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Etude des effets d’'une déficience en tripeptidyl peptidase-1 sur la population
mitochondriale de fibroblastes humains

DEMINE Stéphane
Résume

Les maladies de surcharge lysosomale sont des pathologies génétiques trés fréquentes,
caractérisées par une déficience de l'activité enzymatique d’'une ou plusieurs hydrolases
acides. Ce déficit induit une accumulation lysosomale de macromolécules, ne pouvant plus
étre dégradées. A I'heure actuelle, bien que les causes moléculaires et génétiques de ces
maladies soient souvent identifiées, les réponses cellulaires a la surcharge lysosomale sont
trées peu connues. Afin de mieux comprendre les éventuelles voies de communication
existantes entre le lysosome et la mitochondrie, nous avons étudié I'impact de la surcharge
lysosomale sur la population mitochondriale dans des fibroblastes d’'un patient atteint de
Lipofuscinose Neuronale Céroide Infantile Tardive. Les fibroblastes controles ayant été isolés
a partir d’'un donneur sain non apparenté, nous avons mis au point un modéle de restauration
de lactivité TPP-1 dans des fibroblastes LINCL par endocytose d'une pro-enzyme
recombinante de remplacement. Nous avons ensuite caractérisé la population mitochondriale
dans les fibroblastes de patients d'un point de vue morphologique et fonctionnel. Bien que
I'abondance ne soit pas modifiée dans les fibroblastes de patients, la morphologie des
mitochondries est altérée et le réseau mitochondrial plus fragmenté dans ces cellules. Ceci
pourrait étre expligué par une augmentation du recrutement mitochondrial de la protéine
Drpl, un acteur central de la régulation de la fission mitochondriale. Cette fragmentation du
réseau mitochondrial dans les cellules déficientes en TPP-1 est accompagnée d'une
diminution des capacités mitochondriales d’importation de calcium, en réponse a une
augmentation de la concentration en calcium cytosolique libre. Cependant ni le potentiel de
membrane mitochondriale, ni le contenu intracellulaire en ATP, ni la production
mitochondriale de radicaux libres dérivés de I'oxygene ne semble étre modifiés dans les
fibroblastes issus de patients.

Cette étude a donc permis de mettre en évidence un certains nombre de changements et de
dysfonctionnements mitochondriaux dans des fibroblastes présentant une déficience en TPP-
1. Elle a également ouvert des pistes pour I'étude des communications inter-organites dans le
cadre des maladies de surcharge lysosomale.

Mémoire de master en biochimie et biologie moléculaire et cellulaire
Janvier 2010
Promoteur: T. Arnould

Co-promoteur: M. Jadot
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2. Introduction

2.1. Avant-propos — Communication inter-organites

Il a longtemps été pensé que les organites cellulaires étaient des compartiments isolés et
gu’ils n’interagissaient pas ou peu entre eux. Cependant plusieurs voies de communications
inter-organites ont recemment pu étre mises en évidence. Parmi celles-ci, la réponse UPR
(Unfolded Protein Responsest activée en réponse a la séquestration et a 'accumulation de
protéines mal ou non repliées dans le réticulum endoplasmique (RE).

Elle agit tout d’abord sur l'afflux de protéines vers le RE, en diminuant la synthése
protéique, ainsi que leur translocation a I'intérieur du RE. Le second niveau est une activation
de la transcription des génes impliqués dans le repliement des protéines, comme des protéines
chaperonnes, ainsi que I'activation de 'ERAD (ER-Associated Degradation). Le mécanisme
d’action d’'une protéine impliquée dans cette réponse, Irel, est présenféguad@.1 (Ron
et al., 2007).

Une communication de type rétrograde entre la mitochondrie et le noyau a également pu
étre mise en évidence. En effet, une mitochondrie non fonctionnelle peut activer certaines
voies de signalisation afin de renseigner la cellule sur son état. Par exemple, une inhibition du
potentiel de membrane mitochondriale peut conduire a une augmentation de la concentration
cytosolique en calcium ([G§.) et & I'activation de la CaMKIVGalmoduline Kinase IV
Cette derniere peut alors phosphoryler le facteur de transcription CGAMEP{Responsive
Element-Binding proteinsur la sérine 133 conduisant & son activation et a la transcription de
ses genes cibles nucléaires (Arnould et al., 2002).

Plusieurs voies de communication existent donc entre les organites. Dans ce travail,
Nnous nous intéresserons aux possibles altérations que peut subir la population mitochondriale
en réponse a un dysfonctionnement lysosomal. Dans lintroduction de ce travail, nous
décrirons la structure et les fonctions de deux organites : le lysosome et la mitochondrie, mais
également les implications respectives de ces organites dans diverses maladies de surcharge
lysosomale (MSL). Nous décrirons enfin les objectifs de ce travail.

2.2. Les lysosomes

2.2.1. Structure des lysosomes.

Le lysosome est un organite cellulaire, ubiquiste, d’'un diamétre moyen de 500 nm, de
contenu hétérogene et délimité par une bicouche lipidique simple enrichie en diverses
glycoprotéines. Parmi celles-ci, nous pouvons citer les LAMP-1 et LAMPy&osomal
Associated Membrane Protein-1 and -2) et les LIMBRgs¢somal Integral Membrane
Protein). La structure ainsi que les principales protéines membranaires du lysosome sont
reprises a ldigure 2.2. Bien que les fonctions des protéines LAMPs soient encore sujettes a
débat, on suspecte que ces protéines puissent jouer un réle dans la biogenése lysosomale, le
trafic du cholestérol et 'autophagie (Eskelinen, 2006). La glycosylation des protéines LAMP-
1 et LAMP-2 permettrait une stabilisation de celles-ci dans la lumiére lysosomale (Kandra
al., 1999) ainsi qu’'une protection de la membrane lysosomale vis-a-vis du contenu du
lysosome (Hunzikeret al., 1996). La membrane lysosomale contient également des
transporteurs d’ions comme des protons’)(lBu du chlore (C) mais également de
meétabolites comme la cystinosine. Ce dernier est un canal protéique impliqué dans
I'exportation de cystine a partir de la lumiére lysosomale vers le cytosol (Futerman et al.,
2004; Saftiget al., 2008). D’autres protéines lysosomales membranaires comme les VAMPS



(Vesicle-Associated Membrane Prot@isent impliquées dans la fusion du lysosome avec
d’autres lysosomes ou d’autres organites tels que des endosomes ou des phagosomes (Luzio et
al., 2007). La lumiére lysosomale contient, quant a elle, plus de 50 hydrolases acides connues

a ce jour (Futerman et al., 2004). Celles-ci comprennent des lipases, des phospholipases, des
protéases, des glycosidases, des nucléases, des phosphatases et des sulfatases (Bruce Alberts,
2004). Ces enzymes catalysent essentiellement la dégradation de macromolécules afin de
permettre la réutilisation des molécules qui en sont issues. Enfin, la présence d’'une pompe a
protons (Type-V FFATPase) permet le maintien d’'un pH compris entre 5,2 et 5,5. Ce dernier

est notamment nécessaire a une activité optimale des hydrolases acides (Nelson et al., 1999).

