuler la prolifération des mitochondries sauvages afin de
diminuer le taux de mutant au sein des lignées mutantes et de favoriser la production
énergétique. Au cours des derniéres années, des efforts considérables ont permit d’améliorer
le diagnostic des maladies mitochondriales mais leurs traitements font encore cruellement

défaut.
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Ces six mois d’immersion dans le domaine de la recherche expérimentale ont été une
expérience trés enrichissante autant sur le plan professionnel qu’humain. L’excitation et
I’ébullition permanentes, propres au domaine de la recherche, que j’ai connues au quotidien
dans ce laboratoire ont été la source d’une émulsion positive constante.

Cette expérience de recherche a été finalisée par la validation de mon diplome de Master en
juin 2009. Mes directeurs de travail de recherche au Laboratoire de Biochimie et de Biologie
Moléculaire (INSERM U694) ont eu la gentillesse d’accepter que j’utilise les résultats
obtenus dans le cadre de mon M2 comme base de ma thése d’exercice en vue de 1’obtention
du Diplome d’Etat de Docteur en Pharmacie.

Ce travail m’a également permis de réaliser ’importance du rdéle du pharmacien dans une
unité de recherche, j’ai ainsi pris conscience de I’avantage que représenterait la validation du
concours de I’internat dans une carriere de chercheur. Les conseils avisés et emprunts de
bienveillance de mes encadrants, m’ont confortée dans ma décision de me présenter au
concours de I’internat par la suite afin d’orienter ma carriere vers le diplome d’enseignant-

chercheur.
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RESUME :

De nombreuses mutations touchant les génes de ’ADN  mitochondrial (ADNmt) sont
responsables de maladies mitochondriales. L’expression phénotypique au niveau cellulaire dépend en
grande partie des proportions d’ADN normal et d’ADN muté (phénoméne d’hétéroplasmie). Le
syndrome neurologique de MELAS est associ¢ a la présence d’une mutation hétéroplasmique de
I'ADNmt en position A3243G.

Ce travail a porté sur l'analyse des effets de 1’hétéroplasmie de la mutation A3243G de
I’ADNmt sur le métabolisme énergétique mitochondrial lors de la prolifération et de la différenciation
neuronale. Deux lignées de cybrides, construites a partir de la lignée neuronale parentale SH-SYSY,
portant 70 % et 100% de la mutation mitochondriale, et capables de différenciation neuronale, ont été
analysées et comparées a la lignée parentale. Les résultats présentés mettent en évidence : 1- un
changement métabolique dans les lignées mutantes. En effet, le métabolisme de type glycolytique dans
la lignée parentale devient de type oxydatif dans la lignée 70%M, puis présente des capacités
considérablement diminué dans la lignée homoplasmique 100%M. 2- une prolifération cellulaire plus
importante lorsque le taux de mutation augmente suggérant que les déficits de la phophorylation
oxydative seraient déterminant dans I'initiation et/ou la progression des phénoménes de cancérogeneése.

L’ensemble de ces résultats ouvrent des perspectives quant a 1’utilisation des cybrides SHSY-
5Y comme modéle d’étude pour le MELAS mais aussi pour la recherche de stratégies a visée

thérapeutique afin de moduler la fonction mitochondriale.
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