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Figure n°1 : (A) Représentation schématique et (B) photo de microscopie électronique d’une 

mitochondrie. 
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I. Les mitochondries 

 

1. Histoire de la mitochondrie 

 

Les mitochondries ont été décrites pour la première fois en 1857, par R. Kölliker, 

comme des compartiments cytoplasmiques granulaires (« chondros » en grec) possédant leur 

propre membrane. À la fin du 19ème siècle, les progrès réalisés dans les techniques de 

coloration en microscopie par R. Altmann ont permis de montrer que ces structures 

pouvaient également apparaître comme des filaments (en grec « mitos »). Ces observations ont 

conduit à la naissance du terme « mitochondrie » proposé dès 1898 par C. Benda. Au tout 

début du 20ème siècle, la mise au point de cultures de cellules de poulet et leur observation en 

microscopie en champ clair a permis, pour la première fois, d’observer des changements de 

forme dynamique des mitochondries dans les cellules vivantes. Dès 1931, il a été démontré 

que cette dynamique était régulée au cours de développement dans le foie. Toutefois, peu 

d'attention a été alors accordée à cette caractéristique mitochondriale en raison de la 

découverte des fonctions biochimiques autonomes de la mitochondrie.  

 

À cette époque, les nouvelles techniques de biochimie (centrifugation, filtration …) 

révolutionnent, en effet, la biologie cellulaire et permettent, au début des années 1940, à 

l’équipe de A. Claude d’isoler des mitochondries de cellules hépatiques par fractionnement 

cellulaire. La purification est améliorée en 1948 par G.H. Hogeboom, W.C. Schneider et G. 

Palade grâce à l’utilisation de sucrose qui préserve l’intégrité des mitochondries et de leurs 

morphologies. Ceci permettra à G. Palade d’observer en microscope électronique et de 

décrire la structure interne de la mitochondrie qui fera référence sous le nom de « modèle de 

Palade » (figure n°1), ce modèle décrit la mitochondrie comme un organite isolé à deux 

membranes : une externe (ME) et une interne (MI), la dernière présentant des invaginations 

appelées « crêtes ». L’espace matriciel est délimité par la membrane interne et l’espace inter-

membranaire est situé entre les deux membranes. 

 

Les années 1950 ont été également marquées par la mise en évidence de plusieurs 

fonctions métaboliques de la mitochondrie. Outre son rôle dans le cycle de Krebs ou la ß-

oxydation des acides gras respectivement découverts par H. Krebs, A.L. Lehninger et E.P. 
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Kennedy, la mitochondrie est dès lors apparue comme le premier fournisseur d’énergie à la 

cellule via la phosphorylation oxydative. Les années qui suivirent ont été rythmées par 

l’identification et la caractérisation, aussi bien fonctionnelle que structurale, des différents 

complexes de la chaîne respiratoire qui ont conduit au décernement de deux prix Nobel : l’un 

à P. Mitchell en 1978 pour sa contribution à l'explication du transfert de l'énergie biologique 

par la formulation de la théorie chimioosmotique, et l’autre à J. Walker et P. Boyer en 1997 

pour la détermination de la structure et du fonctionnement de la sous-unité F1 de l’ATP 

synthase.  

 

Un autre tournant important de l’histoire de la mitochondrie est survenu lors de la 

mise en évidence de la présence d’ADN au sein de cette organelle en 1963 par S. Nass, et du 

séquençage complet de l’ADN mitochondrial bovin au tout début des années 1980. L’ADNmt 

ne codant que pour 13 protéines, il était donc évident que la quasi-totalité des protéines 

mitochondriales provenait de l’expression du génome nucléaire. À cette époque, les premières 

mutations de l’ADNmt responsables de pathologies dites mitochondriales chez l’homme ont 

également été décrites soulevant des questions encore non résolues, relatives par exemple à 

l’hétéroplasmie, définie par la cohabitation de différentes séquences d’ADNmt (sauvages et 

mutées) chez un même individu, à la difficulté d’établir des corrélations entre génotype et 

phénotype, ou aux raisons de leur spécificité tissulaire.  

 

En 1996, la mitochondrie source de vie montra un visage tout à fait inattendu 

lorsqu’une protéine indispensable à la phosphorylation oxydative, le cytochrome c, apparut 

également impliqué dans le contrôle d’un processus de mort cellulaire essentiel pour le 

développement normal des organismes multicellulaires, l’apoptose. Ce domaine de recherche 

a par la suite été profondément étudié et a finalement permis de reconstituer une succession 

d’évènements dont certains abrités par la mitochondrie constituant la voie intrinsèque 

apoptotique.  

Enfin, dans les années 1990, la notion de dynamique mitochondriale commença à 

émerger. La mise en évidence d’interactions entre les mitochondries et le cytosquelette 

(évènements dits extrinsèques) et des processus de fusion et de fission des membranes 

mitochondriales (évènements dits intrinsèques) a, dès lors, permis de ne plus considérer les 

mitochondries comme des entités séparées au sein de la cellule mais comme un réseau de 

membranes interconnectées.  

Pour revue, voir (Schatz, 2007; Scheffler, 1999; Scheffler, 2001). 
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Figure n°2 : Organisation de l’ADN mitochondrial humain.  

La carte indique les différents gènes codés par le génome mitochondrial humain et certaines mutations 

pathogènes. Les sous-unités des complexes OXPHO sont indiquées par des losanges, colorés si la sous unité est 

codée par l’ADNmt, ou pas si elle est d’origine nucléaire. 
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2. Biogenèse de la mitochondrie 

 

2.1. La contribution mitochondriale 

 

L’ADN mitochondrial (ADNmt) humain a été séquencé en 1981. Depuis de nombreux 

génomes mitochondriaux d’organismes modèles, que ce soit chez les animaux, les plantes ou 

les champignons ont à leur tour été séquencés. Dans la majorité des cas, cet ADN est 

circulaire, mais plusieurs exceptions existent, comme chez Saccharomyces cerevisiae, où le génome 

mitochondrial est linéaire.  

L’ADNmt humain (figure n°2) sera ici pris comme exemple pour illustrer l’organisation 

de l’information génétique (Leonard & Schapira, 2000). Il contient 16,569 pb et code pour 2 

ARN ribosomiques, 22 ARN de transfert et 13 ARN messagers mitochondriaux. La majorité 

des cadres ouverts de lecture des ARNm et des ARNr sont séparés par des ARNt. Le 

mécanisme de réplication de l’ADNmt est largement méconnu, mais fait intervenir la 

polymérase γ et une hélicase appelées Twinckle. La transcription s’effectue à partir des deux 

brins par l’ARN polymérase mitochondriale assistée de plusieurs facteurs de transcription 

(TFAM, TFB1M, TFB2M et MTERF) pour générer des ARN polycistroniques, qui sont par 

la suite épissés. Les ARNm n’ont quasiment pas de séquences 3’ et 5’ non codantes (3’UTR et 

5’UTR) et dans certains cas les deux premiers A de la polyadenylation complètent le U 

terminal pour donner le codon stop. La traduction des 13 ARNm permet d’obtenir les 

protéines : ND1 à 6 et ND4L du complexe I, le cytochrome b du complexe III, les 

cytochromes oxydases : COX I, II et III du complexe IV et les sous-unités 6 et 8 du complexe 

V. Toutes ces protéines sont impliquées dans les complexes assurant la phosphorylation 

oxydative (voir ci-dessous). Elles sont adressées et pour certaines ancrées à la membrane 

interne mitochondriale, directement après leur traduction dans la matrice mitochondriale.  

Dans le cas des levures, on observe une grande variabilité de taille avec un génome 

mitochondrial de 40 à 60 kb en moyenne et des valeurs extrêmes de 19,431 kb pour 

Schizosaccharomyces pombe (Bullerwell et al, 2003) (figure n°3), 75 kb pour S. cerevisiae et 170 kb 

pour Agaricus bitorquis. S. pombe considérée jusqu’alors comme le second modèle de levure après 

la levure bourgeonnante S. cerevisiae, possède cependant de plus nombreuses similarités avec les 

eucaryotes supérieurs. Ainsi, comme chez l’homme, on retrouve une compaction importante 

des gènes dans la molécule d’ADN. Ces gènes codent pour 25 ARNt, le petit et le grand ARN  
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Bullerwell 2003 Nuc Ac Research 

Figure n°3 : Organisation de l’ADN mitochondrial de S. pombe.  

Le cercle interne donne l’échelle en pb. Sur le cercle externe sont indiqués les gènes, avec leur exons (noir) et 

leurs introns (blanc), et les cadres de lecture introniques (groupe I en vert et groupe II en magenta). 

Mokranjac 2008 BBA 

Figure n°4 : Les différentes voies d’import mitochondrial.  

Voir le texte pour les détails. 
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ribosomiques (respectivement rns et rnl), l’ARN composant la RNAse P (rnpB), la sous-unité 

ribosomique mitochondriale 3 (rps3), les sous-unités 1, 2 et 3 de la cytochrome oxydase (cox1, 

cox2 et cox3), l’apocytochrome b (cob) et les sous-unités 6, 8 et 9 de l’ATP synthase (atp6, atp8 et 

atp9). Ces gènes sont transcrits à partir du même brin d’ADN. Dans les génomes de S. pombe et 

humain, les séquences intergéniques sont réduites au minimum voir absentes comme dans le 

cas des gènes ATP6/8 et COX3 chez l’homme. De plus, le génome mitochondrial humain ne 

possède pas d’intron, et l’ADNmt de S. pombe ne contient que trois introns codants. 

Contrairement à S. cerevisiae où les ARNt sont plutôt regroupés en cluster, chez S. pombe et chez 

l’homme, ils sont répartis dans tout le génome et ponctuent les différents gènes 

mitochondriaux. De plus, deux unités de transcription sont répertoriées chez l’homme, 

comme chez S. pombe, alors qu’il en existe onze chez S. cerevisiae.   

 

2.2. La contribution nucléaire 

 

Sur la totalité du protéome mitochondrial, seules quelques protéines sont codées par 

l’ADNmt : 13 chez l’homme, 9 chez S. cerevisiae et 7 chez S. pombe. La majorité des protéines 

mitochondriales est donc codée par le génome nucléaire et puis adressée à la mitochondrie. 

Les mécanismes d’import mitochondrial ont été identifiés chez S. cerevisiae et semblent 

majoritairement conservés chez les mammifères (Mokranjac & Neupert, 2008; Mokranjac & 

Neupert, 2009). Suivant les localisations sous-mitochondriales de la protéine, il existe plusieurs 

voies d’import possibles (figure n°4).  

Les protéines matricielles sont synthétisées, dans le cytoplasme, sous la forme de 

précurseurs comportant, le plus souvent en N-terminal, une séquence d’adressage à la 

mitochondrie. Deux complexes de translocation agissent ensuite de concert : les complexes 

TOM (Translocase of the Outer Membrane) et TIM (Translocase of the Inner Membrane). 

Tom70p, Tom22p et Tom20p reconnaissent le précurseur protéique; Tom40p, Tom5p, 

Tom6p et Tom7p forment des pores à travers la membrane externe permettant le passage du 

précurseur. Ce dernier est ensuite pris en charge par Tim50p, Tim23p, Tim21p et Tim17p 

puis transloqué, de manière dépendante de l’ATP et du potentiel de membrane, par Tim44p, 

Tim16 (PAM16), Tim14 (PAM18), Mge1p et Hsp70p mitochondriale.  

Les protéines de la membrane interne comportant sept domaines trans-membranaires 

sont synthétisées avec une pré-séquence et sont importées à la matrice par les complexes 

TOM et TIM. Elles sont, dans un second temps, après clivage de la pré-séquence, relocalisées  
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à la membrane interne par la protéine Oxa1p. Les protéines ne contenant qu’un seul domaine 

trans-membranaire sont importées à travers le complexe TOM puis, lors de leur passage au 

niveau du complexe TIM, sont transférées latéralement et intégrées à la membrane interne où 

la séquence d’adressage est clivée. Les protéines « carrier », très hydrophobes, sont importées 

par le complexe TOM, puis sont interceptées par Tim9p, Tim10p et Tim12p dans l’espace 

inter-membranaire et transférées au complexe TIM22 qui insère ces protéines au sein de la 

membrane interne grâce au potentiel de membrane.  

Les protéines de la membrane externe possédant un domaine trans-membranaire sont 

insérées directement à la membrane grâce au complexe TOM. Les protéines comportant une 

structure en tonneau β utilisent le complexe TOM pour passer la membrane externe et sont 

transférées dans un second temps au complexe TOB (Translocase of Outer membrane ß-

Barrel proteins) ou SAM (Sorting and Assembly Machinery) qui permettent leur insertion à la 

membrane. 

Plusieurs protéines de l’espace inter-membranaire sont adressées à la membrane 

interne et sont ensuite libérées dans l’espace inter-membranaire par protéolyse. D’autres sont 

libérées après leur passage à travers le complexe TOM et sont prises en charge par les 

protéines Mia40p et Erv1p qui assurent leur repliement. 

 

3. Les principales fonctions des mitochondries 

 

La mitochondrie occupe une place primordiale dans le métabolisme énergétique 

cellulaire : elle est le siège des oxydations phosphorylantes, participe à la ré-oxydation des 

intermédiaires réduits lors du catabolisme et assure la dégradation des lipides (Scheffler, 1999). 

Elle intervient également dans de nombreux autres processus biologiques, comme l’apoptose, 

l’homéostasie calcique, le métabolisme des acides aminés, la synthèse lipidique et la 

production d’espèces actives de l’oxygène. 

 

3.1. La phosphorylation oxydative 

 

C’est P. Mitchell qui, dans sa théorie chimio-osmotique, proposa le modèle des 

oxydations phosphorylantes. Les principaux acteurs de ce mécanisme sont la chaîne 
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Figure n°5 : Les différents complexes assurant la phosphorylation oxydative. 

Les substrats NADH et FADH2 fournissent des électrons au complexe I (NADH coenzyme Q réductase ou 

NADH déshydrogénase) et au complexe II (succinate coenzyme Q réductase ou succinate déhydrogénase) 

respectivement. Les électrons transitent via le coenzyme Q (ou ubiquinone) au complexe III (coenzyme Q 

cytochrome réductase) puis jusqu’au cytochrome c et au complexe IV (cytochrome oxydase). La cytochrome 

oxydase réduit complètement l’oxygène en eau. Le gradient de proton créé par les complexes I, III et IV est 

dissipé au niveau du complexe V (ATP synthase) pour la formation d’ATP.  

 

+ 
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respiratoire et l’ATP synthase, toutes deux localisées dans la membrane interne 

mitochondriale (figure n°5) (Scheffler, 1999).  

  Le fonctionnement et la composition des chaînes respiratoires sont remarquablement 

conservées chez les eucaryotes, à quelques exceptions près. Cette chaîne de transport 

d’électrons est constituée de quatre complexes I, II, III et IV auxquels s’ajoutent des 

transporteurs mobiles : le coenzyme Q (ubiquinone) et le cytochrome c (figure n°5). Une 

grande partie de l’énergie produite dans les voies cataboliques se retrouve contenue dans le 

NADH et le FADH2. Ces coenzymes réduits cèdent leurs électrons à la chaîne respiratoire 

qui, par une cascade de réactions d’oxydo-réduction, amène ces électrons jusqu’à l’accepteur 

final, l’oxygène moléculaire. Au cours de ce transfert électronique, rendu possible du fait du 

potentiel redox croissant, certains complexes pompent les protons H+ de la matrice 

mitochondriale vers l’espace inter-membranaire. Il y a alors formation d’un gradient de 

protons, gradient électro-chimique générant la différence de potentiel de la membrane 

interne. Le retour des protons vers la matrice va se faire grâce au complexe V, l’ATP synthase 

en produisant de l’ATP (figure n°5). La respiration et la phosphorylation sont donc couplées 

via ce gradient de protons. 

 

3.1.1. La chaîne respiratoire 

 

Le complexe I 

Le NADH généré par le cycle de Krebs transfère des électrons au complexe I ou 

NADH déshydrogénase, qui les transmet aux quinones.  

NADH + Q + 5Hi+ ⇒ NAD+ + QH2 + 4He+ 

NAD = Nicotinamide Adenine Dinucléotide NADH : réduit NAD+ : oxydé 

Q = ubiquinone oxydée QH2 = ubiquinone réduite 

 

Cette réaction s’accompagne d’un transfert de 4 protons de l’intérieur de la matrice 

(Hi+) vers l’extérieur (He+). Chez l’homme, le complexe I est composé d’une quarantaine de 

sous-unités dont une flavine mononucléotide, 7 à 8 centres Fer/Souffre et trois molécules de 

quinol liées. La flavoprotéine contient une molécule FMN qui reçoit les électrons et les 

protons venant du NADH,H+. Chez les levures S. cerevisiae et S. pombe, le complexe I est 

remplacé par respectivement trois et probablement deux NADH déshydrogénases localisées 

sur les faces externes et internes de la membrane interne, ce qui explique l’absence de 



 
 
 

26 



 
 
 

27 

sensibilité à la roténone un inhibiteur spécifique du complexe I. Contrairement à la situation 

observée chez les mammifères, leurs activités ne sont pas liées à une extrusion de protons dans 

l’espace inter-membranaire. 

 

Le complexe II  

Le complexe II ou succinate déshydrogénase est composé de 4 protéines. Les deux plus 

grandes forment la portion périphérique du complexe et assurent la fonction de la succinate 

déshydrogénase dans le cycle de Krebs. Elles sont associées à la membrane par l’intermédiaire 

de deux autres protéines qui y sont insérées et qui lient le cytochrome b et l’ubiquinone. Des 

co-facteurs et des centres Fer/Souffre s’ajoutent à cette base. Une flavine est liée à la plus 

grande protéine formant la flavoprotéine, elle-même intimement associée à une protéine 

contenant trois centres Fer-Souffre. Chacun de ces centres a un potentiel redox spécifique qui 

permet à l’ensemble de transporter des électrons à travers la sous-unité, sans transfert de 

protons vers l’espace inter-membranaire. 

La réaction catalysée par ce complexe est : 

Succinate + Q ⇒ Fumarate + QH2 

Les électrons issus de l’oxydation du succinate en fumarate sont amenés à travers ce complexe 

à l’ubiquinone. Le complexe II lie donc directement la chaîne respiratoire au cycle de Krebs. 

Le plus connu des inhibiteurs de l’activité de ce complexe est le malonate qui lie de manière 

compétitive et spécifique le site actif de la flavoprotéine. 

 

Le complexe III 

Le complexe III ou cytochrome c oxydoréductase catalyse la réaction suivante : 

  QH2 + 2 cyt c3+ + 2Hi+ ⇔ Q + 2 cyt c2++ 4Ho+ 

Comme dans le cas du complexe I, l’oxydation du substrat (QH2) et le transfert d’électrons 

vers le transporteur (cyt c) sont couplés au transfert de protons à travers la membrane. Le 

complexe III est composé de 11 et 10 sous-unités protéiques insérées ou liées à la membrane 

interne mitochondriale chez les mammifères et chez la levure S. cerevisiae dont les plus 

importantes sont les cytochromes b et c1 et une protéine Fer/Souffre de type Rieske. Elles 

participent au transfert d’électrons et à la translocation des protons. Différents inhibiteurs sont 

utilisés pour étudier le complexe III notamment l’antimycine A qui interfère lors du transfert 

d’électrons de l’hème du cytochrome b vers l’ubiquinone. 
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Le complexe IV 

Le complexe IV ou « cytochrome oxydase » est constitué de 13 sous unités chez les 

mammifères et de 9 chez la levure. Des centres contenant des ions métalliques (Fe, Cu, Mg et 

Zn) s’ajoutent à cette base protéique. Dans tous les organismes, les trois plus grandes sous 

unités I, II et III formant le cœur de l’enzyme sont codées par le génome mitochondrial, alors 

que les autres sont d’origine nucléaire. Le complexe catalyse la réaction suivante : 

4 cyt c2+ + 8Hi+ + O2 ⇒ 4 cyt c3+ + 4Ho+ + 2H2O 

Le cytochrome c est une hèmo-protéine soluble qui va se déplacer sur la membrane 

interne (côté IMS) pour transporter les électrons au complexe IV. Les centres Fer/Cuivre sont 

utilisés pour réduire la molécule d’oxygène, l’accepteur terminal d’électrons, en 2 molécules 

d’eau. Aux protons nécessaires à la réaction s’ajoutent 4 protons eux aussi pompés dans la 

matrice par le complexe et libérés dans l’IMS. Le cyanure et le monoxyde d’azote sont les 

deux inhibiteurs du complexe IV. 

 

3.1.2. L’ATP synthase (complexe V) 

 

Le complexe V, ou ATP synthase, localisé dans la membrane interne mitochondriale 

est responsable de la phosphorylation de l’ADP en ATP. L’ATP synthase est une enzyme 

fonctionnellement réversible puisqu’elle est capable de synthétiser l’ATP en utilisant la force 

proto-motrice et d’hydrolyser l’ATP pour pomper les protons contre le gradient 

électrochimique. L'ATP synthase mitochondriale bovine est une protéine complexe constituée 

de 16 sous-unités différentes atteignant une masse totale supérieure à 500 kDa. Elle est 

composée de 2 domaines : le domaine membranaire F0, qui est un canal à protons et le 

domaine catalytique F1 attaché à la membrane interne grâce à F0. Le domaine F1, hydrophile 

comprend 5 polypeptides (sous-unités α, β, δ, γ, ε). Le domaine F0  est composé de 3 sous-

unités a, b et c. Les sous-unités a, b, δ, α et β constituent le stator, les sous-unités c, γ et ε 

constituent le rotor dont la rotation transfère l'énergie du flux de protons à la synthèse de 

l'ATP.  

Le complexe V catalyse la réaction de synthèse d’ATP à partir d’ADP et de phosphate 

inorganique : 

                                                ADP + Pi ⇒ ATP + H2O 

Cette réaction simple nécessite un apport d’énergie. Ce n’est pas la formation de l’ATP 

qui consomme le plus d’énergie mais la liaison du substrat et la libération de l’ATP par 
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Hamanaka 2010 Trends Biochemical Sciences 

Figure n°6 : Production de ROS par la chaîne respiratoire.  

Les complexes I et II réduisent le coenzyme Q en utilisant les électrons donnés par le NADH et le FADH2. Le 

coenzyme Q transfère ces électrons au complexe III qui les transfère au cytochrome c. Le complexe IV utilise les 

électrons venant du cytochrome c pour réduire l’oxygène en eau. Les complexes I, II et III produisent l’anion 

superoxyde à travers une réduction incomplète d’oxygène. Les complexes I et II produisent l’anion superoxyde 

dans la matrice et le complexe III dans la matrice et l’espace inter-membranaire.    
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l’enzyme. La structure cristallographique de la F1 ATP synthase bovine a révélé l’asymétrie de 

l’enzyme et suggéré son action rotative durant la catalyse aujourd’hui démontrée. La force 

proto-motrice dégagée lors du transport des protons par F0 permet la rotation de la tête 

catalytique F1 qui synthétise l’ATP. 

 

3.2. La production mitochondriale des espèces réactives de l’oxygène 

 

3.2.1. Les sites de production de ROS mitochondriaux 

 

Une proportion significative de l’oxygène (2 à 6 %) échappe à la réduction complète 

en molécule d’eau et subit une réduction monoélectronique au niveau des complexes I, II et 

III de la chaîne respiratoire pour donner naissance à l’anion superoxyde (O2
-)(Hamanaka & 

Chandel; Kowaltowski et al, 2009; Murphy, 2009). 70 à 80 % de l’anion superoxyde cellulaire 

est produit au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale faisant de cette dernière le site 

majeur de production O2
- dans la cellule (figure n°6). Le radical superoxyde (O2

-) peut être 

transformé en peroxyde d’hydrogène (H2O2) puis en radical hydroxyle (OH). Ces produits, 

dérivés de l’oxygène, sont appelés « espèces réactives de l’oxygène ou ROS (Reactive Oxygen 

Species) ». Les ROS sont généralement instables et peuvent réagir rapidement avec d’autres 

molécules chimiques environnantes du fait de leur électron célibataire. Ils peuvent soit 

« arracher » (oxydant) soit céder un électron (réducteur). 

En ce qui concerne la fuite d’électrons de la chaîne respiratoire au niveau du complexe 

I, deux théories se confrontent. La première énonce qu’un centre Fer/Souffre serait la source 

de l’addition directe d’un électron à l’oxygène ou indirecte via la réduction de quinones 

exogènes hydrophiles. Ces quinones alors sous la forme semiquinone sont très instables et 

peuvent réduire l’oxygène en O2
-. L’autre théorie propose que ce soit le groupement FMN 

qui soit responsable de la production O2
-. Au niveau du complexe III, le coenzyme Q sous sa 

forme ubisemiquinone QH, est responsable de la production d’ O2
-. La contribution relative 

des différents complexes de la chaîne respiratoire à la production totale d’O2.- mitochondriale 

dépend du tissu examiné. Alors qu’il avait été proposé que le complexe III était le site 

prépondérant de génération d’O2.-, le rôle majeur du complexe I a clairement été mis en 

évidence dans le cerveau notamment dans plusieurs situations physiopathologiques comme le 

vieillissement ou les maladies neurodégénératives. Chez la levure S. cerevisiae la production des 
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Carriere-Pazat 2005 thèse 

Figure n°7 : Schéma simplifié du fonctionnement mitochondrial.  

L’énergie redox contenue dans les nutriments (glucose, acides aminés et acides gras) est libérée sous la forme 

d’équivalents réduits NADH, H+ et FADH2 utilisés comme donneurs d’électrons pour la chaîne respiratoire.  
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ROS a lieu au niveau du complexe III et des NADH dehydrogénases externes (Herrero et al, 

2008). 

 

3.2.2. Système de gestion des ROS mitochondriales 

 

Pour prendre en charge les ROS, les cellules sont équipées de divers systèmes 

antioxydants de nature enzymatique ou non. Les antioxydants sont des « substances qui, 

présentes à faibles concentrations par rapport à un substrat oxydable, retardent 

significativement ou inhibent l’oxydation de ce substrat » (Halliwell et al, 1995).  

Plusieurs enzymes dégradent directement les ROS. L’une de ces enzymes est la 

superoxyde dismutase (SOD) qui assure la dismutation d’O2.- en H2O2 et O2. H2O2 sera par la 

suite pris en charge par la catalase pour former de l’eau. Chez l’homme, trois isoformes de 

SOD sont présentes dont la SOD2 qui est localisée dans la matrice mitochondriale. Une 

seconde enzyme, la glutathion peroxydase (GPx1), décompose H2O2 et les hydroperoxydes 

ROOH en eau et alcool respectivement. GPx1 joue un rôle majeur dans la plupart des tissus 

et est présente dans le cytosol comme dans la matrice mitochondriale.  

Divers piégeurs non enzymatiques peuvent également prendre en charge la 

détoxification des radicaux libres. Les principaux systèmes de protection peuvent être soit 

lipophiles (vitamine E, coenzyme Q ou ubiquinone et caroténoïde) soit hydrophiles (vitamine 

C, glutathion). Sous leur forme réduite, ces molécules sont capables de piéger, de manière plus 

ou moins efficace, les radicaux libres. La metallothionéine, induite notamment lors d’une 

production des ROS mitochondriales, est un excellent chélateur de métaux divalents et 

piégeur d’O2.- et de OH..    

 

3.2.3. L’homéostasie redox 

 

La concentration de ROS résulte de la balance entre les systèmes producteurs de 

radicaux libres et les systèmes antioxydants. Le maintien de cette balance à un état d’équilibre 

constitue l’homéostasie redox. Une production relativement modérée de ROS par les 

systèmes générateurs associée à des systèmes de gestion efficaces peut conduire à une 

augmentation physiologique aigue et transitoire de la concentration de ROS. Si les systèmes 

de gestion de base sont suffisamment présents et si la production est relativement 
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Figure n°8 : Le Cycle de Krebs. 
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faible, l’exposition aux ROS peut être neutre pour la cellule. Cependant, lorsque la 

concentration dépasse un certain seuil, les ROS peuvent modifier certaines molécules 

environnantes de manière réversible et/ou irréversible et agissent en tant que molécules 

« signal » (Hamanaka & Chandel). Le terme de signalisation redox est utilisé et regroupe les 

modifications des molécules sous l’action des ROS. C’est ainsi que les ROS peuvent 

déclencher des systèmes d’adaptations de la cellule afin de maintenir la balance à un équilibre. 

Lorsque les systèmes de gestion des ROS sont dépassés (excès de production de ROS et/ou 

diminution des systèmes antioxydants), il y a ce que l’on appelle un stress oxydant. Ce stress 

oxydant résulte d’une concentration élevée et persistante dans le temps de ROS. Les 

modifications des molécules environnantes sont non spécifiques et irréversibles. C’est dans 

cette situation que les ROS à l’origine d’un stress oxydant massif interviennent dans la toxicité 

et la physiopathologie.  

 

3.3. Les voies métaboliques 

 

Les voies métaboliques associées aux différents nutriments, glycolyse, catabolisme des 

acides aminés et β oxydation des acides gras, convergent vers un produit carrefour : l’Acetyl 

CoA (figure n°7). Celui-ci est pris en charge par le cycle de Krebs. Le cycle de Krebs libère très 

peu d’énergie sous forme de liaison phosphate (un seul GTP libéré) mais permet l’oxydation 

très complète de l’Acétyl CoA. Le cycle de Krebs est décomposable en huit réactions (figure 

n°8) et l’énergie libérée est transférée sous forme d’équivalents réduits, NADH,H+ et FADH2. 

L’oxydation des acides gras débute par leur transformation en acyl-CoA au niveau de la 

membrane externe puis ils s’associent à la carnitine en formant l’acyl carnitine pour être 

transportés jusqu’à la matrice. L’acyl-CoA régénéré va alors être oxydé par des cycles répétés 

qui fournissent des co-enzymes réduits et de l’acétyl-CoA utilisable dans le cycle de Krebs. 

 

D’autres voies métaboliques, comme la biosynthèse de l’hème ou du co-enzyme Q, 

indispensables à la chaîne respiratoire, ou encore la biosynthèse du cardiolipide (lipide 

spécifique de la membrane mitochondriale interne) et le cycle de l’Urée se déroulent en partie 

dans la mitochondrie (Scheffler, 1999).  
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Figure n°9 : Les mécanismes moléculaires de perméabilisation de la membrane externe. Les 

modèles proposés qui aboutissent au relargage du cytochrome c sont présentés. 

(i) Bax et Bak forment un pore dans la membrane externe après activation par des protéines BH3-only comme 

Bid, pour lequel vont libérer différents apoptogènes. (ii) L'ouverture du pore de transition de perméabilité (pore 

PT) permet un afflux d'eau et d’ions dans la matrice, provoquant la dilatation ce qui conduit à la rupture de la 

membrane externe en libérant des protéines de l’espace inter-membranaire telles que cytochrome c. (MIM : 

membrane interne mitochondriale, MOM : membrane externe mitochondriale, IMS : espace inter-

membranaire) 
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3.4. L’apoptose 

 

L’apoptose est un processus de mort cellulaire actif génétiquement programmé qui 

concerne les eucaryotes supérieurs. Ce processus d’élimination cellulaire a de nombreuses 

finalités dans l’organisme et elle joue un rôle prépondérant dans le développement 

embryonnaire et la morphogenèse chez les vertébrés (Meier et al, 2000). Plusieurs critères 

morphologiques permettent de détecter une cellule apoptotique. Elle est généralement 

arrondie, et présente une réduction du volume cellulaire, une condensation de la chromatine, 

une fragmentation nucléaire et un bourgeonnement de la membrane plasmique. Les 

molécules essentielles à l’apparition de ces caractéristiques et donc au démantèlement de la 

cellule apoptotique sont des cystéines protéases appelées caspases, capables de cliver 

spécifiquement plusieurs substrats cruciaux pour la vie de la cellule (Riedl & Salvesen, 2007). 

On distingue deux voies apoptotiques, d’une part une voie extrinsèque, ou voie des récepteurs 

de mort, et d’autre part une voie intrinsèque ou voie mitochondriale. La voie intrinsèque 

consiste en la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale qui permet la 

libération, vers le cytosol, de plusieurs facteurs apoptogènes, dont le cytochrome c, situés 

initialement dans l’espace inter-membranaire, capables d’initier et de réguler l’activation des 

caspases. Le cytochrome c libéré de la mitochondrie s’associe dans le cytosol en présence de 

dATP avec une protéine cytoplasmique, Apaf-1 (Apoptosis protease-activating factor-1), pour 

constituer le cœur d’un complexe multimoléculaire appelé apoptosome, qui va activer des 

caspases effectrices et conduire à la phase d’exécution de l’apoptose.  

Deux modèles ont été proposés pour la perméabilisation de la membrane externe de la 

mitochondrie au cours de l’apoptose : l’ouverture d’un canal, le pore de transition de 

perméabilité (PTP) qui permet la dilatation de la matrice et la rupture de la membrane 

externe et la formation d’un pore au niveau de la membrane externe par des protéines de la 

famille de Bcl-2 (Antignani & Youle, 2006; Grimm & Brdiczka, 2007) (figure n°9). 
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Guillou 2005 FEBS Letters 

Figure n°10 : Morphologie des mitochondries dans différents types cellulaires révélée par 

microscopie à fluorescence.  

(A) Les mitochondries d’une cellule HeLa sont visualisées, grâce à la protéine DsRed1 adressée à la 

mitochondrie, par microscopie confocale, déconvolution et reconstruction tri-dimensionnelle. (B) Les 

mitochondries d’un hépatocyte sont visualisées, grâce à la calcéine par microscopie confocale, déconvolution et 

reconstruction tri-dimensionnelle. Les mitochondries de (C) fibroblastes embryonnaires de souris (D), de 

S.cerevisiae (E) et de S. pombe sont visualisées grâce à une GFP adressée à la mitochondrie par microscopie 

confocale. 
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4. Structure des mitochondries 

 

4.1. Morphologie des mitochondries 

 

4.1.1. Morphologie des mitochondries 

 

Dans les années 1990, la mise au point de marqueurs vitaux fluorescents des 

mitochondries comme la rhodamine 123 et le MitoTracker, ainsi que l’utilisation de la GFP 

(Green Fluorescent Protein) adressée à la mitochondrie vont contribuer à raviver l’intérêt des 

biologistes pour la morphologie des mitochondries.  

Les mitochondries peuvent apparaître suivant le type cellulaire comme un réseau 

formé de filaments plus ou moins continus ou interconnectés (cellules HeLa, cardiomyocytes, 

S. cerevisiae et S. pombe) ou de petites sous unités sphériques indépendantes (fibroblastes 

embryonnaires murins et hépatocytes) (figure n°10) ou un réseau mixte (ostéosarcome) 

(Kuznetsov et al, 2009; Margineantu et al, 2002). Quelques exemples typiques de 

morphologie mitochondriale sont présentés en figure 10, démontrant une grande diversité de 

formes des mitochondries dans les différents types cellulaires.  

La morphologie des mitochondries est contrôlée par deux composantes. La première 

dite intrinsèque car propre aux mitochondries correspond à des événements de fission et de 

fusion des membranes mitochondriales. Il s’agit de la dynamique mitochondriale. Lorsque la 

fusion prédomine le réseau mitochondrial apparaît filamenteux, alors que lorsque la fission est 

prépondérante, les mitochondries apparaissent sous forme de points isolés. Mais cet équilibre 

est dynamique : les mitochondries fissionnent et fusionnent constamment quelles que soient 

leurs formes filaments ou points isolées. Les mécanismes moléculaires de la dynamique 

mitochondriale seront exposés en partie II. La seconde composante qui contrôle la 

morphologie des mitochondries est dite extrinsèque car elle repose sur des interactions mises 

en jeu entre les mitochondries et le cytosquelette cellulaire. Cette composante va contrôler la 

mobilité et la distribution de l’organelle (voir 4.2.)  

La morphologie des mitochondries variable, suivant les types cellulaires, est également 

modifiée pour un type cellulaire donné dans différentes situations comme l’état de 

prolifération, de différentiation ou dans différentes conditions comme la nature du milieu 
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nutritif. Ainsi une fragmentation des mitochondries qui permettrait une répartition équitable 

de l’organelle au cours de la mitose a été décrite (Taguchi et al, 2007). Au cours de la 

différentiation des spermatozoïdes chez la drosophile, les mitochondries fusionnent pour 

former deux structures géantes qui s’entourent l’une autour de l’autre pour former le 

« Nebenkern » (Hales & Fuller, 1997). Chez les levures, le réseau mitochondrial qui apparaît 

sous forme de filaments en phase exponentielle de croissance se fragmente en petites 

mitochondries rondes en phase stationnaire. De plus, une augmentation de l’état de 

filamentation est observée quand les levures sont cultivées en milieu respiratoire par rapport à 

un milieu fermentescible (Jakobs et al, 2003).   

 

Des expériences de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) menées sur 

des cellules HeLa exprimant une GFP adressée à la mitochondrie ont conduit à proposer que 

dans les cellules HeLa, les mitochondries formaient un large réseau continu constitué de 

filaments interconnectés (Rizzuto et al, 1998). Cependant des expériences menées sur le même 

type cellulaire, et sur d’autres cellules, en utilisant une DsRed adressée à la mitochondrie et du 

TMRE (tetramethylrhodamine ethyl ester perchlorate), une sonde fluorescence qui 

s’accumule dans les mitochondries en fonction du potentiel de membrane, ont révélé 

l’existence de mitochondries morphologiquement et fonctionnellement indépendantes dans 

une même cellule (Collins et al, 2002).    

 

4.2. Mobilité et la distribution des mitochondries 

 

Le cytosquelette joue un rôle majeur dans le contrôle de la distribution et de la 

mobilité des mitochondries. Les mitochondries utilisent les protéines du cytosquelette comme 

des traces pour leur mouvement directionnel (Boldogh & Pon, 2007; Frederick & Shaw, 2007). 

Ces dernières peuvent être associées, suivant les organismes et les types cellulaires, avec les 

trois principales structures cytosquelettique : les microfilaments d’actine, les microtubules et 

les filaments intermédiaires. Ainsi grâce à cette association avec le cytosquelette les 

mitochondries vont pouvoir être mobilisées, puis distribuées au niveau de zones cellulaires 

particulières où la demande en énergie est très forte, ou transmises de façon équitable lors de 

la division cellulaire.    
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Boldogh, 2007 Trends in Cell Biology,  

Figure n°11 : Transport des mitochondries sur le cytosquelette de microtubule.  