2.2.2. Biogenese des lysosomes

Le transport des hydrolases acides néosynthétisées dans le RE vers le lysosome peut se
faire par plusieurs voies différentes. La premiere, ou voie directe, requiert I'acquisition d’'un
signal mannose-6-phosphatdG-P) par les hydrolases acides néosynthétisées au cours de
leur trafic dans le réseawans-Golgi, ce qui permet un adressage lysosomal de celles-ci
(Figure 2.3) (Saftiget al., 2009). La deuxieme, ou voie indirecte, moins connue, comporte un
adressage des hydrolases acides lysosomales vers la membrane plasmique par la voie
sécrétoire et une récupération de ces dernieres par des récepteurs membranaires a mannose,
permettant I'endocytose fluide de ces enzymes et leur adressage final vers le lysosome
(Elvevold et al.,, 2008). D’autres protéines lysosomales utilisent, quant a elles, des
mécanismes plus spécifiques. Par exemple, la sortiline, une glycoprotéine transmembranaire
de l'appareil de Golgi, permet un adressage lysosomal de la spingomyelinase acide et des
SAPs Gphingolipid Activator Proteins(Ni et al., 2006). Une fois ces enzymes liées a la
sortiline, la partie COOH-terminale de celle-ci médie la liaison des protéines adaptatrices AP-

1 (Adaptator Protein-1) et GGAQolgi-localised, gamma-ear containing, ARF (ADP
ribosylation factor)-binding proteins afin de permettre la formation d'une vésicule
recouverte de clathrine a partir de I'appareil de Golgi et I'adressage lysosomal de la
spingomyelinase acide et des SAPs (Braukte al., 2009). Le transport de IB-
glucocérébrosidase est quant a lui dépendant de la glycoprotéine LIMP2. Cette derniere agit
en tant que récepteur a cette enzyme et l'acidification de la lumiere lysosomale permet la
libération de I'enzyme dans le lysosome (Receekl., 2007). Enfin, la présence d’'un motif
dileucine ou tyrosine a I'extréemité COOH-terminale des protéines lysosomales, conduit
également a leur liaison aux protéines AP-1 et GGAs (Seiftad., 2009) et a leur adressage
lysosomal.

2.2.2. Fonctions des lysosomes

2.2.2.1. Les lysosomes et la dégradation de macromolécules

La présence de nombreuses hydrolases acides dans la lumiére des lysosomes leur
permet de jouer un role important dans la dégradation des macromolécules issues de
'endocytose (fluide ou médiée par récepteurs) ou de l'autophagie. Outre ce réle dans la
dégradation de macromolécules, certaines protéines lysosomales comme les cathepsines B, D,
E et S sont également impliquées dans la dégradation des antigenes ainsi que dans I'excision
du domaine invariable du complexe majeur d’histocompatibilité de type Il (CMH 1), dans des
lymphocytes (Zhangt al., 2000).

2.2.2.1.1. La voie endocytaire.

Ce premier mécanisme d’'apport de macromolécules au lysosome consiste en la
formation d’une invagination a partir de la membrane plasmique afin de former une vésicule
contenant une portion du liquide extracellulaire. Le substrat (comme des hormones ou des



facteurs de croissance) peut également étre récupéré suite a la liaison a des récepteurs
spécifiques, ceux-ci permettant également la liaison de protéines adaptatrices responsable du
recouvrement de la vésicule par de la clathrine. La vésicule résultant de I'endocytose sera
ensuite acheminée vers le lysosome par le systeme endosome-lysosome ou le contenu y sera
dégradé (Bruce Alberts, 2004).

2.2.2.1.2. L’'autophagie et la mitophagie

L'autophagie est un processus de dégradation impliqué essentiellement dans le
renouvellement des constituants cellulaires. On en distingue 3 types: 1) la microautophagie,
caractérisée par la formation de petites vésicules contenant une portion du cytoplasme a partir
de la membrane du lysosome (Marino et al., 2004), 2) la macroautophagie, un processus
débutant par la formation d’'une double membrane originaire, vraisemblablement, d'un
domaine du réticulum endoplasmique (Hayashi-Nishino et al., 2009) et qui aboutit a la
formation d'une vésicule englobant une région cytoplasmique. Cette vésicule appelée
« autophagosome » (pouvant contenir des organites entiers comme la mitochondrie), fusionne
ensuite avec le lysosome. Les mécanismes moléculaires simplifiés de I'autophagie sont repris
a la figure 2.4. Enfin, 3) l'autophagie médiée par les chaperonnes consiste en la
reconnaissance de la séquence d'acides aminés KFERQ (lysine, phenylalanine, acide
glutamique, arginine, glutamine) portée par les protéines a degrader, par un complexe de
chaperonnes contenant notamment la protéine hstdt Shock Cognate protein @ kDa).

Ce complexe catalyse la linéarisation de la protéine ainsi que son importation au sein du
lysosome au travers d’un hypothétique canal formé par LAMP-2a (Dice, 2007).

L’autophagie joue un réle important dans la survie cellulaire en assurant le recyclage
des molécules simples par dégradation de macromolécules existantes. Ce rble est essentiel a la
survie, notamment pour la vie foetale, lors de la privation en nutriments produits par le
placenta, induite par la rupture du cordon ombilical (Eskelinen et al., 2009). Cette importance
est notamment mise en évidence par la mort de souris déficientes en Atg5 ou en Atg7 dés le
premier jour de vie (Schiaffino et al., 2008). L'autophagie est cependant également impliquée
dans le processus de mort cellulaire, ou mort cellulaire de type Il. Par exemple une sécrétion
d’ecdysone, une molécule intervenant dans la mue et le contrble de la reproduction des
arthropodes, est responsable de la mort cellulaire par autophagie de certains tissus, lors de la
métamorphose de la larve de Drosophile. Celle-ci induit une inhibition de la voie des PI3K
(Phospho-inositol-3 kinases) et conduit ainsi a une activation de la mort cellulaire par
autophagie (Codogno et al., 2005).

L’autophagie peut également étre hautement selective. En effet, les peroxysomes sont
dégradés, seuls, grace a la protéine péroxysomale peroxin 14, permettant la reconnaisance de
cet organite par les mécanismes de l'autophagie, et la dégradation sélective de cet organite
(Bellu et al., 2001). De nombreuses études montrent également que l'autophagie de la
mitochondrie, ou mitophagie, est sélective. Ce processus consiste en I'enveloppement de la
mitochondrie dans un autophagosome, qui pourra ensuite fusionner avec un lysosome afin de
conduire a la dégradation de son contenu. Il a été proposé que la mitophagie soit essentielle a
la dégradation des mitochondries non fonctionnelles. Par exemple, I'endommagement des
mitochondries par un laser est directement suivie de leur enveloppement par une vésicule
contenant des protéines LC3-1l, preuve d’'une mitophagie suivant les éventuels dommages
subits par les mitochondries (Kigt al., 2007). Enfin, la mitophagie est également facilitée
par une absence de fusion mitochondriale, conduisant ainsi a la fragmentation du réseau
mitochondrial. Celui-ci aide la mitophagie mais ne l'induit pas pour autant (€wi.,

2008).



2.2.2.2. Les lysosomes et 'homéostasie du cholestérol intracellulaire

Outre son role dans la digestion et la maturation de nombreuses macromolécules, le
lysosome est également un acteur important de I'homéostasie du cholestérol. Les
lipoprotéines de faible densité (dwow Density ProteinsLDL) sont impliquées dans le
transport de lipides néosynthétisés par le foie vers les tissus périphériques (Goldstein et al.,
1977). Les LDLs sont internalises par endocytose, apres leur liaison a leur récepteur (LDL
receptor) situé sur la membrane plasmique. Les vésicules peuvent ensuite fusionner avec les
lysosomes ou, une enzyme lysosomale, de type cholesteryl ester hydrolase, catalyse la
désestérification du cholestérol (Goldstein et al., 1977). D’autres protéines lysosomales
comme les protéines de Niemann-Pick c1 et c2 (Npcl et Npc2) lient alors le cholestérol libre
grace au domaine de liaison aux stérols présent dans I'extrémité COOH-terminale de ces
protéines, afin de meédier son transport vers d’autres compartiments cellulaires
(principalement le RE). Ce dernier mécanisme est peu compris mais il a été proposé que les
protéines Npcl et Npc2 puissent agir en tant que transporteurs de cholestérol, vers la lumiere
du compartiment cellulaire, ou en catalysant directement son intégration dans la bicouche
lipidique (Storch et al., 2009).

2.2.2.3. Le lysosome et la mort cellulaire par apoptose

De nombreuses données présentes dans la littérature laissent également penser que le
lysosome pourrait jouer un role essentiel dans les mécanismes de mort cellulaire induite par
'apoptose. En effet, le déclenchement de I'apoptose induit une perméabilisation sélective de
la membrane lysosomale (Madge al., 2003) conduisant a la libération dans le cytosol
d’hydrolases acides telles que les cathepsines B, D et L. Cette sensibilisation sélective
pourrait s’expliquer par la production et I'accumulation lysosomale de sphingosine.
L’exposition chronique de cellules Jurkat a une faible concentration de sphingosine, induit en
effet, une permeéabilisation de la membrane lysosomale par un effet « détergent » (Kagedal
al., 2001). Cet effet n'a cependant pas pu étre montré sur des modéles de lysosomes isolés
(Werneburg et al., 2002). Une deuxieme hypothese propose qu’une production de radicaux
libres dérivés de I'oxygéne (dreactive Oxygen Specid’0S), pourrait également induire
une perméabilisation de cette membrane par oxydation de celle-ci ainsi que du contenu
lysosomal. Il a ainsi été montré que de courtes expositions a de faibles concentrations en
peroxyde d’hydrogene @@,) conduit a une activation de la PLA2 (Phospholipase 2), qui
serait responsable de la perméabilisation du lysosome, par dégradation des phospholipides
contenus dans celle-ci (Zhao et al., 2001). Une fois libérées, les cathepsines B, D et L restent
stables a pH 7.0 pendant plus d’'une heure et peuvent alors induire le clivage de protéines,
comme les procaspases-1 et 11 ainsi que la protéine pro-apoptotique Bid (Guetcardi
2004). Enfin, elles participent & la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale,
conduisant a la libération du cytochrome c, afin d’'induire la mort cellulaire par apoptose.
(Foghsgaard et al., 2001; Guicciagdial., 2004).

Si le r6le de cet organite dans des modglestro semble étre bien démontre, ce role
semble incertairn vivo. L'injection d’anticorps agonistes de la protéine Fas dans le foie de
souris vivantes, induit une mort cellulaire rapide par apoptose, sans toutefois qu’'une
perméabilisation du lysosome ne soit observée. Cependant, une injection d'une quantité
moindre d’aFas conduit a une mort cellulaire par nécrose au cours de laquelle une
perméabilisation de la membrane lysosomale et une libération du contenu de cet organite est
observée (Wattiauet al., 2007). Le roéle du lysosome dans l'activation de I'apoptose reste
donc a controverse.



2.2.2.4. Le lysosome et la réparation de la membrane plasmigue

Le lysosome est également impliqué dans la réparation de la membrane plasmique. En
effet, une augmentation de la concentration cytosolique en calcium libf&{@at observée
en réponse a une blessure induite par une lame de scalpel dans un tapis cellulaire de
fibroblastes. Celle-ci induit la fusion des lysosomes avec la membrane plasmique permettant
ainsi la réparation de la membrane plasmique. Ce mécanisme dépend d'une isoforme
lysosomale de la synaptotagmine, syt VII (Redtlgl., 2001). Cette derniere est une protéine
membranaire impliquée notamment dans l'arrimage et la fusion de vésicules avec la
membrane présynaptique.