Les moteurs dynéine et kinésine dirigent le mouvement des mitochondries respectivement vers l’extrémité - et 

l’extrémité + des microtubules. Plusieurs adaptateurs moléculaires impliqués dans la liaison des protéines 

motrices aux mitochondries tels que Milton, Miro ou la dynactine ont été identifiés.  
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4.2.1. Mobilité et distribution des mitochondries chez les mammifères 

 

Le transport des mitochondries, chez les mammifères, s’effectue grâce au réseau de 

microtubules. Le transport des mitochondries dans les axones des neurones, réalisé très 

rapidement sur de longues distances, a fait l’objet de nombreuses études et a ainsi permis de 

mieux appréhender ce processus (Boldogh & Pon, 2007; Cai & Sheng, 2009; Hollenbeck & 

Saxton, 2005). L’enrichissement de mitochondries sur leur lieu d’utilisation, en particulier au 

niveau des synapses, des cônes de croissance ou des nœuds de Ranvier, fait appel à un 

mouvement dit antérograde qui a lieu depuis le soma vers les régions distales (extrémité + des 

microtubules). Le mouvement rétrograde s’effectue au contraire en sens inverse, des zones 

distales vers le soma (extrémité - des microtubules). Les mitochondries sont associées, par 

l’intermédiaire de protéines adaptatrices spécifiques, à des moteurs qui, par hydrolyse de 

l’ATP, fournissent les forces nécessaires aux mouvements le long des microtubules (figure 

n°11). Dans les neurones, les kinésines 1 (KIF5B) et 3 (KIF1B) assurent le transport 

antérograde des mitochondries, alors que le transport rétrograde est médié par la dynéine. Les 

protéines adaptatrices MILTON et MIRO lient la kinésine 1 à la mitochondrie lors du 

transport antérograde. MILTON interagit avec la partie carboxy-terminale de la chaîne 

lourde de la kinésine 1 et avec MIRO, une GTPase Rho-like intégrale à la membrane externe 

mitochondriale. Concernant le transport rétrograde, un complexe multi-protéique, appelé 

Dynactine, lie la Dynéine à la surface des mitochondries. 

 Plusieurs études menées sur des neurones suggèrent également l’intervention du 

cytosquelette d’actine dans le transport des mitochondries via l’utilisation des myosines, en 

particulier dans le cadre de déplacements plus courts et plus lents, dans les zones 

présynaptiques et les épines dendritiques riches en microfilaments. 

Une large proportion de mitochondries (environ 2/3) dans les neurones sont 

stationnaires. Leur rétention, au niveau de sites où la demande en énergie et en calcium est 

élevée, est hautement contrôlée. La syntabuline en s’associant aux mitochondries constitue un 

récepteur impliqué dans la rétention des mitochondries au niveau des axones grâce au 

cytosquelette de microtubules. D’autres travaux suggèrent l’implication des microfilaments 

d’actine.     
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Boldogh, 2007 Trends in Cell Biology,  

Figure n°12 : Modèle de mouvement antérograde et rétrograde chez la levure S. cerevisiae.  

Les mitochores sont impliqués dans la liaison des mitochondries et de l’ADNmt aux filaments d’actine pour les 

mouvements rétrogrades et antérogrades. (a) Le mouvement antérograde des mitochondries vers le bourgeon 

utilise la force générée au cours de la polymérisation de l’actine par le complexe Arp2/3p. Ce complexe est 

recruté sur la mitochondrie par Jsn1p/Puf1p. Puf3p lie le mitochore au complexe Arp2/3p, associé à la 

mitochondrie. (b) Le mouvement rétrograde des mitochondries vers la cellule mère est conduit par le flux 

rétrograde des filaments d’actine.  
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4.2.2. Mobilité et distribution des mitochondries chez la levure S. cerevisiae 

 

Des études génétiques et biochimiques ont montré que les mitochondries sont liées au 

cytosquelette d'actine chez la levure bourgeonnante S. cerevisiae, ce qui régule leur mobilité et 

leur distribution. Les mutants thermosensibles létaux du gène d’actine montrent à 

température non permissive une distribution anormale des mitochondries et un déficit de leur 

mouvement essentiel pour la transmission des mitochondries au cours de la division cellulaire 

(Fehrenbacher et al, 2004; Simon et al, 1997). Les mouvements antérogrades, vers le 

bourgeon en formation, et rétrogrades, vers la cellule mère, sont bloqués par un traitement à 

la Latrunculin-A (Boldogh et al, 1998).  

L’association de la mitochondrie au cytosquelette d’actine est assurée par trois 

protéines intégrales de la membrane externe mitochondriale, Mmm1p (maintenance of 

mitochondrial morphology), Mdm10p et Mdm12p (mitochondrial distribution and 

morphology) (Berger et al, 1997; Burgess et al, 1994; Sogo & Yaffe, 1994). La délétion des 

gènes codant ces protéines induit l’inhibition de la mobilité des mitochondries, des défauts de 

morphologie mitochondriale. Le complexe formé par ces trois protéines a été baptisé 

« mitochore » (Boldogh et al, 1998; Boldogh & Pon, 2006), en référence au rôle joué par le 

kinétochore lors de la mitose. Ce complexe grâce à ses interactions avec le cytosquelette 

d’actine permettrait d’assurer non seulement la transmission des mitochondries mais 

également du mtDNA (Okamoto & Shaw, 2005). En effet, des mutants MDM10, MDM12 et 

MMM1  perdent leur génome mitochondrial et MMM1 est localisée à la mitochondrie au 

niveau de foci adjacents aux nucléoïdes mitochondriaux (Hobbs et al, 2001). Plus récemment 

ces protéines ont été également impliquées dans l’import des protéines « β-barrels » à la 

membrane externe (Meisinger et al, 2007) et dans l’attachement des mitochondries au 

réticulum endoplasmique (Kornmann et al, 2009). 

La protéine motrice myosine n’est pas impliquée dans le mouvement des 

mitochondries chez la levure S. cerevisiae mais leurs mouvements antérogrades utilisent la 

polymérisation d’actine par le complexe Arp2/3p (figure n°12) (Boldogh & Pon, 2007). Les 

deux protéines périphériques de la membrane mitochondriale Jsn1p/Puf1p et Puf3p sont des 

partenaires de Arp2/3p respectivement impliquées dans le recrutement du complexe à la 

mitochondrie et son association au mitochore (Boldogh & Pon, 2007)(figure n°12).  
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Perkins 2000  

Figure n°13 : Représentations schématiques des différentes modèles de la structure interne des 

mitochondries.  

(a) Modèle de « Baffle » décrit par Palade et al., en 1952-53. (b) Modèle des jonctions des crêtes décrit par 

Perkins et Frey en 2000.  

 

 



 
 
 

47 

L’ancrage des mitochondries dans les cellules filles, est contrôlé par la protéine Myo2p 

(une myosine de type V) et par Ypt11p et Mmr1p, deux protéines associées à Myo2p chez la 

levure S. cerevisiae (Boldogh & Pon, 2007).    

 

4.2.3. Distribution des mitochondries chez la levure S. pombe 

 

La distribution des mitochondries dans la levure à fission S. pombe repose sur le réseau 

de microtubules. Des mutations dans les gènes codant les tubulines α ou β, ou des drogues qui 

perturbent le réseau de microtubules comme le nocodazole ou la vinblastine, altèrent la 

distribution des mitochondries (Yaffe et al, 1996). Cependant la délétion de l’homologue de la 

kinésine, Klp3p, n’a pas d’effet sur la distribution des mitochondries (Brazer et al, 2000), 

suggérant que la mobilité des mitochondries n’est pas prise en charge par ces protéines 

motrices. En accord avec cette hypothèse, une étude récente menée en microscopie 

électronique de type tomographie n’a pas permis de révéler l’existence de ponts 

correspondant aux moteurs entre les microtubules et les mitochondries (Hoog et al, 2007). De 

plus, il a été montré que les mitochondries sont associées à l’extrémité plus des microtubules et 

une inhibition de la dynamique des microtubules inhibe le mouvement des mitochondries 

(Yaffe et al, 2003). Néanmoins, des travaux récents suggèrent que la mobilité des 

mitochondries est indépendante des microtubules (Jourdain et al, 2009). Deux gènes mmd1 et 

mdm4 ont été identifiés dans un crible génétique visant à isoler des gènes impliqués dans le 

contrôle de la morphologie et de la distribution des mitochondries chez S. pombe. Dans ces 

mutants les mitochondries sont agrégées à l’extrémité des cellules.  Mmd1p a été impliquée 

dans l'association des mitochondries aux microtubules (Weir & Yaffe, 2004). mdm4+ 

correspond au gène peg1+ qui code une protéine capable de s’associer à l’extrémité plus des 

microtubules et aux mitochondries. 

 

4.3. Ultrastructure des mitochondries 

 

La visualisation tridimensionnelle de la structure interne des mitochondries, grâce à 

l’avènement de la tomographie électronique, a conduit à proposer un modèle alternatif au 

« baffle model » proposé par Palade qui décrivait que de larges ouvertures connectaient 

l’espace intra-crêtes à l’espace inter-membranaire (figure n°13). Dans ce modèle dit de 

« jonction des crêtes », admis dans les années 2000, d’étroites ouvertures tubulaires 
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Frey 2000 Trends in Biochemical Sciences 

Mannella, 2006 CA. BBA 

Figure n°14 : Reconstructions tomographiques de mitochondries.  

Reconstruction en trois dimensions d’une mitochondrie de foie de rat non traitée (A) ou traitée (B) par t.Bid. La 

membrane externe est en rouge, la membrane interne en jaune et les crêtes en vert. C : crête, IM : membrane 

interne, OM : membrane externe. Les flèches pointent les jonctions des crêtes qui connectent les crêtes à la 

membrane interne. (C) Changements de topologie de la membrane interne mitochondriale lors de la transition 

orthodoxe-condensée. Reconstructions tomographiques de mitochondries de foie de souris observées en état III 

et IV de la respiration. Les membranes externes et internes sous-jacentes sont représentées respectivement en 

rouge et jaune. Les crêtes mitochondriales sont colorées en vert.  
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connectent ces deux espaces (Perkins & Frey, 2000). Ces jonctions contrôleraient la diffusion 

de métabolites, comme l’ADP, ou de protéines comme le cytochrome c (Mannella, 2006; 

Perkins et al, 1997). La plupart des crêtes possède plusieurs jonctions qui peuvent se trouver 

du même côté de la membrane interne sous-jacente à la membrane externe, ou sur des côtés 

opposés si la crête s’étend complètement en travers de la matrice (figure n°14A). Des 

morphologies extrêmes de crêtes mitochondriales, qui peuvent être le reflet d’une 

spécialisation cellulaire, ont été décrites. Par exemple, les crêtes des cellules de Leydig 

adoptent une organisation originale avec la juxtaposition d’une zone lamellaire et d’une zone 

de tubules anastomosés (Prince, 1999), les crêtes des astrocytes de l’hypothalamus de hamster 

sont triangulaires et prismatiques et les crêtes des cellules corticales de la glande surrénale 

humaine sont en forme de doigt fin terminé par une vésicule (Zick et al, 2009b). Cette 

diversité de morphologies démontre une grande plasticité des crêtes. 

La membrane interne adapte sa forme dans le volume matriciel en réponse à des 

variations osmotiques, aux besoins énergétiques ou lors d’un processus apoptotique (Mannella, 

2006) (figure n°14B). Des travaux menés par Hackenbrock dans les années 1960 ont permis à 

partir de mitochondries isolées de foie de souris, de définir deux états morphologiques  (figure 

n°14C) (Hackenbrock, 1966). L’état orthodoxe est caractérisé par des crêtes mitochondriales 

fines et tubulaires, reliées à la membrane interne par une à deux jonctions de crête, et par une 

matrice expansée. À l’inverse, les mitochondries condensées ont une matrice de volume 

beaucoup plus réduit et présentent des crêtes assimilables à des citernes interconnectées 

présentant de multiples jonctions de crêtes. Le passage d’un état à l’autre serait contrôlé par 

des évènements de fusion et de fission (Mannella et al, 2001). La condensation de la matrice 

serait accomplie par la fusion des crêtes tubulaires en compartiments plus larges alors que 

l’expansion de la matrice impliquerait la fission des larges citernes en crêtes tubulaires 

individualisées. La diffusion de métabolites et de protéines entre les différents compartiments 

mitochondriaux pourrait être modifiée par les remaniements de cette membrane. Des 

simulations informatiques indiquent qu’une déplétion en ADP pourrait avoir lieu au sein 

d’espaces intra-crêtes volumineux observés dans les mitochondries condensées (Mannella et al, 

2001). Le passage d’un état condensé à un état orthodoxe permettrait alors de rétablir la 

concentration en ADP et par conséquent la production d’ATP. En accord avec cette 

hypothèse, ce changement de morphologie est observé au cours du passage de l’état 

respiratoire III à l’état IV, état où la concentration en ADP limite le taux de respiration 

(Hackenbrock, 1966).  
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Lee 2004 Mol. Cell. Biol 

Cerveny 2007 Trends in Cell Biology 

Figure n°15 : La dynamique des membranes mitochondriales. ( 

A) Images obtenues par microscopie confocale à fluorescence après incubation avec du Mitotracker d’une cellule 

HeLa sauvage (réseau mitochondrial filamenteux, panel de gauche), ou déficiente pour la fusion 

(mitochondries fragmentées, panel du milieu) ou pour la fission des membranes mitochondriales (réseau 

mitochondrial hyper-filamenteux, panel de droite). (B) Observation du réseau mitochondrial chez S. cerevisiae au 

microscope à fluorescence grâce à l’expression d’une GFP adressée à la mitochondrie. (a) Une levure sauvage 

présente un réseau mitochondrial tubulaire avec des ramifications occasionnelles. (b) Un mutant de fusion 

présente des mitochondries fragmentées, conséquence d’un déplacement de l’équilibre vers la fission. (c) Un 

mutant de fission présente une mitochondrie unique composée de tubules interconnectés, conséquence d’un 

déplacement de l’équilibre vers la fusion. (d) Dans les cellules où fusion et fission mitochondriales sont inactivées 

les mitochondries sont similaires à celles observées chez le sauvage.  
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II. La dynamique mitochondriale 

 

La morphologie des mitochondries est contrôlée par la mise en place d’un équilibre 

entre deux forces antagonistes de fusion et de fission qui s’exercent sur les membranes 

mitochondriales. Les mitochondries de cellules présentant un taux de fusion plus élevé que le 

taux de fission apparaissent sous forme d’un réseau de filaments plus ou moins longs et 

interconnectés. À l’inverse, les cellules présentant un taux de fission supérieur à celui de fusion 

possèdent des mitochondries de petites tailles ponctiformes (figure n°10). Lorsque cet équilibre 

fusion/fission, nommé dynamique mitochondriale, est perturbé, des changements 

spectaculaires de morphologie mitochondriale sont observés (figure n°15).  

Vers la fin des années 1990, des cribles génétiques réalisés chez la levure S. cerevisiae ont 

permis d’identifier les premiers protagonistes de la dynamique mitochondriale. Il s’agit pour la 

plupart de grandes GTPases de la famille des dynamines conservées chez les eucaryotes au 

cours de l’évolution.  

 

1. Techniques d’observation de la dynamique mitochondriale 

 

 

Des changements de morphologie des mitochondries ont été largement interprétés 

comme une preuve de la modification de l’activité de fusion et/ou fission mitochondriale. 

Toutefois, des conclusions précises concernant les taux de ces deux processus ne peuvent pas 

être établies seulement sur cette base. Par exemple, une connectivité accrue des mitochondries 

peut être causée par une augmentation de la fusion ou une inhibition de la fission. Différents 

tests de mesure directe de la fusion des mitochondries ont été mis au point. Le premier 

consiste à étudier la fusion des mitochondries après fusion cellulaire naturelle chez la levure 

(conjugaison) ou artificielle chez les cellules eucaryotes supérieurs (traitement au PEG, poly-

éthylène glycol) (Legros et al, 2002; Nunnari et al, 1997). Chez la levure, la conjugaison est un 

mécanisme naturel pendant lequel les mitochondries fusionnent. L’utilisation de 

fluorochromes différents pour marquer les mitochondries des deux levures parentales permet 

d’apprécier l’efficacité de la fusion mitochondriale en microscopie à fluorescence par la 
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Legros 2002 Molecular Biology of the Cell 

Figure n°16 : Test de fusion mitochondriale au PEG.  

(A) Représentation schématique du test de fusion après fusion cellulaire au polyéthylèneglycol (PEG). (B) Des 

cellules HeLa exprimant soit une GFP adressée à la mitochondrie soit une RFP adressée à la mitochondrie ont 

été mélangées et fusionnées avec du PEG puis fixées après 2 h et observées au microscope à fluorescence. (C) 

Élargissement des zones encadrées dans B. Les astérisques indiquent la position des noyaux hétéro-polycaryons 

et les flèches indiquent la position des mitochondries exprimant un seul marqueur. La présence des 

mitochondries possédant un double marquage (jaune) montre l'échange des protéines fluorescentes matricielles 

par la fusion. 
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Karbowski 2004 The Journal of Cell Biology 

Figure n°17 : Test de fusion mitochondriale avec la mito-PAGFP.  

Des cellules HeLa (A), des myocytes primaires (B), et des neurones primaires d'hippocampe (C) ont été co-

transfectées par un vecteur permettant d’exprimer une DsRed2 adressée à la mitochondrie (rouge) et une GFP 

photoactivable (PAGFP) adressée à la mitochondrie (vert). Pour photoactiver la PAGFP, les régions marquées 

par des cercles blancs (pre) ont été irradiés à 413 nm. Les images ont été acquises sous excitation à 488-nm avant 

(pre) et 30 secondes après la photoactivation (post). 
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Meeusen 2004 Science 

Figure n°18 : Test de fusion de mitochondries de levure in vitro. 

(A) Schéma du test de fusion mitochondrial in vitro. (B) Des mitochondries exprimant soit une GFP 

mitochondriale (m-GFP) soit une DsRed mitochondriale  (m-DsRed) ont été mélangées et incubées en présence 

d’ATP et de GTP. Les flèches indiquent les mitochondries fusionnées. En (C) des images montrant des structures 

intermédiaires de fusion mitochondriale sont présentées. L’image correspond à la fluorescence verte (a), rouge (b) 

et à la superposition (c). La région blanche en (d) montre la juxtaposition des fluorophores rouge et vert. (D) 

Schéma du test de fusion de la membrane externe mitochondriale in vitro. Des mitochondries exprimant une 

protéine fluorescence verte ciblée à la membrane externe (om-GFP) et une protéine fluorescence rouge ciblée à la 

matrice (m-DsRed) ou une protéine fluorescence bleu ciblée à la matrice (m-BFP) ont été mélangées (étape 1). 

Les flèches indiquent les mitochondries qui ont fusionnées leur membrane externe. 

A 

B 

C 

D 

 



 
 
 

55 

présence de mitochondries abritant les deux fluorescences. En revanche, une absence de co-

localisation des deux fluorophores indique une altération de ce processus. Le test de fusion 

cellulaire chez les eucaryotes supérieurs consiste à mélanger et à fusionner, par du PEG, deux 

lignées cellulaires aux mitochondries préalablement marquées par deux fluorochromes 

différents par exemple une RFP et une GFP matricielles (figure n°16). Une fois la fusion 

cellulaire effectuée, les mitochondries de chacune des cellules constituant l’hétéropolycaryon 

sont redistribuées et fusionnent, ou non, entre elles à leur tour.  

Le développement de protéines fluorescentes photoactivables ciblées à la matrice 

mitochondriale (mito-PAGFP) a permis de mettre au point chez les eucaryotes supérieurs des 

tests quantitatifs de fusion mitochondriale sans fusion cellulaire (figure n°17) (Karbowski et al, 

2004a). Ce test fait appel à un variant photoactivable de la GFP qui présente une substitution 

d’un acide aminé permettant, après photoactivation par une illumination laser, une 

augmentation de plus de 100 fois de la fluorescence. Suite à l’adressage de cette protéine à la 

mitochondrie, puis à la photoactivation d’une zone restreinte de la cellule, un suivi du taux de 

dilution de fluorescence est réalisé. Cette dilution est la conséquence de la transmission de la 

fluorescence à d’autres mitochondries voisines situées dans des zones non photoactivées 

permise par la fusion mitochondriale. Une dilution de la fluorescence est ainsi attribuée à des 

évènements de fusion des mitochondries, alors que la fluorescence reste stable au cours du 

temps si les mitochondries ne fusionnent plus. 

Récemment, des tests de fusion des mitochondries in vitro ont été mis au point chez la 

levure (Meeusen et al, 2006; Meeusen et al, 2004). Ils ont permis de mieux comprendre le 

mécanisme moléculaire de certains acteurs de la dynamique mitochondriale et de montrer 

que les fusions des membranes externes et internes sont séparables et mécanistiquement 

distinctes même elles nécessitent toutes deux l’hydrolyse du GTP. Des mitochondries isolées 

contenant une protéine fluorescente soit verte (m-GFP) soit rouge (m-DsRed) ciblée à la 

matrice sont mélangées, concentrées par centrifugation (étape 1), et remises en suspension en 

présence d’ATP, de GTP (étape 2). La fusion des membranes interne et externe est mise en 

évidence par le mélange du contenu des matrices reflété par la co-localisation de m-GFP et m-

DsRed dans des structures individuelles (figure n°18A et B). Lorsque les mitochondries sont 

mélangées et incubées en absence d’énergie, une forme intermédiaire de fusion qui 

correspond à des structures déformées où se juxtaposent les deux fluorochromes m-DsRed et 

m-GFP est accumulée (figure n°18C). Cet intermédiaire correspond à l’accolement de deux 

mitochondries au niveau de leur membrane externe. L’addition d’ATP aboutit à la fusion des 

membranes externe et interne. Ce type de test a également été réalisé en utilisant deux 
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Figure n°19 : Dnm1 chez S. cerevisiae.  

(A) Structure protéique de Dnm1. Le domaine GTPase est affiché en bleu, le domaine Middle en blanc, le 

domaine nommé Insert B de fonction inconnue en brun et la région GED en vert clair. (B) Effet de la délétion de 

DNM1 sur le réseau mitochondrial visualisé grâce à une GFP adressée à la mitochondrie. WT : S. cerevisiae 

sauvage, Δdnm1 : S. cerevisiae délétée pour le gène DNM1. 
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Figure n°20 : Effets de la déplétion en Drp1 dans des cellules HeLa. 

Réseau mitochondrial, visualisé par immunoflurescence à l’aide anticorps dirigé contre la cytochrome c de 

cellules transfectées par un siRNA contrôle (A) ou un siRNA dirigés contre DRP1 (siRNA Drp1) (B). À droite de 

B la zone entourée par le carré est agrandie pour montrer une structure typique semblable à un ballon. 
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populations mitochondriales marquées avec des protéines fluorescences verte ou rouge ciblées 

à la membrane externe (om-GFP) ou à la matrice (m-DsRed), et une protéine fluorescente 

bleue (m-BFP) ciblée à la matrice (figure n°18D).  

 

2. La fission des mitochondries 

 

2.1. Les acteurs de la fission mitochondriale 

 

Le premier acteur de la fission des mitochondries à avoir été découvert a été identifié 

d’abord chez la levure (Dnm1p), puis chez les eucaryotes supérieurs (DRP1). Une seconde 

protéine conservée de la levure à l’homme impliquée dans la fission, Fis1p, a ensuite été 

identifiée. Mdv1p et Caf4p découverts ultérieurement chez la levure comme des acteurs de la 

fission des mitochondries n’ont pas d’homologues chez les eucaryotes supérieurs. L’ensemble 

de ces protéines contrôle la fission de la membrane externe, alors que peu d’acteurs sont 

connus pour la fission de la membrane interne. 

 

2.1.1. Dnm1/DRP1/DLP1 

 

La fission des mitochondries nécessite la dynamine Dnm1p (dynamin related 1) chez S. 

cerevisiae (Bleazard et al, 1999), DRP-1 chez C. elegans (Labrousse et al, 1999) et DRP1 (ou 

Dlp1/DVLP/Dymple) chez les mammifères (Pitts et al, 1999). Cette protéine présente la 

structure classique des dynamines, un domaine GTPase N-terminal, un domaine Middle, et 

un domaine GED (figure n°19) (Praefcke & McMahon, 2004). La délétion du gène DNM1+ 

chez la levure, la diminution de l’expression du gène DRP1 par interférence à l’ARN et la 

surexpression de mutants dominants négatifs chez les mammifères, induisent une 

filamentation et une connectivité excessive des mitochondries (figure n°19 et n°20) (Lee et al, 

2004; Sesaki & Jensen, 1999). 

La protéine Dnm1p/DRP1 est cytoplasmique et est recrutée transitoirement à la 

membrane externe mitochondriale au niveau de structures ponctiformes qui correspondent 

aux futurs sites de fission. Juste après la fission, la protéine est détectée à l’une ou aux deux 

extrémités libérées (Smirnova et al, 2001). Le recrutement de Dnm1p à la membrane 
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Figure n°21 : Auto-assemblage sous forme de spirales de Dnm1p.  

Structures formées en présence d’un analogue non hydrolysable du GTP (GMP-PCP) ou de GDP (en bas, à 

droite) et visualisées par microscopie électronique après coloration négative. 

 

 

 



 
 
 

59 

mitochondriale implique Fis1p (James et al, 2003; Yoon et al, 2003). En effet, dans les levures 

∆fis1, Dnm1p n’est pas localisée à la mitochondrie (Cerveny & Jensen, 2003). Chez les 

mammifères, le rôle de FIS1 dans le recrutement de DRP1 est plus obscur. Des expériences 

de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) et de co-immunoprécipitation ont 

montré que FIS1 interagit avec DRP1. Cependant, dans des cellules traitées par un siRNA 

ciblant FIS1, DRP1 est toujours recrutée à la membrane externe (Lee et al, 2004). De plus, il 

a été montré qu’en condition basale le recrutement de DRP1 implique le cytosquelette de 

microtubule et le moteur rétrograde dynéine/dynactine (Varadi et al, 2004). Au contraire en 

condition de fission induite par les inhibiteurs de la chaîne respiratoire ou de l’ATP synthase 

le cytosquelette d’actine a été impliquée (De Vos et al, 2005). Au cours de la fission induite par 

l’apoptose, DRP1 se transloque à la mitochondrie au niveau des futurs sites de fission grâce 

aux protéines p20-BAP31 et DDP/TMM8a (Arnoult et al, 2005b; Karbowski et al, 2002). À 

noter, DRP1 a également été détectée dans les peroxysomes, où cette protéine contrôle la 

fission de cet organite (Koch et al, 2003).  

 

La caractérisation biochimique de Dnm1p chez la levure S. cerevisiae indique un mode 

d’action de cette protéine dans la fission mitochondriale proche de celui des dynamines 

conventionnelles dans l’endocytose. In vitro, en présence de GTP ou d’un analogue non 

hydrolysable du GTP, Dnm1p oligomérise sous forme de grandes spirales (Fukushima et al, 

2001; Ingerman et al, 2005; Naylor et al, 2006) qui présentent un diamètre largement 

supérieur à celui des spirales formées par les dynamines classiques (environ 109 nm versus 50 

nm) (Chen et al, 2004; Hinshaw & Schmid, 1995; Ingerman et al, 2005; Zhang & Hinshaw, 

2001) correspondant au diamètre moyen des sites de constriction des mitochondries (figure 

n°21). Une réduction du diamètre de ces spirales consécutive à l’hydrolyse du GTP 

permettrait la scission des membranes mitochondriales. En effet, le mutant Dnm1K41A, qui 

fixe le GTP mais ne l’hydrolyse pas, est capable de s’autoassembler in vitro sous forme de 

spirales, est recruté à la mitochondrie lorsqu’il est surexprimé chez la levure, mais est 

incapable de fissionner les mitochondries entraînant un réseau mitochondrial 

hyperfilamenteux (Naylor et al, 2006). La fixation du GTP semble donc suffisante pour l’auto-

assemblage de la protéine et son adressage à la mitochondrie alors que son hydrolyse semble 

essentielle pour achever la division mitochondriale en effectuant la fission des membranes. Les 

caractéristiques biochimiques de DRP1 chez les mammifères sont beaucoup moins 

documentées. DRP1 oligomérise in vitro sous forme d’anneaux présentant un diamètre plus 

réduit que les structures formées par Dnm1p et similaire à celui des dynamines (environ 50 
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nm) (Smirnova et al, 2001; Yoon et al, 2001). Cette différence entre DRP1 et Dnm1p pourrait 

signifier la nécessité de l’intervention de facteurs supplémentaires dans l’auto-assemblage de 

DRP1 in vivo pour la formation de structures de diamètre adéquat pouvant générer la 

constriction des mitochondries. 

 

Dans plusieurs types cellulaires, une fragmentation du réseau mitochondrial 

dépendante de DRP1 au cours de l’apoptose a été décrite (Arnoult et al, 2005b; Breckenridge 

et al, 2003; Frank et al, 2001; Lee et al, 2004; Sugioka et al, 2004). De plus, la perte de 

fonction de la dynamine retarde l’apoptose induite par différents stimuli en inhibant 

partiellement mais spécifiquement la libération du cytochrome c (Arnoult et al, 2005b; 

Barsoum et al, 2006; Estaquier & Arnoult, 2007; Frank et al, 2001; Parone et al, 2006). Ces 

données ont, dans un premier temps, été interprétées comme une preuve du rôle essentiel de 

la dynamique mitochondriale au cours de l’apoptose. Néanmoins, des études récentes ont 

montré que DRP1 exerce ce rôle indépendamment de son activité dans la fission 

mitochondriale (Arnoult et al, 2005b; Breckenridge et al, 2008; Cassidy-Stone et al, 2008; 

Skulachev et al, 2004). Le rôle de DRP1 dans l’apoptose pourrait passer par son influence sur 

le remodelage des crêtes et la mobilisation du cytochrome c de l’espace intra-crête vers 

l’espace inter-membranaire précédant sa libération dans le cytosol (Germain et al, 2005).  

DRP1 est essentielle pour le développement embryonnaire chez la souris. En effet, les 

souris invalidées pour le gène Drp1 meurent à mi-gestation et présentent un développement 

anormal du cervelet, du tube neural et du prosencéphale (Ishihara et al, 2009; Wakabayashi et 

al, 2009). Des cultures neuronales primaires du prosencéphale de souris DRP1-/- montrent une 

diminution du nombre de neurites et une altération de la fonction des synapses. En accord 

avec ces données, la surexpression de DRP1 dans des neurones corticaux augmente le nombre 

de dendrites et l'inhibition de la fission mitochondriale induite par la surexpression du mutant 

dominant négatif  de DRP1 (K38A) les diminue (Li et al, 2004). De plus, H.R. Waterham et 

ses collaborateurs ont récemment identifié une mutation létale de Drp1 chez un nouveau-né 

qui présentait une microcéphalie, une acidose lactique et une atrophie optique (Waterham et 

al, 2007).  

DRP1 est exprimée dans tous les tissus, toutefois, une isoforme spécifique (isoforme 1), 

générée par épissage alternatif, est exprimée dans le cerveau. Le cerveau, les muscles 

squelettiques et les cellules cardiaques présentent des niveaux élevés d'expression de DRP1 

alors que des niveaux plus faibles sont détectés dans les testicules, les reins et le pancréas et des 

niveaux très faibles dans le foie (Smirnova et al, 1998)(Yoon et al, 1998).  
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Figure n°22 : Modèle de régulation de DRP1 par phosphorylation.  

DRP1 est phosphorylée par les trois kinases Cdk1/Cycline B, PKA et CaMKIα. La phosphorylation de DRP1 

par Cdk1/Cycline B et CaMKIα augmente la fission mitochondriale alors que la phosphorylation par PKA 

réduit la fission mitochondriale. Jusqu’à présent une seule phosphatase (Calcineurine) qui active la fission des 

mitochondries a été identifiée.     

 

Scorrano 2009 EMBO reports   

Figure n°23 : Trafic dynamique de DRP1 sur les sites de fission mitochondriale. 

Le site de la fission mitochondriale est élargie dans le domaine encadré. La déphosphorylation de la sérine 637 

par la calcinurine transloque DRP1 sur la mitochondrie. La phosphorylation du même résidu par PKA pourrait 

libérer DRP1 de la mitochondrie. La sumoylation par MAPL stabiliserait DRP1 sur la mitochondrie et 

empêcherait de sa re-translocation. 
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Plusieurs types de modifications post-traductionnelles de DRP1, phosphorylation, 

ubiquitinylation, sumoylation, nitrosylation, ont été récemment décrites (figure n°22 et 23).  

Au cours de la mitose, le complexe Cdk1/Cycline B (Cyclic dependent kinase 1) 

phosphoryle l’isoforme 1 humaine de DRP1 sur la serine 616 (ou serine 585 chez le rat) 

localisée au niveau du GED. Cette phosphorylation augmente la fission mitochondriale, ce 

qui pourrait aider à une meilleure répartition de l’organelle lors de la division cellulaire 

(Taguchi et al, 2007). Cette phosphorylation n’ayant aucun effet sur l’activité GTPase de 

DRP1, elle pourrait influencer l’interaction de la dynamine avec des partenaires. La protéine 

kinase A (PKA) dépendante de l’AMP cyclique est impliquée dans la phosphorylation de 

l’isoforme 1 de DRP1 au niveau de la serine 637 chez l’homme (ou de la serine 656 chez le 

rat) située dans le domaine GED (Chang & Blackstone, 2007; Cribbs & Strack, 2007). La 

phosphorylation de la sérine 637 bloque les interactions intra-moléculaires entre les domaines 

GED, GTPase et middle et réduit l'activité GTPase de DRP1 (Chang & Blackstone, 2007). 

Toutefois, les études menées sur orthologue de rat n’ont montré aucun changement dans 

l'activité GTPase de DRP1 phosphorylée sur la sérine 656 (Cribbs & Strack, 2007). 

Néanmoins, l’ensemble des travaux menés montre que cette phosphorylation réduit la fission 

mitochondriale (Cereghetti et al, 2008; Chang & Blackstone, 2007; Cribbs & Strack, 2007). 

Dans ce sens, des cellules exprimant DRP1 portant une mutation phosphomimétique 

(Ser637Asp) présentent des mitochondries anormalement longues ainsi que des structures 

anormales des crêtes et une diminution de la sensibilité à l’apoptose (Cribbs & Strack, 2007). 

La phosphorylation de DRP1 par la PKA est réversible. Suite à une augmentation de la 

concentration cytosolique en calcium ou à une dépolarisation mitochondriale, la calcineurine 

déphosphoryle la serine 637 ce qui active la fission des mitochondries (Cereghetti et al, 2008; 

Cribbs & Strack, 2007). L'isoforme 3 de DRP1 est phosphorylée sur le résidu sérine 600 par la 

protéine kinase Iα dépendante de la calmoduline (CaMKIα) en réponse à l’activation de 

canaux calciques voltage-dépendant (VDCCs) (Han et al, 2008). Cette phosphorylation 

augmente l’affinité pour FIS1 et la translocation de la protéine à la mitochondrie, stimulant la 

fission des membranes mitochondriales.  

DRP1 est également mono-sumoylée avec SUMO-1 (Small Ubiquitin-Like Modifier 1) 

suite à l’intervention de l’enzyme de conjugaison E2 Ubc9 (Ubiquitin-conjugating enzyme 9) 

et de la SUMO E3 ligase MAPL (Mitochondrial-Anchored Protein Ligase). Cette 

modification, observée au cours de l’apoptose, contribue à l’activation de la fission 

mitochondriale en stabilisant l’association de DRP1 à la mitochondrie (Braschi et al, 2009; 

Harder et al, 2004; Wasiak et al, 2007; Zunino et al, 2007). SENP5, une sentrin/SUMO 
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Figure n°24 : Fis1 chez S. cerevisiae. 

(A) Structure de Fis1p obtenue par RMN. Les hélices α (colorées) composent le domaine TPR de la protéine. (B) 

Représentation schématique de la structure protéique de Fis1p. Les 6 α-hélices (en rose) dont quatre forment les 

deux motifs TPR et le domaine transmembranaire (en rouge) sont représentés. (C) Effet de la délétion de FIS1 

sur le réseau mitochondrial chez la levure S. cerevisiae visualisé grâce à une GFP adressée à la mitochondrie. 

 
 

 

A B 

C 

∆fis1 ∆fis1 + FIS1 



 
 
 

65 

protéase est capable de dé-sumoyler DRP1 et de restaurer une morphologie mitochondriale 

sauvage (Zunino et al, 2007). 

 L’E3 ubiquitine ligase mitochondriale MARCH V, aussi appelée MITOL, dont la 

perte de fonction conduit à des défauts de fission mitochondriale, interagit avec DRP1 et 

régule son recrutement au niveau des sites de fission sans toutefois affecter la stabilité de la 

protéine (Karbowski et al, 2007). 

DRP1 est nitrosylée sur la cystéine 644, dans des neurones corticaux en culture, en 

réponse à l’oxyde nitrique (Cho et al, 2009). Cette modification post-traductionnelle dans le 

domaine GED conduit à une augmentation de l’activité GTPase de la protéine et à la fission 

des mitochondries entraînant une diminution du nombre d’épines dendritiques. 

 

2.1.2. Fis1 

 

Fis1p (ou Mdv2p) chez la levure S. cerevisiae, ou FIS1 chez l’Homme (James et al, 2003; 

Stojanovski et al, 2004; Yoon et al, 2003) est ancrée dans la membrane externe 

mitochondriale par son domaine C-terminal, la majeure partie de la protéine étant 

cytoplasmique (James et al, 2003; Mozdy et al, 2000; Yoon et al, 2003). Contrairement à 

Dnm1p/DRP1, Fis1p/FIS1 se localise de manière homogène sur l’ensemble de la membrane 

externe (James et al, 2003; Stojanovski et al, 2004; Yoon et al, 2003). Des levures délétées 

pour le gène FIS1 présentent un réseau mitochondrial très interconnecté, « en filet », similaire 

à celui observé dans un mutant ∆dnm1 (figure n°24C). La surexpression de FIS1 entraîne une 

fragmentation des mitochondries, alors qu’une diminution de son expression par interférence 

à l’ARN conduit à la formation de longs filaments mitochondriaux très interconnectés (James 

et al, 2003; Lee et al, 2004; Yoon et al, 2003). Fis1p chez le rat est exprimée de façon 

ubiquitaire et ne montre pas de grandes différences de niveau d'expression entre les différents 

tissus analysés (Jofuku et al, 2005; Stojanovski et al, 2004). FIS1, comme DRP1, est également 

détectée chez les mammifères dans les peroxysomes et est impliquée dans la fission de cet 

organite (Koch et al, 2005). 