2.3. Les maladies de surcharge lysosomale

2.3.1. Généralités

L'importance physiologique du lysosome peut étre mise en évidence par le grand
nombre de pathologies résultant de son dysfonctionnement. En effet, prés de cinquante
maladies de surcharge lysosomale (MSL) différentes sont connues a ce jour (Futerman et al.,
2004). Ces maladies sont caractérisées par une accumulation intralysosomale de
macromolécules non dégradées, en réponse a une déficience de l'activité enzymatique d’une
ou de plusieurs hydrolases acides. Historiqguement, les MSLs ont été classées selon le type de
molécules s’accumulant au sein des lysosoriebléau 2.1). Toutefois, plusieurs maladies
pouvant étre caractérisées par une accumulation de substances comparables (comme la
céroide dans les lipofuscinoses), I'utilisation d’une classification reposant sur le géene affecté
dans ces pathologies est également intéressante (Futerman et al., 2004). La plupart des MSLs
sont des maladies monogéniques présentant un mode de transmission de type autosomique
récessif. Cependant, plusieurs de ces maladies sont transmises de maniere différente (Vellodi,
2005). Citons par exemple, la mucopolysaccharidose de type |l (caractérisée par une
déficience en iduronate sulfatase), la déficience en stéroide sulfatase ainsi que la déficience en
arylsulfatase E qui présentent une hérédité liee au chromosome X (Wraith et al., 2008;
Casarin et al., 2009; Ogt al., 2009). Les différents type de protéines lysosomales affectées et
les principaux mécanismes moléculaires capables de provoquer ces maladies sont repris,
respectivement, dans le tableau 2.1 et dilgure 2.5.

Les manifestations cliniques des MSLs sont également trés variées. Cependant la
plupart de ces maladies se traduisent par des manifestations affectant le systeme nerveux
central ou périphérique. Par exemple, la maladie de Gaucher, causée par un dgficit en
glucosidase qui est responsable de I'accumulation de glucocérébrosides dans la lumiere
lysosomale, se manifeste essentiellement par des symptbmes résultant d’altérations du
systeme nerveux central, mais également de conséquences périphériques. On distingue deux
types de maladie de Gaucher. Le premier type, ou maladie de Gaucher non neuropathique est
caractérisée par une organomeégalie, une anémie, une thrombocytopénie ainsi qu’une atteinte
osseuse (Sidransky, 2004). Le deuxieme type, ou maladie de Gaucher neuropathique, se
manifeste par I'apparition de symptémes tels qu’'une ataxie, une démence profonde et des
crises d’épilepsie (Sidransky, 2004). Mentionnons encore gue certaines MSLs se traduisent
par des symptdomes essentiellement périphériques. En effet, les symptdmes de la maladie de
Fabry, causée par une déficience eegalactosidase A, comportent essentiellement une
déficience cardiaque et rénale ainsi que le développement de papules épidermiques (ou
angiokératomes) (Schiffmann, 2009). Nous pouvons également dire que la nature et la
sévérité des symptdomes associés a chaque MSL dépendront essentiellement: 1) du tissu
affecté, 2) du type de macromolécules qui s’accumulent mais également, 3) de l'activité
enzymatique résiduelle de I'enzyme déficiente (Futerman et al., 2004; Vellodi, 2005).



Parmi les nombreuses MSLs, nous nous intéresserons dans la suite de cette introduction
aux Céroides Lipofuscinoses Neuronales (CLN). En effet, afin de pouvoir étudier les
dysfonctionnements mitochondriaux éventuellements induits par une surcharge lysosomale,
nous avons utilisé dans le cadre de ce mémoire, un modéle cellulaire fibroblastique permettant
l'étude de la forme infantile tardive de CLN«Late Infantiie Neuronal Ceroid
Lipofuscinosis » ou LINCL).

2.3.2. Les lipofuscinoses céroides neuronales

2.3.2.1. Généralités

Les CLNs sont des maladies génétiques récessives, affectant environ une naissance sur
30.000 (Augestad et al., 2006). En raison de leur incidence élevée, ces pathologies sont
considérées comme les maladies neurodégénératives les plus courantes chez I'enfant. Les
CLNSs résultent de mutations dans les ge@kebl. Ces génes sont au hombre de 10 mais le
produit génique est connu pour seulement 7 de ces géhbld (CLN2,CLN3,CLN5,CLNS6,

CLN8, CLN10) (Kyttaleet al., 2006). Le tableau 2.2 reprend les difféerentes CLNs en fonction
des génes impliqués, de leur produit et de I'age d’apparition des symptémes.

2.3.2.2. Lipofuscine et céroide

Du point de vue cytologique, les CLNs sont caractérisées par I'accumulation lysosomale
de céroide, un lipopigment autofluorescentaps: 360 nmji em: 539 nm). Ce dernier est
composé de lipides (15%), de glucides (20%), de protéines (60%) mais aussi de métaux (2
%). Parmi les protéines qui s’accumulent, on retrouve la sous-unité c ge;|lAHsynthase
mitochondriale (40% de la céroide) mais également des saposines et le précurseur de la
protéine amyloidg (Seehafeet al., 2006). Cependant, méme si la sous-unité c dgfa F
ATPsynthase mitochondriale semble étre un substrat spécifique de TPP-1etE#gki999),
'accumulation de cette sous-unité se retrouve également dans d’autres CLNs que la CLN
infantile tardive (caractérisée par une déficience en TPP-1) glddlly, 2002). Les raisons de
cette accumulation sont encore inconnues a I'heure actuelle. Mentionnons également que le
lipopigment céroide présente certaines analogies avec la lipofuscine, un autre pigment
autofluorescent, s'accumulant de maniere physiologique au cours du vieillissement cellulaire
et qui est également composé d’'un agrégat de lipides, de glucides et de protéines oxydées
(Tableau 2.3) (Seehaferet al., 2006). Le mécanisme conduisant a la formation de la
lipofuscine est encore hypothétique. Toutefois, il semblerait que les ROS produits par les
mitochondries vieillissantes pourraien, fine, conduire a I'oxydation et I'agrégation de
protéines, Ces agrégats ne pouvant alors plus étre dégradés par la protéasome, s’accumulent
dans le lysosome. La présence de métaux dans la lipofuscine induit également une génération
de ROS intralysosomale conduisant a la rupture de la membrane de cet organite et au
déclenchement de I'apoptose (Jwgtical., 2007). En microscopie électronique a transmission
(MET), la céroide se présente sous la forme d’agrégats d’ultrastructure curvilinéaire,
granulaire ou en «fingerprint »Figure 2.6). La similitude entre ces deux composants
permettent d’expliquer une mise en évidence de ces lipopigments par des colorants
histochimiques semblables (Seehadfeal., 2006).