Fis1p chez S. cerevisiae est une petite protéine de 17 kDa qui contient 152 acides 

aminés. L’analyse tri-dimensionelle de la protéine, par cristallographie à rayon X (Dohm et al, 

2004) et par résonance magnétique nucléaire (Suzuki et al, 2003; Suzuki et al, 2005), révèle 

que FIS1 présente un large domaine, conservé chez la levure, structuré en 6 hélices α 

organisées en motifs de type « TPR » (tetratricopeptide repeat) (figure n°24A) 
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(Suzuki et al, 2005). Les 5 premières hélices sont exposées vers le cytoplasme. (Dohm et al, 

2004; Suzuki et al, 2003). La première est cruciale pour l’activité de fission de FIS1 et a un 

rôle essentiel dans son oligomérisation (Jofuku et al, 2005). Les 4 suivantes sont impliquées 

dans des interactions protéine-protéine et ne sont pas nécessaires pour l’oligomérisation de 

FIS1. Chez la levure, les motifs TPR sont responsables de l'interaction de Fis1p avec les 

adaptateurs Mdv1p et Caf4p (Zhang & Chan, 2007). La partie C-terminale de FIS1 qui 

contient un domaine transmembranaire mitochondrial et 4 résidus localisés dans l'espace 

inter-membranaire est responsable de la localisation de la protéine sur la membrane externe 

(James et al, 2003; Jofuku et al, 2005; Stojanovski et al, 2004; Yoon et al, 2003).  

 

Chez les mammifères, la surexpression de FIS1 provoque, en plus de la fragmentation 

des mitochondries, la libération du cytochrome c dépendante (James et al, 2003; Lee et al, 

2004). La diminution de l’expression de FIS1 induit au contraire un mécanisme de résistance 

à l'apoptose, confirmant son rôle dans la mort cellulaire (Lee et al, 2004). Cependant la fission 

mitochondriale induite par la surexpression de FIS1 peut être découplée de l'apoptose. En 

effet, l’expression du mutant DRP1K38A, inhibe la fission provoquée par la surexpression de 

FIS1, mais n’empêche pas la stimulation de la mort cellulaire. De même, un mutant de la 

région trans-membranaire de FIS1 induit la fission, mais pas la mort des cellules (James et al, 

2003; Lee et al, 2004). De plus, dans les cellules invalidées pour BAX et BAK, protéines pro-

apoptotiques de la famille Bcl-2, la surexpression de FIS1 provoque la fragmentation 

mitochondriale mais pas d’apoptose. En outre, la capacité de FIS1 à induire l'apoptose dans 

ces cellules est restaurée quand les niveaux de calcium du réticulum endoplasmique (RE) sont 

rétablis (Alirol et al, 2006), suggérant que le programme d'apoptose induit par FIS1 est 

contrôlé par la voie de la mort cellulaire calcium-dépendante dirigée par RE. FIS1 est donc 

une protéine bi-fonctionnelle qui régule de manière indépendante la fragmentation 

mitochondriale et l’apoptose induite par le réticulum endoplasmique. 

 

Une réduction de l'expression FIS1 associée à la formation de mitochondries très 

allongées dans les cellules dont le vieillissement a été induit chimiquement a été décrit (Yoon 

et al, 2006). Dans ces cellules, la surexpression de FIS1 inhibe le vieillissement et restaure un 

phénotype mitochondrial normal. De plus, l’induction d’un allongement des mitochondries 

par inactivation de fis1 est suffisant pour induire le vieillissement (Lee et al, 2007; Yoon et al, 

2006). L’ensemble de ces travaux suggèrent que FIS1 à travers de son rôle dans la fission 

interviendrait dans le contrôle négatif de la sénescence. L’observation d'une baisse du 
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potentiel de membrane mitochondriale et d’une augmentation de la production de ROS et de 

dommages à ADN dans les cellules délétées pour FIS1 suggère que l’altération de la fonction 

mitochondriale peut être un facteur responsable du déclenchement du vieillissement (Lee et al, 

2007). 

    

2.1.3. Mdv1 

 

Différents cribles génétiques menés chez la levure S. cerevisiae pour identifier de 

nouveaux acteurs de la fission ont identifié la même protéine que chacun a baptisé 

différemment : Mdv1p (mitochondrial division) (Tieu & Nunnari, 2000), Gag3p (glycerol 

adapted growth) (Fekkes et al, 2000) ou Net2p (mitochondrial net) (Cerveny et al, 2001). La 

majorité des levures délétées pour le gène MDV1 (∆mdv1) présente un réseau mitochondrial 

très interconnecté qui caractérise la perte de la fission mitochondriale (Tieu & Nunnari, 2000) 

(Cerveny et al, 2001; Fekkes et al, 2000). 

MDV1 code pour une protéine périphérique de la membrane externe qui contient un 

motif central coiled-coil et 7 répétitions WD40 C-terminale, tous deux dans des interactions 

protéine-protéine (Tieu & Nunnari, 2000). La protéine Mdv1p établit un lien physique entre 

Dnm1p et Fis1p. Elle interagit avec Dnm1p grâce au domaine WD40 et avec Fis1p grâce à sa 

région N-terminale (Cerveny & Jensen, 2003; Cerveny et al, 2001; Tieu & Nunnari, 2000; 

Tieu et al, 2002). Les régions N-terminales, WD40 et coiled-coil sont requises pour la fission 

(Tieu et al, 2002). Mdv1p présente une localisation punctiforme similaire à celle de Dnm1p 

(Cerveny et al, 2001; Fekkes et al, 2000; Tieu & Nunnari, 2000). L’intégrité du domaine 

GTPase de Dnm1p semble nécessaire à l’interaction puisque l’expression de mutants 

DNM1S42N et DNM1T62F empêche, comme la délétion du gène, la distribution ponctuée de 

Mdv1p sur la mitochondrie (Cerveny & Jensen, 2003). Contrairement à Fis1p, Mdv1p n'est 

pas nécessaire pour l'assemblage de Dnm1p à la membrane. Cependant, les complexes 

ponctiformes contenant Dnm1p sans Mdv1p ne sont pas capables de réaliser la division 

mitochondriale complète. Récemment, il a été montré que Mdv1p interagit avec Dnm1p sous 

forme GTP liée, et permet son co-assemblage spécifique en structures hélicoïdales qui dirigent 

la fission mitochondriale (Lackner et al, 2009). Mdv1p n’est pas conservée chez les eucaryotes 

supérieurs et aucun homologue fonctionnel n’a été jusqu’à présent identifié.        
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Figure n°25 : Modèle en étape pour l'assemblage des complexes de fission sur les 

mitochondries.  

C : cytoplasme, M : membrane externe, IMS : espace inter-membranaire. 
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2.1.4. Caf4 

 

E.E. Griffin et ses collègues en recherchant des partenaires de Fis1p par des approches 

de protéomique ont identifié Caf4p, un nouveau membre de la machinerie de fission chez la 

levure S. cerevisiae (Griffin et al, 2005). Caf4p présente une organisation voisine de Mdv1p, une 

région N-terminale sans domaine identifié, un domaine coiled-coil central et 7 domaines 

WD40 C-terminaux. Caf4, interagit avec Fis1p et Mdv1p grâce à sa partie N-terminale et 

avec Dnm1p grâce à son domaine WD40 (Griffin et al, 2005). Elle est localisée à la membrane 

externe de la mitochondrie et elle agit de la même manière que Mdv1p dans la fission 

mitochondriale. La délétion de MDV1 agit comme un faible suppresseur du défaut de 

croissance en milieu glycérol des cellules délétées pour le gène FZO1 codant un acteur de la 

fusion mitochondriale alors que ce phénotype est supprimé beaucoup plus efficacement en 

présence de la double délétion Δmdv1Δcaf4 (Griffin et al, 2005). L'observation d’une activité de 

fission résiduelle dans les levures Δmdv1 explique que ces cellules ont un défaut moins grave 

par rapport des levures délétées pour FIS1 ou DNM1. En revanche, le phénotype des cellules 

Δmdv1Δcaf4 est identique à celui observé dans les levures Δfis1 ou Δdnm1. Comme Mdv1p, 

chez les eucaryotes supérieurs, aucun homologue fonctionnel de Caf4 n’a pour l’instant été 

identifié. 

  

2.2. Modèle proposé pour le complexe de fission mitochondriale 

  

L’ensemble des données permet de proposer qu’il existe chez la levure, sur la 

membrane externe un complexe composé de Dnm1p, Mdv1p, Caf4p et Fis1p responsable de 

la fission (Osteryoung & Nunnari, 2003; Shaw & Nunnari, 2002; Tieu et al, 2002). Fis1p et 

Mdv1p et/ou Caf4p seraient associées sur la membrane externe, au niveau de futurs sites de 

fission. Dnm1p présente dans le cytoplasme sous forme de dimère serait alors recrutée à la 

mitochondrie par interaction avec Fis1p (Okamoto & Shaw, 2005) (étape 1). Ces dimères 

mitochondriaux, qui sont en équilibre dynamique avec le pool cytoplasmique de dimères de 

Dnm1p, s’assembleraient pour former des complexes multimériques (étape 2). La 

multimérisation de Dnm1p provoquerait ensuite la redistribution de Mdv1p dans les 

complexes ponctués de la fission (étape 3) et leur activation conduirait à la division 

mitochondriale (figure n°25) (Bhar et al, 2006). L’activité GTPase de Dnm1p serait alors 
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stimulée afin de promouvoir la fission des membranes, peut-être grâce à sa liaison à Mdv1p 

(Cerveny & Jensen, 2003). 

 

2.3. Autres acteurs ou régulateurs de la fission mitochondriale 

 

Les principaux acteurs de la fission des mitochondries sont localisés sur la membrane 

externe et contrôleraient la dynamique de cette membrane. L’existence d’une machinerie qui 

contrôle la fission de la membrane interne reste à établir définitivement. Cependant deux 

protéines pourraient intervenir dans ce processus, Mdm33 chez la levure et MTP18 chez les 

eucaryotes supérieurs. 

 

2.3.1 MTP18 

 

MTP18 (Mitochondrial Protein de 18 kDa) a été identifiée dans les cellules de 

mammifères, comme une cible de la voie de signalisation de la phosphatidylinositol 3 kinase et 

ne possède pas d’orthologue chez la levure. MTP18 montre des niveaux élevés d'expression 

dans le cœur et le muscle squelettique, mais est également détectée dans d'autres tissus. 

MTP18 est une protéine intra-mitochondriale ancrée aux membranes mitochondriales et 

exposée dans l’espace inter-membranaire. La surexpression de MTP18 provoque la 

fragmentation du réseau mitochondrial et à l’inverse, l’absence de MTP18, générée par 

interférence à l’ARN, provoque la fusion des mitochondries qui apparaissent sous forme d’un 

réseau très interconnecté (Tondera et al, 2005; Tondera et al, 2004) montrant que MTP18 

active la fission mitochondriale. La fragmentation mitochondriale induite par la surexpression 

de MTP18 est bloquée dans les cellules co-exprimant un mutant inactif de DRP1 ou la 

protéine fusogène MFN1. MTP18 contrôle la distribution de DRP1 sur les mitochondries et 

la fission induite par FIS1. L’extinction de MTP18 induit non seulement la filamentation des 

mitochondries mais également la libération du cytochrome c et l'apoptose, montrant de façon 

originale que l'allongement mitochondrial peut également favoriser la libération du 

cytochrome c et l'apoptose (Tondera et al, 2005; Tondera et al, 2004). 
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2.3.2. Mdm33 

 

Mdm33 isolée chez S. cerevisiae (Messerschmitt et al, 2003), est une protéine de 54kDa 

ancrée à la membrane interne grâce à un domaine trans-membranaire avec une orientation 

NH2 matrice / COOH IMS. Elle est capable de former des interactions homotypiques in vitro, et 

appartient à un complexe de haut poids moléculaire (≈300 kDa) in vivo. Dans une levure 

délétée du gène MDM33, le réseau mitochondrial adopte une forme originale, organisée en 

anneaux ou sphères creuses reliés par des filaments. La surexpression de Mdm33p conduit à 

l’agrégation du réseau mitochondrial et à l’arrêt de croissance. Dans ces mitochondries les 

crêtes sont rares, désorganisées et forment quelquefois un septum matriciel (Messerschmitt et 

al, 2003). La perte ou le gain de fonction de Mdm33p entraîne donc des variations 

morphologiques, difficiles à relier avec les évènements de fission et de fusion des membranes, 

en accord avec la mise en évidence lors d’un test de fusion par conjugaison des levures 

∆mdm33 que ce mécanisme n’est pas altéré.  

 

2.3.3. GDAP1 

 

GDAP1 (Ganglioside-induced Differentiation Activated Protein 1) est une protéine 

mitochondriale ancrée à la membrane externe, qui est exprimée principalement dans les tissus 

nerveux. Le domaine C-terminal est nécessaire et suffisant pour adresser la protéine à la 

mitochondrie. La diminution de l’expression de GDAP1 provoque un allongement des tubules 

mitochondriaux. La surexpression de GDAP1 conduit à une fragmentation des 

mitochondries, qui peut être reversée par la surexpression de Drp1K38A ou la surexpression 

des Mitofusines, protéines fusogènes (Niemann et al, 2005; Pedrola et al, 2005). La 

surexpression de GDAP1 n‘affecte pas la capacité de fusion des mitochondries suggérant que 

GDAP1 est un facteur de fission (Niemann et al, 2005), et il a été montré que son rôle est 

dépendant de DRP1 et FIS1 (Niemann et al, 2009). Les mutations au sein du gène GDAP1 

entraînent une neuropathie périphérique héréditaire, la maladie de (Charcot-Marie-Tooth) 

4A (CMT 4A) (Cuesta et al, 2002). Il s’agit d’une forme démyélinisante autosomique récessive 

de la maladie (Liu et al, 1999; Niemann et al, 2005; Pedrola et al, 2008; Pedrola et al, 2005). 

Les mutations de GDAP1 retrouvées dans les formes récessives de CMT 4A sont associées à 

une diminution de fission. Des mutations dominantes de GDAP1 ont également été 
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Figure n°26 : Représentation schématique de la fusion mitochondriale. 
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retrouvées et affectent la fusion mitochondriale (Niemann et al, 2009). De plus, ni la 

surexpression, ni l’extinction de cette protéine n’affecte la sensibilité des cellules aux 

stimulations apoptotiques (Niemann et al, 2009). Cette protéine contient deux domaines GST 

(glutathion-S-transférase) localisés en C-terminal avant le domaine hydrophobe bipartite 

(Niemann et al, 2005) mais elle ne présente d'activité glutathione transférase (Pedrola et al, 

2005).  

 

2.3.4. Endophiline B1 

 

L’Endophiline B1/Bif1 (Bax interacting factor 1) appartient à la famille des 

endophilines, protéines capables de modifier les phospholipides et ainsi de changer la 

courbure des membranes (Cuddeback et al, 2001; Gallop et al, 2006; Pierrat et al, 2001). La 

diminution d’expression de l’Endophiline B1 affecte sélectivement la fission de la membrane 

externe (Karbowski et al, 2002). En effet, l’extinction de la protéine par interférence à l’ARN, 

ou la surexpression d’une forme délétée de son domaine N-terminal impliqué dans sa relation 

avec les lipides, provoque la formation de vésicules et de tubules à partir de la membrane 

externe. La double extinction de l’Endophiline B1 et de DRP1 conduit à un phénotype 

mitochondrial identique à celle de DRP1 seule, suggérant que DRP1 agit en amont de 

l’Endophiline B1 (Karbowski et al, 2004b). L’Endophiline B1 pourrait donc en modifiant la 

composition lipidique de la membrane externe mitochondriale (Karbowski et al, 2004b) 

contribuer à un nouveau mécanisme contrôlant sa fission.   

 

3. La fusion des mitochondries 

 

Les acteurs principaux de la fusion mitochondriale qui constituent le cœur de la 

machinerie de fusion sont au nombre de trois, Fzo1p/MFN1-2 et Ugo1p qui agissent sur la 

membrane externe et Mgm1p/Msp1p/OPA1 qui agit sur la membrane interne. Ces deux 

machineries sont en étroite collaboration pour assurer la coordination des fusions des deux 

membranes et pour maintenir l’intégrité et la fonctionnalité des deux bicouches lipidiques 

ainsi que des compartiments qu’elles délimitent (Figure n°26). 
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Okamoto 2005 Annu Rev Genet 

Guillou 2005 Thèse 

Figure n°27 : Fzo1p chez S. cerevisiae.  

(A) Représentation schématique de la structure et de la topologie de Fzo1. TM : domaine trans-membranaire, 

CC : coiled-coil. (B) Visualisation du réseau mitochondrial, dans une levure sauvage (WT) et délétée du gène 

FZO1+ (∆fzo1), grâce à l’expression d’une GFP adressée à la mitochondrie.  
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3.1. Les acteurs de la fusion mitochondriale 

3.1.1. Fzo1p/Mitofusines 

a. FZO1 chez la Drosophile 

 

Au cours de la spermatogenèse chez Drosophila melanogaster, les mitochondries des 

spermatides post-méïotiques s'agrègent, fusionnent, et forment deux organelles géants allongés 

le long du flagelle. Ce stade du développement des spermatides est appelé "onion stage" car 

les mitochondries observées en microscopie électronique ont un aspect de tranche d'oignon. 

L'étude de mutants de ce processus a permis d'identifier la première protéine impliquée dans 

la fusion des mitochondries, fuzzy onions ou fzo, dont l’invalidation du gène inhibe l'étape de 

fusion des mitochondries et conduit à une stérilité mâle (Hales & Fuller, 1997). Le gène fuzzy 

onions s’exprime uniquement dans la lignée germinale mâle (Hwa et al, 2002). Plus tard, un 

gène homologue à fzo, dmfn (drosophila mitofusine) dont l’expression est ubiquitaire a été 

identifié. La protéine MFN de drosophile présente un degré d’homologie plus élevé avec les 

mitofusines humaines (45% d’identité) qu’avec Fzo (32% d’identité).    

 

b. Fzo1p chez la levure 

 

FZO1 a été identifié chez la levure S. cerevisiae par homologie de séquence avec le gène 

fzo chez Drosophila melanogaster. Fzo1p possède un domaine coiled-coil en N-terminal, suivi 

par un domaine GTPase, un second domaine coiled-coil, deux domaines trans-membranaires 

et enfin un troisième domaine coiled-coil C-terminal (Fritz et al, 2001; Rapaport et al, 1998). 

La protéine se localise uniformément sur la membrane externe de la mitochondrie (Hermann 

et al, 1998) qu’elle traverse deux fois grâce à ses deux domaines trans-membranaires reliés par 

une courte boucle émergeant dans l’espace inter-membranaire. Les deux extrémités NH2 et 

COOH de la protéine sont cytoplasmiques, comme la majeure partie de la protéine (figure 

n°27A) (Fritz et al, 2001). 

Des levures délétées pour le gène FZO1 (∆fzo1), ou exprimant un mutant 

thermosensible, présentent un réseau mitochondrial fragmenté (figure n°27B) et perdent leur 

ADNmt. Ces levures ne sont plus capables de pousser en milieu respiratoire (Hermann et al, 

1998; Rapaport et al, 1998), mais prolifèrent en présence d’une source de carbone 
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Hermann 1998 The Journal of Cell Biology 

Figure n°28 : Fzo1p est nécessaire pour la fusion mitochondriale au cours de la conjugaison.  

Deux populations de levures portant une mutation thermosensible sur le gène FZO1 et exprimant une GFP 

adressée à la mitochondrie (mito-GFP) ou incubées en  présence Mito-tracker rouge ont été mélangées à 25°C, 

(A-D) et à 37°C (E-H). La morphologie des zygotes obtenus est visualisée par microscopie en contraste de phase 

(A et E). La distribution de la mito-GFP (vert, B et F) et du MitoTracker (rouge, C et G) a été visualisée par 

microscopie à fluorescence confocale. D et H : images superposées.    
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fermentable. Les levures ∆fzo1 sont incapables de fusionner in vivo leurs mitochondries après la 

conjugaison (figure n°28) (Hermann et al, 1998). Des tests de fusion réalisés in vitro sur des 

mitochondries isolées, montrent que Fzo1p est nécessaire « en trans », sur les deux 

mitochondries, pour permettre la fusion de leurs membranes externes (Meeusen et al, 2004). 

La fonction de Fzo1p dépend de son activité GTPase puisque des mutants de ce domaine ne 

complémentent ni le déficit de croissance sur milieu respiratoire ni le défaut de morphologie 

mitochondriale de la levure ∆fzo1 (Hermann et al, 1998). De même, les mutations de la région 

localisée dans l'espace inter-membranaire entre les deux domaines trans-membranaires 

provoquent la perte de fonction de la protéine in vivo (Fritz et al, 2001). La délétion du gène 

DNM1 dans les levures délétées ou mutées pour le gène FZO1 supprime la fragmentation 

mitochondriale et la perte d’ADNmt (Bleazard et al, 1999; Sesaki & Jensen, 1999). 

  Le turn-over de Fzo1p est contrôlé par sa dégradation dépendante de la protéine 

Mdm30p mais indépendante du protéasome et joue un rôle essentiel pour contrôler la fusion 

des mitochondries au cours de la croissance végétative des levures. Dans des levures arrêtées 

en phase G1 par la phéromone α, Fzo1p est dégradée par un processus impliquant son 

ubiquitinylation et le protéasome 26S ce qui conduit à la fragmentation des mitochondries 

(Escobar-Henriques et al, 2006; Fritz et al, 2003; Neutzner & Youle, 2005). 

  

c. Les mitofusines chez les mammifères 

 

Il existe chez les mammifères deux homologues de Fzo1p de levure : les mitofusines 1 

(MFN1) et 2 (MFN2) (Rojo et al, 2002; Santel et al, 2003). Les deux protéines montrent 

suivant les espèces 62 à 66% d’identité entre elles. Elles présentent 12% d’identité avec Fzo1p 

chez la levure et leur expression ne complémente pas la délétion de FZO1 chez la levure, 

suggérant l’existence de divergences évolutives (Santel et al, 2003).  

MFN1 et MFN2 sont des GTPases, de 741 et 757 résidus respectivement chez 

l’homme, ancrées à la membrane externe mitochondriale grâce à deux domaines trans-

membranaires localisés en partie C-terminale de la protéine (Rojo et al, 2002; Santel & Fuller, 

2001). Une grande région amino-terminale de la protéine comprenant le domaine GTPase et 

un motif coiled-coil (HR1 pour Hepta peptide Repeat), ainsi qu’une courte région carboxy-

terminale comprenant un second motif coiled-coil (HR2) sont localisées dans le cytosol (figure 

n° 29A) (Rojo et al, 2002).  
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Chen 2003 JCB 

Figure n°29 : Les Mitofusines chez les mammifères.  

(A) Représentation schématique de la structure et de la topologie des Mitofusines. (B) Le réseau mitochondrial de 

fibroblastes sauvages (WT), Mfn1-/- ou Mfn2-/- est visualisé grâce à une EYFP (en vert) adressée à la 

mitochondrie. Le cytosquelette d’actine est marqué en rouge grâce à la phalloïdine couplée à la rhodamine.  
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Les fibroblastes embryonnaires de souris délétées pour les gènes Mfn1 et Mfn2 (MEFs 

Mfn1-/- et Mfn2-/-) perdent totalement l'activité de fusion mitochondriale, ce qui aboutit à une 

morphologie mitochondriale extrêmement fragmentée, réduit la capacité respiratoire des 

cellules et ralentit leur croissance (Chen et al, 2005). Le taux de fusion mitochondriale de 

cellules Mfn1-/- Mfn2-/- avec des cellules sauvages est également nul révélant la nécessité pour 

la fusion de la présence d’au moins une mitofusine sur chacune des mitochondries adjacentes. 

En accord avec cela, les mitofusines sont capables d’interagir en trans de manière 

homotypique (MFN1-MFN1, MFN2-MFN2) et hétérotypique (MFN1-MFN2) grâce à leur 

domaine HR2 (Koshiba et al, 2004). Cette dimérisation permet l’accolement des 

mitochondries, étape clé qui précède la fusion des bicouches lipidiques (Chen et al, 2005; 

Detmer & Chan, 2007a). L'activité GTPase des Mitofusines est cruciale pour leur activité 

fusogène (Chen et al, 2003; Eura et al, 2003; Ishihara et al, 2004; Santel et al, 2003). 

L’expression d’un mutant dominant négatif du domaine GTPase de MFN1 provoque la 

fission des mitochondries par l’inhibition de la fusion (Chen et al, 2003; Santel et al, 2003).  

Un taux réduit de fusion est maintenu dans les MEFs Mfn1-/- ou Mfn2-/- (Chen et al, 

2005; Chen et al, 2003). La surexpression de MFN1 ou de MFN2 respectivement dans des 

MEFs Mfn2-/- ou Mfn1-/- permet de restaurer une morphologie mitochondriale tubulaire. Ces 

observations laissent supposer un certain degré de redondance entre les deux protéines. 

Cependant plusieurs différences sont observées. L’invalidation des gènes Mfn1 et Mfn2 n’a pas 

la même conséquence. Les patrons d’expression des deux mitofusines sont différents ; alors 

que la protéine MFN1 est détectée à des niveaux comparables dans différents tissus, MFN2 est 

présente en quantité supérieure dans le cœur, les muscles squelettiques et le cerveau (Santel et 

al, 2003). L’extinction de MFN1 conduit à la formation de mitochondries sphériques, libres 

dans le cytosol, de taille homogène correspondant au diamètre des tubules, alors que 

l’extinction de MFN2 conduit à des mitochondries sphériques, associées au cytosquelette, de 

taille très hétérogène (figure n° 29B) (Chen et al, 2003). La protéine recombinante MFN1 

hydrolyse très rapidement le GTP et présente une très faible affinité pour le GTP, alors que 

MFN2 présente une activité GTPase très faible mais une très grande affinité pour ce 

nucléotide (Ishihara et al, 2004). In vitro, MFN1 semble jouer un rôle plus important que 

MFN2 dans la juxtaposition des mitochondries, une étape GTP dépendante (Ishihara et al, 

2004). Enfin, une petite fraction de MFN2 (environ 7% de la quantité totale), et non de 

MFN1, est localisée au réticulum endoplasmique et joue un rôle essentiel dans l’interaction 

physique entre cet organelle et les mitochondries (de Brito & Scorrano, 2008). L’absence de 

MFN2 abolit les contacts réticulum endoplasmique-mitochondries, perturbe l’homéostasie 
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calcique et induit la fragmentation du réticulum endoplasmique. Enfin, contrairement à 

MFN1, MFN2 a été également impliquée dans le métabolisme oxydatif (Bach et al, 2003; 

Pich et al, 2005) et l’apoptose (Sugioka et al, 2004).   

Les Mitofusines sont importantes pour le développement embryonnaire précoce chez 

la souris ; leur perte provoque une létalité embryonnaire à mi-gestation (Chen et al, 2003) Les 

souris Mfn2-/- contrairement aux souris Mfn1-/- présentent un défaut du placenta (Chen et al, 

2003). Cependant, l’ablation conditionnelle de Mfn1 dans l’intégralité de l’embryon, à 

l’exception des cellules placentaires, empêche la létalité embryonnaire et ces souris restent 

viables et fertiles, pendant au moins un an. Dans ces conditions, l’ablation conditionnelle de 

Mfn2 induit des défauts de mouvement et de développement cérébral, et une altération 

majeure des cellules de Purkinje; 33% des nouveau-nées meurent 1 jour après la naissance et 

le reste environ 17 jours après (Chen et al, 2007). L’ablation conditionnelle de Mfn1 dans le 

cervelet induit une réduction dramatique du nombre d’épines dendritiques des cellules 

Purkinje et de la taille du cervelet due à la dégénérescence ultérieure de ces cellules (Chen et 

al, 2007).  

Une soixantaine de mutations du gène codant pour la Mitofusine 2 sont responsables 

d’une forme axonale (forme 2A) à transmission autosomique dominante de la maladie de 

Charcot-Marie-Tooth (CMT), une des maladies neurologiques héréditaires les plus courantes 

(1 personne sur 2 500) (Cartoni & Martinou, 2009; Zuchner et al, 2004). Elle est caractérisée 

par une atteinte évolutive des nerfs périphériques transmettant les influx nerveux de la moelle 

épinière aux muscles, entraînant une amyotrophie distale généralement plus prononcée aux 

jambes et parfois associée à des troubles sensitifs. 

 

3.1.2. Mgm1p/Msp1p/OPA1 

 

a. Mgm1 chez la levure S. cerevisiae 

 

  Mgm1 (mitochondrial genome maintenance) est une dynamine apparentée identifiée 

chez la levure S. cerevisiae dans deux cribles génétiques visant à identifier de nouveaux acteurs 

impliqués dans le maintien de l’ADNmt (Jones & Fangman, 1992) ou dans la transmission et 

la morphologie des mitochondries (Berger & Yaffe, 1996). La protéine Mgm1p (902 résidus) 

possède, en N-terminal, une séquence d’adressage à la mitochondrie (MIS) suivie de deux 
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Guillou 2005 Thèse, Sesaki 2003 Mol Biol Cell 

Figure n°30 : Mgm1 chez S. cerevisiae.  

(A) La topologie des différentes isoformes de Mgm1p est schématisée. s-Mgm1p et l-Mgm1p sont respectivement, 

associée et ancrée dans la membrane interne. TM : domaine trans-membranaire, GED : GTPase Effector 

Domain. (B) La fragmentation du réseau mitochondrial, dans une levure ∆mgm1 est visualisée grâce à une GFP 

adressée à la mitochondrie (droite) en comparaison à la levure sauvage (gauche).   

 
Herlan 2004 JBC 

Figure n°31 : Modèle d’import et de maturation de Mgm1p chez S. cerevisiae.  

La translocase Tim23p est dessinée en gris. Les domaines trans-membranaires sont schématisés par un rectangle 

gris (TM1) et noir (TM2). Les nombres indiquent l’ordre des évènements. IMS : espace inter-membranaire, IM : 

membrane interne, ∆Ψ : potentiel de membrane, MPP : mitochondrial processing peptidase, pMgm1 : 

précurseur de Mgm1p, l-Mgm1 et s-Mgm1, respectivement, forme longue et forme courte de Mgm1p. 
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domaines trans-membranaires, un domaine GTPase, un domaine middle et un domaine 

GED (GTPase Effector Domain) C-terminal.  

Mgm1p se présente dans la levure sous 2 formes localisées dans l’espace inter-

membrannaire et associées à la membrane interne (Herlan et al, 2003; Sesaki et al, 2003b; 

Wong et al, 2000; Wong et al, 2003) (figure n°30A). Ces deux isoformes sont produites de façon 

indépendante par clivage protéolytique intra-mitochondrial (Herlan et al, 2003) (figure n°31). 

Le précurseur de la protéine Mgm1p (p-Mgm1p) est importé dans la mitochondrie grâce à 

son signal d’import N-terminal (MIS). Il traverse la membrane externe grâce à la translocase 

TOM, puis la membrane interne grâce à la translocase Tim23p. Dans la matrice, le MIS est 

clivé par la peptidase matricielle MPP (Mitochondrial Processing Peptidase). Le transfert vers 

la matrice est « stoppé » par le premier segment trans-membranaire, selon le modèle du 

« stop-transfert » (Neupert & Brunner, 2002), et la protéine est alors transférée latéralement 

dans la membrane interne où elle est ancrée (Herlan et al, 2004) générant la forme longue de 

Mgm1p (l-Mgm1p) (Herlan et al, 2003). La forme courte de Mgm1p (s-Mgm1p) est elle 

générée par le clivage successif du précurseur par la MPP puis par la protéase Pcp1p (Herlan 

et al, 2003; McQuibban et al, 2003; Sesaki et al, 2003a; van der Bliek & Koehler, 2003) de la 

famille Rhomboïde au niveau du second domaine trans-membranaire. Au cours de la 

translocation de p-Mgm1p à travers la membrane interne, le complexe PAM en présence 

d’ATP tirerait la protéine vers la matrice, qui serait alors arrêtée au niveau du second 

domaine trans-membranaire exposant le site de clivage de Pcp1p dans la membrane interne et 

permettant le clivage qui génère s-Mgm1p (Herlan et al, 2004). La petite forme serait au final 

associée à la membrane interne faisant face à l’espace inter-membranaire. L’étude de la 

distribution des isoformes de Mgm1p en microscopie électronique a révélé que l-Mgm1p 

serait préférentiellement accumulée au niveau des crêtes et s-Mgm1p au niveau de la 

membrane interne sous-jacente à la membrane externe (Zick et al, 2009a). Contrairement à la 

délétion du gène PCP1+ qui provoque la disparition de la forme courte de Mgm1p, la délétion 

des protéases, Prd1p, Hsp78p, Yta6p, Yta10p, Yta12p, Pim1p, Imp1p, Imp2p, Mip1p, 

Yme1p, Ynl123wp et Ypl246cp, n’affecte pas le clivage de la dynamine. La composition en 

phospholipides de la membrane mitochondriale est cruciale pour le clivage de Mgm1p dans la 

membrane interne (Osman et al, 2009). En effet, la délétion des gènes GEP1+ et UPS1+, qui 

régulent de façon coordonnée les niveaux de cardiolipine (CL) et de 

phosphatidylethanolamine (PE) dans les membranes mitochondriales, diminue la quantité de 

forme courte de Mgm1p (Herlan et al, 2003; Voelker, 2005). De même, la délétion des gènes 

PSD1+ (phosphatidylserine [PS] decarboxylase) et à moindre mesure CRD1+ (CL synthase) 
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affecte le clivage de Mgm1p. Il faut noter que l’influence de Ups1p sur le clivage de Mgm1p 

n’a lieu qu’en milieu respiratoire (Sesaki et al, 2006).  

La délétion de MGM1, ou sa mutation, chez la levure S. cerevisiae entraîne la 

fragmentation des mitochondries, la perte de l’ADNmt (Jones & Fangman, 1992; Meeusen et 

al, 2006; Sesaki et al, 2003b; Shepard & Yaffe, 1999; Wong et al, 2000; Wong et al, 2003), 

ainsi qu’une déstructuration des crêtes qui apparaissent rares longues et déformées (Wong et 

al, 2000). L’ensemble de ces phénotypes est reversé par la délétion du gène DNM1+ codant 

pour un acteur de fission (Sesaki et al, 2003b) (Wong et al, 2003). Le taux de fusion des 

mitochondries des levures mgm1 thermosensibles à température restrictive ou des levures 

∆mgm1 est nul (Sesaki et al, 2003b; Wong et al, 2000; Wong et al, 2003) et n’est pas rétabli par 

l’expression de mutant des domaines GTPase et GED contrairement à l’expression d’une 

protéine sauvage (Shepard & Yaffe, 1999; Wong et al, 2003). Au contraire, l’expression 

conjointe des deux mutants permet de complémenter la délétion du gène MGM1 suggérant 

que Mgm1p peut oligomériser comme les dynamines conventionnelles (Wong et al, 2003). 

Cette hypothèse a été vérifiée grâce à des expériences de co-immunoprécipitation qui ont 

révélé l’existence de complexes homotypiques et hétérotypiques entre les isoformes longue et 

courte de Mgm1p (Zick et al, 2009a). L’oligomérisation en trans de deux protéines Mgm1p 

localisées sur des mitochondries adjacentes, ayant préalablement fusionnées leur membrane 

externe, est requise pour rapprocher les deux membrane internes et induire leur fusion 

(Meeusen et al, 2006). 

La complémentation des effets de la délétion du gène MGM1+ sur la morphologie des 

mitochondries et le maintien du génome mitochondrial nécessite l’expression des deux 

isoformes l- et s- de Mgm1p (Herlan et al, 2003; Zick et al, 2009a). Cependant l’activité 

GTPase de la forme courte, et pas celle de la forme longue, est requise (Zick et al, 2009a). En 

accord avec ces résultats, seule la forme courte recombinante purifiée présente une activité 

GTPase quand elle est associée à des liposomes; la présence de forme l-Mgm1p pouvant 

stimuler cette activité GTPase (DeVay et al, 2009). Dans un modèle récemment proposé, 

l’hétérodimère l- et s-Mgm1p constitue une unité fonctionnelle pour la fusion des membranes 

au sein de laquelle le rôle de l-Mgm1p ancrée à la membrane interne est d’amener la forme 

courte à la membrane pour qu’elle y exerce son rôle sur la fusion de membrane GTP-

dépendante (DeVay et al, 2009).   
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Figure n°32 : Représentation schématique de la protéine OPA1.  

Trois domaines, GTPase, Middle et GED (coiled-coil II, CCII) sont communs aux différents membres de la 

famille dynamine. Une séquence d’adressage à la mitochondries (MIS) suivie par un domaine trans-

membranaire (TM1) situés en partie N-terminale sont spécifiques de OPA1. Deux domaines coiled-coil 

supplémentaires, CC0, CCI sont respectivement localisés dans les exons 5b et les exons 6 et 7.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Song 2007 JCB 

Figure n°33 : Représentation schématique des 8 variants d’épissage humaines de la protéine 

OPA1.  

Les 8 variants d’épissage diffèrent par la présence ou non des exons 4, 4b et 5b. Le clivage du signal d’import à la 

mitochondrie (MTS) localisé en amont du domaine trans-membranaire (TM) par la peptidase matricielle (MPP) 

génère les isoformes longues de OPA1. Les clivages au niveau des sites S0, S1 et S2 mènent aux isoformes 

courtes. 
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b. Msp1p chez la levure S. pombe  

 

L’homologue de Mgm1p chez la levure S. pombe, Msp1p, a été découvert au 

laboratoire. Ses caractéristiques sont décrits dans la section résultat (voir paragraphe 3) 

   

c. OPA1 chez les mammifères 

 

Le gène OPA1 (Optic atrophy 1) codant pour l’homologue humain de 

Mgm1p/Msp1p a été identifié au laboratoire (Delettre et al, 2000). La fonction de cette 

protéine a été conservée au cours de l’évolution puisque malgré seulement 19% d’identité, 

l’expression du gène OPA1, restaure la viabilité d’une levure S. pombe délétée du gène msp1+ 

(Lenaers et al, 2002; Olichon et al, 2007). Les mutations de OPA1 sont responsables d’une 

neuropathie optique : l’atrophie optique dominante de type 1 (Alexander et al, 2000; Delettre 

et al, 2000). Cette pathologie est liée à la dégénérescence des cellules ganglionnaires de la 

rétine qui forment le nerf optique. L’organisation de la protéine humaine est assez proche de 

celle de la levure, puisqu’elle présente trois domaines conservés : un domaine GTPase central, 

un domaine middle et un domaine coiled-coil carboxy-terminal (CC-II) considéré comme le 

domaine effecteur de GTPase (GED) (figure n°32). En partie N-terminale un signal d’import 

mitochondrial (MIS) est suivi par un domaine hydrophobe potentiellement trans-

membranaire (TM1) et par un domaine coiled-coil (CC-I) (Griparic et al, 2004; Misaka et al, 

2002; Olichon et al, 2002). Ce dernier domaine est situé en aval d’exons alternativement 

épissés (voir ci-dessous). Les deux domaines CC-I et CC-II pourraient être responsables de la 

formation de complexes homotypiques d’OPA1 (Akepati et al, 2008). 

La protéine OPA1 se localise dans l’espace inter-membranaire, ancrée à la membrane 

interne mitochondriale (Griparic et al, 2004; Ishihara et al, 2006; Misaka et al, 2002; Olichon 

et al, 2002; Satoh et al, 2003). En microscopie électronique, l’immuno-détection de la protéine 

montre qu’elle est enrichie au niveau des crêtes mitochondriales (Griparic et al, 2004; Olichon 

et al, 2002). Elle a également été retrouvée associée à la membrane externe mitochondriale 

(Satoh et al, 2003).  

Le gène OPA1 humain comprend 31 exons, dont 3 (exons 4, 4b et 5b) sont 

alternativement épissés (Delettre et al, 2001) générant 8 ARN messagers différents (figure 

n°33). Ces transcrits sont ubiquitairement exprimés, et des variations de leur abondance ont 

été décrites suivant les tissus (Alexander et al, 2000; Delettre et al, 2000; Misaka et al, 2002).
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Figure n°34 : Les différentes isoformes protéique d’OPA1. 

 A) Immuno-détection d’OPA1 dans les MEFs invalidés pour OPA1 et transfectés par chacun des 8 variants 

d’épissage. (B) Immuno-détection d’OPA1 à partir d’un extrait protéique total de cellules HeLa. 
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Figure n°35 : Modèle du clivage protéolytique OPA1.  

Après le clivage au niveau de la séquence MIS par la protéase MPP, les variants d’OPA1 portant l’exon 4b ou 5b 

contenant respectivement les sites de clivages S0 ou S2 sont constitutivement clivés par la protéase YME1 (A). 

Alors qu’il existe un certain degré de clivage constitutif au niveau du site S1 commun à tous les variants, ce site 

est la cible du clivage par OMA1 induit par la perte du ΔΨ, la diminution de quantité d’ATP ou l’apoptose. 

Dans ces situations, toutes les formes longues d’OPA1 seront clivées par la protéase OMA1. 
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Chacun des 8 variants d’épissage génère 1 à 3 isoformes protéiques (Song et al, 2007) (figure 

n°34A). Dans les cellules HeLa, les variants 1 et 7 sont majoritairement exprimés et cinq 

isoformes protéiques d’OPA1, deux longues (isoformes a et b) et trois courtes (isoformes c, d et 

e), sont détectées par Western-blot en condition physiologique (figure n°34B). L’analyse des 5 

bandes d’OPA1 par spectrométrie de masse a révélé que les deux isoformes a et b 

correspondent respectivement aux formes longues des variants 1 et 7 clivées en position 

N87/F88, alors que les isoformes c, d et e résultent d’un clivage protéolytique additionnel 

(Akepati et al, 2008; Ishihara et al, 2006). Trois sites de clivage ont été proposés : S1 situé dans 

l’exon 5 (R194/A195), S2 dans l’exon 5b (autour des postions 217LQQQIQE223) (Ishihara et 

al, 2006) et S0 présent dans l’exon 4b (figure n°33) (Griparic et al, 2007; Song et al, 2007). La 

présence du site S0 empêche le clivage dans l’exon 5 (Olichon et al, 2007; Song et al, 2007). 

Quatre types de protéases ont été impliquées dans le clivage d’OPA1 : les m-AAA et i-

AAA protéases et les protéases PARL (Presenilin-Associated Rhomboid-Like protease) et 

OMA1 (figure n°35). Les m-AAA protéases sont des métalloprotéases ATP-dépendantes 

ancrées à la membrane interne de la mitochondrie et qui exposent leurs sites actifs vers la 

matrice mitochondriale (Langer et al, 2001). Chez les mammifères, il existe 3 types de m-AAA 

protéases, la Paraplégine, AFG3L1 et AFG3L2 qui forment des homo- ou hétéro-oligoméres. 

La surexpression de la Paraplégine augmente le clivage d’OPA1 au niveau de S1, alors qu’une 

diminution de son expression par interférence à l’ARN ou la délétion de son gène, Spg7, dans 

des fibroblastes de souris ne modifie pas le patron de la protéine OPA1 (Duvezin-Caubet et al, 

2007; Guillery et al, 2008; Ishihara et al, 2006). Chez S. cerevisiae, la délétion des deux 

homologues de la Paraplégine, Δyta10 ou Δyta12, inhibe le clivage de la dynamine humaine 

exprimée de façon ectopique. Ce clivage est restauré en exprimant AFG3L1 et AFG3L2 alors 

que l’expression ectopique de Paraplégine n’a pas d’effet (Duvezin-Caubet et al, 2007; 

Ishihara et al, 2006). Récemment il a été montré que la déplétion de AFG3L1 et AFG3L2, 

affecte l’accumulation des isoformes longues d’OPA1 révélant un rôle pour ces protéases dans 

la stabilisation de l-OPA1 (Ehses et al, 2009). Les prohibitines, qui régulent l’activité des m-

AAA protéases, affectent également le clivage d’OPA1 (Merkwirth & Langer, 2009). En effet, 

les isoformes courtes de la dynamine s’accumulent au détriment des isoformes longues dans les 

fibroblastes de souris invalidés pour PHB2 (Merkwirth et al, 2008).  

 

La deuxième protéase impliquée dans le clivage d’OPA1 est YME1, une i-AAA 

protéase localisée dans la membrane mitochondriale interne et dont le domaine 

catalytique fait face à l’espace inter-membranaire (IMS) (Langer et al, 2001; Shah et al, 2000). 
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Figure n°36 : Effet de la surexpression et de l’extinction d’OPA1 sur la morphologie des 

mitochondries. 

(A) Réseau mitochondrial, visualisé par microscopie confocale grâce à une CFP adressée à la mitochondrie, de 

MEFs sauvage (à gauche) ou surexprimant OPA1 (à droite). Barre de calibration = 15µm. (B) Reconstructions 

tri-dimensionnelle du réseau mitochondrial, visualisé par microscopie confocale grâce à des anticorps dirigés 

contre HSP60, de cellules HeLa contrôles (control) ou déplétées en OPA1 (OPA1-siRNA). Barres de calibration 

= 1µm.  
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YME1L est impliquée dans le clivage d’OPA1 au niveau des sites S0 et S2 (Griparic et al, 

2007; Guillery et al, 2008; Song et al, 2007). Chez S. cerevisiae, la délétion du gène YME1 

n’affecte pas le clivage de la dynamine humaine ectopiquement exprimée (Duvezin-Caubet et 

al, 2007).  

L’implication de PARL, l’homologue humain de Pcp1p, dans la maturation de OPA1 

a également été proposée. À ce jour, le principal rôle identifié pour PARL est la génération 

d’une isoforme soluble d’OPA1 dans l’espace inter-membranaire, qui représente moins de 4% 

de la quantité totale d’OPA1 (Cipolat et al, 2006; Frezza et al, 2006). Cependant, la 

diminution de l’expression de PARL par interférence à l’ARN, ou la délétion de son gène 

chez la souris (Parl-/-), ne change pas le profil global d’OPA1. Dans une levure surexprimant 

OPA1, la délétion du gène PCP1 n’affecte pas ou peu le clivage d’OPA1 (Duvezin-Caubet et 

al, 2007).  

Le clivage d’OPA1 ne se produit pas uniquement à l’état basal, mais est également 

induit par l’apoptose, une diminution de la quantité d’ATP ou la dissipation du potentiel de 

membrane mitochondrial (ΔΨ) (Baricault et al, 2007; Griparic et al, 2007; Guillery et al, 

2008; Ishihara et al, 2006; Song et al, 2007). Il a été récemment montré que le clivage 

d’OPA1 induit par la dissipation du ΔΨ ou l’apoptose est réalisé par la métalloprotéase ATP-

dépendante OMA1 (Ehses et al, 2009; Head et al, 2009). De plus, cette protéase, en absence 

de m-AAA protéase, augmente le clivage d’OPA1 au niveau de site S1 (figure n°35), ce qui 

pourrait indiquer, contrairement aux données précédentes, que les m-AAA protéases régulent 

négativement la protéolyse d’OPA1 au site S1.  

L’étude du gain et de la perte de fonction d’OPA1 ont mis à jour sa fonction dans la 

fusion mitochondriale, le remodelage des crêtes et l’apoptose. 

L’extinction de l’expression du gène OPA1, par interférence à l’ARN dans des cellules 

HeLa ou Cos-7, ou la délétion du gène OPA1 dans les MEFs, provoque la fragmentation du 

réseau mitochondrial (figure n°36) (Griparic et al, 2007; Griparic et al, 2004; Olichon et al, 

2003; Song et al, 2007). Au contraire, la surexpression d’OPA1 dans les MEFs ou les 

NIH3T3, qui présentent des mitochondries ponctiformes, conduit à la formation d’un réseau 

filamenteux et interconnecté (Cipolat et al, 2004; Olichon et al, 2002). L’ensemble de ces 

résultats suggère un rôle de la dynamine dans la fusion mitochondriale. Cette hypothèse a été 

démontrée par la mise en évidence de l’incapacité des mitochondries des cellules privées 

d’OPA1 à fusionner leurs mitochondries (Arnoult et al, 2005a; Chen et al, 2005; Griparic et 

al, 2007). La surexpression d’OPA1 dans des cellules présentant les mitochondries tubulaires
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Liu 2009 The EMBO Journal 

Figure n°37 : La fusion mitochondriale.  

Deux types de fusion ont été décrites : la fusion transitoire (en haut) et la fusion complète (en bas). Les 

microtubules sont représentés en gris, les contenus de l’espace inter-membranaire et matriciel sont marqués en 

vert et rouge et les contenus membranaires sont présentés en noir et bleu pour les mitochondries en interaction. 

La direction de mouvement des mitochondries est désignée par les 

 
Van der Bliek  2009 The EMBO Journal 

Figure n°38 : Réponse cellulaire à des différentes doses de stress.  

En condition normale, la fission des membranes mitochondriales est médiée par DRP1 et la fusion des 

membranes mitochondriales par MFN1/2 et les deux isoformes longues et courtes de la dynamine OPA1 (panel 

de haut). En situation de stress important, les cellules déclenchent la voie d’apoptose et la fission des 

mitochondries par DRP1 (panel de bas, droite). En condition de faible niveau de stress, les cellules déclenchent la 

voie SIMH (Stress-induced mitochondrial hyperfusion) grâce à l’action de MFN1, des isoformes longues d’OPA1 

et de SLP-2 pour fusionner intensément et générer un réseau mitochondrial hyper-filamenteux (panel de bas, 

gauche).
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entraîne de façon surprenante la fragmentation des mitochondries (Griparic et al, 2004; 

Misaka et al, 2002) qui n’est néanmoins pas due à une inhibition de la fusion (Chen et al, 

2005; Cipolat et al, 2004). Cette fragmentation pourrait être la conséquence d’une activation 

de la fission provoquée par un excès de fusion ou d’une grande quantité de protéine OPA1 

favorisant la fusion dite transitoire. La « fusion dite transitoire » est liée à des interactions 

latérales entre des mitochondries associées à des microtubules distincts qui vont échanger 

rapidement et partiellement des éléments solubles sans affecter la morphologie mitochondriale 

(Liu et al, 2009) (figure n°37). Au contraire, la « fusion dite complète », qui a lieu entre des 

mitochondries qui se déplacent l’une vers l’autre le long d’un même microtubule, permet 

l'échange de tous les composants mitochondriaux et affecte la morphologie mitochondriale 

(figure n°37). Une diminution de l’expression d’OPA1 ou sa forte surexpression favorise la 

fusion transitoire au détriment de la fusion complète.  

La maturation protéolytique d’OPA1 joue un rôle prépondérant dans la régulation de 

l’activité fusogène de la protéine. En effet, la disparition des formes longues de la protéine lors 

d’un traitement par un agent découplant (CCCP) conduit à la fragmentation des 

mitochondries, suggérant que les formes longues sont essentielles dans le processus de fusion 

mitochondriale (Guillery et al, 2008). Cependant des travaux menés sur des mutants des sites 

de clivages S1 et S2 d’OPA1 soulignent également l’importance des formes courtes de la 

protéine dans le contrôle de la morphologie des mitochondries (Duvezin-Caubet et al, 2006; 

Griparic et al, 2007; Song et al, 2007). La réintroduction de différents variants pouvant être 

ou non clivés dans des MEFs invalidées pour le gène OPA1, a définitivement montré qu’au 

moins une forme longue et une forme courte de la dynamine sont nécessaires pour la fusion 

des mitochondries (Song et al, 2007). Toutefois, contrairement à l'exigence de la présence des 

deux formes longue et courte dans des conditions normales, l’hyperfusion mitochondriale qui 

est induite dans certaines conditions de stress, requiert uniquement la présence de l-OPA1 

(figure n°38) (Tondera et al, 2009). 

Il a été récemment proposé qu’OPA1 comme ses orthologues de levure est impliquée 

dans la stabilité du génome mitochondrial (Amati-Bonneau et al, 2008; Hudson et al, 2008). 

Certaines mutations non-sens d’OPA1 provoquent l’accumulation de délétions multiples du 

génome mitochondrial dans le muscle squelettique chez les patients atteints de maladies 

mitochondriales (syndrome ADOA-1) (Amati-Bonneau et al, 2008; Hudson et al, 2008). 

Contrairement à la perte d‘ADNmt en absence de Mgm1p et Msp1p, aucune déplétion 

d’ADN n’est observée dans les muscles squelettiques chez les patients atteints du syndrome 

ADOA-1. Il faut noter que le nombre de copies d’ADNmt est faiblement diminué dans les 
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lymphocytes de ces patients (Kim et al, 2005). L’effet d’OPA1 sur l’ADNmt pourrait passer 

par son rôle sur la structuration des crêtes (Griparic et al, 2004; Olichon et al, 2003). 

L’inactivation d’OPA1 pourrait affecter l’ancrage d’ADNmt sur la membrane interne et en 

conséquence sa réplication, réparation et son expression. 

 

L’extinction de l’expression d’OPA1 s’accompagne, sinon d’une mort spontanée des 

cellules, d’une sensibilité accrue de différentes lignées cellulaires à l’apoptose induite via des 

stimuli de la voie intrinsèque de l’apoptose (Arnoult et al, 2005a; Lee et al, 2004; Olichon et 

al, 2003). À l’inverse, la surexpression ectopique de la protéine protège les cellules de 

l’apoptose (Cipolat et al, 2004). Cet effet anti-apoptotique contrairement à l’effet fusogène sur 

les mitochondries, s’exerce toujours dans des MEFs invalidées pour le gène Mfn1 (Cipolat et 

al, 2004). De plus, l’extinction spécifique des variants d’épissage d’OPA1 contenant l’exon 4 

conduit à une inhibition de l’activité fusogène de la protéine sans affecter sa fonction anti-

apoptotique (Olichon et al, 2007). Ces deux études démontrent que les deux fonctions de la 

protéine, fusion des mitochondries et maintien de la conformation des crêtes, sont 

indépendantes. En effet, des travaux récents montrent que le rôle d’OPA1 dans apoptose 

passe par sa capacité à structurer les crêtes. L’oligomérisation d’OPA1 contrôle la 

redistribution du cytochrome c de l’espace intra-crête vers l’espace inter-membranaire en 

contrôlant la jonction des crêtes (Frezza et al, 2006; Yamaguchi et al, 2008). En réponse à un 

stimulus apoptotique, les protéines « BH3-only » de la famille de Bcl-2 déstabilisent les 

oligomères d’OPA1, entraînant l’« ouverture » des jonctions de crêtes et par conséquent la 

mobilisation du cytochrome c dans l’espace inter-membranaire (Frezza et al, 2006; 

Yamaguchi et al, 2008). En accord avec l’implication d’OPA1 dans ce processus, une 

mutation mimant une conformation liée au GTP de la protéine (OPA1Q297V) (Misaka et al, 

2002) empêche la dissociation des oligomères lors de l’apoptose, la modification du diamètre 

des jonctions de crêtes, bloque le relargage du cytochrome c et protège les cellules de 

l’apoptose (Yamaguchi et al, 2008). L’analyse de la nature de ces oligomères a permis de 

proposer l’implication dans cette fonction pro-apoptotique d’OPA1 d’une forme minoritaire 

de la protéine (environ 4% de la quantité totale), soluble dans l’espace inter-membranaire, et 

issue du clivage par la sérine protéase de la famille rhomboïde, PARL (Cipolat et al, 2006; 

Frezza et al, 2006). Une étude récente a montré que l’association d’OPA1 avec la 

cardiolipine, promeut son assemblage dans les oligomères (Ban et al).  

 



 
 
 

100 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Sesaki 2001 JCB 

Hoppins 2009 The Journal of cell Biology 

Figure n°39 : Ugo1p chez S. cerevisiae.  

(A) La fragmentation du réseau mitochondrial, dans une levure délétée pour le gène UGO1 (∆ugo1) visualisé grâce 

à une GFP adressée à la mitochondrie (droite) en comparaison à la levure sauvage (gauche). (B) Schéma de la 

topologie de Ugo1p. 

 

 

 

∆Ugo1 WT 

A 

COOH 

Membrane externe 

Cytoplasme 

Espace 
 inter-membranaire 

Ugo1 

NH2 B 



 
 
 

101 

Récemment, deux modèles murins portant une mutation au sein des exons 8 et 10 du 

gène OPA1, et menant à une réduction de 50% de la quantité de la protéine, ont été décrits 

(Alavi et al, 2007; Davies et al, 2007). Alors que les souris homozygotes pour cette mutation 

meurent in utero au cours de l’embryogenèse au stade E12,5, les souris hétérozygotes 

développent une neuropathie optique à évolution progressive et lente, une perte partielle des 

cellules ganglionnaires de la rétine au bout de 6 mois et une morphologie anormale des 

axones résiduels du nerf optique avec des défauts de myélinisation à l’âge de neuf mois. 

 

3.1.3. Ugo1 

 

Chez Saccharomyces cerevisiae, Ugo1p a été initialement identifiée comme une protéine 

essentielle à la fusion mitochondriale (Sesaki & Jensen, 2001). Des levures délétées pour le 

gène UGO1 présentent un réseau mitochondrial fragmenté, sont incapables de fusionner leurs 

mitochondries et perdent leur génome mitochondrial (figure n° 39A). Ces phénotypes sont 

restaurés par la délétion du gène DNM1 (Sesaki & Jensen, 2001). Ugo1p est une protéine 

ancrée à la membrane externe par trois domaines trans-membranaires (Hoppins et al, 2009) 

(figure n° 39B). Son extrémité N-terminale ainsi que la boucle entre les deuxième et troisième 

domaines trans-membranaires sont localisées dans le cytosol, alors que la boucle entre les 

premier et deuxième domaines trans-membranaires et son extrémité C-terminale sont situées 

dans l’espace inter-membranaire (Hoppins et al, 2009). Ugo1p co-immuno-précipite avec les 

deux autres acteurs majeurs de la fusion mitochondriale chez la levure, Fzo1p localisée à la 

membrane externe et Mgm1p à la membrane interne (Sesaki & Jensen, 2004; Sesaki et al, 

2003b; Wong et al, 2003). Des expériences d’interaction par GST-pull down montrent que, in 

vitro, le domaine N-terminal cytoplasmique de Ugo1p interagit avec Fzo1p, alors que son 

domaine C-terminal inter-membranaire interagit avec Mgm1p (Sesaki & Jensen, 2004). Il a 

donc été proposé que Ugo1p puisse servir à coordonner la fusion des deux membranes 

mitochondriales. En effet, plusieurs mutants thermosensibles d’Ugo1p présentent des défauts 

de fusion des membranes externes ou internes mitochondriales (Hoppins et al, 2009). Ugo1p 

interviendrait dans une étape postérieure à l’étape d’accolement des membranes pour faciliter 

le mélange lipidique de chaque membrane mitochondriale (Hoppins et al, 2009). 

Jusqu’à présent, aucun homologue humain d’Ugo1p n’a été identifié. Des 

immunoprécipitations, ont montré que les protéines MFN1, MFN2 et OPA1, sont présentes 

dans un complexe dans les mitochondries de mammifères (Guillery et al, 2008). MFN1 et 
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Figure n°40 : Modèle du mécanisme de la fusion mitochondriale. 
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MFN2 possèdent une très courte boucle dans l’IMS, qui pourrait ne pas être suffisante pour 

contacter directement OPA1 sur la membrane interne, suggérant l’existence soit d’un 

homologue fonctionnel de Ugo1p soit d’une structure particulière qui rapproche membrane 

externe et membrane interne au niveau des sites de fusion.  

 

3.2. Modèle proposé pour le complexe de fusion mitochondriale 

  

La fusion de la membrane interne et celle de la membrane externe peuvent être 

découplées, bienqu’elle se deroulent la plupart du temps de façon coordonée afin de garantir 

l’intégrité des compartiments sous-mitochondriaux (Malka et al, 2005; Meeusen et al, 2004). 

L’accolement de la membrane externe est effectué par interaction en trans des dynamines 

Fzo1p de deux mitochondries rapprochées. Une fois que les membranes externes fusionnées 

dans un processus implicant l’activité GTPase de la dynamine, les deux membranes internes 

s’accolent grâce à l’interaction en trans entre de deux Mgm1p (figure n°40). La fusion des 

membranes internes, dépendante de l’activité GTPase de la dynamine, sera alors réalisée.  

 

3.3. Autres acteurs ou régulateurs de la fusion mitochondriale 

 

mitoPLD : L’extinction par interférence à l’ARN de MitoPLD, une phospholipase D 

mitochondriale, dans des cellules HeLa entraîne la fragmentation du réseau mitochondrial et 

affecte la fusion des mitochondries. MitoPLD induit, in vitro et in vivo dans des cellules 

NIH3T3, une modification du profil des lipides mitochondriaux avec une diminution de la 

quantité de la cardiolipide au profit de l’acide phosphatidique (Choi et al, 2006). Il est donc 

proposé que MitoPLD puisse modifier la composition et la courbure des bicouches lipidiques 

pour les rendre plus propices à la fusion, après juxtaposition des membranes externes de 

mitochondries voisines par les Mitofusines.  

 

MIB (Mitofusin-binding protein) : une nouvelle protéine de la superfamille des 

deshydrogénases réductases, a été identifiée comme partenaire des Mitofusines (Eura et al, 

2006). La surexpression ectopique de cette protéine entraîne une fragmentation des 

mitochondries dépendante de l’intégrité de son domaine CBD (Coenzyme-Binding Domain) 
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et son extinction par interférence à l’ARN conduit à l’allongement des mitochondries, 

phénomène reversé par la déplétion de MFN1. MIB, comme MFN1, est largement exprimée 

dans tous les tissus analysés et contrôlerait la fusion des mitochondries en interagissant et en 

régulant MFN1 (Eura et al, 2006).  

 

SLP-2 : En réponse à plusieurs stress cellulaires, tels qu’une irradiation aux UV, un 

traitement à l’actinomycine D ou à la cycloheximide, les mitochondries fusionnent 

intensément, générant un réseau mitochondrial hyperfilamenteux. Cette hyperfusion 

mitochondriale induite par le stress (SIMH) permet à la cellule de surmonter un stress 

transitoire via une augmentation de la production d’ATP (figure n°38) (Tondera et al, 2009). 

SLP-2 (Stomatin-Like Protein2), une protéine située dans l’espace inter-membranaire 

appartenant à la famille SPFH (Stomatin/Prohibitin/Flotillin/Hflk) joue un rôle essentiel au 

cours de ce processus en empêchant le clivage des formes longues d’OPA1 et ce 

indépendamment des Prohibitines 1 et 2 avec lesquelles elle peut interagir (Da Cruz et al, 

2008). Il est à noter que SLP-2 avait précédemment été identifiée comme partenaire de 

MFN2 (Hajek et al, 2007). 

 

Bax et Bak : En conditions physiologiques, BAX et BAK sont nécessaires pour la 

fusion mitochondriale en permettant l’assemblage de MFN2 en complexes de haut poids 

moléculaire (Karbowski et al, 2006). En effet, ces complexes sont de taille plus réduite et la 

fusion est altérée dans des MEFs déficients pour BAX et BAK présentant de ce fait des 

mitochondries moins longues et inter-connectées que des cellules sauvages. La surexpression 

de BAX dans des MEFs invalidés pour bax et bak rétablit la fusion des mitochondries en 

restaurant l’assemblage de MFN2 en complexes de haut poids moléculaire et sa localisation au 

niveau des sites de fusion de mitochondries. Paradoxalement, la surexpression de BAX ou de 

BAK dans des cellules HeLa entraîne la fragmentation des mitochondries et l’apoptose 

(Karbowski et al, 2004a; Sheridan et al, 2008). Comment ces deux protéines peuvent elle 

jouer des rôles opposés dans la dynamique mitochondriale en conditions physiologiques et en 

apoptose ? Il est possible que les changements de conformation et de localisation subis par 

BAX et BAK au cours de l’apoptose modulent les interactions des deux protéines avec les 

acteurs de la dynamique mitochondriale comme les Mitofusines (Brooks et al, 2007). En 

accord avec cette hypothèse, en conditions physiologiques, BAK interagit avec les Mitofusines 

1 et 2 alors que, au cours de l’apoptose, BAK et MFN2 sont dissociés au profit d’une 

interaction entre BAK et MFN1 (Brooks et al, 2007). 
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4. Les fonctions de la dynamique mitochondriale 

 

4.1. Pertinence fonctionnelle 

 

La pertinence fonctionnelle de la dynamique mitochondriale a clairement été 

démontrée par le caractère essentiel des acteurs qui contrôlent ce processus au cours du 

développement, ainsi que par la mise en évidence de leur implication dans diverses maladies 

chez l'homme (Detmer & Chan, 2007b). L'invalidation des gènes MFN1 MFN2, DRP1, et la 

mutation du gène OPA1, chez la souris provoquent une létalité embryonnaire à mi-gestation 

(Alavi et al, 2007; Chen et al, 2003; Chen et al, 2007; Davies et al, 2007; Ishihara et al, 2009; 

Wakabayashi et al, 2009). L'ablation conditionnelle de MFN2 et de DRP1, induisant de 

nombreux défauts au niveau du système nerveux central, a confirmé l'importance de la 

dynamique mitochondriale pour le tissu nerveux, initialement révélée par l'implication 

d'OPA1, de MFN2 et de GADP1 dans des maladies neurodégénératives, respectivement 

l’atrophie optique dominante de type 1 (Delettre et al, 2001), la maladie de Charcot-Marie-

Tooth (CMT) 2A (Zuchner et al, 2004) et la CMT4A (Cuesta et al, 2002). De plus, 

l'implication de la dynamique mitochondriale dans les neurodégénérescences liées à l'age, 

comme les maladies de Parkinson et d'Alzheimer, commence à émerger (Chen & Chan, 

2009). 

4.2. Transmission des mitochondries au cours de la division cellulaire 

 

Un crible génétique visant à isoler des suppresseurs multicopies d’un mutant de 

DNM1 chez Saccharomyces cerevisiae a permis d’établir un premier lien entre morphologie 

mitochondriale et cycle cellulaire à travers la mise en évidence de l’interaction entre Dnm1p 

et Num1p, une protéine impliquée dans la migration nucléaire au cours de la division 

cellulaire (Cerveny et al, 2007; Farkasovsky & Kuntzel, 1995). La protéine Num1p est 

localisée à la membrane plasmique mais une fraction de la protéine est également retrouvée à 

la mitochondrie, où elle participe à la fission des mitochondries en influençant probablement 

l’ancrage à la mitochondrie de Dnm1p. Dans des levures délétées pour DNM1+ et NUM1+, 

l’intégralité des mitochondries est retrouvée dans le bourgeon avec une forte proportion de 
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mitochondries hyperfilamenteuses. Chez les mammifères, compte tenu du nombre important 

de mitochondries dans la plupart des types cellulaires, il a été proposé que la répartition des 

mitochondries se fasse de manière aléatoire. Néanmoins, des changements de morphologie 

mitochondriale sont observés durant le cycle cellulaire. Le réseau mitochondrial devient très 

filamenteux au cours de la phase G1. Ce changement apparaît essentiel pour la progression 

du cycle cellulaire puisque l’inhiber en dépolarisant les mitochondries provoque un arrêt des 

cellules au niveau de la transition G1/S et le favoriser en surexprimant un mutant dominant 

négatif de DRP1 précipite au contraire les cellules en phase G2 (Mitra et al, 2009). De plus, 

une fragmentation transitoire des mitochondries, dépendante de DRP1, a lieu au cours de la 

mitose de la prophase à l’anaphase (Taguchi et al, 2007). Cette modification est corrélée à la 

phosphorylation de DRP1 par le complexe cdk1/cyclineB.  

 

4.3. Maintien des fonctions mitochondriales 

 

L’inactivation des protéines fusogènes OPA1, MFN1 ou MFN2, dans des fibroblastes 

embryonnaires de souris, entraîne une diminution de l’activité des complexes de la chaîne 

respiratoire et une grande hétérogénéité dans le potentiel de membrane des mitochondries 

(Chen et al, 2005). L’abolition de la fusion mitochondriale mène également à l’accumulation 

de mitochondries dépourvues d’ADNmt, qui pourrait expliquer les dysfonctions 

mitochondriales observées (Chen et al, 2007). Il a été proposé que la fusion mitochondriale 

soit un moyen pour les mitochondries de coopérer les unes avec les autres afin de 

complémenter les déficiences fonctionnelles de certaines d’entre elles en restaurant des 

éléments manquants ou défectueux par échange de leur membrane et de leur contenu. En 

accord cette hypothèse, la mise en évidence d'une complémentation inter-génique, ex vivo et in 

vivo, de mutations différentes au niveau de gènes situés sur l’ADN mitochondrial (Nakada et 

al, 2001; Ono et al, 2001). Néanmoins, des travaux récents qui montrent que la fusion 

mitochondriale semble s’effectuer préférentiellement entre des mitochondries fonctionnelles. 

vont à l’encontre de la théorie énoncée précédemment. En effet, des mitochondries, 

caractérisées présentant un potentiel de membrane réduit, montre une très faible probabilité 

de fusionner de nouveau et sont ensuite dégradées par mitophagie (Twig et al, 2008).  
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4.4. Distribution des mitochondries 

 

 La dynamique mitochondriale revêt une importance toute particulière dans les 

neurones, certainement de par leurs besoins énergétiques élevés mais également de 

l’importance de la distribution de cet organelle dans ces cellules. La localisation 

mitochondriale au niveau des terminaisons axonales et des dendrites est en effet influencée par 

la dynamique mitochondriale. Chez la drosophile, des mutations de DRP1 affectent la 

distribution des mitochondries, largement absentes des synapses dans la jonction 

neuromusculaire, inhibent la mobilisation du pool vésiculaire de réserve, un procédé 

hautement dépendant de l’ATP, et par conséquent inhibent les transmissions synaptiques 

(Verstreken et al, 2005). De plus, dans des neurones d’hippocampe de rat l’inhibition ex vivo 

de la fission mitochondriale par surexpression d’un mutant dominant négatif de DRP1 affecte 

la distribution dendritique des mitochondries et la densité des épines dendritiques (Li et al, 

2004). À l’inverse, l’augmentation de la fission mitochondriale, par surexpression de DRP1 

sauvage, entraîne une présence accrue des mitochondries au niveau dendritique et résulte en 

une augmentation du nombre d’épines dendritiques. 

 La dynamique mitochondriale affecte la distribution des mitochondries dans d’autres 

types cellulaires notamment dans des cellules du système immunitaire. En effet, au cours de la 

chimiotaxie lymphocytaire, les mitochondries se concentrent au niveau de l’uropode, étape 

qui nécessite la fission des mitochondries. L’inhibition de la fission mitochondriale par la 

surexpression d'un mutant dominant négatif de DRP1, ou l’activation de la fusion, par la 

surexpression d’OPA1 ou MFN1, empêche la relocalisation des mitochondries et par 

conséquent la polarisation et la migration des lymphocytes en présence de chimioattractants 

(Campello et al, 2006). 

 

4.5. Apoptose 

 

 Les premiers travaux, menés en particulier sur DRP1 et OPA1, ont montré l'existence 

de liens entre dynamique mitochondriale et apoptose (Suen et al, 2008). D'une façon générale, 

un déplacement de l'équilibre vers la fission sensibilise les cellules à l'apoptose, alors qu'un gain 

de fusion rend les cellules plus résistantes à ce type de mort. Cependant, plus récemment il a 
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été montré que les rôles d'OPA1 et de DRP1, et probablement de FIS1, dans la dynamique 

mitochondriale et l'apoptose sont indépendants (Alirol et al, 2006; Breckenridge et al, 2008; 

Frezza et al, 2006). De façon intéressante, plusieurs protéines pro-apoptotiques et anti-

apoptotiques de la famille de Bcl-2, chez les mammifères, influencent la morphologie des 

mitochondries indépendamment de leur action dans la perméabilisation de la membrane 

externe (Suen et al, 2008) (suen 2008). 

 

4.6. Mitophagie 

 

 L’élimination sélective des mitochondries par autophagie, appelée mitophagie, est 

induite en réponse à différents stress cellulaires comme des carences en nutriments, des 

conditions hypoxiques ou apoptotiques, mais également au cours de processus de 

différenciation cellulaire (Goldman et al). Dernièrement, la mitophagie a été étudiée dans des 

cellules ß-pancréatiques qui présentent une forte accumulation de mitochondries dépolarisées 

menant à des dommages oxydatifs et au développement de diabètes (Twig et al, 2008). Le 

suivi individualisé du devenir des mitochondries dans ces cellules indique que la fission 

mitochondriale joue un rôle essentiel au cours de ce processus. Elle permet d’isoler les 

mitochondries peu actives, présentant un potentiel de membrane réduit et dans certains cas 

des capacités respiratoires altérées ou une absence de nucléoïdes, des autres organites et 

d’alimenter la machinerie d’autophagie. L’extinction de l’expression de FIS1 ou la 

surexpression de mutant dominant négatif de DRP1  réduisent spécifiquement l’autophagie 

mitochondriale dans ces cellules (Twig et al, 2008), ainsi que dans des neurones exposés à 

l’oxyde nitrique (Barsoum et al, 2006). Au contraire, la surexpression de DRP1 facilite 

l’élimination des mitochondries en réponse à différents stimuli apoptotiques (Arnoult et al, 

2005b). 
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1. Objectifs de la thèse 

 

Les travaux de notre équipe sur la dynamique mitochondriale ont débuté avec 

l’identification en 1998 de Msp1p chez la levure à fission Schizosaccharomyces pombe, suivie de 

celle de son homologue humain, OPA1 en 2000 (Delettre et al, 2000; Pelloquin et al, 1998; 

Pelloquin et al, 1999a). Depuis, notre équipe poursuit ses travaux dans les deux modèles, S. 

pombe et les cellules de mammifères en culture, pour comprendre les mécanismes moléculaires 

qui contrôlent la dynamique mitochondriale, sa pertinence fonctionnelle et ses 

dysfonctionnements. 

Dans ce contexte, durant mes quatre années de thèse, j’ai travaillé sur deux projets, 

l’étude de la régulation de l’expression de la protéine Msp1p chez la levure S. pombe et la 

recherche de nouveaux partenaires de cette dynamine.   

  

2. La levure à fission Schizosaccharomyces pombe 

 

La levure à fission Schizosaccharomyces pombe est un modèle eucaryote qui offre une 

alternative intéressante au modèle plus populaire que constitue la levure bourgeonnante 

Saccharomyces cerevisiae (Chiron et al, 2007; Forsburg, 2003; Yanagida, 2002). Ces deux 

organismes sont évolutionnairement très distants avec une séparation estimée de 300 à 450 

millions d’années. La divergence entre ces deux levures est aussi grande que celle de chacune 

d’entre-elle avec l’homme.  

La levure S. pombe est un champignon unicellulaire appartenant à la famille des 

ascomycètes que l’on qualifie d’archéascomycètes pour la séparer des ascomycètes plus 

traditionnels comme S. cerevisiae. Contrairement aux cellules mère et fille ovoïdes de S. cerevisiae 

qui se forment par bourgeon, S. pombe possède une forme en bâtonnet et se divise par 

fissiparité donnant deux cellules filles identiques. C’est un organisme aérobie quasi-stricte, qui 

ne réalise que quelques divisions en anaérobiose mais qui possède la capacité de croître par 

métabolisme fermentaire.  

S. pombe découverte en 1893 n’a été utilisée en routine qu’après les années 1960 dans 

des études portant sur la prolifération et la différentiation cellulaire. Dans les années 1970, 

Paul Nurse et ses collaborateurs en isolant des mutants du cycle cellulaire ont largement 
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contribué au développement de ce modèle pour les études sur le cycle cellulaire. L’année 2001 

verra l’attribution du prix Nobel de physiologie et médecine à Paul Nurse pour ses travaux et 

l’achèvement du séquençage du génome de S. pombe révélant 4824 ORF pour un génome 

haploïde de 13.8 Mb reparti sur 3 chromosomes. 

 Les recherches menées sur les mitochondries ont, elles, pour l’instant, été 

majoritairement réalisées chez S. cerevisiae, malgré de nombreuses évidences qui montrent que 

la biogenèse et les fonctions mitochondriales de la levure à fission sont plus proches de celles 

des eucaryotes supérieurs que celles de S. cerevisiae (Chiron et al, 2007). Les mitochondries chez 

S. pombe comme chez les mammifères sont essentiellement distribuées sur le réseau de 

microtubules. À l’inverse, chez S. cerevisiae, les mitochondries sont véhiculées par le 

cytosquelette d’actine. S. pombe et l’homme présentent un ADNmt de taille réduite 

(respectivement 19,43 kDa et 16,57 kDa) avec respectivement peu ou pas d’intron, alors que 

S. cerevisiae possède un large génome mitochondrial (68 à 85 kb) avec de nombreux introns. 

Chez S. pombe les ARN mitochondriaux codant des protéines contiennent des extrémités 5’ et 

3’ non traduites très courtes ce qui rappelle la structure compacte des ARN mitochondriaux 

humains, suggérant que les mécanismes de traduction sont proches dans les deux organismes.  