Si I'accumulation de céroide touche tous les types cellulaires, les neurones semblent
étre cependant le type cellulaire le plus affecté. En effet, on observe une dégénérescence
massive par apoptose touchant essentiellement les motoneurones. Cette neurodégénérescence
conduit a l'apparition de divers symptdmes comme une cécité et une surdité précoce, une
ataxie suivie d'une perte totale des facultés motrices, un retard mental ainsi que d’intenses
crises d’épilepsies (Zhong, 2000). Enfin, on distingue les différentes CLNs selon I'age



d’apparition des symptémes. Nous ne décrirons dans ce travail que la forme infantile tardive
de I'enfant en raison du modéle cellulaire qui y est utilise.

2.3.2.3. La CLN infantile tardive

La CLN infantile tardive est causée par des mutations situées dans IElgeResitué
sur le chromosome 11 a I'emplacement p15 chez 'lhomme (Liu et al., 1998). Ce gene code
pour la tripeptidyl peptidase-1 (TPP-1), une hydrolase acide lysosomale, exprimée de maniere
ubiquiste dans les tissus humains et murins (8lealt, 1997).

Parmi les mutations pouvant toucher le g€HeN2, deux semblent particulierement
fréquentes. La premiere mutation est constituée du remplacement de la guanine 3556 par une
cytosine conduisant a une mutationssensgg.G3556(0. La substitution de la guanosine
3670 en une cytosine conduit, quant a elle, a I'apparition d’un « codon stop » (p.R208X) dans
la séquence protéique et a I'expression d’'une protéine tronquée non fonctionnelle. Ces deux
mutations comptent ensemble pour plus de 65% des mutations observées dans la CLN
infantile tardive, dans la population norvégienne (Zhengl., 1998; Hartikainen et al.,

1999). Dans la majorité des cas, les mutations au sein duCgdiesont responsables d’'une
absence d’expression ou une production fortement diminuée de la TPP-1.

Une augmentation de I'abondance de la TTP-1 est notamment observée vers I'age de 2
ans chez I'homme (Kurachet al., 2001). Toutefois la raison biologique dune telle
augmentation est encore inconnue a I'heure actuelle. La TPP-1 est synthétisée sous la forme
d’'un précurseur inactif de 66 kDa (563 acides aminés) capable de s’autoactiver par clivage
protéolytique a pH acide dans le compartiment lysosomal afin de conduire a la forme mature
et active de la protéine de 45 kDa (368 acides aminés) (Lin et al., 2001). La TPP-1 est une
enzyme bi-fonctionnelle caractérisée par deux activités enzymatiques distinctes. La premiere
est une forte activité exopeptidase (pH optimdl5) (Pageet al., 1993) et la seconde est une
faible activité endoprotéase (Ezadtial., 2000), responsable de I'autoactivation de la TPP-1.
Cette enzyme posséde également cing sites de glycosylation, tous glycosylés dans la forme
active de la protéine. La glycosylation de cette protéine serait impliquée dans I'acquisition de
la structure tertiaire de celle-ci (Golabek et al., 2008). Le pro-segment de TPP-1 pourrait
également agir en tant qu’inhibiteur de la TPP-1 (Golabek et al., 2008).

Aucune séquence consensus spécifique de la reconnaissance et de clivage par la TPP-1
n'a été deécrite a ce jour. Cependant plusieurs études ont permis de montrer grace a
I'utilisation de librairies de peptides et a I'analyse des résidus situés en P3, P2, P1, P1’ et P2’
dans la séquence reconnue par la TPP-1 (le clivage par cette derniére ayant lieu entre les
résidus P1 et P1"), une certaine spécificité de reconnaissance de regjdus 2.7) (Tian et
al., 2006). Il semble également que la séquence d’acides aminés Ala-Ala-Phe soit une
séquence spécifiquement reconnue et clivée par TPP-1 (&adar2000). Bien que la TPP-1
soit potentiellement capable de reconnaitre de nombreux substrats a dégrader, seuls quelques
uns d’entre eux sont connus. Parmi ceux-ci, nous pouvons citer deux neurotransmetteurs du
systeme nerveux central, la neuromédine-B (Kopan et al., 2004), impliqué dans la régulation
de la prolifération cellulaire, de la température corporelle ainsi que de la concentration
sanguine en glucose ; la cholécystokinine, plus particulierement impliquée dans les sensations
de faim et de satiété (Bernardigti al., 2002) ; la protéine pro-apoptotique Bid (Autefage
al., 2009) ainsi que la sous-unité ¢ de AFATPsynthase mitochondriale (Ezadi al.,

1999).

L’accumulation de céroide induite par la déficience en TPP-1 est observée dans tous les
tissus des individus affectés (Goebehl., 2004). Toutefois, le systeme nerveux central est le
plus sérieusement touché dans cette pathologie. En effet, on observe une neurodégénerescence
massive par apoptose (principalement des cellules de Purkinje) dans le cervelet, ainsi que
dans les neurones du striatum et de I'hippocampe (Jalanko et al., 2009). A I'heure actuelle,
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aucun lien n'a pu étre mis en évidence entre I'accumulation primaire lysosomale de ce
matériel, les conséquences cellulaires et tissulaires observés et les symptémes de la CLN
infantile tardive (Kyttalaet al., 2006). Ces derniers sont variés et apparaissent vers I'age de
deux ans. lls comportent des crises séveres d’épilepsie, un dysfonctionnement moteur dont la
gravité s’étend d’'une légére ataxie a une perte totale de la marche au stade terminal de la
maladie. Une perte importante des fonctions cognitives et mentales ainsi qu’une déficience
visuelle sévere allant jusqu'a la cécité ont aussi été signalées (Ksttalla, 2006). Ces
altérations contribuent a une mort prématurée de I'enfant vers 'age de 12-14 ans (Zhong,
2000).