L’existence d’au moins deux facteurs de traduction mitochondriaux, mtEF-Ts et mtEF-IF3 

conservés chez la levure à fission et l’homme mais absents chez S. cerevisiae (Chiron et al, 2005) 

confirme cette hypothèse. 

Une autre similarité partagée entre S. pombe et les eucaryotes supérieurs est l’incapacité 

à tolérer la perte du génome mitochondrial qui classifie S. pombe dans la famille des levures 

petites négatives, contrairement à la levure petite positive S. cerevisiae. La létalité liée à la perte 

de l’ADNmt chez S. pombe serait la conséquence selon l’« hypothèse des deux composantes » 

de perte simultanée des complexes de la chaîne respiratoire et de la partie F0 de l’ATP 

synthase provoquant la perte du potentiel de membrane (Chen & Clark-Walker, 2000). Chez 

S. pombe, le potentiel de membrane mitochondrial ne pourrait pas être restauré par la partie F1 

isolée de l’ATP synthase qui serait incapable contrairement à S. cerevisiae d’hydrolyser l’ATP 

en ADP, ce dernier pouvant ensuite être exporté via le transporteur ADP/ATP. Par contre la 

perte de l’un ou de l’autre des deux composants, chaîne respiratoire ou ATP synthase, est 

compatible avec la vie de S. pombe car le potentiel de membrane mitochondrial peut être 

maintenu soit par la chaîne respiratoire elle-même, soit par l’hydrolyse de l’ATP en ADP par 

l’ATP synthase complète et l’export de H+ à travers ce complexe. De façon intéressante des 

mutations nucléaires (ptp1-1, ptp2-1) rendent S. pombe petite positive (Haffter & Fox, 1992). 

Jusqu’à présent la nature des gènes ptp1 et ptp2 est toujours inconnue.     
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Figure n°41 : Représentation schématique des différents domaines de Msp1.  

La forme longue de Msp1p (l-Msp1p) est générée par clivage du précurseur (p-Msp1p) par la MPP alors que la 

protéase impliquée dans la génération de la forme courte de Msp1p (s-Msp1p) était inconnue quand j’ai débuté 

ma thèse. MIS = séquence adressage à la mitochondrie, TM1 et TM2 = domaines transmembranaires, GTPase 

= domaine GTPase, GED = domaine effecteur de l’activité GTPase    
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Une autre caractéristique que partage S. pombe avec les cellules de mammifères 

(humaine ou hamster) est l’incapacité à utiliser le galactose lorsqu’elle est déficiente pour le 

métabolisme respiratoire (Robinson et al, 1992; Soderberg et al, 1979). L’impossibilité 

d’utiliser le galactose en absence de phosphorylation oxydative chez les mammifères pourrait 

être liée à la faible efficacité de la voie Leloir qui permet l’entrée du galactose dans la glycolyse 

(Robinson et al, 1992). La glycolyse serait alors limitée et ne permettait pas de produire assez 

d’ATP pour permettre la croissance sans respiration. Il est possible qu’il en soit de même chez 

S. pombe.  

Cet ensemble de caractéristiques que partage S. pombe avec les cellules de mammifères 

fait de cette levure un modèle de choix lorsque l’on s’intéresse à la mitochondrie et en 

particulier aux pathologies associées à cette organelle. 

 

3. La dynamine Msp1 chez la levure S. pombe 

 

La dynamine Msp1p de Schizosaccharomyces pombe a été identifiée au laboratoire dans un 

crible double hybride mené pour rechercher des partenaires de la protéine kinase Nim1, un 

régulateur du cycle cellulaire (Pelloquin et al, 1999b). Elle présente 58% et 26% d’homologie 

et 38% et 19% de similarité avec Mgm1p de S. cerevisiae et OPA1 humain respectivement 

(Pelloquin et al, 1998). Msp1p (figure n°41) présente en N-terminal une séquence d’adressage à 

la mitochondrie (MIS) riche en acides aminés basiques dépourvue d’acides aminés acides et 

possédant un site de clivage par la peptidase mitochondriale (MPP, Mitochondrial Processing 

Peptidase), suivie de 2 domaines transmembranaires (TM1 et TM2) (Diot et al, 2009; 

Pelloquin et al, 1999a). Cette extension N-terminale précède trois domaines caractéristiques 

des dynamines : un domaine GTPase central, un domaine middle et un domaine GED 

carboxy-terminal (Praefcke & McMahon, 2004).  

Msp1p est une protéine de la membrane interne mitochondriale (Pelloquin et al, 

1999a) localisée dans l’espace inter-membranaire (Guillou et al, 2005), comme ses homologues 

Mgm1p et OPA1. Deux isoformes de Msp1p, longue (l-Msp1p) et courte (s-Msp1p), sont 

présentes dans la cellule. La forme longue ancrée à la membrane interne, correspond au 

produit de clivage par la MPP et contient les deux domaines TM1 et TM2 (Diot et al, 2009). 

La forme courte, périphérique, est générée par clivage protéolytique à la fin du domaine 

TM2. Les deux domaines transmembranaires de Msp1p contribuent à l'ancrage de la 
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Guillou 2005 FEBS Letters 

Pelloquin 1998 Biochemical and Biophysical Research Communications 

Figure n°42 : Msp1p est impliquée dans le maintien du génome mitochondrial.  

(A) ADNmt de la levure S. pombe visualisé par coloration au DAPI en microscopie à fluorescence dans des levures 

délétées(-) ou non (+) du gène msp1+. (B) Southern blot, révélant l’ADNmt de levures  délétées (-) ou non (+) par 

le gène msp1+. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Guillou 2005 FEBS Letters 

Figure n°43 : Msp1p est impliquée dans la fusion des mitochondries.  

(A) Observation du réseau mitochondrial de levures délétées pour le gène msp1+ et surexprimant la dynamine de 

façon ectopique. Le réseau mitochondrial filamenteux est agrégé en présence d’une quantité élevée de Msp1p 

(gauche), le réseau mitochondrial est filamenteux en présence d’une quantité de protéine Msp1p comparable au 

niveau endogène (milieu) et les mitochondries sont fragmentées et regroupées sous forme de grappes en absence 

de protéine Msp1p (droite). Les mitochondries sont visualisées en microscopie à fluorescence grâce à l’expression 

d’une GFP adressée à la mitochondrie. (B) Des extraits protéiques réalisés à partir des levures décrites en (A) sont 

analysés par SDS-PAGE et soumis à une immunodétection avec des anticorps dirigés contre Msp1p ou contre la 

tubuline (Tat1p).  
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protéine aux membranes, ce qui peut expliquer la différence d’association des deux isoformes 

à la membrane. 

Le gène msp1+ est un gène essentiel. Sa délétion entraîne la perte de l’ADNmt (figure 

n°42) et donc la mort de la levure petite négative S. pombe même en milieu fermentescible 

(Pelloquin et al, 1998). Des expériences de répression conditionnelle ont montré que 

l’inactivation de Msp1p provoque une fragmentation des mitochondries antérieure à la perte 

du génome mitochondrial (Guillou et al, 2005). À l’inverse, la surexpression de Msp1p 

entraîne une agrégation des mitochondries (Pelloquin et al, 1998). Ainsi un gain ou une perte 

de fonction de Msp1p provoque respectivement une fusion excessive ou une fission des 

mitochondries (figure n°43), impliquant Msp1p comme ses homologues, Mgm1p et OPA1, 

dans la fusion des mitochondries. Dans ce sens, la délétion du gène dnm1, codant une protéine 

impliquée dans la fission des mitochondries, restaure le défaut de morphologie, mais 

également la perte d’ADNmt et la viabilité d’une souche délétée du gène msp1+ (Guillou et al, 

2005).  

Les domaines GTPase, GED, TM1 et TM2 sont essentiels à la fonction de Msp1p 

dans la mitochondrie. En effet, les mutants de ces domaines sont, comme un mutant du MIS, 

incapables de complémenter la délétion du gène msp1+. De plus, les mutants de ces domaines 

exercent un effet dominant négatif quand ils sont exprimés dans une levure sauvage. 

L’expression des mutants des domaines GTPase, GED, TM1 et TM2 entraîne dans tous les 

cas la fragmentation du réseau mitochondrial, et à l’exception du mutant du domaine TM1, 

la perte du génome mitochondrial et la mort de la levure (Diot et al, 2009). L’obtention d’un 

mutant de Msp1p (du domaine TM1) affecté dans la morphologie des mitochondries et non 

dans le maintien de l’ADNmt a permis pour la première fois de découpler les deux fonctions 

de la dynamine et de proposer que le rôle de Msp1p dans le maintien de l’ADNmt est la seule 

fonction essentielle de la protéine. 

 

4. Maturation protéolytique de Msp1 et de son 

homologue OPA1 chez S. pombe  

 

Les travaux menés sur la contribution des domaines TM1 et TM2 sur la génération 

des deux formes de Msp1p, ont permis de proposer que, comme pour ses homologues, les 

formes longue et courte de la dynamine issues de clivages protéolytiques n’ont pas les mêmes 
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fonctions (DeVay et al, 2009; Diot et al, 2009; Herlan et al, 2003; Song et al, 2007; Zick et al, 

2009a). Nous avons donc décidé de poursuivre la caractérisation de la maturation 

protéolytique de Msp1p en étudiant la ou les protéases impliquées dans ce processus. Ces 

travaux ont également été motivés par la mise en évidence de la divergence des processus de 

maturation de Mgm1p et de OPA1, soulignant l’intérêt de poser la question dans un troisième 

modèle (Cipolat et al, 2006; Duvezin-Caubet et al, 2007; Ehses et al, 2009; Griparic et al, 

2007; Guillery et al, 2008; Head et al, 2009; Herlan et al, 2004; Herlan et al, 2003; Ishihara et 

al, 2006; Song et al, 2007). De plus, des résultats contradictoires ayant été publiés concernant 

les protéases impliquées dans la maturation d’OPA1, nous avons décidé d’utiliser notre 

modèle pour mieux comprendre ce processus.  

     

4.1. Maturation protéolytique de Msp1p chez S. pombe  

 

4.1.1. Publication : « Processing of the dynamin Msp1p in S. pombe reveals 

an evolutionary switch between its orthologs Mgm1p in S. cerevisiae and 

OPA1 in mammals » 
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Koppen & Langer 2007 Critical Review in Biochemistry and Molecular Biology 

Tableau n°1 : Les protéases intra-mitochondriales.  

 

 

Qcr1(Mas1), 
Mas2 
SPAC1F3.10c 
(Oct1) 

SPBC543.09 (m-AAA) 

SPBC2D10.07c (Imp1) 
SPBC336.13c (Imp2) 
SPCC320.12 
(Atp23) 

SPCC965.04c 
(Yme1) 

SPC13E7.11 
(Rh1) SPBP4H10.10 
(Rh2) 

Lon
1 

SPAP14E8.04 
(Oma1) 

- 

- 

- 

- 

- 

                                Nom             Fonction                           Nom                  Fonction                                          
                                                              

 

 S. cerevisiae                          Mammifères                               S.pombe  
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4.1.2. Données supplémentaires bibliographiques 

 

La majorité des protéines mitochondriales sont codées par des gènes nucléaires sont 

donc produites sous la forme d’un précurseur dans le cytoplasme qui sera importé dans la 

mitochondrie. Ces protéines subissent une maturation protéolytique par des protéases 

mitochondriales appelées « Processing Peptidases » au cours de leur import. À côté de ce 

groupe de protéases mitochondriales on trouve deux autres groupes qui diffèrent par rapport 

à leurs activités (tableau n°1 et figure n°44) (Koppen & Langer, 2007). Les « Protéases ATP-

dépendantes » peuvent agir comme des « Processing Peptidases » ou comme des enzymes de 

contrôle-qualité qui dégradent des polypeptides non natifs en peptides. Les 

« Oligopeptidases », comme Mop112, Prd1 et Lap3 chez S. cerevisiae, dégradent ces peptides, 

ainsi que les MIS, en acides aminés.  

 

Les « Processing Peptidases » sont présentes dans différents compartiments 

mitochondriaux, certaines peuvent agir séquentiellement. La « Mitochondrial Processing 

Peptidase » (MPP) est une métallopeptidase hétéro-dimérique qui clive la séquence 

d’adressage à la mitochondrie dans la matrice. La « Mitochondrial Intermediate Peptidase » 

(MIP) est une métallopeptidase monomérique qui clive des pré-protéines dans la matrice après 

action de la MPP. La « Inner Membrane Peptidase » (IMP) est localisée dans la membrane 

interne ; son site catalytique faisant face à l’IMS elle clive les pré-protéines dans l’IMS après 

action de la MPP. IMP est un complexe hétéro-oligomérique composé d'une sous-unité non 

catalytique, Som1p, et deux sous-unités catalytiques (Imp1p et Imp2p) qui ne présentent pas 

exactement la même spécificité de substrat chez la levure S. cerevisiae. En effet, Imp1p est 

impliquée dans le clivage du Cytb2p et Gut2p (FAD-dependent glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase) et de la NADH cytochrome b5 réductase codées par le génome nucléaire et 

de Cox2p codée par le génome mitochondrial, alors que Imp2p est impliquée dans le clivage 

du Cytb2p et de Cox2p et du Cytc1p codées par le génome mitochondrial et contrôle la 

stabilité d’Imp1p (Esser et al, 2004; Nunnari et al, 1993). Les deux sous-unités catalytiques ont 

des homologues murins (IMP1 et IMP2). L’expression de IMP2 murin dans la levure délétée 

pour IMP2 (∆imp2) permet de cliver les Cytb2p et Cytc1p et complémente le déficit de 

croissance sur source de carbone non-fermentescible (Burri et al, 2005). Chez les mammifères, 

IMP est impliqué dans la maturation de la protéine apoptogène Smac/Diablo (Burri et al, 

2005).    
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Koppen & Langer 2007 Critical Review in Biochemistry and Molecular Biology 

Figure n°44 : Mécanismes protéolytiques mitochondriaux chez S. cerevisiae.  

Les protéases intramitochondriales sont fonctionnellement classées en trois groupes : les « Processing 

Peptidases », les « Protéases dépendantes de l’ATP » et les « Oligopeptidases ».  
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À côté de ces enzymes génériques, d’autres peptidases mitochondriales agissent comme 

des « Processing Peptidases ». Celles-ci incluent Atp23p, Rhomboïde (Pcp1p), Oct1p et des 

membres de la famille des AAA protéases.  

Atp23p est une métallopeptidase qui clive chez la levure S. cerevisiae la pré-séquence de 

la protéine Atp6p, une sous-unité de l’ATP synthase codée par le génome mitochondrial, dans 

l'espace inter-membranaire après son insertion dans la membrane interne (Osman et al, 

2007). Indépendamment de son activité protéolytique, Atp23p agit également comme une 

protéine chaperone qui favorise l'assemblage d’Atp6p dans F0. Atp23p possède un homologue 

chez les mammifères dont on ne connaît pas le rôle. ATP6 également codée par le génome 

mitochondrial chez les mammifères n’a en effet pas de séquence clivable. 

Oct1p ou YMIP (Yeast Mitochondrial Intermediate Peptidase) est une peptidase 

dépendante des métaux qui catalyse une seconde étape de clivage nécessaire à la maturation 

d'un certain nombre de protéines mitochondriales contenant en C-terminal le motif 

Rx([Darr])(F/L/I)xx(S/T/G)xxxx([Darr]). Ces protéines sont importées dans la matrice 

mitochondriale, initialement clivées par la MPP au niveau de deux liaisons peptidiques à 

partir du résidu R générant un intermédiaire qui sera ensuite clivé par Oct1p pour obtenir la 

protéine mature. Oct1p joue un rôle dans l'homéostasie du fer mitochondrial, elle interagit 

fonctionnellement avec Yfh1p et probablement d'autres protéines impliquées dans 

l’homéostasie du fer. 

Les protéases de la famille Rhomboïde appartiennent à une famille conservée de sérine 

peptidases membranaires. Leurs sites catalytiques étant localisés au sein de domaines 

hydrophobes membranaires, ces enzymes génèrent par clivage de protéines ancrées dans la 

membrane par leurs domaines transmembranaires des formes solubles fonctionnelles. Un 

membre mitochondrial conservé de la levure (Pcp1p) à l’homme (PARL) de cette famille a été 

identifié. Le gène PCP1+ (Processing of Cytochrome c Peroxydase) a été identifié chez S. 

cerevisiae lors d’un crible génétique visant à identifier des gènes impliqués dans la maturation de 

la cytochrome c peroxydase (Ccp1p) (Esser et al, 2002). Ccp1p est localisée dans l'espace inter-

membranaire grâce à une pré-séquence bipartite qui sera éliminée par Pcp1p après action de 

la m-AAA protéase (Tatsuta et al, 2007). Pcp1p est ancrée à la membrane interne 

mitochondriale par 6 segments transmembranaires essentiels. Le second substrat identifié de 

Pcp1 est Mgm1p. Cette protéase qui génère la forme courte de la dynamine après clivage par 

la MPP contrôle donc indirectement la morphologie des mitochondries et le maintien de 

l’ADNmt chez S. cerevisiae (McQuibban et al, 2003) (Sesaki et al, 2003a) (Herlan et al, 2003). 

Chez S. pombe, il existe deux homologues de Rhomboïde, Rh1p et Rh2p, auxquels nous nous 
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Koppen & Langer 2007 Critical Review in Biochemistry and Molecular Biology 

Figure n°45 : Les AAA-protéases mitochondriales.  

(A) Représentation schématique des différents domaines des AAA-protéases mitochondriales. MTS : séquence 

adressage à la mitochondrie, ND : domaine N-terminal, TM : domaine transmembranaire, AAA : domaine 

AAA, PD : domaine protéolytique, NH : hélices N-terminales, WA : motif Walker A, WB : motif Walker B, 

SRH : seconde région d’homologie, HEXGH : centre protéolytique, CH : hélices C-terminales. (B) Topologie 

des AAA-protéases. IMS : espace inter-membranaire, IM : membrane interne, M : matrice 

                                
Koppen & Langer 2007 Critical Review in Biochemistry and Molecular Biology 

Figure n°46 : Différentes fonctions des AAA protéases dans la mitochondrie. 

(A) Les AAA protéases peuvent contrôler la qualité des protéines et dégradent les protéines endommagées en 

peptide après leur dislocation de la membrane. (B) Les m-AAA protéases peuvent cliver certaines protéines 

(MrpL32) au niveau de sites particuliers. (C) Les AAA protéases peuvent provoquer une dislocation membranaire 

de protéines (Ccp1p) dépendante de l’ATP et indépendante de leur activité protéolytique. (D) Les AAA protéases 

peuvent être impliquées dans l’import de protéine (PNPase) dans l’espace intermembranaire. (TOM = translcase 

de la membrane externe, TIM = translocase de la membrane interne, OM = membrane externe, IMS = espace 

inter-membranaire, IM = membrane interne, M = matrice).    
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sommes intéressés. Chez les mammifères, PARL (Presenilin-Associated Rhomboid-Like) est 

l’orthologue de Pcp1p. Seule une faible partie d’OPA1 (< 4%) est processée par PARL chez la 

souris générant une forme courte de la dynamine soluble dans l’espace inter-membranaire 

ayant un rôle anti-apoptotique (Frezza et al, 2006). Les rôles de PARL dans le remodelage de 

la structure des crêtes, le relargage du cytochrome c et son effet protecteur vis-à-vis de 

l’apoptose, révélés par des études menées sur des souris KO, passe par son action sur d’OPA1 

(Cipolat et al, 2006).  

 

 

Les AAA protéases (figure n°45 et 46), métallopeptidases caractérisées par le motif 

consensus HExxH de liaison au métal (figure n°45), sont des protéases ATP-dépendantes 

localisées dans la membrane interne. Elles exposent leurs sites catalytiques soit dans la matrice 

(m-AAA protéase) soit dans l’espace inter-membranaire (i-AAA protéase) (figure n°45) (Langer, 

2000). Les AAA-protéases forment de grands complexes composés de plusieurs sous-unités 

identiques ou étroitement reliées qui s’agenceraient en cylindre hexamérique. Les AAA-

protéases codées par des gènes nucléaires sont adressées à la mitochondrie grâce à un signal 

d’adressage mitochondrial N-terminal et sont ancrées à la membrane interne grâce à un (i-

AAA) ou deux (m-AAA) segments transmembranaires (figure n°45). En conséquence, les 

domaines catalytiques situés à la suite des domaines transmembranaires sont exposés dans 

l'espace inter-membranaire ou la matrice. Le domaine AAA contient des motifs Walker A 

(WA) et Walker B (WB) impliqués respectivement dans la liaison et l’hydrolyse de l’ATP, et le 

domaine SRH (so-called second region of homology). À l’image des autres membres de la 

famille des protéases ATP-dépendantes, les AAA protéases sont impliquées dans la 

reconnaissance et la dégradation de polypeptides non natifs ou non assemblés. Cependant, 

elles sont également impliquées dans le clivage de différents substrats ou leur dislocation à 

travers la membrane. Chez la levure S. cerevisiae, la m-AAA protéase est un hétéro-oligomère 

composé de deux sous-unités étroitement reliées, Yta10p et Yta12p. Des levures délétées pour 

l’une de ces deux sous-unités, ou exprimant des mutants protéolytiquements inactifs, 

présentent un déficit de respiration, d’assemblage des complexes respiratoires et de l’ATP 

synthase dans la membrane interne, ainsi qu’une tendance accrue à perdre leur génome 

mitochondrial. La m-AAA protéase clive la protéine MrpL32p, une sous-unité des ribosomes 

mitochondriaux codée par le génome nucléaire, au niveau de sa séquence d’adressage à la 

mitochondrie N-terminale au cours de son import. L’absence de ce clivage affecte 

l’assemblage de MrpL32p dans le ribosome et la traduction des protéines de la chaîne 
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respiratoire. Un rôle non protéolytique ATP-dépendant a été proposée pour la m-AAA 

protéase dans la dislocation de Ccp1p, permettant son positionnement correct dans la 

membrane interne nécessaire à son clivage par Pcp1p (Koppen & Langer, 2007). Chez 

l’homme, la m-AAA protéase est un complexe homo- ou hétéro-oligomérique composé de 

deux sous-unité AFG3L2 et Paraplégine (Casari et al, 1998). Une troisième sous-unité, 

AFG3L1, est exprimée chez la souris, alors qu’elle correspond à un pseudogène chez 

l'homme. La surexpression de la Paraplégine dans les cellules HeLa induit le clivage d’OPA1 

au site S1, mais l’inactivation de la m-AAA protéase est sans effet sur le profil global 

d’expression de la dynamine (Ishihara et al, 2006). Le clivage d’OPA1 dans les levures délétées 

pour Yta10 et Yta12 (∆Yta10∆Yta12) surexprimant AFG3L2 ou AFG3L1 mais pas Paraplégine 

est restauré (Duvezin-Caubet et al, 2007). Il a été récemment montré que la diminution de 

l’expression de AFG3L1 et AFG3L2 dans les MEFs diminuait la stabilité de la forme longue 

d’OPA1 en induisant sa protéolyse par la protéase OMA1 (Ehses et al, 2009). Chez la levure 

S. cerevisiae, les Prohibitines, Phb1p et Phb2p, forment des super complexes d’environ 2MDa 

avec les deux m-AAA protéases, Yta10p et Yta12p. Ces protéines réguleraient négativement 

l’activité des m-AAA protéases sur les protéines de la membrane interne non assemblées ou 

mal re-pliées soit en interagissant avec les substrats soit en modulant l'activité enzymatique de 

la m-AAA protéase (Steglich et al, 1999). L’inactivation des prohibitines dans les cellules de 

mammifères induit la fragmentation des mitochondries, la destructuration des crêtes et 

augmente la sensibilité à l’apoptose. L’ensemble de ces phénotype serait lié à la perte de la 

forme longue d’OPA1 conséquence d’une stimulation de la protéolyse de la dynamine par les 

m-AAA protéases (Merkwirth & Langer, 2009). Il a été récemment proposé que les 

Prohibitines joueraient un rôle d'échafaudage membranaire pour les protéines et des lipides, 

comme la phosphatidyl ethanolamine et la cardiolipine, et définiraient des domaines 

fonctionnels au sein de la membrane interne, qui serait essentiels pour le maintien des activités 

mitochondriales (Osman et al, 2009). Chez S. pombe il existe une seule m-AAA protéase 

mitochondriale (tableau n°1) à laquelle nous nous sommes intéressés. 

Chez la levure S. cerevisiae l’i-AAA protéase Yme1p a été isolée dans un crible génétique 

réalisé pour identifier des protéines dont l’inactivation provoque une augmentation de 

l’échappement de l’ADNmt vers le noyau (Thorsness & Fox, 1993). Yme1p est nécessaire 

pour la croissance des levures à basse température en milieu fermentescible et à température 

élevée en milieu respiratoire (Thorsness et al, 1993). L’inactivation de Yme1p induit un 

phénotype de cellules petite négatives, les levures ne peuvent plus tolérer la perte du génome 

mitochondrial. L'identification de différents suppresseurs spécifiques de chacun des 
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phénotypes liés à la délétion du gène YME1+ a indiqué qu’un défaut de protéolyse de 

différents substrats serait la cause de ces déficits, plutôt qu’un effet global délétère de protéines 

mal conformées. La délétion du gène YME1+ provoque chez la levure une fragmentation des 

mitochondries suggérant un rôle de Yme1p dans le maintien de la morphologie 

mitochondriale chez la levure (Campbell et al, 1994). Ce phénotype peut être supprimé grâce 

à l’expression d’IAP-1, l’homologue de YME1+ chez N. crassa. Alors que l’expression d’IAP-1 

ne restaure ni le déficit de croissance en milieu respiratoire à température élevée ni la 

protéolyse de la protéine Cox2p non assemblée. YME1L, l’homologue humain de Yme1p 

restaure, quant à elle, la croissance respiratoire à température élevée. Les i-AAA protéases 

seraient donc conservées durant l’évolution mais elles présenteraient un certain degré de 

divergence probablement lié à leur spécificité de substrat (Graef et al, 2007; Klanner et al, 

2001). Chez les mammifères à côté du rôle de YME1 dans la protéolyse site spécifique 

d’OPA1, un rôle non protéolytique de cette protéine dans l’import la PNPase (Polynucleotide 

Phosphorylase) a récemment été décrit. 

  

Les m-AAA protéases appartiennent à la famille des protéases ATP-dépendantes à 

domaine ATPase, qui constituent des véritables micro-compartiments protéolytiques. 

L’énergie libérée de l’hydrolyse de l’ATP est utilisée pour destructurer les substrats et les 

transporter à l’intérieur de la chambre protéolytique. Les protéases Lon et Clp appartiennent 

à cette famille de protéases très conservée depuis les bactéries. La protéase Lon est impliquée 

dans le contrôle qualité de protéines matricielles. Sa fonction est essentielle en condition de 

stress thermique et oxydatif.  

 

D’autres protéases sont présentes au sein de la mitochondrie, comme Oma1p et 

HTRA2 (Omi), sans que l’on puisse les classer fonctionnellement dans les 3 catégories décrites 

ci-dessus. 

Oma1 est un membre d'une grande famille conservée des bactéries à l’homme de 

métallopeptidases intégrées dans la membrane. Elle a été identifié chez la levure dans un 

crible génomique à grande échelle pour des peptidases mitochondriales. Oma1p est localisée à 

la membrane interne des mitochondries avec son site catalytique situé dans la matrice (Kaser 

et al, 2003). Chez la levure Oma1p clive la protéine Oxa1p mal repliée au niveau de plusieurs 

sites (Kaser et al, 2003), et exerce donc une fonction similaire à celle des m-AAA protéases 

pour le contrôle qualité des protéines de la membrane interne. Elle pourrait faire partie d'un 

système de sauvetage dans des conditions d'activité limitée des m-AAA protéases. OMA1 a 
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Figure n°47 : Représentation schématique de la construction de la cassette de recombinaison 

homologue contenant le gène résistance à l’antiobiotique (R) par PCR.  

La cassette est utilisée pour cibler un événement de recombinaison homologue afin de déléter les protéases Rh2p 

et Yme1p. Les amorces utilisés dans la PCR contient en 5’ 80 nucléotides aux zones en amont ou en aval d’ORF 

des différents protéases et en 3’ 20 nucléotides du promoteur (pTef) ou terminateur (tTef).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°48 : Vérification des délétions des gènes rh1+, rh2+, m-AAA+ et yme1+.  

L’absence des gènes rh1+, rh2+, m-AAA+ et yme1+ a été analysé par PCR en utilisant une paire d’amorces localisées 

dans le cadre de lecture de ces gènes. Dans les souches parentales portant les gènes sauvages rh1+, rh2+, m-AAA+ 

et yme1+ (WT) un produit PCR de 513 pb, 795 pb, 559 pb et 740 pb est détecté respectivement contrairement 

aux clones recombinants (∆rh1, ∆rh2, ∆m-AAA, ∆yme1). Les fragments amplifiés sont analysés par électrophorèse 

sur gel d’agarose et coloration au BET.  
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récemment été identifiée chez l’homme. Il s’agit d‘une protéine mitochondriale dont la 

fonction est contrôlée négativement par clivage protéolytique par une protéase inconnue. En 

condition de dissipation du potentiel de membrane mitochondriale ou de diminution d’ATP, 

le clivage d’OMA1 est inhibé et la protéase est alors impliquée dans le clivage inductible 

d’OPA1 (Ehses et al, 2009)(Head et al, 2009). 

HtrA2 (Omi) est une serine peptidase localisée dans l’espace inter-membranaire chez 

les mammifères. Elle a été identifiée comme une protéine pro-apoptogène qui serait libérée de 

la mitochondrie (Koppen & Langer, 2007).    

 

4.1.3. Données supplémentaires expérimentales 

 

Les souches délétées pour les protéases Rhomboïde (∆rh1, ∆rh2), m-AAA (∆m-AAA), i-AAA 

(∆yme1) et Oma1 (∆oma1) ont été obtenues par recombinaison homologue. Pour cela, dans le 

cas des souches ∆rh1 et ∆m-AAA, une cassette de recombinaison homologue contenant 400 pb 

correspondant aux régions 5’ et 3’ non traduites des deux gènes ont été synthétisées puis sous-

clonées respectivement en amont et en aval du gène de résistance à la Kanamycine (KanaR). 

Dans le cas des souches ∆rh2, ∆yme1 et ∆oma1 la cassette de recombinaison a été construite par 

PCR en utilisant deux primers contenant en 5’ 80 nucléotides correspondant aux zones amont 

ou aval de l’ORF de différentes protéases et en 3’ 20 nucléotides respectivement du 

promoteur pTef ou terminateur pTef contrôlant l’expression du gène de résistance à la 

nourseothricine (NourseoR) ou à l’hygromycine (hygroR) (figure n°47). Ces fragments d’ADN 

ont été transformés dans une souche de levure sauvage afin de remplacer les gènes d’intérêt 

par les gènes de résistance (rh1+ et m-AAA+ par KanaR, rh2+ par NourseoR, yme1+ et oma1+ 

par HygroR). Les transformants ont été étalés sur milieu sélectif contenant l’antibiotique. Les 

clones recombinants résistants ont ensuite été criblés pour l’absence du gène d’intérêt par 

PCR sur colonies en utilisant des paires d’oligonucléotides localisées dans le cadre de lecture 

des gènes codant les différentes protéases (figure n°48). Le remplacement du gène par la 

cassette de recombinaison homologue ainsi que l’absence d’insertion supplémentaire a 

également été vérifié par Southern blot (figures n°49, 50, 51 et 52). Ainsi deux clones 

indépendantes ∆rh1, ∆m-AAA, ∆yme1 et un clone ∆rh2, ont été sélectionnés. Notons que, dans 

le cas de Yme1, aucune colonie délétée de ce gène dans un environnement génétique sauvage 

n’a pu être obtenue. Cependant le gène yme1+ a pu être délété dans un fond génétique 
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Figure n°49 : Construction des souches délétées pour rh1+.  

(A) Représentation schématique du locus sauvage portant le gène rh1+ et de son remplacement par le gène de 

résistance à la Kanamycine (KanaR) par recombinaison homologue. (B) Analyse par Southern blot des souches 

parentales et recombinantes résistantes à la Kanamycine. L’ADN génomique des cellules parentales (WT) ou 

recombinantes (Δrh1) a été extrait, digéré par des enzymes de restriction, séparé par électrophorèse, transféré sur 

filtre et soumis à une hybridation avec une sonde correspondant au gène rh1+ (RH1) ou au promoteur pTef. 

Dans les cellules parentales, le gène rh1+ est contenu dans un fragment BamHI de 8,2 kb et dans un fragment 

EcoRV de 5,4 kb révelé par la sonde RH1. Ces deux fragments ne sont pas présents dans les cellules 

recombinantes. La présence d’un fragment BamHI de 7,7 kb et d’un fragment EcoRV de 2,8 kb révélés par la 

sonde pTef démontre le remplacement du gène rh1+ par le gène KanaR dans les clones recombinants. Ces deux 

fragments ne sont pas présents dans la souche parentale. Aucun fragment supplémentaire n’est révélé par la 

sonde pTef révélant qu’il n’y pas d’intégration supplémentaire de la cassette de recombinaison au niveau d’un 

autre locus. 
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Figure n°50 : Construction des souches délétées pour rh2+. 

(A) Représentation schématique du locus sauvage portant le gène rh2+ et de son remplacement par le gène 

résistance à la Nourseothricine (NourseoR) par recombinaison homologue. (B) Analyse par Southern blot des 

souches parentales (WT) et recombinantes résistantes à la Nourseothricine (Δrh2) en utilisant une sonde localisée 

dans le gène rh2+ (RH2) et une sonde localisée dans le promoteur pTef. La présence du gène rh2+ dans la souche 

parentale est révélée par l’obtention de deux fragments HindIII de 2,9 et 1,86 kb et d’un fragment SphI de 11,52 

kb dans l’hybridation avec la sonde RH2. La délétion du gène rh2+ dans les souches recombinantes et son 

remplacement par le gène NourseoR est révélé par la détection d’un fragment HindIII de 4,98 kb et un fragment 

SphI de 4,43 kb par la sonde pTef. Une des deux souches Δrh2 présente un fragment Sph1 non attendu de 4 kb 

révélé par la sonde RH2 (). 
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Figure n°51 : Construction des souches délétées pour m-AAA+ protéase.  

(A) Représentation schématique du locus sauvage portant le gène m-AAA+ et de son remplacement par le gène 

résistance à la Kanamycine (KanaR) par recombinaison homologue. (B) Analyse par Southern blot des souches 

parentales (WT) et recombinantes résistantes à la Kanamycine (∆m-AAA) en utilisant une sonde localisée dans le 

gène m-AAA+ (m-AAA) et une sonde localisée dans le promoteur pTef. Le gène m-AAA+ dans la souche parentale 

est révélé par l’obtention d’un fragment NdeI de 1,186 kb et d’un fragment BglII de 4,878 kb hybridant avec la 

sonde m-AAA. La délétion du gène m-AAA dans les souches recombinantes et son remplacement par le gène 

KanaR est révélé par la détection avec la sonde pTef d’un fragment NdeI de 5,047 kb et un fragment BglII de 

5,18 kb. Ces derniers sont également révélés par la sonde m-AAA.  
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Figure n°52 : Construction des souches délétées pour yme1+. 

(A) Représentation schématique du locus sauvage portant le gène yme1+ et de son remplacement par le gène 

résistance à hygromycine (hygroR) par recombinaison homologue. (B) Analyse par Southern blot des souches 

parentales (WT) et recombinantes résistantes à l’hygromycine (∆yme1) en utilisant une sonde localisée dans le 

gène yme1+ et une sonde localisée dans le promoteur pTef. La présence du gène yme1+ dans la souche parentale 

est révélée par l’obtention d’un fragment EcoRI de 7,094 kb et d’un fragment SacI de 11,7 kb hybridant avec la 

sonde Yme1. La délétion du gène yme1+ dans les souches recombinantes et son remplacement par le gène 

hygroR est révélée par la détection d’un fragment EcoRI de 2,844 kb et d’un fragment SacI de 4,33 kb par la 

sonde pTef. Dans la souche Δyme1Δdnm1 notons la présence d’un fragment EcoRI supplémentaire de 10 kb () 

et d’un fragment SacI supplémentaire de 5,5 kb () qui correspondent au remplacement du gène dnm1+ par le 

gène KanaR sous le contrôle du pTef. 
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Figure n°53 : Vérification de la délétion du gène oma1+ par PCR.  

(A) Représentation schématique du locus contenant le gène oma1+ sauvage ou remplacé par le gène résistance à 

l’hygromycine (hygroR). (B et C) Une expérience de PCR sur colonies a été réalisée sur des souches parentales 

(WT) et recombinantes (∆oma1) résistantes à l’hygromycine en utilisant différents couples d’amorces. Les produits 

PCR ont été analysés par électrophorèse sur gel d’agarose et coloration au BET. (B) L’absence du gène oma1+ a 

été analysée en utilisant une paire d’oligonucléotides localisée dans le cadre de lecture du gène oma1+ (Oma1 upp 

et Oma1 low). Dans la souche parentale portant le gène oma1+ sauvage (piste 1) un produit PCR de 331 pb est 

détecté contrairement aux quatre clones recombinants hygroR (pistes 2, 3, 4, 5). (C) Le remplacement du gène 

oma1+ par le gène hygroR a été analysé en utilisant des amorces localisées dans le gène hygroR au niveau du 

terminateur tTef et du promoteur pTef et des amorces localisées dans le gène oma1+ hors de la cassette de 

recombinaison en 5’ et 3’. La présence d’un fragment de 998 pb amplifiés grâce au couple de primers Oma1 

5’UTR et promoteur pTef et d’un fragment de 538 pb amplifié grâce au couple de primers Oma1 3’UTR et 

terminateur tTef dans les souches recombinantes (pistes 2-5) atteste du remplacement du gène oma1+ par le gène 

hygroR.  = bande non-spécifique 
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Figure n°54 : Détection de Msp1p dans les souches délétées pour oma1+.  