2.3.3. Les traitements des maladies de surcharge lysosomale

Différents types de traitements pour certaines MSLs ont été developpés et sont
disponibles a I'heure actuelle. Toutefois soulignons que ces derniers ne permettent, en aucun
cas, une guérison définitive. En effet, la majorité de ces stratégies thérapeutiques reposent sur
un traitement des symptémes des MSLs, dans le but de ralentir la progression de la maladie et
sont présentées a fegure 2.8. Certains traitements pour la CLN infantile tardive sont en
cours de développement. Par exemple, Lobel et ses collaborateurs ont montré que 'incubation
de neurones de patients atteints de CLN infantile tardive en présence d’une forme précurseur
recombinante de la TPP-1 (produite par des cellules CEltin¢se Hamster Ovary cgll
permet de restaurer l'activité TPP-1 lysosomale déficiente (Lin et al., 2001). Cependant,
encore tres peu de MSLs peuvent étre traitées grace a cette méthode en raison d’une difficulté
d'adressage de l'enzyme vers les cellules affectées et une instabilité de I'enzyme
recombinante conduisant a une dégradation rapide et donc une diminution de son activité
enzymatique (Futerman et al., 2004).

Bien que les causes moléculaires conduisant au développement d’une MSL et les
symptdmes associés soient souvent identifiés, la compréhension des mécanismes moléculaires
activés en réponse a un dysfonctionnement lysosomal est encore relativement fragmentaire.
La connaissance de la réponse cellulaire a la surcharge lysosomale est pourtant primordiale
car elle permettrait une meilleure compréhension de I'étiologie des symptdomes de ces
maladies, mais pourrait aussi conduire, a plus long terme, a la découverte de nouvelles
thérapies. Nous allons dans la suite de cette introduction, vous donner un apercu des
connaissances actuelles sur les conséquences cellulaires d’'une surcharge lysosomale.

2.3.4. Les réponses cellulaires et voies de signalisation activées en réponse a
une surcharge lysosomale

Une premiere conséquence d’une surcharge lysosomale est une accumulation
intralysosomale de substrats conduisant a altération physique de la structure du lysosome,
comme une augmentation du diameétre de cet organite. Ceci peut étre observé par microscopie
électronique a transmission (MET) (Siso et al., 2004). Il peut également étre raisonnable de
penser que cette augmentation de volume pourrait conduire a une fragilisation accrue de la
membrane lysosomale, pouvant alors plus facilement se rompre et déverser son contenu dans
le cytosol. Ce phénomeéne peut étre observé dans I'hémochromatose, une maladie de
surcharge caractérisée par une accumulation de fer, dans laquelle il a été montré que la
fragilité de la membrane lysosomale conduit a une libération du contenu du lysosome et a
I'activation de I'apoptose (Petees al., 1976).

La surcharge lysosomale peut également altérer certaines voies de signalisation
cellulaire. Dans les mucopolysaccharidoses, le glycoaminoglycan (GAG) un des produits
accumulés, présente une analogie structurelle avec le lipopolysaccharide bactérien (LPS). Le
GAG peut donc se lier au Toll-Like Receptor 4 (TLR4) et activer la voie de signalisation du
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TLR4 ainsi qu'une réponse de type pro-inflammatoire causée par une augmentation de
'expression de nombreuses cytokines telles que IALl& TNFa et le TGFB (Simonaroet

al., 2008) Figure 2.9). De plus, le lysolipide psychosine (la structure de cette molécule est
schématisée a ltigure 2.10) s’accumulant dans les cellules présentant une déficience en
galactocérébroside (maladie de Krabbe), peut interférer avec la liaison du diacylglycérol de
certaines protéines kinases C. Cette inhibition conduit alors a une diminution de la voie de
signalisation en aval des récepteurs aux facteurs de croissance provoquant une croissance plus
lentes des cellules de Schwann de patients in vitro (Yaetamlg 1996).

On observe également une altération de I'homeéostasie du cholestérol dans plusieurs
MSLs et notamment dans la maladie de Niemann-Pick de type C, causée par un déficit en
Npc-1. Son déficit induit une accumulation de cholestérol non estérifié et de sphingolipides
dans les lysosomes et la membrane plasmique. Cet enrichissement en cholestérol de la
membrane plasmique conduii, fine, a une autophosphorylation inhibitrice du récepteur a
linsuline et a l'apparition d’'une résistance a l'insuline, comparable a celle observée dans les
diabétes de type Il (Vainio et al., 2005).

Une stimulation de l'autophagie causée par une augmentation de I'expression de la
protéine Beclin-1 et une accumulation de la protéine LC3-Il (Packeal., 2007) sont
observés des fibroblastes de patients atteints de la maladie de Niemann-Pick de type C. La
protéine Beclin-1 fait partie d’'un complexe protéique notamment composé de Bif-1, UVRAG,
Vps34, Vpsl5 et Ambral. Ce complexe, tout comme la protéine LC3-Il, catalysent la
formation de l'autophagosome (Eskelinen et al., 2009). L’augmentation de I'abondance de
ces deux protéines induit donc une augmentation soutenue de l'autophagie qui @onduit,
fine, a une mort cellulaire.

La surcharge lysosomale peut également altérer I'homéostasie cellulaire du calcium. On
observe, par exemple, dans la maladie de Gaucher, une hypersensibilisation du récepteur a la
ryanodine, présent a la surface du RE. Lors de la libération de glutamate par des neurones,
I'activation de son récepteur induit une augmentation de |&][Caapide, transitoire et de
faible amplitude. Le récepteur a la ryanodine sensibilisé est alors stimulé et une libération
massive de calcium a partir des réserves du RE se produit. Cette libération peut étre observée
dans des microsomes et des neurones de patients (Korkotian et al., 1999; LloyétEalans
2003). Cette sensibilité différentielle pourrait, en partie du moins, expliquer la neurotoxicité
sélective des les neurones glutamatergiques observée dans la maladie de Gaucher. Une
altération de 'homéostasie calcique est également observée dans les gangliosidoses a GM
a GM,. Les gangliosides GMet GM, accumulés au cours cette maladie, sont en effet
responsables d’'une diminution du Vmax des#aco-endoplasmic G&ATPase(SERCA)

(Pelled et al., 2003). Cette derniere est une pompe ATPasique assurant l'importation de
calcium cytosolique dans le RE. L'inhibition de la pompe SERCA provoque donc le maintien
prolongé d’'une concentration élevée en calcium, causant une activation soutenue de la
réponse UPR (Unfolded-Protein Response) et une activation subséquente de I'apoptose
(Tessitoreet al., 2004).