(A) Un extrait protéique a été réalisé à partir de levures parentales ou délétées pour le gène oma1+ puis analysé 

par SDS-PAGE et soumis à une immunodétection avec un anticorps anti-Msp1 ou un anticoprs anti-actine. (B) 

La quantification du rapport entre les formes longue (l-Msp1p) et courte (s-Msp1p) de Msp1p a été réalisée par 

analyse densitométrique à l’aide du logiciel ImageJ. Les résultats représentent la moyenne de 4 expériences 

indépendantes +/- SEM. 
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délété pour dnm1 (Δdnm1Δyme1). Des colonies délétées pour le gène yme1+ et portant un gène 

dnm1+ sauvage (ΔYme1) ont ensuite été obtenues par croisement.  

La délétion du gène oma1+ a été vérifiée uniquement par PCR à l’aide d’une amorce 

localisée dans la cassette de recombinaison et d’une amorce localisée au locus oma1+ hors de la 

cassette de recombinaison (figure n°53). L’expression de Msp1p dans la souche délétée du gène 

oma1+ a été vérifiée par Western blot réalisé sur quatre clones indépendants en comparaison 

avec la souche parentale. Ces résultats montrent qu’en absence du gène oma1+, la proportion 

des isoformes s- et l-Msp1 n’est pas affectée (figure n°54). 

Des souches délétées pour les gènes imp1+, imp2+, atp23+ et oct1+ ont été commandées 

chez BIONEER sous la forme de diploïdes contenant un allèle délété et remplacé par le gène 

KanaR et un allèle sauvage. Les haploïdes obtenus après sporulation et sélection grâce à la 

résistance à la kanamycine ont été testés par PCR à l’aide d’amorces localisées dans le cadre 

de lecture des différentes protéases. Les résultats de la PCR ont montré la présence de ces 

gènes dans toutes les colonies criblées. Il est à noter que ces quatre gènes ne sont pas essentiels 

chez la levure S. pombe (Idiris et al, 2006) (Schizosaccharomyces pombe GeneDB). La vérification de 

l’intégration de la cassette de la  recombinaison réalisée par le fournisseur n’ayant été réalisée 

que par PCR, ces clones KanaR doivent correspondre à des événements d’intégration 

aléatoire. Nous envisageons de cribler plus de clones ou de nous procurer les levures délétées 

auprès d’une autre source (Kim et al). Une banque de délétion des gènes chez S. pombe 

contenant 4,836 diploïdes de délétion a en effet été récemment publiée (Kim et al).      

 

4.2. Étude de la maturation protéolytique d’OPA1 dans la 

levure S. pombe 

 

Afin de clarifier les mécanismes de protéolyse d’OPA1, largement controversés quand 

nous avons débuté nos travaux, nous avons décidé d’utiliser le modèle S. pombe. Pour cela, 

nous avons exprimé la protéine OPA1 dans des levures délétées pour les gènes des protéases 

potentiellement impliquées dans le clivage d’OPA1 (∆yme1, ∆rh1 et ∆m-AAA). Ces levures, 

ainsi que des levures contrôles sauvages (auxotrophes pour la leucine) ont été transformées par 

des vecteurs (pREP41) exprimant les différents variants d’épissage d’OPA1 sous contrôle du 

promoteur nmt1 réprimé par la thiamine.  
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Figure n°55 : Expression ectopique des 8 variants d’épissage d’OPA1 dans la levure S. pombe ou 

dans les MEF OPA1-/-.  

(A) Les protéines ont été extraites de levures sauvages exprimant un des 8 variants d’épissages d’OPA1, séparées 

par SDS PAGE, transférées sur nitrocellulose puis soumises à une immunodétection avec un anticorps dirigé 

contre OPA1 ou contre Hsp60 comme témoin de charge. Les 5 bandes détectées dans les cellules HeLa ont été 

annotées a, b, c, d et e. (B) Immunodétection de la protéine OPA1 avec un anticorps dirigé contre la dynamine 

sur des extraits réalisés à partir de MEF sauvage (WT) ou MEF délétées pour le gène OPA1 (OPA1-/-) et 

exprimant 1 des 8 variants de la dynamine (pistes 1 à 8). Les 5 bandes détectées dans les cellules de types 

sauvages ont été annotées a, b, c, d et e. (Song Z. et al, 2007). (C) Schéma récapitulatif  des différents variants 

d’OPA1. Le précurseur d’OPA1 va donner par clivage par la MPP la forme longue L-OPA1. La forme L-OPA1 

par clivage protéolytique au niveau du site S1 présent dans tous les variants donne la forme S1-OPA1, au niveau 

du site S2 présent dans les variants 4, 6, 7 et 8 donne la forme S2-OPA1 et au niveau du site S0 présent dans les 

variants 3, 5, 6 et 8 donne la forme S0-OPA1. Un exemple du clivage d’OPA1 est donné pour l’isoforme 8 (bas 

de figure). 
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4.2.1. Expression d’OPA1 dans une levure sauvage 

 

Le profil d’expression des différents variants d’OPA1 a été analysé en réalisant des 

expériences d’immunodétection avec l’anticorps anti-OPA1 sur des extraits protéiques de 

levures cultivées sans thiamine pendant 24h à 25°C pour induire l’expression du promoteur 

nmt1. Les niveaux d’expression obtenus dans ces conditions étant très élevés, comme en 

témoigne la présence du précurseur d’OPA1 (résultats non montrés), nous avons donc mené 

nos expériences sur des levures non induites, ie cultivées en présence de thiamine. Dans ces 

conditions, le niveau de fuite du promoteur est suffisant pour visualiser OPA1. Il est à noter 

que l’anticorps anti-OPA1 ne reconnaît aucune protéine de levure (résultats non montrés).  

Pour tous les variants d’OPA1 exprimés dans la souche S. pombe sauvage (WT) des 

bandes abondantes de haut poids moléculaire apparent (PMa) sont observées () (figure 

n°55A). Elles pourraient correspondre aux formes longues d’OPA1. En effet, leurs PMa sont 

compatibles avec les PM calculés des différentes formes longues des 8 variants de la dynamine 

(tableau n°2). Ainsi, le clivage du précurseur d’OPA1 par la MPP de S. pombe semble se faire 

correctement. Des formes de plus petits PMa, moins abondantes que les formes de haut PMa, 

pourraient, elles, correspondre aux formes courtes de la dynamine () (figure n°55A). Ainsi, 

l’expression des variants 1 et 2 d’OPA1 génèrent une seule forme courte (1S1, 2S1), comme 

lorsque ces variants sont exprimés dans les MEFs (figure n°55B), dont le PMa est compatible 

avec le PMa calculé (tableau n°2). L’expression du variant 7 d’OPA1 chez la levure génère 

comme dans les MEFs deux formes courtes. La plus abondante présente un PMa compatible 

avec le PMa calculé de la forme 7S2, la seconde très minoritaire correspondrait à la forme 

7S1. Aucune forme courte n’est détectée pour le variant 4 exprimé chez la levure, alors que ce 

variant génère deux formes courtes quand il est exprimé dans les MEFs. De même alors que 

les variants 3, 5, 6 et 8 sont totalement clivés en une seule forme courte dans les MEFs, deux 

formes courtes sont générées chez la levure. Néanmoins, il faut noter la présence de bandes 

supplémentaires (*) par rapport aux isoformes attendues d’intensité parfois très proche de 

celles que nous avons attribuées aux formes courtes d’OPA1, ainsi que de nombreux produits 

de dégradation dont le PMa est < 80 kDa (non montrés).  
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Variants Poids moléculaire 

apparent (KDa) 

Poids moléculaire 

calculé (KDa) 

1 L 90 101 

1S1 78 89 

2L 88 97 

2S1 78 89 

3L 88 99 

3S0 79 89 

3S1 78 87 

4L 90 101 

4S1 - 93 

4S2 - 90 

5L 90 103 

5S0 79 89 

5S1 78 87 

6L 90 103 

6S0 93 

6S1 90 

6S2 

 

80 

78 
87 

7L 92 105 

7S1 80 93 

7S2 78 90 

8L 92 107 

8S0 93 

8S1 90 

8S2 

 

79 

78 
87 

Tableau n°2 : Tableau récapitulatif des poids moléculaires apparents des différents formes 

d’OPA1 détectées chez la levure en figure 55A et des poids moléculaires théoriques pour toutes 

les isoformes issues du clivage protéolytique des variants d’OPA1.  

Nomenclature :              8L : forme longue du variant 8    
               8S1 : forme courte du variant 8 clivé sur le site S1 
               8S2 : forme courte du variant 8 clivé sur le site S2 
                                                    8S0 : forme courte du variant 8 clivé sur le site S0 
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Figure n°56 : Expression d’OPA1 dans des levures délétées pour les gènes rh1+, m-AAA+ et 

yme1+.  

Les protéines ont été extraites de levures transformées par un vecteur (pREP41) exprimant un des huit variants 

d’épissage d’OPA1, séparées par SDS-PAGE, transférées sur filtre nitrocellulose puis soumises à une 

immunodétection à l’aide d’anticorps dirigé contre OPA1 ou contre Hsp60. 
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Figure n°57 : Expression d’OPA1 dans des levures traitées au CCCP.  

Les protéines ont été extraites à partir de levures exprimant un des huit variants d’épissage d’OPA1, traités 

pendant 1h par 20 µM de CCCP. Les protéines ont été séparées par SDS-PAGE, transférées sur filtre puis 

soumises à une immunodétection à l’aide d’anticorps dirigé contre OPA1 ou contre Hsp60p.  
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4.2.2. Protéases impliquées dans le clivage d’OPA1 chez S. pombe 

 

Même si le clivage des formes courtes d’OPA1 ne semble pas très efficace chez S. 

pombe, il pourrait être suffisant pour déterminer quelle protéase est impliquée. Nous avons 

donc analysé le profil d’expression d’OPA1 chez S. pombe dans les contextes génétiques 

délétées pour les protéases Rhomboïde (Δrh1), Yme1p (Δyme1) et m-AAA (Δm-AAA) (figure 

n°56). OPA1 dans les souches délétées pour yme1+ et rh1+ présente un profil identique à celui 

retrouvé dans les souches sauvages. Les seules variations observées sont dans les souches 

n’exprimant plus la protéase m-AAA : une à deux bandes dont le PMa est supérieur à celui de 

la forme L-OPA1 sont détectées pour tous les variants sauf le variant 1. L’apparition de cette 

bande semble se faire au détriment de la forme longue d’OPA1. 

 

4.2.3. Clivage inductible d’OPA1 dans la levure S. pombe 

 

Chez les mammifères, OPA1 subi deux types de clivage : un clivage dit basal ainsi 

qu’un clivage dit inductible en réponse à une diminution du potentiel de membrane, de la 

quantité d’ATP ou à un stimulus apoptotique (Baricault et al, 2007; Griparic et al, 2007; 

Guillery et al, 2008; Ishihara et al, 2006; Song et al, 2007). Nous avons donc testé si le clivage 

inductible d’OPA1 pouvait être effectué chez la levure. Pour cela, nous avons traité les cellules 

exprimant les différents variants d’OPA1 par 20 µΜ de CCCP pendant 1h ou 24h. 

L’expression d’OPA1 a été vérifiée par Western blot. Contrairement aux cellules HeLa où ce 

traitement induit comme attendu un clivage des formes longues d’OPA1, l’expression d’OPA1 

en présence de CCCP reste inchangée chez la levure (figure n°57).  

 

4.3. Discussion et perspective 

 

Il a été récemment démontré que les isoformes longues et courtes des protéines 

OPA1/Mgm1p/Msp1p chez les mammifères et les levures n’ont pas les mêmes rôles et 
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présentent des propriétés biochimiques différentes (DeVay et al, 2009; Diot et al, 2009; 

Herlan et al, 2003; Song et al, 2007; Zick et al, 2009a), soulignant l’importance des processus 

qui contrôlent la maturation protéolytique de ces dynamines. Les mécanismes protéolytiques 

générant les différentes isoformes n’étant pas conservés entre Mgm1p et OPA1, nous avons 

posé la question pour Msp1p chez la levure S. pombe dont la divergence évolutive est aussi 

grande pour S. cerevisiae que pour l’homme.   

Nous avons pu montrer que la protéase Rhomboïde1 (Rh1p), comme dans le cas de 

Mgm1p, est impliquée dans la génération de la forme courte de Msp1p. Il existe cependant 

une seconde protéase également impliquée dans ce processus que nous avons tenté 

d’identifier. Malheureusement les souches commandées chez BIONEER délétées pour les 

protéases candidates Imp1p, Imp2p, Atp23p et Oct1p, que nous avons sélectionnées comme 

pouvant être impliquées dans la maturation de Msp1p compte tenu de leur localisation et de 

leur mode d’action, ne sont pas délétées pour les gènes attendus. Ces souches seront soit 

commandées auprès d’une autre source (Kim et al) ou construites par recombinaison 

homologue. Yme1p, contrairement à OPA1 et comme pour Mgm1p, n’est pas impliquée dans 

le clivage de Msp1p en condition basale. Contrairement à Mgm1p et comme dans le cas 

d’OPA1, le rapport des isoformes longues et courtes de Msp1p est modifié dans la souche ∆m-

AAA. Mais cette protéase chez S. pombe contrôlerait en condition basale la stabilité de la forme 

longue de Msp1p et ne serait pas impliquée dans la génération de la forme courte. D’autre 

part, l’expression de Msp1p n’est pas modifiée dans une levure S. pombe délétée pour oma1+ en 

condition basale, et ne semble pas sensible à une dissipation du potentiel de membrane 

mitochondrial (∆Ψ) par le CCCP. Msp1p ne se comporterait donc pas comme OPA1 qui est 

clivée par OMA1 en situation de dissipation dû ∆Ψ. Il serait néanmoins intéressant d’étudier 

l’expression de Msp1p dans des levures délétées à la fois pour la m-AAA protéase et Oma1p. 

En effet, la protéase OMA1 est impliquée dans le clivage des protéines membranaires OPA1 

et OXA1 chez les mammifères et la levure respectivement en absence de m-AAA protéase 

(Ehses et al, 2009; Kaser et al, 2003). De même, nous souhaitons étudier l’expression de 

Msp1p dans les levures délétées pour les gènes codant rh1+ et m-AAA+. En effet, il a été montré 

que le clivage de Ccp1p par Pcp1p est dépendant de l’activité d’hydrolyse de l’ATP de la m-

AAA protéase chez S. cerevisiae (Tatsuta et al, 2007). L’utilisation d’un mutant du domaine 

catalytique de la m-AAA permettra de déterminer si la fonction de cette protéase dans le 

clivage de Msp1p requiert son activité protéolytique. Compte tenu du rôle des prohibitines 

dans la maturation d’OPA1, il semble également intéressant d’étudier la maturation de 
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Msp1p dans une levure délétée par les gènes phb1+ (SPAC1782.06c) et phb2+ (SPCC1322.16). 

D’autant, qu’il a récemment été montré que la délétion des gènes GEP1+ (UPS2+), de UPS1+ 

et de PSD1+, partenaires génétiques de la prohibitine, affecte le clivage de Mgm1p. (Birner et 

al, 2003; Osman et al, 2009; Osman et al, 2007).  

Les travaux que nous avons menés pour étudier la protéolyse de Msp1p ont été réalisés 

en milieu glucose et en condition basale. Le rapport entre les isoformes l/s de Msp1p étant 

modifié lors d’un changement de source de carbone (glucose et éthanol/glycérol), il serait 

intéressant de déterminer la contribution des différentes protéases et de leurs régulations dans 

ce processus. Chez S. cerevisiae, Ups1p, une protéine de l’IMS associée à la membrane interne 

récemment découverte, régule la topogènese de Mgm1p, la morphologie mitochondriale et la 

croissance cellulaire de façon dépendante de la source de carbone (Sesaki et al, 2006). Dans 

des levures délétées pour le gène UPS1+ (ΔUPS1) cultivées en milieu fermentescible (glucose), 

la formation de s-Mgm1 est diminuée, le réseau mitochondrial apparaît fragmenté et agrégé 

rappelant les mitochondries de cellules délétées pour PCP1+ et MGM1+, et la croissance est 

affectée. L’ensemble de ces phénotypes n’est pas observé quand la souche est cultivée en 

milieu respiratoire (éthanol/glycérol) (Sesaki et al, 2006). La fonction d’Ups1p est conservée 

au cours de l’évolution chez les eucaryotes. En effet, l’expression de son homologue humain, 

PRELI, peut complémenter les levures ΔUPS1 pour le clivage Mgm1p ainsi que pour les 

défauts de morphologie et de croissance cellulaire (Sesaki et al, 2006). Ups1p régule le niveau 

de cardiolipine essentiellement présent dans la membrane interne mitochondriale (Osman et 

al, 2009; Tamura et al, 2009). La diminution du niveau de cardiolipine altère la conformation 

de la translocase Tim23p et diminue son association avec le complexe PAM entraînant un 

défaut dans le système d’import mitochondrial au niveau de la membrane interne (Tamura et 

al, 2009). Ainsi la diminution d’association du complexe PAM avec Tim23p pourrait affecter 

la génération de s-Mgm1p dans les levures ΔUPS1. Cependant, dans d’autres travaux, il a été 

montré que l’absence de synthèse de cardiolipine dans les levures délétées pour le gène CRD1, 

codant la cardiolipine synthase, affecte peu le clivage de Mgm1p en milieu respiratoire 

(Osman et al, 2009). La diminution de la quantité de phosphatidyléthanolamine affecte 

également le clivage de Mgm1p dans les levures délétées pour le gène GEP1 ou pour le gène 

PSD1 codant la phosphatidyléthanolamine synthase. La composition en phospholipides 

membranaires (phosphatidyléthanolamine et cardiolipine) est donc importante pour le clivage 

et changement de rapport entre les isoformes longues et courtes de Mgm1p.  
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Afin de mieux comprendre le mécanisme de maturation protéolytique d’OPA1, qui 

était controversé à l’époque où nous avons débuté notre travail, nous avons souhaité utiliser S. 

pombe comme modèle. Cependant, nos résultats ont montré que cette levure ne semble pas 

être un modèle très pertinent pour l’étude de la maturation protéolytique d’OPA1. En effet, 

alors que le clivage du précurseur en forme longue est efficace chez S. pombe, la génération des 

formes courtes est très peu efficace suggérant une absence de conservation fonctionnelle des 

protéases impliquées.  

Des études précédentes menées chez la levure S. cerevisiae ont montré que les variants 1 

et 7 d’OPA1 étaient clivés par les m-AAA protéases, Yta10p et Yta12p (Duvezin-Caubet et al, 

2007; Ishihara et al, 2006). Néanmoins, il faut noter que l’ensemble des formes courtes 

d’OPA1 générées chez S. cerevisiae disparaît dans les mutants yta10 ou yta12. Chez S. pombe la 

délétion de l’unique m-AAA protéase ne provoque pas la disparition des formes courtes 

d’OPA1 permettant de conclure que la m-AAA protéase chez S. pombe n’a pas d’activité de 

type « processing peptidase » sur OPA1. Toutefois une à deux formes de plus haut PMa que 

L-OPA1 sont détectées dans les levures ∆m-AAA exprimant les variants 2 à 8 d’OPA1. Elles 

pourraient résulter d’un mauvais clivage de la forme L-OPA1 lié à la perte de l’activité de 

dislocation de la m-AAA protéase. L’absence de clivage d’OPA1 dans les souches de S. pombe 

délétées pour yme1+ et rh1+ va dans le sens des résultats obtenus chez S. cerevisiae (Duvezin-

Caubet et al, 2007; Ishihara et al, 2006). Néanmoins, il est difficile de conclure compte tenu 

de la faible efficacité de clivage d’OPA1 chez S. pombe. Cette faible efficacité de clivage 

pourrait être mise à profit pour exprimer les protéases de mammifères chez la levure 

exprimant les différents variants d’OPA1.  

 

5. Recherche de partenaires génétiques de msp1+ 

 

Afin de réaliser un criblage pour rechercher des partenaires génétiques de msp1+, nous 

avons construit un mutant thermosensible. Ainsi, les mutations ponctuelles, P300S et G462D, 

choisies par homologie à des mutations connues pour être thermosensibles chez d’autres 
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     Souris  DYN2  TRRPLI   RGYIG 
                   
                      Rat DYN2  TRRPLI  RGYIG 
 
                Hum. DYN2  TRRPLI  RGYIG 
 
              Hum. DYN1  TRRPLV  RGYIG 
 
 Rat  DYN1 TRRPLV RGYIG 
 
 Droso. SHIBIRE TRRPLI  RGYIG 
  
 C.e. DYN1 TRRPLI RGYVG 
 
 S.c. Drp1p TRRPLI LGIIG 
 
 S.c.  Mgm1p TRRPIE MGYVG 
 
 S.p. Msp1p TRRPIE YGYIG 
 
 Hum. OPA1 TRSPVK LGYFA 
 
 
 
Figure n°58 : Position des mutations P300S et G462D sur la dynamine Msp1p et alignement de 

séquences de dynamines 

(A) Position des mutations P300S et G462D sur la dynamine Msp1p. Trait vert : séquence signature des 

dynamines, traits rouges : séquences consensus de liaison et d’hydrolyse du GTP. MIS = séquence adressage à la 

mitochondrie, TM1 et TM2 = domaines transmembranaires, GTPase = domaine GTPase, GED = domaine 

effecteur de l’activité GTPase. (B) Alignement de séquences de dynamines. Les acides aminés proline en position 

300 et glycine en position 462 de Msp1p sont conservés chez les dynamines. Hum. = humain, C.e. = 

Caenorhabditis elegans, S.c. = Saccharomyces cerevisiae, S.p. = Schizosaccharomyces pombe, Droso. = Drosophila 

melanogaster 
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Figure n°59 : Stratégie d’obtention des mutants Msp1P300S et Msp1G462D.  
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Figure n°60 : Criblage des clones recombinants par PCR.  

(A) Schéma des événements de recombinaison homologue ou d’intégration aléatoire de la cassette de 

recombinaison dans le génome de S. pombe. Les amorces utilisées en PCR pour distinguer les deux types de 

processus et les produits d’amplification correspondant sont schématisés. (B) Résultats de la PCR pour deux 

clones parentaux (WT), deux clones recombinants ayant intégré la cassette de recombinaison Msp1WT, 

Msp1P300S et  Msp1G462D au locus du gène msp1+. Les produits d’amplification obtenus en utilisant les 

couples d’amorces P41-P52 et P59-P52 ont été analysés par électrophorèse et coloration au BET.  = 

production d’amplification non spécifique 
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dynamines, respectivement DYN-1 chez C. elegans et Mgm1p chez S. cerevisiae (Clark et al, 

1997), ont été introduites dans le cadre de lecture de msp1+ (figure n°58). La mutation P300S 
correspond à une substitution de la proline en position 300, localisée dans le domaine GTPase 

de la dynamine au niveau de la séquence signature des dynamines, par une sérine. La 

mutation G462D correspond à une substitution de la glycine en position 462, localisée dans le 

domaine GTPase hors des séquences consensus d’hydrolyse et de fixation des nucléotides et 

de la signature des dynamines, par un acide aspartique.  

  

5.1. Obtention d‘un mutant thermosensible de Msp1 

 

Les mutations P300S et G462D ont été introduites dans la séquence de Msp1p par 

mutagenèse dirigée de type PCR inverse. Des tests de complémentation fonctionnelle ont 

permis de montrer que l’expression ectopique de ces mutants permettait de complémenter la 

délétion du gène msp1+, quelle que soit la température. Cependant ces tests ont été réalisés en 

exprimant les formes de Msp1p mutées sous la dépendance d’un promoteur fort et en utilisant 

un vecteur multi-copies. Pour pallier un éventuel « effet dose », il a donc été décidé 

d’exprimer la dynamine mutée à un taux endogène en intégrant la mutation au locus 

génomique du gène msp1+ par recombinaison homologue. 

Pour cela, un insert d’ADN (HindIII-ApaI), portant une version sauvage (Msp1WT) 

ou mutée du cadre de lecture de msp1+ (Msp1P300S ou Msp1G462D) flanquée de ses régions 

5’ et 3’ non traduites ainsi que le gène ura4+ inséré dans la région 3’ de msp1+, a été transformé 

dans une souche (SP813) auxotrophe pour l’uracile (figure n°59). Les clones recombinants 

ayant intégré la cassette de recombinaison, au locus du gène msp1+ (recombinaison 

homologue), ou ailleurs dans le génome (intégration aléatoire), ont été sélectionnées pour leur 

prototrophie vis-à-vis de l’uracile sur un milieu qui en est dépourvu.  

Pour déterminer si l’événement d’intégration de la cassette a été réalisé comme 

souhaité, par recombinaison homologue, un criblage par PCR sur de l’ADN génomique 

extrait des divers clones recombinants a été effectué en utilisant 3 amorces : une amorce située 

en 3’ de l’ORF de msp1+ (P59), une amorce hybridant avec ura4+ (P41), et une amorce 

positionnée en aval de l’extrémité 3’ de la cassette de recombinaison (P52) (figure n°60A). Ainsi, 

le couple d’amorce P41/P52, en donnant un produit d’amplification de 868 pb témoigne 

d’une recombinaison homologue, alors que le couple d’amorce P59/P52 met en évidence une 

intégration aléatoire si un produit d’amplification de 790 pb est obtenu. Nous avons obtenu 
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Figure n°61 : Criblage de l’intégration des mutations P300S et G462D dans le cadre de lecture 

de msp1+. 

(A) Schéma indiquant les fragments amplifiés par PCR par les couples d’amorces P23/P25 et P34/P77 et les sites 

de restrictions EcoRI, BglII, XbaI et EcoRV sur le cadre de lecture de msp1+ (grisé). (B) Les résultats de la 

digestion des fragments amplifiés pour deux clones recombinants Msp1WT (droite et gauche), Msp1P300S 

(gauche) et Msp1G462D (droite) sont présentés. Les produits d’amplification obtenus en utilisant les amorces 

P23/P25 (Msp1WT et Msp1P300S) ou P34/P77 (Msp1WT et Msp1P300S) ont été digérés par EcoRI ou BglII 

(mutation P300S) et XbaI ou EcoRV (mutation G462D) ont été analysés par électrophorèse en gel d’agarose et 

coloration au BET.  
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Figure n°62 : Schéma représentatif des résultats de Southern blot attendus.  

(A) Carte de restriction des locus msp1+ sauvage (A) et de l’allèle recombiné (B). Les positions des sites EcoRI, 

BglII, BamHI et XbaI sont indiquées ainsi que celles des fragments de restriction issus de la digestion par ces 

enzymes qui hybrident avec la sonde Msp1 ou la sonde Ura4. 
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respectivement 2, 35 et 23 clones recombinants homologues pour 23, 110 et 163 clones ura+ 

Msp1WT, Msp1P300S et Msp1G462D prototrophes pour l’uracile. La figure 60B montre les 

résultats pour 2 clones recombinants homologues Msp1WT, Msp1P300S et G462D, en 

comparaison avec deux clones parentaux (WT). 

Les événements de recombinaison homologue, dirigés côté 3’ par la nécessité 

d’intégrer le gène ura4+, peuvent côté 5’ avoir lieu en amont ou en aval de la mutation. Nous 

avons donc vérifié si les événements de recombinaison homologue ont conduit à l’intégration 

de la mutation par cartographie physique (figure n°61). En effet, l’introduction des mutations 

P300S et G462D dans le cadre de lecture de msp1+ a créé respectivement un site de restriction 

BglII ou EcoRV. Des fragments contenant la zone de la mutation ont été amplifiés par PCR 

en utilisant les amorces P23/P25 pour la mutation P300S ou P34/P77 pour G462D. Ces 

fragments respectivement de 1343 ou 502 pb ont ensuite été digérés par BglII ou EcoRV. La 

digestion du fragment de 1343 pb (mutation P300S) par EcoRI donne 2 fragments de 

restriction de 956 et 387 pb, et par BglII 2 fragments de 900 et 443 pb si la mutation est 

intégrée (figure n°61A). La digestion du fragment de 502 pb (mutation G462D) donne deux 

fragments de restriction de 358 et 144 pb pour XbaI, et de 360 et 142 pb pour EcoRV si la 

mutation est intégrée (figure n°61A). L’analyse du profil de digestion des 35 recombinants 

homologues obtenus avec la cassette Msp1P300S a permis d’identifier 10 événements 

d’intégration de la mutation. Sur les 23 clones recombinants homologues obtenus avec la 

cassette G462D aucun n’a intégré la mutation (figure n°61B).  

Le remplacement du gène msp1+ par la cassette de recombinaison homologue 

Msp1WT ou Msp1P300S a également été vérifié par Southern blot. L’ADN génomique des 

cellules parentales (WT) ou recombinantes (Msp1WT et Msp1P300S) a été extrait, digéré par 

des enzymes de restriction, séparé par électrophorèse, transféré sur filtre et soumis à une 

hybridation avec une sonde correspondant aux séquences codantes des gènes msp1+ ou ura4+. 

Dans les cellules parentales, la sonde Msp1 doit hybrider avec trois fragments XbaI de 0.8, 1.8 

et >10 kb, deux fragments EcoRI de 2.0 et 6.0 kb et un fragment BglII/BamHI de 10.3 kb 

(figure n°62A). Dans les clones recombinants homologues Msp1WT ou P300S, la sonde Msp1 

doit hybrider avec trois fragments Xba1 de 3.6, 0.8 et >10 kb et avec deux fragments EcoRI 

(7.8 et 2.0 kb) (figure n°62B). Dans la souche Msp1WT, la sonde de Msp1 doit hybrider avec 

un fragment BglII/BamHI de 12.1 kb alors que dans la souche Msp1P300S deux fragments 

de 2.8 et 9.2 kb doivent être reconnues par cette sonde. La sonde Ura4 ne doit révéler, 

uniquement dans les clones recombinants, un fragment XbaI de 3.6 kb, un fragment EcoRI 

de 7.8 kb et un fragment BglII/BamHI de 9.2 kb (P300S) ou de 12,1 kb (WT) (figure n°62B). 
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Figure n°63 : Résultats des Southern blot réalisés avec la sonde Msp1 (A) et la sonde Ura4 (B). 

 L’ADN génomique préparé à partir des cellules parentales (WT) ou recombinantes (Msp1WT, Msp1P300S) a 

été digéré par XbaI, EcoRI ou BglII/BamHI, séparé par électrophorèse, transféré sur filtre et hybridé avec les 

sondes Msp1 ou Ura4. 
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La figure 63 présente les résultats obtenus pour 2 clones parentaux (WT), 2 clones Msp1WT 

et 2 clones Msp1P300S. Les résultats révèlent les fragments attendus dans tous les cas, 

confirmant l’insertion correcte de la cassette de recombinaison au locus du gène msp1+ par 

recombinaison homologue et l’absence d’intégration aléatoire ailleurs dans le génome (figure 

n°63). 

Nous avons donc obtenu et validé deux clones recombinants indépendants ayant 

inséré la cassette de recombinaison WT (Msp1WT) ou muté (Msp1P300S) au locus du gène 

msp1+. Ces clones ont ensuite été caractérisés soit directement soit après avoir été croisés avec 

une souche contenant le gène msp1+ sauvage (T611) et sélectionnés par rapport à leur 

prototrophie vis-à-vis de l’uracile. Nous avons retenu deux clones Msp1WT indépendants et 

quatre clones Msp1P300S, indépendantes deux à deux. Les mêmes résultats ont été obtenus 

avec les clones de la "première génération" ou de la "deuxième génération" qui sont présents 

ci-après.  

L’absence de clone recombinant ayant intégré la mutation G462D, pourtant en aval 

de la mutation P300S, laisse supposer que cette mutation confère un phénotype létal ou très 

désavantageux à la levure. Pour conclure, il faudrait soit cribler plus de clones soit réaliser 

l’insertion de la mutation dans un diploïde et analyser les tétrades obtenues après sporulation.      

 

5.2. Caractérisation du mutant thermosensible Msp1P300S 

  

5.2.1. Effet de la mutation Msp1P300S sur la morphologie du réseau 

mitochondrial 

 

Msp1p étant un acteur de la dynamique mitochondriale impliqué dans la fusion des 

mitochondries, nous avons tout d’abord vérifié l’effet de la mutation P300S sur la 

morphologie du réseau mitochondrial à température restrictive. Pour visualiser le réseau 

mitochondrial, nous avons étiqueté au niveau génomique, la protéine mitochondriale Arg11p 

en C-terminal par la protéine fluorescente mCherry (Bahler et al, 1998; Snaith et al, 2005). 

Pour cela, deux clones parentaux (Msp1WT) et quatre clones recombinants (Msp1P300S) ont 

été croisés avec une souche sauvage (MP283) exprimant la protéine Arg11p-mCherry et 

résistante à la Nourseothricine précédemment construite et caractérisée au laboratoire. Les 

levures haploïdes, issues de 2 clones Msp1WT et 2 clones Msp1P300S indépendants 
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Figure n°64 : Observation des mitochondries en microscopie à fluorescence de levures sauvages 

(Msp1WT) ou mutées (P300S) pour Msp1p à température permissive et restrictive.  

(A) Des cellules sauvages (Msp1WT) ou mutées pour Msp1p (Msp1P 300S) ont été cultivées à 30°C ou à 37°C 

pendant 3h en milieu glucose puis fixées à la formaldéhyde et observées en microscopie à fluorescence. Les 

mitochondries sont visualisées grâce à la protéine mitochondriale Arg11p étiqueté par mCherry. (B) 

Agrandissement de cellules présentant des mitochondries filamenteuses ou fragmentées. 
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Figure n°65 : Expression de Msp1p sauvage (WT) ou mutée (P300S) à température permissive et 

restrictive en milieu glucose.  

(A) Des levures sauvages (WT, panels de gauche) ou mutées pour msp1+ (Msp1P300S, panels de droite) ont été 

cultivées de 0h à 6h à 25°C ou 37°C. Un extrait protéique a été réalisé à partir de ces levures, puis analysé par 

SDS-PAGE et soumis à une immunodétection avec des anticorps dirigés contre Msp1p, Hsp60p (protéine 

mitochondriale) et Tat1p (tubuline) comme témoin de charge. (B) La quantification de la quantité des formes 

longue (l-Msp1p) et courte (s-Msp1p) de Msp1p par rapport à la quantité totale de dynamine a été réalisée par 

analyse densitométrique à l’aide du logiciel ImageJ. (C) La quantification des formes longue ou courte de Msp1p 

et de Hsp60p par rapport au témoin de charge Tat1p a été réalisée par analyse densitométrique à l’aide du 

logiciel ImageJ. 
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sélectionnés pour leur prototrophie vis-à-vis de l’uracile, leur résistance à la Nourseothricine 

ainsi que pour la fluorescence de leurs mitochondries, ont été analysées. Le réseau 

mitochondrial des souches Msp1WT et Msp1P300S cultivées de 0h à 6h à 30°C et 37°C en 

milieu glucose a été observé par microscopie à fluorescence (figure n°64). À température 

permissive, les levures sauvages présentent un réseau mitochondrial formé de filaments plus 

ou moins longs et interconnectés. De très rares cellules présentent un réseau pouvant paraître 

fragmenté. Après 3h de culture à 37°C, les mitochondries des levures msp1+ apparaissent 

globalement plus longues et plus interconnectées. À température permissive, les levures msp1-

P300S présentent un réseau mitochondrial hétérogène formé majoritairement de filaments 

courts et longs. Quelques cellules, peu nombreuses, présentent un réseau mitochondrial 

fragmenté. Après 3h de culture à 37°C, le réseau mitochondrial des levures msp1-P300S est 

totalement fragmenté : les mitochondries apparaissent comme des « dots » regroupés sous 

forme de grappes. Ce phénotype, détecté dès 1h de mise en culture à température restrictive, 

est similaire à celui observé dans les levures délétées du gène msp1+ ou exprimant des mutants 

dominants négatifs (GTPase, GED, TM) de la dynamine, témoignant de l’inactivation de la 

protéine Msp1P300S mutée à température restrictive.  

 

Le profil d’expression de Msp1p à température restrictive a été analysé par 

immunodétection sur des extraits de protéines préparés à partir d’une souche sauvage (WT) et 

mutée (Msp1P300S) cultivées de 0h à 6h en milieu glucose à 25°C et 37°C. À température 

permissive, Msp1p est présente dans la souche sauvage comme attendue sous forme de deux 

protéines, une longue (l-Msp1p) et une courte (s-Msp1p). l-Msp1p représente 33% de la 

quantité totale de la dynamine et le rapport l/s reste stable tout au long de la cinétique (figure 

n°65B). À 37°C, une augmentation du rapport l/s est observée dès 1h de croissance ; la forme 

longue atteint 49,7% de la quantité totale de Msp1p après 6h (figure n°65B). De la même 

façon, la protéine l-Msp1P300S représente à température permissive 31% de la quantité totale 

de la dynamine et augmente quand les cellules sont incubées à 37°C pour atteindre 60% après 

6h de culture. L’augmentation du rapport l/s à température élevée semble être la 

conséquence d’une augmentation de la quantité de forme l-Msp1p, la quantité de forme s-

Msp1p restant inchangée (figure n°65C). De la même façon, la quantité de protéine Hsp60p est 

augmentée quand les cellules sont cultivées à température élevée. Les changements 

d’expression de Msp1p ne sont pas liés à la mutation P300S, mais à la température, car le 

mutant portant cette substitution se comporte comme la souche sauvage.    
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Figure n°66 : Croissance des levures WT, Msp1WT et Msp1P300S en milieu glucose. 

Un nombre décroissant de cellules a été déposé sur un milieu gélosé contenant 3% glucose puis incubé à 30°C et 

37°C pendant 10 jours. Les résultats sont montrés pour 2 clones parentaux (WT) et 2 clones indépendantes de la 

souche recombinante portant le gène msp1+ sauvage (Msp1WT) et 4 clones, dont deux indépendants, pour la 

souche recombinante portant le gène msp1-P300S (Msp1P300S) et un clone de la souche ∆atp1.  
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Figure n°67 : Croissance des levures WT, Msp1WT et Msp1P300S en milieu éthanol/glycérol.  

Un nombre décroissant de cellules a été déposé sur un milieu gélosé contenant 3% éthanol et 3% glycérol puis 

incubé à 30°C et 37°C pendant 10 jours. Les résultats sont montrés pour 2 clones parentaux (WT) et 2 clones 

indépendants de la souche recombinante portant le gène msp1+ sauvage (Msp1WT) et 4 clones, dont deux 

indépendants, pour la souche recombinante portant le gène msp1-P300S (Msp1P300S) et un clone de la souche 

∆atp1.   
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Figure n°68 : Croissance des levures WT, Msp1WT et Msp1P300S en milieu galactose.  

Un nombre décroissant de cellules a été déposé sur un milieu gélosé contenant 2% galactose puis incubé à 30°C 

et 37°C pendant 10 jours. Les résultats sont montrés pour 2 clones parentaux (WT) et 2 clones indépendants de 

la souche recombinante portant le gène msp1+ sauvage (Msp1WT) et 4 clones, dont deux indépendantes, pour la 

souche recombinante portant le gène msp1-P300S (Msp1P300S) et un clone de la souche ∆atp1. 
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5.2.2. Effet de la mutation P300S sur la croissance dans différents milieux 

 

Nous avons ensuite recherché des conditions de culture pour lesquelles la souche 

Msp1P300S présenterait un phénotype thermolétal, condition indispensable à l’utilisation de 

ce mutant dans un crible génétique pour rechercher des partenaires de msp1+. Nous avons 

analysé la croissance des levures Msp1P300S en présence de sources de carbone 

fermentescibles ou non fermentescible. Pour cela, nous avons déposé des quantités 

décroissantes de cellules WT, Msp1WT et Msp1P300S sur un milieu gélosé contenant du 

glucose ou du galactose (fermentescible), ou de l’éthanol/glycérol (respiratoire). Les levures 

ont été incubées pendant 10 jours à température permissive (30°C) ou restrictive (37°C). Une 

souche délétée du gène codant pour la sous-unité α de l’ATP synthase (Δatp1), incapable de 

survivre en milieu respiratoire, a été utilisée comme témoin. 

Dans le milieu fermentescible contenant 3% glucose aucune différence de croissance 

n’a été observée entre les souches portant un gène msp1+ sauvage (WT et Msp1WT) ou muté 

(Msp1P300S) tout au long des 10 jours d’incubation à température permissive (figure n°66A). 

Contrairement aux souches WT et Msp1WT, les 4 clones mutées msp1-P300S montrent un 

défaut de croissance nettement visible après 3 jours à 37°C. Après 6 jours, la différence de 

croissance entre les souches mutées et sauvages commence à s’estomper pour n’être que peu 

visible à 10 jours. En milieu glucose, la souche Δatp1 pousse à 30°C comme 37°C, mais les 

colonies formées sont, quelle que soit la température, plus petites par rapport aux autres 

souches. 

Dans un milieu de respiration contenant 3% éthanol et 3% glycérol, les souches WT, 

Msp1WT et Msp1P300S poussent de façon identique à 30°C (figure n°67). À température 

restrictive, les souches msp1-P300S présentent un défaut de croissance après 6 jours 

d’incubation. Après 8 jours, la différence de croissance entre les souches mutées et sauvages 

commence à s’estomper pour n’être que très peu visible à 10 jours. En milieu éthanol/glycérol 

comme attendu, la souche Δatp1 ne pousse à aucune température. 

En milieu galactose à 30°C (figure n°68), les mutants Msp1P300S montrent une 

croissance aussi efficace que les souches WT et Msp1WT, alors que la souche Δatp1 ne pousse 

pas ou peu. À 37°C, la croissance des mutants Msp1P300S, comme celle de la souche Δatp1, 

et contrairement à celle des souches portant le gène msp1+ sauvage (WT et Msp1WT) est 

inhibée. Cet effet est également détecté à 35.5°C.  
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Figure n°69 : Croissance des levures WT, Msp1WT et Msp1P300S en milieu pauvre en adénine.  

Un nombre décroissant de cellules a été déposé sur milieu gélosé pauvre en adénine contenant 3% glucose 

pauvre en adénine puis incubé à 30°C et 37°C pendant 10 jours. Les résultats sont montrés pour 2 clones 

parentaux (WT) et 2 clones indépendants de la souche recombinante portant le gène msp1+ sauvage (Msp1WT) et 

4 clones, dont deux indépendants, pour la souche recombinante portant le gène msp1-P300S (Msp1P300S) et un 

clone de la souche ∆atp1. 
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La mutation P300S provoque donc à température restrictive un ralentissement de 

croissance en milieu glucose et en milieu éthanol/glycérol et la létalité en milieu galactose. 

Rappelons que le galactose, substrat fermentescible ne peut être utilisé chez S. pombe qu’en 

présence d’une phosphorylation oxydative opérante. Ces résultats pouvant indiquer que la 

mutation du gène msp1+ perturbe le fonctionnement des mitochondries, nous avons donc testé 

le comportement de la souche Msp1P300S, qui porte une mutation dans le gène ade6 (ade6-

M210), dans un « test en goutte » réalisé sur un milieu glucose pauvre en adénine (figure n°69). 

Les levures mutées pour le gène ade6 accumulent un intermédiaire de la voie de biosynthèse 

de l’adénine (phosphoribosylaminoimidazole, AIR) quand elles poussent sur un milieu dont la 

concentration de l’adénine est limitée (Chiron et al, 2007). L’oxydation de cet intermédiaire, 

qui nécessite une chaîne respiratoire fonctionnelle, conduit à la formation d’un pigment 

rouge. Les levures mutées pour le gène ade6 qui présentent un défaut de respiration restent 

donc de couleur crème quand elles poussent sur un milieu pauvre en adénine. À 30°C, les 

quatre clones Msp1300S, ainsi que les souches portant un gène msp1+ sauvage (WT et 

Msp1WT), présentent une coloration rouge caractéristique de la présence de l’allèle ade6-

M210 (figure n°69). À 37°C, les souches Msp1P300S contrairement aux souches WT et 

Msp1WT présentent une coloration rosâtre liée à la présence de colonies blanches, roses et 

rouges. Ceci indique une altération de la capacité à oxyder l’AIR probablement liée à un 

défaut de respiration.  

 

5.2.3. Effet de la mutation P300S sur la respiration mitochondriale 

 

Afin de déterminer si la mutation P300S affecte réellement la fonction de la chaîne 

respiratoire, nous avons mesuré le taux de consommation d’O2 de levures sauvages ou mutées 

pour le gène msp1+ cultivées en milieu éthanol/glycérol à température permissive et restrictive 

par oxygraphie. L’utilisation de CCCP, un agent découplant ou d’antimycine A, un inhibiteur 

du complexe III, permet de confirmer la nature mitochondriale de la respiration mesurée par 

l’oxygraphe (figure n°70). À 30°C, une stimulation légère de respiration en présence de 0,02 et 

0,2 µM de CCCP (environ 17 et 19% respectivement) est observée pour des souches 

Msp1WT, cette stimulation atteint 73% en présence de 2 µM de CCCP (figure n°70A). À 

30°C, la respiration des souches Msp1WT et Msp1P300S est inhibée de 60% et 65% 

respectivement à une concentration d’antimycine de 0,02 µM et de 94% à une concentration 

de 0,2 µM. Aucun effet n’est détecté à 0,002 µM d’antimycine. Dans les deux souches le taux 



 
 
 

184 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°70 : Respiration basale ou modulée de levures sauvages.  

Des levures sauvages (Msp1WT) ont été cultivées à 30°C en milieu éthanol/glycérol et leur respiration mesurées 

par oxygraphie en présence ou non de CCCP (A) ou d’antimycine (B). Courbe bleue : concentration d’O2 

(nmol/ml) dans la chambre de l’oxygraphe. Courbe rouge : taux d’O2 (pmol/(s*million cellules)) consommé par 

les levures.  
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Figure n°71 : Respiration des levures en présence d‘antimycine A à 37°C.  

Des levures sauvages et mutées pour le gène msp1+ ont été cultivées pendant 6h en milieu éthanol/glycérol à 

37°C et leur respiration a été mesurée par oxygraphie en présence ou absence d’antimycine. Les résultats sont la 

moyenne +/- SEM de 4 à 7 expériences indépendantes. L’analyse statistique est réalisée avec le test T de 

student : * p<0,03, ** p<0,0045, ** p<0,0023 pour Msp1WT et * p<0,0181 et ** p<0,0091 pour Msp1P300S 

respectivement. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure n°72 : Respiration basale des levures sauvages (Msp1WT) et mutées (Msp1P300S). 

Les levures portant un gène msp1+ sauvage (Msp1WT) ou muté (Msp1P300S) ont été cultivées à 30°C ou à 37°C 

pendant 48h en milieu éthanol/glycérol et leur respiration mesurées par oxygraphie. Les résultats sont la 

moyenne +/- SEM de 4 à 7 expériences indépendantes. L’analyse statistique est réalisée avec le test T de student 

(* p< 0.0390, ** p< 0.0095). 
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 Figure n°73 : Production de ROS dans une levure sauvage en présence de ménadione.  

Des levures sauvages (WT) cultivées en milieu contenant 3% glucose ont été traitées pendant 3h sans ou avec 

ménadione (1 et 5 mM), puis incubées 80 min en présence de la sonde H2DCFDA. Un extrait cellulaire a ensuite 

été effectué et la quantité de fluorescence mesurée à l’aide d’un fluorimètre. La quantité de fluorescence, a été 

ramenée à la quantité de protéines présentes dans l’extrait. Les résultats présentés sont la moyenne +/- SEM de 

3 expériences indépendantes. L’analyse statistique est réalisée avec le test T de student (** p< 0.0084, *** p< 

0.0010).   

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
Figure n°74 : Production de ROS des levures sauvages (Msp1WT) et mutées (Msp1P300S) à 

température restrictive.  

Les levures cultivées en milieu éthanol/glycérol ont été placées pendant 1h ou 3h à 37°C puis incubées 80 min 

en présence de la sonde H2DCFDA. Un extrait cellulaire a ensuite été effectué et la quantité de fluorescence 

mesurée à l’aide d’un fluorimètre. La quantité de fluorescence a été ramenée à la quantité de protéines présentes 

dans l’extrait. Les résultats correspondent à la moyenne +/- SEM de 14 à 16 expériences indépendantes. 

L’analyse statistique est réalisée avec le test T de student. (* p< 0.0216 pour 1h et * p< 0.01 pour 3h).  
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de respiration mitochondriale avoisine donc les 6%. Après 6h à 37°C, la respiration des deux 

souches Msp1WT et Msp1P300S est plus sensible à l’antimycine et un taux de respiration non 

mitochondriale de 5% est atteint dans les deux cas (figure n°71) et reste stable au moins 

pendant 48h (non montré). 

À 30°C les levures sauvages (Msp1WT) et mutées pour le gène msp1+ (Msp1P300S) 

montrent un taux de consommation d’O2 équivalent (figure n°72). À 37°C, la consommation 

d’O2 est plus élevée dans la souche Msp1WT comme dans la souche Msp1P300S pendant les 

premières 24h. Après la mise en culture à température restrictive aucune différence 

significative de la consommation en O2 entre les souches Msp1WT et Msp1P300S n’est 

observée jusqu’à 6h, bien que la tendance semble être à la baisse. Au delà, la consommation 

en O2 de la souche mutée est significativement réduite d’un facteur 1,4 à 24h et d’un facteur 

2,3 à 48h par rapport à la souche sauvage. La mutation P300S provoque donc à température 

restrictive une diminution de la respiration détectable après 24h de culture. Compte tenu de 

la variabilité des mesures de consommation d’oxygène à 37°C, il est possible qu’une baisse de 

respiration faible se produise dès les premières heurs de croissance à température restrictive.   

 

5.2.4. Effet de la mutation P300S sur la production de ROS  

 

La chaîne respiratoire étant un des sites majeurs de production des ROS (Hamanaka 

& Chandel; Kowaltowski et al, 2009; Murphy, 2009), nous avons mesuré leur taux dans des 

cellules sauvages (Msp1WT) ou mutées (Msp1P300S) pour le gène msp1+ par 

spectrofluorométrie en utilisant la sonde fluorescente H2DCFDA. Cette sonde permet 

d’évaluer les concentrations intracellulaires en peroxyde d’hydrogène et hydroxyperoxydes. 

Après action d’estérases intracellulaires, la sonde H2DCFDA va être oxydée et va émettre une 

fluorescence proportionnelle à la quantité ROS. Pour tester l’efficacité de la sonde chez S. 

pombe nous avons mesuré le taux de ROS sur des levures cultivées en présence de ménadione 

(1 et 5 mM), un agent pro-oxydant (figure n°73). Une augmentation du taux de ROS 

proportionnelle à la quantité de ménadione est observée comme attendu. Les levures mutées 

pour le gène msp1+ (Msp1P300S) présentent une diminution significative (environ 28%) du 

taux de ROS dès 1h de culture en milieu éthanol/glycérol à température restrictive (figure 

n°74).  
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Figure n°75 : Croissance des levures WT, Msp1WT et Msp1P300S en milieu glucose plus ou 

moins sorbitol à température restrictive.  

Un nombre décroissant de cellules a été déposé sur un milieu gélosé contenant 3, 5, 8, 10 ou 30% glucose (A) ou 

3% glucose plus 2, 5, 7 ou 27% sorbitol (B) puis incubé à 37°C pendant 3 jours.  
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Figure n°76 : Croissance des souches WT, Msp1WT et Msp1P300S en milieu galactose plus ou 

moins sorbitol à température restrictive.  

Un nombre décroissant de cellules a été déposé sur un milieu gélosé contenant 2, 8 et 18% galactose (A) ou 2% 

galactose plus 23% (B) sorbitol puis incubé à 37°C pendant 10 jours.    
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Figure n°77 : Croissance des levures WT, Msp1WT et Msp1P300S en milieu éthanol/glycérol ou 

glucose pauvre en adénine plus ou moins sorbitol à température restrictive.  

Un nombre décroissant de cellules a été déposé sur un milieu gélosé contenant 3% éthanol et 3% glycérol plus 

23% sorbitol (A) ou 3% glucose pauvre en adénine plus 23% sorbitol (B) puis incubé à 37°C pendant 6 jours.   
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5.2.5. Effet de l’osmolarité sur la croissance du mutant Msp1P300S  

 

Afin de compenser le déficit de croissance de la souche mutée pour le gène msp1+ en 

milieu glucose après 3 jours de culture à température restrictive (figure n°66), nous avons 

augmenté la concentration en sucre du milieu de 3% à 10% (figure n°75A). Dans un milieu 

10% glucose le déficit de croissance de la souche Msp1P300S n’est plus observé. Pour 

déterminer si cet effet était due à une augmentation de la glycolyse ou de l’osmolarité, nous 

avons testé l’effet du sorbitol, un sucre non métabolisable. Les souches WT, Msp1WT et 

Msp1P300S ont été cultivées dans un milieu 3% glucose complété par différentes quantités de 

sorbitol (figure n°75B). Ces quantités de sorbitol ont été utilisées afin d’obtenir une osmolarité 

équivalente à celle des milieux contenant du glucose précédemment utilisés ou correspondante 

à une concentration (27% soit 1,48M) habituellement utilisée pour réaliser un stress 

osmotique. L’addition de sorbitol restaure progressivement le défaut de croissance de la 

souche msp1-P300S  à température restrictive. 

L’effet d’une augmentation de la quantité de galactose de 2% à 18% sur la létalité du 

mutant Msp1P300S à température restrictive a également été testé. À 18% aucune différence 

n’est notée entre les souches contenant le gène msp1+ sauvage (WT, Msp1WT) ou muté 

(Msp1P300S) (figure n°76A). L’addition de sorbitol (23%) dans le milieu 2% galactose restaure 

également la viabilité du mutant P300S à 37°C (figure n°76B). De même, l’addition de sorbitol 

(23%) compense le défaut de croissance de la souche Msp1P300S en milieu éthanol/glycérol 

(figure n°77A) ainsi que le défaut d’oxydation observé en milieu glucose pauvre en adénine 

(figure n°77B).  

L’augmentation de la quantité de substrats ou la présence de sorbitol en quantité 

élevée, compense donc le déficit de croissance observé en milieu glucose et éthanol/glycérol 

ou la létalité en milieu galactose, ainsi que la capacité à oxyder l’AIR de la souche msp1-P300S 

(Msp1P300S). Notons que la viabilité du mutant ∆atp1 sur milieu éthanol/glycérol ou 

galactose n’est elle pas restaurée par l’addition de sorbitol.  

 

5.2.6. Sensibilité de la souche Msp1 P300S au stress oxydatif 

 

Il a été montré que des mutants de respiration chez S. cerevisiae sont hyper sensibles au 

stress oxydatif (Thorpe et al, 2004). Nous avons donc testé l’effet d’un stress oxydant sur la 

viabilité de la souche msp1-P300S, en réalisant un test en goutte en milieu glucose 
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Figure n°78 : Viabilité des levures WT, Msp1WT et Msp1P300S en présence d’H2O2 à 

température restrictive. 

Un nombre décroissant de cellules a été déposé sur un milieu gélosé contenant 10% glucose en présence ou 

absence d’H2O2 (1,5 mM) et de NAC (500 µM) puis incubé à 37°C pendant 5 jours. La souche sensible au stress 

oxydatif, Δatf1, a été utilisée comme contrôle.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°79 : Sensibilité de la souche Msp1P300S à un stress thermique.  

Des levures WT, Msp1WT ou Msp1P300S ont été incubées pendant 30 minutes à 48°C en milieu glucose puis 

déposées sur milieu gélosé contenant du glucose et incubées à 30°C pendant 7 jours. Le nombre de colonies 

formées a été compté et ramené à 100% pour la souche non traitée à 48°C. Les résultats sont la moyenne +/- 

SEM de 2 expériences indépendantes pour les clones WT et Msp1WT et de 4 expériences indépendantes pour 

les clones Msp1P300S.  
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contenant 1,5mM d’H2O2. Nous avons utilisé, comme témoin, une souche délétée pour le 

gène atf1+ (Δatf1), un facteur de transcription impliqué dans la voie de la réponse au stress 

oxydatif (Ikner & Shiozaki, 2005). La souche témoin Δatf1 présente une inhibition totale de 

croissance en présence de 1,5mM d’H2O2. Contrairement aux souches sauvages (WT et 

Msp1WT), les souches mutées (Msp1P300S) présentent un défaut de croissance réversé par un 

anti-oxydant, la NAC (N-acétylcystéine) (figure n°78). Ces résultats révèlent une sensibilité 

accrue des mutants Msp1P300S au stress oxydatif à température restrictive. 

 

5.2.7. Sensibilité de la souche Msp1 P300S au stress thermique 

 

Pour déterminer si les effets observés à 37°C pour les mutants Msp1P300S ne seraient 

pas la conséquence d’un défaut de la voie de signalisation du stress thermique (Gacto et al, 

2003; Smith et al), les levures sauvages (WT et Msp1WT) et mutées (Msp1P300S) pour le 

gène msp1+ ont été cultivées en milieu glucose liquide et traitées pendant 5, 10, 20 et 30 

minutes à 48°C. Ces cellules ont ensuite été étalées sur un milieu glucose gélosé et la viabilité 

cellulaire a été estimée en déterminant le nombre de colonies formées après 7 jours à 30°C. 

La viabilité des mutants Msp1P300S face à un choc thermique est identique à celle des 

souches WT et Msp1WT (figure n°79). 

 

5.3. Mise au point des conditions de criblage de suppresseurs 

de la létalité induite par la perte de msp1+ 

 

Afin de rechercher, dans une banque d’ADNc ou une banque génomique, des 

suppresseurs multi-copies de la létalité induite par l’inactivation de Msp1p, nous avons choisi 

d’utiliser le milieu galactose. En effet seul ce milieu provoque une inhibition totale de 

croissance de la souche Msp1P300S dans les tests que nous avons réalisés précédemment. 

Pour valider la stratégie expérimentale avant le criblage de la banque, les souches Msp1P300S 

et Msp1WT ont été transformées par un vecteur (pREP41) permettant d’exprimer la forme 

sauvage de Msp1p ou un contrôle négatif, la Chloremphenicol Acetyl Transferase bactérienne 

(CAT). Après électroporation, les transformants ont été sélectionnés, grâce à leur prototrophie 

vis-à-vis de la leucine en milieu galactose et incubés à 25°C ou 37°C. 
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Figure n°80 : Nombres de transformants obtenus sur milieu galactose.  

Les souches Msp1P300S (A) et Msp1WT (B) ont été transformées par le vecteur pREP41 permettant d’exprimer 

la forme sauvage de Msp1 ou un contrôle négatif (CAT). Après électroporation les transformants ont été étalés 

sur milieu gélosé contenant 2% galactose dépourvu de leucine et incubés à 25°C ou 37°C. Les résultats sont la 

moyenne de deux expériences indépendantes.  
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Pour la souche Msp1P300S à 25°C le nombre de transformants obtenus avec le 

vecteur permettant d’exprimer CAT est supérieur au nombre de transformants obtenus avec 

le vecteur permettant d’exprimer Msp1p (figure n°80A). Ceci pourrait être lié à la 

surexpression de la dynamine qui a un effet délétère pour la croissance de la levure (Pelloquin 

et al, 1998). À l’inverse à 37°C le nombre de transformants obtenus par le vecteur permettant 

d’exprimer CAT est nettement inférieur à celui obtenu par le vecteur permettant d’exprimer 

Msp1p. Ceci pourrait être expliqué par la capacité de la forme ectopique sauvage de Msp1p 

contrairement à CAT, à complémenter la perte de fonction de Msp1P300S à 37°C. La 

souche Msp1WT montre un comportement identique à 25°C et à 37°C, avec un nombre de 

transformants supérieur d’un facteur 3 à 4 avec le vecteur permettant d’exprimer CAT par 

rapport au vecteur permettant d’exprimer Msp1p (figure n°80B). 

L’ensemble de ces résultats permet de proposer que l’expression de Msp1p sauvage 

permet de supprimer la létalité induite à température restrictive par la mutation P300S. 

 

5.4. Conclusion et perspectives 

 

Pour approfondir nos connaissances sur la dynamine OPA1/Msp1p, je me suis 

intéressée à sa caractérisation chez la levure S. pombe. Nous avons construit un mutant 

thermosensible de Msp1p, muté sur son domaine GTPase (P300S), qui est affecté dans son 

rôle fusogène. En effet, à température restrictive (37°C) les levures porteuses de la mutation 

P300S sur le gène msp1+ présentent un réseau mitochondrial fragmenté. Ces résultats seront 

confirmés par une analyse de la capacité des mitochondries de la souche Msp1P300S à 

fusionner lors de la conjugaison. L’absence de létalité de ce mutant en milieu respiratoire 

montre que cette mutation n’induit pas la perte totale du génome mitochondrial comme dans 

le cas d’un mutant nul (Pelloquin et al, 1998). La mutation P300S de Msp1 inhiberait donc la 

fonction de la protéine dans la dynamique mitochondriale sans affecter son rôle dans la 

maintenance du génome mitochondrial. Ainsi, comme dans le cas de la surexpression du 

mutant de délétion du domaine TM1 et contrairement à la délétion du gène ou à l’expression 

des mutants des domaines GTPase, GED ou TM2, les deux fonctions de la dynamine seraient 

découplées. 

 

Nous avons analysé les effets de la mutation P300S de Msp1p sur fonctionnement de la 

chaîne respiratoire en cultivant la souche mutée sur des milieux respiratoires ou 
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fermentescibles. Sur milieu glucose, la mutation P300S provoque un ralentissement de 

croissance à température restrictive. À l'image des mutants de respiration de la levure S. pombe 

qui présentent un déficit de croissance en milieu glucose, ce ralentissement de croissance 

pourrait être provoqué par un mauvais fonctionnement de la chaîne respiratoire. Cette 

hypothèse est renforcée par la mise en évidence d’une altération de la capacité de la souche 

Msp1P300S, porteuse de l’allèle ade6-M210, à oxyder l’intermédiaire de la voie de biosynthèse 

de l’adénine, AIR, quand elle est cultivée en milieu pauvre en adénine. Un défaut de 

fonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale pourrait entraîner une diminution de 

la quantité d’ATP (ou de la capacité à re-oxyder les équivalent réduits) et provoquer ainsi un 

ralentissement de croissance. Rappelons que chez S. pombe l’effet Crabtree (répression de la 

respiration par le glucose) est moins prononcé que chez S. cerevisiae (Foury & Goffeau, 1972). 

L’élévation de la concentration en glucose à 10% pourrait, en augmentant la glycolyse, 

compenser le défaut de croissance de la souche msp1-P300S observé à 3% glucose.  

L’hypothèse d’un défaut de respiration induit par la mutation P300S de Msp1p est en 

accord avec le retard de croissance observé quand cette souche est cultivée en milieu 

respiratoire (éthanol-glycérol) à température restrictive. De même, le taux de consommation 

d’oxygène mesuré par oxygraphie est significativement réduit après 24h de croissance à 

température restrictive dans ce milieu. Cette réduction de la respiration est tardive et 

postérieure à la fragmentation des mitochondries qui débute dès 15 min après la mise en 

culture à température restrictive et est totale après 60 min. Ce défaut de respiration semble 

donc une conséquence secondaire du défaut de morphologie des mitochondries, qui pourrait 

être lié à une déplétion en génome mitochondrial qu’il conviendra de caractériser. On 

pourrait également proposer qu’un défaut de structuration de la membrane interne induit par 

l’inactivation de Msp1p puisse à long terme en perturbant l’organisation de la chaîne 

respiratoire affecter son fonctionnement. L’inactivation de la dynamine humaine OPA1 

provoque un défaut de respiration associé à une baisse de l’activité des complexes respiratoires 

I, III et IV dans les MEFs traitées par interférence à l’ARN (Chen et al, 2005), ainsi qu'une 

diminution plus ou moins sévère du nombre de nucléoïdes par mitochondrie dans les MEFs 

OPA1-/- (Chen et al, 2007). 

Les mutants de gènes nucléaires affectant la respiration chez S. pombe, incapables de 

pousser sur milieu éthanol/glycérol, sont également pour la plupart d'entre-eux déficients 

pour la croissance en milieu galactose (Chiron et al, 2007). Le mutant Msp1P300S qui ne 

montre qu’un retard de croissance en milieu éthanol/glycérol n’est pourtant pas capable de 

vivre à température restrictive sur milieu galactose. La sévérité du phénotype sur milieu 
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galactose, qui ségrège avec la mutation P300S comme l’ensemble des autres phénotypes 

associés, reste à ce jour inexpliquée. Une hypothèse proposée pour expliquer l’impossibilité 

d’utiliser le galactose en absence de phosphorylation oxydative est la faible efficacité de la voie 

d’entrée du galactose dans la glycolyse (voie de Leloir). La glycolyse serait alors limitée et ne 

produirait pas assez d’ATP pour assurer la croissance des cellules sans respiration. Dans la 

voie de Leloir, le galactose est tout d’abord phosphorylé par la galactokinase (Gal1p), puis un 

groupement uridyl est ajouté par la galactose-1-P uridyl transférase (Gal7p) et enfin l’UDP 

galactose-4’-épimérase (Gal10p) va permettre la transformation de l’UDP-galactose en UDP-

glucose, le groupement uridyl retransmis au galactose et le glucose entre dans la voie 

glycolytique. Nous avons testé si la létalité du mutant Msp1P300S en milieu galactose pouvait 

être compensée par une augmentation de l’expression des enzymes de voie Leloir. Pour cela, 

des levures mutées pour le gène msp1+ ont été transformées par un plasmide portant un 

fragment d’ADN génomique (chromosome II position 4482702 et 4492267) contenant les 

gènes gal1+, gal7+ et gal10+ (don de N. Bonnefoy), et leur croissance en milieu galactose a été 

testée à température restrictive. Aucune complémentation n’a été observée; cependant le gène 

gal7+ présent dans ce fragment étant incomplet (absence des 113 premiers nucléotides du 

cadre de lecture et de son promoteur) nous reproduirons ces expériences avec le cluster 

complet.  

 

Le ralentissement de croissance de la souche exprimant Msp1P300S en milieu glucose 

et éthanol-glycérol, ainsi que la létalité en milieu galactose, sont compensés par l'addition de 

sorbitol, un sucre non métabolisable, dans le milieu de culture. Les levures pour palier une 

élévation d'osmolarité du milieu extracellulaire accumulent à l'intérieur de la cellule du 

glycérol afin de maintenir l’homéostasie osmotique (Clotet & Posas, 2007). Chez la levure, le 

glycérol est synthétisé à partir d'un intermédiaire de la glycolyse, le 

dihydroxyacetonephosphate, en deux étapes catalysées par une glycerophosphate 

dehydrogenase dépendante du NADH et une phosphatase (Flores et al, 2000). Chez S. pombe, 

comme chez S. cerevisiae, il existe deux glycerophosphates dehydrogenases NADH dépendantes 

dont une, Gpd1p, est induite en réponse à un stress osmotique (Aiba et al, 1995). L'expression 

du gène gpd1+ est contrôlée au niveau transcriptionnel par une voie de signalisation de type 

MAPK impliquant les protéines Win/Wak (MAPKKK), Wis1 (MAPKK) et Sty1 (MAPK) 

(Gacto et al, 2003; Smith et al) (figure n°81). Nous pouvons proposer que la synthèse de 

glycérol induite par une élévation de l'osmolarité en augmentant la quantité de substrat 

disponible, ou en permettant la ré-oxydation du NADH, compenserait le défaut de respiration 
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induit par la mutation P300S. Dans ce sens, nous avons observé qu'une augmentation 

d'osmolarité compense également l'altération de la capacité de la souche Msp1P300S, 

porteuse de l’allèle ade6-M210 à oxyder l’intermédiaire AIR quand elle est cultivée en milieu 

pauvre en adénine. Pour vérifier que le défaut de croissance de la souche Msp1300S à 37°C 

en milieu de fermentation et de respiration, et sa létalité en présence de galactose, sont bien 

liées à une activation de la voie de signalisation du stress osmotique et à la synthèse du 

glycérol, nous pourrions mesurer la quantité de glycérol intracellulaire produit (Aiba et al, 

1995) et déterminer si l’inactivation de Gpd1p ou de Wis1p empêche la restauration de la 

croissance. 

 

Dans le sens de notre hypothèse, des travaux récents ont montré qu'un stress 

osmotique provoquait chez S. cerevisiae une « activation » précoce des mitochondries (Pastor et 

al, 2009). En présence de concentrations élevées en sels (NaCl 1M et KCl 1,5M) une 

augmentation de la quantité de certaines protéines mitochondriales (citrate synthase, sous-

unité 2 de la succinate deshydrogénase et sous-unité 6 de la cytochrome c oxydase) et de leur 

activité enzymatique (succinate dehydrogénase) a été observée. Cette activation de 

l’expression de gènes nucléaires codant des protéines mitochondriales est soumise à un 

contrôle transcriptionnel impliquant la voie de signalisation du stress osmotique MAPK Hog1 

et la protéine kinase Snf1p impliquée dans l’adaptation à un switch métabolique 

fermentation/respiration. La contribution des mitochondries à la réponse à une augmentation 

d’osmolarité consisterait à réduire le niveau de ROS produit dans cette situation. La nécessité 

d’une mitochondrie fonctionnelle pour sa chaîne respiratoire pour compenser le défaut de 

croissance ou la létalité du mutant P300S de Msp1 en présence de sorbitol est en accord avec 

l’incapacité de ce sucre à restaurer la létalité induite par le galactose et l’éthanol glycérol du 

mutant respiratoire ∆atp1.   

Alors qu’une élévation de l’osmolarité est létale pour les mutants de la voie de 

signalisation du stress osmotique (Wis1p Sty1p Atf1p) ou leurs cibles (Gpd1p), un effet 

protecteur a été décrit pour une souche de levure S. pombe mutée pour les gènes ptc1+ et ptc3+ 

codant différentes isoformes de la phosphatase PP2A (Shiozaki & Russell, 1995). Une souche 

délétée pour les deux gènes est incapable de croître à 36°C et l’addition de sorbitol (1,2M), de 

maltose (0.5M), de galactose (1M) ou de KCl (0.5M) supprime ce phénotype. Le double 

mutant présente des défauts de morphologie visualisables dès 30°C (ie les cellules apparaîssent 

déformées et élargies) qui s’intensifient à 36°C provoquant la lyse des cellules. Ces défauts de 

morphologie sont supprimés par l’addition de sorbitol et la délétion du gène wis1+. La perte 
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Figure n°81 : Voie de la MAP Kinase Sty1 chez la levure à fission S. pombe.  

Les facteurs de transcription Atf1p et Pcr1p, la MAP kinase Sty1p, la MAPK kinase Wis1p, les MAPK kinase 

kinases Wak1p et Win1p, le régulateur de réponse Mcs4p, la phosphotransmiteur Spy1p et les histidines kinases 

Mak1p, 2 et 3 compose la voie de signalisation MAP Kinase Sty1 activée en condition de stress. Les 

phosphatases Pyp1p et Pyp2p inactivent la kinase Sty1p par la déphosphorylation.    
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des gènes ptc1+ et ptc3+ provoquerait donc une hyperactivation de la voie de signalisation au 

stress osmotique, conduisant à une augmentation de l’osmolarité intra-cellulaire qui serait 

alors compensée par une augmentation de l’osmolarité du milieu de culture. Les phosphatases 

PP2A seraient donc impliquées dans la signalisation du stress osmotique et possèderaient des 

effets antagonistes à ceux de la MAPK. Des défauts de morphologie et une tendance accrue à 

lyser à haute température; tous deux supprimés par la présence d’un osmostabilisateur, ont 

également été observés dans des mutants de la levure S. pombe déficients pour la synthèse des 

glycans constituants de la paroi. La souche de levure mutée pour le gène msp1+ (Msp1P300S) 

présente une morphologie tout à fait normale à température permissive, et aucune différence 

n’a été notée entre cette souche et une souche présentant un gène msp1+ sauvage (WT, 

Msp1WT) à température restrictive. Néanmoins, il serait intéressant de déterminer si la 

mutation de la souche Msp1P300S provoque une élévation de l’osmolarité intra-cellulaire ou 

des défauts de composition de sa paroi. Pour cela, la quantité de glycérol intra-cellulaire (Aiba 

et al, 1995) et la sensibilité de la souche à une digestion par la glucanase (Shiozaki & Russell, 

1995) pourraient être mesurées.  

Contrairement à S. cerevisiae qui possède une grande variété de voies de signalisation 

pour percevoir et s’adapter aux changements d’environnements extra-cellulaires, S. pombe 

répond aux différents stress en utilisant une voie commune, la voie MAPK Sty1, homologue 

aux voies Junk et p38 des eucaryotes supérieurs (figure n°81). Néanmoins, tous les éléments de 

cette voie de signalisation n’opèrent pas dans tous les cas et des facteurs de transcription 

différents sont activés en réponse à différents stress (Gacto et al, 2003; Smith et al). Par 

exemple, lors de la signalisation d’un stress osmotique, la phosphorylation de Wis1p constitue 

un élément clé, alors que la signalisation d’un stress thermique met en jeu une inhibition de la 

déphosphorylation de Sty1p par les phosphatases Pyp1p et Pyp2p et puis Ptc1p et Ptc3p 

(Nguyen & Shiozaki, 1999). Afin de déterminer si le défaut de croissance, ou la létalité, de la 

souche Msp1P300S à température restrictive ne proviendrait pas d’un problème dans la 

signalisation du stress thermique, nous avons vérifié la sensibilité de la souche à un choc de 

thermique. Aucune différence de viabilité n’a été observée, après incubation à 48°C, entre la 

souche mutée et les souches sauvages pour le gène msp1+. Néanmoins il serait intéressant de 

caractériser l’état d’activation des différents protagonistes de la voie MAPK en mesurant leur 

expression et leur état de phosphorylation. 

La voie MAPK Sty1p est également impliquée dans la réponse au stress oxydatif. La 

réponse au stress oxydatif chez S. pombe est complexe (Herrero et al, 2008; Vivancos et al, 

2006) (figure n°81). En effet, elle est dose dépendante et implique deux mécanismes différents. 
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Les levures S. pombe exposées à de faible niveaux d’H2O2 (0,2mM) tendent à mettre en place 

une réponse adaptative qui requiert le facteur de transcription, Pap1p, alors qu’à de haut 

niveau de stress oxydant (1mM) la voie sty1 est activée. Nous avons mesuré la sensibilité de la 

souche Msp1P300S à l’exposition à des doses croissantes d’H2O2. À une concentration de 

1,5mM induisant une réponse aigue Atf1 dépendante la souche mutée pour le gène msp1+ 

présente une viabilité réduite par rapport aux souches porteuses du gène msp1+ sauvage. Cette 

sensibilité à un stress oxydant élevé, qui pourra être confirmée en utilisant d’autres types de 

stress oxydants, est reversée par l’addition d’un anti-oxydant, la NAC. Des études menées 

chez S. cerevisiae ont montré que la plupart des mutants hypersensibles à l’H2O2 correspondent 

à des gènes impliqués dans la fonction mitochondriale (Thorpe et al, 2004). Chez S. pombe, des 

dysfonctions mitochondriales ont été associées à la mise en place d’un stress oxydatif 

intrinsèque (Zuin et al, 2008). L’hypersensibilité du mutant Msp1P300S à l’H2O2 pourrait 

donc être liée à un défaut de respiration entraînant une augmentation de la production de 

ROS endogène. L’addition de ROS exogènes deviendrait alors délétère pour la viabilité de la 

souche. Nous avons mesuré le taux de ROS présent dans la souche mutée pour msp1+ à 

température restrictive. Ce taux est légèrement mais significativement diminué (facteur 1,6) 

dans les premières heures de mise en culture à 37°C. Le défaut de respiration n’étant 

conséquent qu’à partir de 24h, il faudrait mesurer le taux de ROS à des temps plus tardifs de 

culture à 37°C. La diminution précoce des ROS pourrait être le reflet d’une diminution de la 

respiration de la souche, qui bien que non significative semble observée dans les premières 

heures de culture à 37°, à condition qu’elle soit associée à une faible efficacité de l’entrée des 

substrats dans la chaîne respiratoire. En effet, à quantité de substrat non limitante, une 

diminution de l’efficacité de la respiration provoque une augmentation de la quantité de 

ROS. Cependant, le taux de ROS intra-cellulaire étant la résultante de leur synthèse et de 

leur détoxification, nous devons à présent mesurer le niveau d’activation des défenses anti-

oxydantes.  

  

Lors des différents tests que nous avons réalisés pour mettre au point des conditions de 

létalité induite par la mutation P300S, seule la croissance en milieu galactose a rempli ce 

critère indispensable pour rechercher des suppresseurs multicopies. Notre stratégie de criblage 

a été validée en mettant en évidence la capacité de Msp1p exprimée de façon ectopique à 

complémenter la létalité en milieu galactose induite par la mutation P300S à température 

restrictive. Néanmoins le nombre de clones obtenus (environ 100 clones/µg d’ADN) semble 
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faible pour cribler une banque, mais il est probablement lié à la toxicité d’une production 

forte et continue de Msp1. Le nombre très faible de transformants obtenu pour le témoin 

négatif (vecteur codant la protéine bactérienne CAT), correspondant probablement à des 

révertants, pourrait cependant ne pas être à négliger dans une stratégie de criblage de banque. 