Une accumulation lysosomale de substrats non dégradés peut également induire une
altération de la biosynthese de glycérophospholipides. Par exemple, I'accumulation
lysosomale de gangliosides GMst directement corrélée a une diminution de I'activité
enzymatique de la phosphocholine cytidylyl-transférase et de la phosphatidylsérine synthase.
Ces enzymes catalysent, respectivement, la synthése de phosphatidylcholine et de
phosphatidylsérine. Toutefois, le lien reliant 'accumulation de substrat et la diminution de
I'activité de ces enzymes est encore incompris a I’lheure actuelle (Buccoliero et al., 2004).

Dans le cadre des modifications et des réponses cellulaires a la surcharge lysosomale, il
est également possible que certains organites, autres que les lysosomes, soient affectés dans
celles-ci. Parmi ceux-ci, la mitochondrie est intéressante. En effet, elle représente la source
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principale d’énergie cellulaire (Karp, 2004), le centre d’intégration de la mort cellulaire par
apoptose (Kroemer, 2001) mais régule aussi I’'homéostasie d'ions comme le calcium (Graier
et al., 2007). De plus, quelques études tendent a montrer I'importance de cet organite dans les
MSLs mais aussi, plus généralement, dans les maladies neurodégénératives. Les
connaissances actuelles dans le domaine, seront présentées plus tard au cours de travail. Nous
allons donc poursuivre cette introduction par la description de la structure et des fonctions de
cet organite.

2.4. La mitochondrie

2.4.1. Structure et fonctions de la mitochondrie

La mitochondrie est un organite des cellules eucaryotes de morphologie trés variable,
d’une taille comprise entre 1 et 4 um et d'un diametre variant entre 0,2 et 1 um (Karp, 2004).
La structure générale ainsi que les principaux groupes de protéines de la mitochondrie sont
présentés a ligure 2.11 A. Toutefois signalons d’ores et déja que la taille, la morphologie
ainsi que l'organisation des mitochondries sont hautement dynamiggesg2.11 B). En
effet, les mitochondries peuvent former un réseau réticulé et subir des évenements de fusion et
de fisson continue (Liesat al., 2009).

2.4.2. La respiration mitochondriale

Une des fonctions principales de la mitochondrie est la production d’énergie sous forme
d’ATP, par un processus appelé « respiration mitochondriale ». Cette derniére a lieu au sein
de la MMI et repose sur la présence d’'une chaine de transport d’électrons composée de 4
complexes protéiques. Liagure 2.12 reprend un schéma fonctionnel de cette chaine. Le
transport d’électrons le long de celle-ci, induit une libération d’énergie et un transport de
protons dans l'espace intermembranaire mitochondrial, par les différents complexes
protéiques (I, Il et IV). Un gradient électrochimique de protons, responsable de
I'établissement d’'un potentiel de membrane de part et d’autre de la MMI (180-220 mV). Ce
gradient pourra ensuite étre utilisé par le complexe YF{FATPsynthase, la structure
détaillée est reprise a kigure 2.13) afin de synthétiser de I'ATP a partir d’ADP et de
phosphate inorganique par chimiosmose. L’ATP produit sera ensuite exporté vers le cytosol
par 'ANT (Adenine Nucleotide Translocajorun transporteur présent dans la MMI. Cet
antiport catalyse I'’échange électrogénique d’ADP (3 charges négatives) et d’'ATP (4 charges
négatives) entre le cytosol et la mitochondrie (Karp, 2004).

2.4.3. La mitochondrie et la production de radicaux libres

En conditions basales, la mitochondrie produit des radicaux libres dérivés de I'oxygéne
(ou ROS, Reactive Oxygen Species). En effet dans 2% des cas, des électrons peuvent quitter
la chaine de transport d’électrons et se fixer a une molécujecd’Qui conduit a la formation
de ROS. Les réactions menant a I'apparition des différents ROS sont repri$iggiicela. 14.

Ces évenements se produisent dans la majorité des cas au niveau des complexes | et lll
(Vergani et al., 2004). La production de ROS mitochondriale est géenéralement faible.
Toutefois, I'inhibition des complexes | et 1ll au moyen de molécules pharmacologiques telles
gue respectivement, la roténone ou lI'antimycine A, induit une augmentation de la production
de ROS (Chen et al., 2003) (Jezek et al., 2009).

Plusieurs mécanismes de défense contre les ROS existent dans les mitochondries. Le
mécanisme principal est le tripeptide glutathion (glycine, acide glutamique, cystéine ou GSH),
importé au sein de la mitochondrie par les transporteurs de I'oxoglutarate et du dicarboxylate
(Lash et al., 2002). Son mécanisme d'action est décrit figlae 2.15. De plus, les
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glutaredoxines et les péroxyredoxines 3 et 5, d’autres protéines antioxydantes présentes dans
la matrice mitochondriale, sont impliquées dans la réduction de protéines oxydées (Jezek et
al., 2009). Les superoxyde dismutase (SOD) sont d’autres enzymes, mitochondriales
(MnSOD ou SOD2) ou cytosoliques (Cu/ZnSO ou SOD1), catalysant la dismutation de
superoxyde en peroxyde d’hydrogene, beaucoup plus stable et diffusible dans les membranes.
Enfin la catalase est une enzyme peroxysomale, mitochondriale et cytosolique catalysant la
dégradation de I'kD, en HO (Mates, 2000).

Signalons cependant que les ROS jouent également un rble dans des voies de
signalisation cellulaire. Par exemple, la NADPH oxydase est une enzyme membranaire
catalysant la formation de radicaux superoxydes a partir de NABRrg 2.14) a des fins
de signalisation. La figure 2.16 illustre quelques voies affectées ou induites par les ROS.