L’ensemble de ces observations, et la nature de la létalité sur milieu galactose demeurant 

inconnue, nous avons préféré différer notre recherche de partenaires génétiques de Msp1. 
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C. Spéculations 
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J’ai participé, au cours de ma thèse, à la caractérisation fonctionnelle de la dynamine Msp1p 

chez la levure S. pombe.   

 

Nous nous sommes tout d'abord intéressés à son processus de maturation protéolytique, 

compte tenu de l'importance que revêt ce processus dans le contrôle de la fonction de la 

dynamine. En effet, les différentes isoformes de la protéine générées par clivages 

protéolytiques jouent des rôles essentiels et complémentaires aussi bien chez la levure que chez 

les mammifères (DeVay et al, 2009; Diot et al, 2009; Herlan et al, 2003; Song et al, 2007; 

Zick et al, 2009a). Nous avons montré, en caractérisant les protéases impliquées dans ce 

processus, que  la maturation de la dynamine chez la levure à fission présente des similitudes 

et des divergences avec chacun de ces deux homologues, Mgm1p chez S. cerevisiae et OPA1 

chez les mammifères, suggérant que ce processus s'est adapté dans ces différents organismes 

évolutionnairement éloignés afin de remplir différentes fonctions. Par exemple la dynamine 

n'est clivée efficacement par la protéase rhomboïde 1 que chez les levures, contrairement à l'i-

AAA protéase qui clive la dynamine de mammifère mais n'est pas impliquée, de façon 

logique, chez les levures qui ne possèdent pas les sites de clivage. La m-AAA protéase 

influence, quant à elle, la stabilité de la dynamine chez S. pombe et les mammifères, mais est 

sans d'effet chez S. cerevisiae.  

 

Des changements de rapports entre les différentes isoformes des trois dynamines ont été 

décrits dans un certain nombre de conditions physiologiques, suggérant que la régulation de 

leurs fonctions pouvait être contrôlée par les protéases impliquées dans les processus de 

génération de ces isoformes. Ainsi, il a été récemment montré chez les mammifères que la 

protéase OMA1 clive OPA1 en situation de perte du ∆y et d'apoptose conduisant à une 

diminution de la forme longue de la dynamine et à une fragmentation des mitochondries 

(Cipolat et al, 2006; Duvezin-Caubet et al, 2007; Ehses et al, 2009; Griparic et al, 2007; 

Guillery et al, 2008; Head et al, 2009; Herlan et al, 2004; Herlan et al, 2003; Ishihara et al, 

2006; Song et al, 2007). Chez les levures le réseau mitochondrial s'hyperfilamente quand elles 

sont cultivées en milieu respiratoire (Jakobs et al, 2003). Nous avons montré que ce processus 

s'accompagne d'une augmentation du rapport forme longue sur forme courte de Msp1p et 

allons tenter de déterminer si ceci est la conséquence d'un changement de clivage 

protéolytique de la dynamine. De même il serait intéressant de déterminer dans quelle mesure 
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la dynamine contrôle cette adaptation nutritionnelle du réseau mitochondrial et influence 

ainsi la stimulation de la respiration.  

 

Nous avons montré que l'inactivation de la dynamine provoque une fragmentation des 

mitochondries et s'accompagne d'une diminution de la consommation d'O2 des levures 

effective après 24h. Cette diminution pourrait être la conséquence d'une perturbation du 

fonctionnement de la chaîne respiratoire. Nous proposons également qu'une baisse, légère 

(inférieure à 20 %), de respiration soit effective dès les premières heures après inactivation de 

la dynamine mais que, compte tenu la variabilité de la respiration des levures à 37°C, nous 

n'avons pu mettre évidence de façon significative. Cette perturbation du fonctionnement de la 

chaîne respiratoire pourrait entraîner une augmentation de la production de ROS qui à son 

tour déclencherait une réponse anti-oxydante. Le taux de ROS intra-cellulaire serait donc 

dans un premier temps maîtrisé. A long terme, les défenses anti-oxydantes pourraient être 

dépassées, ce qui provoquerait une sensibilisation à un stress oxydatif exogène et une 

augmentation du taux de ROS induisant des dommages oxydatifs affectant la respiration. 

L'augmentation de l'osmolarité en activant les mitochondries, en agissant sur l'état redox ou 

en modifiant la composition lipidique des membranes pourrait contrer ce cycle vicieux (Clotet 

& Posas, 2007). Ce modèle qui demeure purement spéculatif pourra être vérifié en mesurant 

le fonctionnement des différents complexes respiratoires et la mise en place des défenses anti-

oxydantes. Il serait également intéressant de déterminer l'influence d'une augmentation du 

glycérol en condition hyper-osmotique sur le taux de phosphatidylethanolamine et de 

cardiolipine des membranes mitochondriales qui influence la dynamique mitochondriale 

(Sesaki et al, 2006). Ce modèle, s'il se vérifie, pourrait revêtir un intérêt majeur dans le cadre 

de la compréhension de la pathogenèse de l'ADOA-1 provoquée par des mutations d' OPA1. 

De façon intéressante, il a récemment été montré dans des modèles invertébrés que des 

mutations d'OPA1 augmentaient  le taux production de ROS ou la sensibilité à un stress 

oxydant et qu'un traitement anti-oxydant pouvait réverser certains des effets délétères 

provoqués par l'inactivation d'OPA1 (Landes  et al, 2010). 
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I. Méthodes spécifiques à S. pombe 

Pour en savoir plus sur la levure S. pombe, vous pouvez consulter les sites web suivants : 

http://www-rcf.usc.edu/~forsburg/index.html  

http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_pombe/ 

A. Maintien et croissance des souches 

1. Milieux  

Les levures S. pombe sont cultivées à 25 ou 30°C en milieux liquides sous agitation (200 rpm), 

ou sur des milieux solidifiés par l’addition d’agar (20 g/l). 

 

Sans pression de sélection à exercer, les cellules sont cultivées en  milieu riche : 

YEA : 

- extrait de levures  5 g/l 

- glucose 30 g/l 

- adénine 225 mg/l 

 

Pour la croissance en condition respiratoire, les cellules sont cultivées en milieu riche :  

YEPEA :         

 - extrait de levures     10 g/l 

 - bactopeptone  20 g/l 

 - glucose 1 g/l  

 - glycérol 50 % 60 ml/l 

 - éthanol  30 ml/l 

 - adénine 225 mg/l 

 

YEPGA:   

 - extrait de levures 10 g/l 

   - bactopeptone 20 g/l 

 - glucose 1 g/l 

 - galactose  20 g/l 

  - adénine 225 mg/l  
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Si on désire sélectionner une souche vis-à-vis de la prototrophie, on la cultive en milieu 

minimum : 

EMM (Bio 101- 4110-022) 

 - Potassium hydrogen phtalate 3 g/l 

 - Na2PO4  2,2 g/l 

 - NH4Cl  5 g/l 

 - Glucose  20 g/l 

 - Sels  2,1 g/l 

 - Vitamines  0,02g/l 

en ajoutant ou non selon les cas : 

 - de l’adénine  225 mg/l  

  ou 10 mg/l (milieu pauvre en adénine) 

 - de l’uracile  225 mg/l 

 - de la leucine   225 mg/l 

 

Pour favoriser un métabolisme respiratoire un milieu minimum sans glucose sera utilisé. 

EMM (Bio 101- 4110-022) 

 - Potassium hydrogen phtalate  3 g/l 

 - Na2PO4 2,2 g/l 

 - NH4Cl 5 g/l 

 - Sels 2,1 g/l 

 - Vitamines 0,02 g/l 

complémenté par : 

 - glucose 1 g/l 

 - galactose 20 g/l 

 - glycérol 50 %   60 ml/l 

  - éthanol  30 ml/l 

  - et des suppléments nécessaires (adénine, leucine, uracile)  

 

Pour permettre la sporulation de levures diploïdes, on utilise un milieu pauvre en azote à base 

d’extrait de Malt (30 g/l) à pH5,5. 
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2. Conservation et culture des souches  

La conservation des souches de levures se fait à -80°C, en présence de 25 % glycérol dans un 

cryotube. Les levures après décongélation sont régulièrement repiquées sur un milieu nutritif 

gélosé. 

 

Pour les expériences, les levures sont cultivées en milieu liquide en phase exponentielle de 

croissance à une densité voisine de 1.107 cellules/ml. La densité est déterminée par comptage 

dans une cellule de Neubauer et l’ensemencement est calculé de la manière suivante : 

 

Volume à prélever = densité cellulaire finale  x  Volume de culture final 

   densité cellulaire initiale  x  2 nombre de génération pendant le temps de culture 

 

3. Test en goutte  

Les levures cultivées 24 heures dans milieu en liquide sont diluées à des densités de 1.106, 

2.105, 4.104, 8.103, 1,6.103 cellules/ml puis déposées sur des milieux nutritifs gélosés sous 

forme de gouttes de 4 µl et incubées à différentes températures pendant 10 jours. 

 

B. Evaluation de la respiration mitochondriale 

 

La respiration mitochondriale est mesurée grâce à l’oxygraphe 2K haute résolution de 

Oroboros Instruments (Innsbrück, Autriche). Elle est effectuée sur un nombre de 3. 106 

cellules dans 2 ml de milieu de culture à l’intérieur d’une chambre d’analyse munie d’une 

électrode à oxygène. L’état basal, correspondant à la respiration non stimulée des levures, a 

été mesuré à 30°C ou à 37°C. Les agents pharmacologiques suivant ont été utilisés pour 

moduler l'activité de la chaîne respiratoire et vérifier la nature mitochondriale de la 

respiration : antimycine A, inhibiteur du complexe III (0.002, 0.02 et 0.2 µM final) et CCCP 

(carbonylcyanide-3-chlorophenylhydrazone) un agent découplant (0.002, 0.02, 0.2 et 2 µM 

final). La quantité totale (nmol O2/ml) et la vitesse de consommation de l’oxygène par les 

levures (pmol O2/s*milions cellules) sont données par le logiciel d’utilisation de l’appareil, 

DataXLab. 
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C. Mesure du taux de ROS  

 

Le taux de ROS est mesuré à l’aide de la sonde, 2’,7’ –dichlorofluorescéine diacetate 

(H2DCF-DA, Molecular Probes). Cette molécule, une fois clivée par les estérases cellulaires, 

réagit avec l’H2O2 en émettant un signal fluorescent.    

- Cultiver 10 ml des cellules à une densité de 1. 107 cellules/ml dans le milieu approprié 

- Ajouter 10 µg/ml final de sonde dans le milieu et incuber pendant 80 min à l’abri de la 

lumière dans les conditions de culture (37°C ou 25°C) 

- Centrifuger à 2000 g, 5 min à 4°C 

- Reprendre le culot par un volume de PBS 1X 

- Centrifuger à 2000 g, 5min à 4°C 

- Transvaser le culot repris par 1 à 2 ml de PBS 1X dans un eppendorf  

- Centrifuger à 2000 g, 5 min à 4°C 

- Éliminer le surnageant, et congeler le culot dans l'azote liquide (conservation possible à -

80°C) 

- Ajouter au culot décongelé 600 µl d’eau et un volume de 300 µl billes froides (SIGMA 

diamètre 425 µm-600 µm, conservées à -20°C) 

- La lyse s’effectue mécaniquement grâce à un agitateur automatique (FastPrep FP120, BIO 

101) placé à 4°C 

- Agiter 6x 30sec  

- Observer au microscope à contraste de phase pour vérifier la lyse cellulaire 

- Chauffer une aiguille et percer le fond du tube, déposer immédiatement dans un tube neuf 

- Centrifuger les deux tubes l’un sur l’autre jusqu’à 6500 rpm puis arrêter la centrifugeuse 

- Refaire 1 fois cette centrifugation brève 

- Jeter le tube contenant des billes et garder l'extrait 

- Centrifuger à 14000 g, 10min à 4°C  

- Éliminer le culot et conserver le surnageant 

- Déposer 120 µl d’extrait sur une microplaque opaque et effectuer le dosage des ROS en 

utilisant un fluorimètre (Wallac victor λex de490 nm, λem de535 nm) 

- Réaliser un dosage protéique des extraits sur des échantillons en triplicate en utilisant le Kit 

DC Protein Assay (Biorad) en utilisant un lecteur de plaque.   
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D. Transformation 

1. Vecteurs utilisés 

Les vecteurs d’expression pREP sont les plus utilisés chez S. pombe. Ils peuvent être amplifiés 

chez la bactérie E.Coli grâce à une origine de réplication bactérienne et un marqueur de 

sélection procaryote : le gène de résistance à l’ampicilline. Ils possèdent une séquence de 

réplication autonome (ars) et un gène de sélection, soit LEU2 pour pREP1, 41 ou 81, soit 

ura4+ pour pREP2, 42 et 82, permettant respectivement, la complémentation de cellules 

auxotrophes pour la leucine ou l’uracile. Le gène d’intérêt dans les vecteurs d’expression 

pREP est placé en aval du promoteur nmt1 (no message in thiamine) (Maundrell, 1993) qui 

est réprimé en présence de 4 µM de thiamine dans le milieu de culture. Après 3 lavages à 

l’eau, la culture des levures en milieu dépourvu de thiamine permet l’expression du 

promoteur. On considère qu’il faut attendre environ 16 heures pour dé-réprimer le 

promoteur à 28°C (Maundrell, 1993).  

 

2. Transformation par électroporation 

- Cultiver les cellules à une densité de 1 107 cellules/ml dans le milieu approprié (compter 25 

ml de culture pour une transformation) 

- Centrifuger à 800 g, 5 min à 20°C 

- Reprendre le culot par un volume d’eau stérile glacé 

- Centrifuger à 800 g, 5 min à 4°C 

- Reprendre le culot par un volume de Sorbitol 1 M stérile glacé 

- Centrifuger à 800 g, 5 min à 4°C 

- Remettre les cellules en suspension dans du Sorbitol 1 M stérile glacé à une densité de 5 107 

cellules/ml (à cette densité, la suspension cellulaire est pâteuse). 

- Ajouter 1 µg d’ADN à 50 µl de cette suspension cellulaire dans un tube eppendorf à 4°C 

- Transférer le mélange dans une cuve à électroporation froide (4°C) 

- Appliquer un choc électrique grâce à l’électroporateur Gene PulseurTM (BIORAD) réglé sur 

1,5kV, 200Ω, 25 µF 

- Ajouter immédiatement après le choc 900 µl de Sorbitol 1 M stérile glacé 

- Centrifuger à 800 g, 5 min à 4°C 

- Remettre le culot en suspension dans 100 µl de milieu et étaler rapidement les cellules sur 

milieu sélectif 
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3. Recombinaison homologue 

- Il faut prévoir 20 ml de culture cellulaire à 1.107 cellules/ml pour une transformation 

- Centrifuger à 800 g, 5 min à 4°C 

- Laver le culot de levures par 20 ml d’eau stérile froide 

- Reprendre le culot par 0,5 ml d'eau stérile froide et transférer dans un tube eppendorf 

- Laver par 0,5 ml de LiAc/TE 1X 

- Reprendre le culot dans du LiAc/TE 1X pour être à une densité cellulaire de 2.109 

cellules/ml (ajouter donc le volume nécessaire pour obtenir un volume final de 100 µl) 

- Ajouter 1 µl d'ADN de sperme de saumon (20 mg/ml) et 10 µl d'ADN contenant la cassette 

de recombinaison à transformer 

- Incuber 10 min à température ambiante 

- Ajouter 260 µl de 40 %PEG/LiAc/TE (préparé au moment) et reprendre au pipetman 

- Incuber 45 min à 30°C en agitant de temps en temps 

- Ajouter 43 µl de DMSO 

- Incuber 5 min à 42°C (choc thermique)  

- Laver par 1 ml d'eau stérile 

- Reprendre dans 500 µl d'eau stérile 

- Etaler sur milieu riche 

- Incuber les boîtes environ 18h à 30°C 

- Répliquer sur le milieu riche sélectif, contenant du G418 (100 mg/l), de l’hygromycine (100 

mg/l) ou nourséothricine (50 mg/l) pour une sélection KanaR, HygroR ou NatR 

respectivement 

- Incuber les boîtes de 2 à 3 jours à 30°C à l’abri de la lumière 

 

LiAc/TE 1X: réalisé en mélangeant les solutions suivantes : 

10X LiAc : 1 M acétate de lithium, ajuster à pH7,5 avec de l'acide acétique 

10X TE : 0,1 M Tris-HCl, 0,01 M EDTA, pH7,5  

40 % PEG/LiAc/TE : soit dissoudre 8 g de PEG 4000 dans 2 ml de 10X LiAc, 2 ml de 10X 

TE et 9,25 ml d' H2O stérile : filtrer stérilement. Soit, à partir des solutions 40 % 

PEG/LiAc/TE = 8 ml PEG 50 % + 1 ml LiAc 10X + 1 ml TE 10X 
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E. PCR sur colonies 

 

Mix réactionnel :  

Note : chaque réaction se fait dans un volume de 50 µl. 

 

            cc stock           cc finale       volume/réaction   

Tampon PCR   5 X  1 X             10 µl          

Taq polymérase 5 U/µl            1,25 U    0,25 µl   

MgCl 2                  25 mM            2,5 mM  5 µl          

dNTPs   10 mM 0,1 mM  0,5 µl          

primer 1  100 µM 0,5 µM  0,25 µl          

primer 2  100 µM 0,5 µM  0,25 µl          

eau   qsp 25 µl              8,75 µl     

 

- Distribuer 25 µl d’eau stérile par tube 0,5 ml (PCR) 

- Ajouter une pointe de cône de cellules 

- Distribuer 25 µl de mix par tube 0,5 ml (PCR) 

- Mélanger à l’aide de la pipette 

- Déposer les tubes dans l’appareil PCR 

- Mise en route du programme (Appareil PCR, PERKIN ELMER) 

- Vérifier l’amplification sur gel d’agarose 

 

PROGRAMME #104 

 

Dénaturation    3 min à 94 °C 

Dénaturation    1 min  à 94°C  

Hybridation    30 sec à 55 °C  35 cycles 

Elongation    1 min à 72°C  

Elongation    5 min à 72°C  
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F. Observations en microscopie à fluorescence 

 

Les levures sont fixées directement dans leur milieu de culture en présence de 3,7 % de 

formaldéhyde pendant 30 min. Les cellules sont lavées par du PBS 1X et conservées à 4°C 

dans du PBS 1X, 0,02 % d’Azide de sodium. 

Une goutte de suspension cellulaire est déposée sur une lamelle de verre et étalée à la pipette 

pasteur. Une fois la suspension cellulaire sèche, 2 µl de Mowiol avec ou sans DAPI (1 µg/ml) 

sont déposés sur les cellules et l’ensemble est recouvert d’une lamelle. 

 

II. Techniques relative à l’ADN 

 

A. Préparation d‘ADN plasmidique 

 

Les Kits Midi ou MaxiPrep NucleoBond‚ commercialisés par Macherey- Nagel ont été utilisés 

selon les recommandations du fournisseur.  

 

B. Digestion enzymatique  

 

 Les plasmides extraits ont été digérés selon le protocole donné par le fabriquant (New England 

BioLabs). Les profils de digestion ont été analysés sur gel d’agarose 0.8 ou 1.5 % et révélés sous 

UV après coloration au BEt. 

 

C. Extraction d'ADN génomique chez S.pombe 

 

- La culture de cellules est amenée jusqu'en phase stationnaire  

- Prélever de 5 (à 10 ml) de culture 

- Centrifuger à 800 g, 5 min à 4°C 
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- Ajouter 1 ml de la solution SP1 (enzymes lytiques (SIGMA L1412) à 1 mg/ml et Zymolyase-

20T (MP Biomedicals 32092) à 1 mg/ml) et incuber environ 1 heure à 37°C pour permettre 

la lyse de la paroi par l’enzyme. 

- Observer au microscope, en présence de SDS, la libération des cellules de la paroi qui les 

entoure. Arrêter la lyse quand de nombreuses parois vides et de nombreux débris cellulaires 

sont visualisés. 

- Centrifuger à 5000 g pendant 10 min 

- Reprendre le culot dans 500 µl de TE (50 mM Tris-HCl, pH8.0, 20 mM EDTA) 

- Ajouter 50 µl SDS 10 %  

- Incuber 20 min à 65°C  

- Ajouter 200 µl d'Acétate de potassium 5 M  

- Incuber 30 min dans la glace  

- Centrifuger à 5000 rpm pendant 15 min à 4°C 

- Récupérer le surnageant en faisant bien attention de ne pas pipeter le précipité blanc 

- Ajouter 200 µl de phénol et 200 µl de chloroforme et vortexer au moins 1 min 

- Centrifuger à 12000 g pendant 5 min à 4°C  

- Récupérer la phase supérieure et ajouter 200 µl de Chloroforme  

- Centrifugation à 12000 g pendant 5 min à 4°C 

- Récupérer la phase supérieure et ajouter 1 ml d'éthanol 100 %  

- Centrifuger à 14000 rpm pendant 5 min à 4°C 

- Aspirer le surnageant et laisser sécher le culot  

- Reprendre le culot dans 300 µl TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA) pendant la nuit à 

température ambiante 

- Ajouter 50 µl de RNAase A à une concentration de 50 µg/ml  

- Incuber 1 heure à 37°C  

- Ajouter 500 µl d'isopropanol 

- Centrifuger à 14000 rpm pendant 10 min à 4°C 

- Garder le culot, y ajouter 1ml d'éthanol 70 % et vortexer 

- Centrifuger à 14000 rpm pendant 10 min à 4°C 

- Aspirer le surnageant et laisser sécher le culot  

- Reprendre le culot par 50 µl de TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA) 
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D. Southern Blot 

 

1. Digestion de l’ADN génomique et préparation de la sonde 

- Digérer 40 µg d’ADN total extrait de S. pombe dans un volume final de 50 µl en présence de 1 

à 2 unités d’enzyme par µg d’ADN selon l’efficacité de l’enzyme. Incuber 3 heures à la 

température appropriée. 

- Digérer le vecteur (qui sert à sonde) par l’enzyme et faire migrer le produit de digestion sur 

un gel d’agarose et purifier le fragment d’intérêt avec le Kit Nucleospin Extract II (Macherey-

Nalgen).  

 

2. Séparation des fragments d’ADN sur gel d’agarose et transfert sur filtre 

Les fragments de restriction issus de la digestion de l’ADN génomique sont séparés sur un gel 

de 0,8 % d’agarose dans du tampon TAE 1X  

- Déposer 1 à 2 µg de marqueurs de taille commerciaux (phage lambda digéré HindIII, Bio-

Rad) 

- Déposer les échantillons d’ADN après ajout de 10 µl de tampon de charge 6X dans 50 µl 

de digestion d’ADN de S. pombe. 

- La migration est réalisée toute la nuit à température ambiante à ampérage constant (30mA) 

avec re-circularisation du tampon  

- Le gel est incubé dans une solution contenant du BEt. L’ADN est observé sous UV et les 

marqueurs sont repérés à l’encre de chine.  

 

3. Transfert des fragments d’ADN sur membrane de nylon 

Dénaturer l’ADN en trempant les gels  dans du NaOH 0,4 M pendant 45 à 60 min. L’ADN 

sera transféré passivement sur une membrane pendant la nuit. Pour cela : 

- Prendre une cuve, y placer un support surélevé qui portera le montage 

- Mettre une solution NaOH 0,4 M dans le bac 

- Mettre sur le support le pont = un wathman fin trempé dans du NaOH 0,4 M, qui va 

dépasser du support pour tremper dans le bac dans le sens de la longueur ou dans la largeur 

- Chasser les bulles en faisant rouler une pipette et remettre du tampon NaOH 0,4 M dessus 
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- Placer le gel d’agarose sur le wathman, la face perforée des puits contre le wathman et la face 

plane sur le dessus 

- Chasser l’air des puits avec une seringue remplie de NaOH 0,4 M 

- Chasser les bulles en faisant rouler une pipette et remettre du tampon NaOH 0,4 M dessus 

- Déposer la membrane de Nylon (Hybond N+, AMERSHAM) préalablement marquée et 

trempée dans le tampon NaOH 0,4 M 

- Chasser les bulles en faisant rouler une pipette et remettre du tampon NaOH 0,4 M dessus 

- Déposer un wathman fin préalablement trempé dans le tampon NaOH 0,4 M puis égoutté. 

- Chasser les bulles en faisant rouler une pipette 

- Ajouter 7 à 8 buvards épais ou wathman très épais secs !!! dessus 

- Déposer une plaque de verre pour aplatir le tout et un poids léger une bouteille de 100 ml 

mi-remplie (pas plus !!) 

- Laisser diffuser pendant une nuit à température ambiante 

- Le lendemain défaire le montage et le retourner de manière à avoir le gel dessus 

- Perforer le gel et la membrane au niveau des marques laissées par l’encre de chine pour 

repérer les marqueurs et les puits. 

- Rincer 2X la membrane dans du SSC 3X 

- Sécher la membrane entre deux papiers absorbants et à l’air libre (elle peut être conservée 

sèche). 

 

4. Marquage des sondes  

- Dénaturer l’ADN (25 à 50 ng dans 45 µl) en chauffant 5-10 min à 95°C 

- Mettre dans la glace ~5 min 

- Centrifuger brièvement pour descendre la condensation 

- Prendre 1 tube « Ready to Go » (Kit AMERSHAM) par sonde : Ajouter 45 µl d’ADN et 5 µl 

(α-32P) dCTP. 

- Bien mélanger et incuber 30 min à 37°C  

- Prendre 1 colonne Séphadex  G-25 ou G-50 et bien mélanger en inversant plusieurs fois 

- Oter (1) le bouchon du haut de la colonne 

 (2) le bouchon du bas de la colonne 

- Laisser le tampon sortir de la colonne par gravité 

- Placer la colonne dans un tube de collection 

- Centrifuger 2 min à 1100 g dans un rotor swinging 
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- Déposer délicatement la sonde marquée au centre des billes 

- Placer la colonne dans un tube de collection neuf 

- Centrifuger 4 min à 1100 g dans un rotor swinging 

- Récupérer (~50 µl) de sonde et compter la radioactivité de 1 aliquot (pour indication 1 µl 

donne entre 0.2 et 2 x106 cpm) 

 

5. Hybridation  

- Préparer le tampon d’hybridation (Tampon Church): pour 100 ml ajouter dans l’ordre : 

H2O : 4,8 ml 

1 % BSA : 10 ml de BSA 10 % fraction IV 

7 % SDS : 35 ml de SDS 20 % 

0,5 M Phosphate Buffer pH6,8 :  24,5 ml de Na2HPO4 1 M 

 25,5 ml de NaH2PO4 1 M 

1 mM EDTA : 200 ml de EDTA 0,5 M 

- Pré-hybrider les filtres 30 min à 65 °C et placer le reste du tampon à 65 °C 

- Dénaturer les sondes avant l’hybridation 

- Mélanger dans l’ordre : 

ADN saumon 2mg/ml 500 µl 

Sonde (0.5 à 1x106 cpm/ml) 50 µl 

NaOH 1 M 500 µl (vortexer) 

Tris-HCl 2 M pH7,5 140 µl (mélanger) 

HCl 1 M 500 µl (mélanger) 

- Ajouter la préparation au tampon d’hybridation 

- Hybrider sur la nuit à 65°C sous agitation  

- Laver 3 fois 20 min avec 2X SSC 0,1 % SDS à température ambiante 

- Laver 3 fois 20 min avec 0,1X SSC 0,05 % SDS à 60°C 

- Exposer les filtres ainsi lavés plusieurs heures (ou sur la nuit) avant révélation. Il est 

nécessaire de conserver les filtres dans un film plastique si on veut les réutiliser car il ne faut 

pas qu’ils sèchent. 

 



 
 
 

229 

III. Techniques relatives aux protéines 

 

A. Lyse cellulaire 

 

- Récupérer 50 ml de cellules à 1 107 cellules/ml en les centrifugeant à 1600 g pendant 5min 

- Reprendre le culot par 1 à 2 ml de LB et transvaser dans un tube eppendorf  

- Centrifuger à 2000 g 5 min à 4°C 

- Eliminer le surnageant, et congeler le culot dans l'azote liquide (conservation possible à -

80°C) 

- Ajouter au culot décongelé 200 µl de LB+ et un volume de 500 µl billes froides (SIGMA 

diamètre 425 µm-600 µm, conservées à -20°C) 

- La lyse s’effectue mécaniquement grâce à un agitateur FastPrep  (FP120 Bio 101) placé à 

4°C 

- Agiter 5x30sec (remettre les tubes dans la glace au bout de 3X pour maintenir la 

température des échantillons à 4°C) 

- Observer au microscope pour vérifier la lyse cellulaire 

- Chauffer une aiguille et percer le fond du tube, déposer immédiatement dans un tube neuf 

- Centrifuger les deux tubes l’un sur l’autre jusqu’à 6500rpm puis arrêter la centrifugeuse 

- Refaire 1 fois cette centrifugation brève 

- Jeter le tube contenant les billes et garder celui contenant l'extrait 

- Centrifuger à 14000 g, 10min à 4°C (au moins 2 fois) 

- Récupérer l’extrait protéique clarifié des débris cellulaires et effectuer un dosage Bradford 

LB (lysis buffer) : LB+ idem LB plus 

50 mM Tris HCL pH 7,4 1 % Triton 

250 mM NaCl 1 % NP40 

5 mM EDTA  0,1 % SDS 

5 mM EGTA  1 % DOC 

1 mM DTT inhibiteurs de protéases (Boehringer) 

0,1 % Triton Pepstatine 1 µg/ml  

 



 
 
 

230 

B. Electrophorèse et immunodétection 

 

Les protéines sont séparées par électrophorèse sur gel polyacrylamide, en présence de SDS, et 

transférées sur membrane de Nitrocellulose. Après saturation dans du TBS 1X, 0,2 % Tween, 

5 % Lait (TBST-Lait) pendant 1 heure, les membranes sont incubées avec les anticorps 

primaires dilués dans du TBST-Lait, sur la nuit, à 4°C, sous agitation. Après 3 lavages TBST 

et une incubation d’une heure à température ambiante avec des anticorps secondaires couplés 

HRP dilués dans TBST-Lait, la révélation est réalisée par chimioluminescence (ECL, 

PerkinElmer Life Sciences). 

Quand nécessaire, une analyse densitométrique des signaux obtenus a été réalisée à l’aide 

d’Image J (National Institutes of Health; http://rsbweb.nih.gov/ij/). 

 

IV. Liste des anticorps utilisés 

 
 

N° LABO NOM  FOURNISSEUR REFERENCE 
DILUTION 

WB 

#2 mouse mAb anti-Hsp60 (LK2) SIGMA H-3524 1/1000 

#7 rabbit anti-Opa1 ∆260Nter-∆58Cter (SE3512) EUROGENTEC  1/500 

#29 mouse anti-HA (12CA5) ROCHE 1 666 606 1/10000 

#31 mouse anti-Actine           CHEMICON MAB1501 1/10000 

#40 rabbit anti-Msp1 (SE5704) EUROGENTEC  1/500 

 anti-Tat (anti-tubulin) Don de P. Nurse  1/1000 

secondaire rabbit IgG (HRP) ABCAM ab6721 1/10000 

secondaire mouse IgG (HRP) ABCAM ab6789 1/10000 
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V. Liste des souches S. pombe utilisées 

 

N° Souche Mating Génotype 

   

MP73 h+ leu 1-32  anc1::leu2 Don de V. Trézeguet 

MP79 h+ 
leu1-32 ura4-D18 ade6-216 his3 ∆atp3::kanaR 

Don de N. Bonnefoy 

MP88 ?? ∆atp2 Don de N. Bonnefoy 

MP95 h- leu1-32  ura4-D18 ∆atf1::ura4+ 

MP123 h+ leu1-32 ura4D18 ade6-210 msp1P300S:ura4+   

MP124 h+ leu1-32 ura4D18 ade6-210 msp1P300S:ura4+   

MP125 h- leu1-32 ura4D18 ade6-210 msp1P300S:ura4+   

MP127 h+ leu1-32 ura4D18 ade6-210 msp1P300S:ura4+   

MP133 h- leu1-32 ura4D18 ade6-210 ∆Paraplegin::KanaR 

MP134 h- leu1-32 ura4D18 ade6-210 ∆Paraplegin::KanaR 

MP164 h- leu1-32 ura4-D18 ade6-210 msp1::msp1 wt ura4+  

MP165 h+ leu1-32 ura4-D18 ade6-210 msp1::msp1 wt ura4+  

MP170 h- leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanR pSLF102 CoxIV GFP 

MP171 h- leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanR pSLF102 CoxIV GFP  

MP180 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR  

pRep41 OPA1 variant A 

MP181 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR 

pRep41 OPA1 variant O 

MP182 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR  

pRep41 OPA1 variant B 

MP183 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR  

pRep41 OPA1 variant C 

MP184 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR  

pRep41 OPA1 variant AB 

MP185 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR  

pRep41 OPA1 variant BC 

MP186 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR  

pRep41 OPA1 variant A 

MP187 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR  

pRep41 OPA1 variant ABC 
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MP188 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR  

pRep41 OPA1 variant A 

MP189 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR  

pRep41 OPA1 variant O 

MP190 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR  

pRep41 OPA1 variant B  

MP191 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR  

pRep41 OPA1 variant C 

MP192 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR  

pRep41 OPA1 variant AB 

MP193 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR  

pRep41 OPA1 variant BC 

MP194 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR  

pRep41 OPA1 variant AC 

MP195 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR  

pRep41 OPA1 variant ABC  

MP196 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR  

pRep41 OPA1 variant A 

MP197 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR  

pRep41 OPA1 variant O 

MP198 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR  

pRep41 OPA1 variant B 

MP199 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR  

pRep41 OPA1 variant C 

MP200 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR 

pRep41 OPA1 variant AB 

MP201 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR  

pRep41 OPA1 variant BC 

MP202 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR  

pRep41 OPA1 variant AC 

MP203 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR  

pRep41 OPA1 variant ABC 

MP204 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR  

pRep41 OPA1 variant A 

MP205 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR  

pRep41 OPA1 variant O 

MP206 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR  

pRep41 OPA1 variant B 
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MP207 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR  

pRep41 OPA1 variant C 

MP208 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR  

pRep41 OPA1 variant AB 

MP209 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR  

pRep41 OPA1 variant BC 

MP210 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR  

pRep41 OPA1 variant AC 

MP211 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh1::KanaR  

pRep41 OPA1 variant ABC 

MP233 h+ leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆dnm1::KanaR ∆yme1::hygroR 

MP234 h- leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆yme1::hygroR 

MP235 ?? leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆yme1::hygroR 

MP238 h+ leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh2 :: NatR 

MP239 h+ leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh2 :: NatR 

MP248 ?? leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh2::NatR ∆rh1::KanaR 

MP249 ?? leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆rh2::NatR ∆rh1::KanaR 

MP265 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR 

pREP41 Msp1HA 

MP266 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR 

pREP41 Msp1HA 

MP295 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 msp1-P300S::ura4+ 

arg11+::mCherry-NatR 

MP297 h+ 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 msp1+::ura4+  

arg11+::mCherry-NatR 

MP299 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 msp1-P300S::ura4+ 

arg11+::mCherry-NatR 

MP301 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 msp1+::ura4+  

arg11+::mCherry-NatR 

MP315 ?? 
leu1-32 ura4-D18 ade6 ∆Paraplegine::KanaaR 

arg11+::mCherry-NatR 

MP317 ?? 
leu1-32 ura4-D18 ade6 ∆rh1::KanaR 

arg11+::mCherry-NatR 

MP333 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6 ∆yme1::HygroR 

arg11+::mCherry-NatR 

MP335 h- leu1-32 ura4-D18 ade6 ∆yme1::HygroR 
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pRep41 OPA1 variant A  

MP336 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6 ∆yme1::HygroR 

pRep41 OPA1 variant O 

MP337 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6 ∆yme1::HygroR 

pRep41 OPA1 variant B 

MP338 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6 ∆yme1::HygroR 

pRep41 OPA1 variant C 

MP339 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6 ∆yme1::HygroR 

pRep41 OPA1 variant AB 

MP340 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6 ∆yme1::HygroR 

pRep41 OPA1 variant BC 

MP341 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6 ∆yme1::HygroR 

pRep41 OPA1 variant AC 

MP342 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6 ∆yme1::HygroR 

pRep41 OPA1 variant ABC 

MP368 h+ 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆oma1::HygroR 

arg11+::mCherry-NatR 

MP369 h+ 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆oma1::HygroR 

arg11+::mCherry-NatR 

MP370 h+ 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆oma1::HygroR 

arg11+::mCherry-NatR 

MP371 h+ 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆oma1::HygroR 

arg11+::mCherry-NatR 

MP372 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR 

pRep41 OPA1 variant AC  

MP374  
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 ∆Paraplegine::KanaR 

pRep41 OPA1 variant ABC 

MP376 h+ 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 msp1-P300S::ura4+ 

pAL-KS 

MP378 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 msp1-P300S::ura4+ 

pAL-KS 

MP381 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 msp1+::ura4+  

pAL-KS 

MP382 h+ 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 msp1+::ura4+  

pAL-KS 

MP385 h+ 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 msp1-P300S::ura4+ 

pAL-KS GAL (LELOIR) Don de N. Bonnefoy 
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MP387 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 msp1-P300S::ura4+ 

pAL-KS GAL (LELOIR) Don de N. Bonnefoy 

MP389 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 msp1+::ura4+  

pAL-KS GAL (LELOIR) Don de N. Bonnefoy 

MP391 h- 
leu1-32 ura4-D18 ade6-210 msp1+::ura4+  

pAL-KS GAL (LELOIR) Don de N. Bonnefoy 

MP392 h- 
leu1-32 ura4-D18 ∆atp1::KanaR 

pAL-KS pREP42X 

MP394 h- 
leu1-32 ura4-D18 ∆atp1::KanaR  

pAL-KS GAL (LELOIR) Don de N. Bonnefoy 

SP813 h+ leu1-32 ura4-D18 ade6-210 

SP972 h- leu1-32 ura4-D18 ade6-210 

T611 h- leu1-32 ura4-D18 ade6-210 

T713 h- leu1-32 ura4-D18 ∆atp1::kanaR Don de N. Bonnefoy 
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