En conclusion de ce chapitre, nous avons donc vu que la mitochondrie était une source
cellulaire de ROS, notamment en raison de I'échappement d’électrons a partir des complexes
| et Il des chaines de transport d’électrons. Cette derniere, couplée au complexe V permet la
production d’énergie sous forme d’ATP par chimiosmose. Cette production d’énergie par la
mitochondrie, a conduit & une assimilation de la mitochondrie a un centre énergétique de la
cellule. Dans le chapitre qui va suivre, nous allons nous intéresser a un processus permettant
de réguler 'abondance de la population mitochondriale et ainsi la production d’énergie
cellulaire. Cette derniere est régulée par deux mécanismes : le premier, la mitophagie,
consistant en la dégradation des mitochondries, comme nous l'avons déja vu au point
2.2.2.1.2, et un deuxiéme, la biogenese mitochondriale, permettant la synthése de la
mitochondrie, que nous allons décrire dans les lignes suivantes.

2.4.4. La biogenése mitochondriale

La biogenese mitochondriale est un processus complexe, hautement régulé aboutissant,
in fine, a la formation de nouvelles mitochondries par expansion de la population
mitochondriale existante. Ce processus implique la synthiEsenovo de protéines
mitochondriales, codées par des genes nucléaires et mitochondriaux (et qui nécessite donc une
coordination entre leur expression), la synthese de phospholipides composant la MME et la
MMI, la réplication et la ségrégation de 'ADNmt dans les mitochondries filles et la fission
des mitochondries (Hock et al., 2009). Les mécanismes permettant la synthese et
'acheminement des lipides nécessaires a la biogenese mitochondriale restent peu compris a
I'heure actuelle. En effet, la majorité des études dans ce domaine portent sur la caractérisation
de l'activité des protéines régulatrices de la biogenése mitochondriale, I'abondance des
principaux marqueurs protéiques de cet organite, ainsi que I'abondance de la population
mitochondriale, notamment par usage des sondes fluorescentes spécifiques de la
mitochondrie, comme les sondes MitoTracker (Buckman et al., 2001). Un schéma général et
simplifié des principales étapes de la biogenese mitochondriale est repfiguad2.17. La
biogenése mitochondriale ainsi que son processus opposé, la mitophagie, sont a la base d’'un
equilibre entre la demande, la production d’énergie par la cellule et I'abondance de la
population mitochondriale.

2.4.4.1. La réqgulation de la biogenese mitochondriale

2.4.4.1.1. Les principaux facteurs de transcription impliqués dans la régulation de la
biogenése mitochondriale

La régulation de la biogenése mitochondriale est assurée a deux niveaux différents.
Premierement au niveau de lI'expression des génes nucléaires codant pour des protéines
mitochondriales, par différents facteurs de transcription. Deuxiémement, plusieurs co-
activateurs sont également nécessaires a l'activité de ces facteurs de transcription. Nous
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commencerons par décrire les facteurs de transcription impliqués dans le contréle de la
biogenése mitochondriale. Les principaux acteurs et co-activateurs sont reprigy# da
2.18.

Le facteur de transcription NRF-Nclear Respiratory Factor-1) est impliqué dans la
régulation des génes nucléaires codant pour différentes sous-unités de la chaine
mitochondriale de transport d’électrons, la cytochrome ¢ oxydase, le cytochrome c ainsi que
la sous-unité Tom20 du complexe TONIrgnslocase of Outer Membgnempliqué dans
limportation des préprotéines mitochondriales dans la mitochondrie (Scarpulla, 2008). Le
facteur de transcription NRF-2N(clear Respiratory Factor-2) régule, quant a lui, la
transcription des genes nucléaires codant pour certaines sous-unités de la cytochrome c
oxydase, les sous-unités Tom20 et Tom70 mais aussi des sous-unitégeieAaFsynthase
mitochondriale (Ongwijitwatet al., 2006; Scarpulla, 2008). Les facteurs de transcription
NRF-1 et NRF-2 régulent également I'expression des génes codant les facteurs de
transcription Tfam (ou mtTFAmitochondrial Transcription Factor A Tfb1lm (ou mtTFB1,
mitochondrial Transcription Factor B1) et Tfb2m (ou mtTFBRitochondrial Transcription
Factor B2), codés par le génome nucléaire et impliqués dans le contrdle de la transcription et
la réplication de TADNmt. Cette fonction permet de coordonner la régulation de I'expression
de genes nucléaires codant pour des protéines mitochondriales et ceux présents dans le
génome mitochondrial (Goffaet al., 2003; Ongwijitwagt al., 2006; Scarpulla, 2008).

Les ERRs (Estrogen-Related Receptors) appartiennent a une autre famille de facteurs de
transcription partageant une forte homologie de séquence avec le récepteur aux oestrogenes.
Cependant, ces facteurs ne sont pas activés par les oestrogenes mais par des interactions avec
des protéines co-régulatrices telles que la famille PGEPAR Co-activator-1) SRC et
RIP140 Receptor-Interacting Protein 140). Trois isoformes existent : iFRRS et ERR.

Les ERRs peuvent agir seuls ou former des homodimeres et des hétérodimeres et sont
impliqués dans l'activation de la transcription de génes codant pour des composants des
protéines de la chaine mitochondriale de transport d’électrons, la machinerie d'importation
mitochondriale et des protéines antioxydantes protégeant la cellule contre les ROS et des
enzymes catalysant les réactions du cycle de Krebs (Giguate 2004).

Le facteur de transcription YY1Y{ng-Yang 1) régule également I'expression de
nombreux genes nucléaires impliqués dans la biogenese mitochondriale tels que ceux codant
pour les différentes sous-unités de la cytochrome c oxydase (Seelarlé®d). Ce facteur
peut, selon les cas, augmenter ou diminuer la transcription de ses génes cibles (Scarpulla,
2008). Le facteur de transcription S@Hpécial Protein 1) régule la transcription de la sous-
unité B de I'ATPsynthase, le transporteur mitochondrial ANTAdenine Nucleotide
Translocator 2), le facteur de transcription Tfam étial., 1996; Liet al., 1996). Le facteur
de transcription CREB (CAMP Responsive Element Binding protein 1) régule, quant a lui,
'expression du gene codant pour la cytochrome ¢ oxydase, notamment en réponse a une
privation de sérum de fibroblastes en culture (Heetigl., 2000). Le facteur de transcription
c-Myc active I'expression du gene codant pour PGCellfpar cette voie I'expression de
protéines mitochondriales. Il agirait en tant que coordinateur entre la prolifération cellulaire et
la biogenese mitochondriale qu’elle nécessite (Hock et al., 2009).

Enfin, les facteurs de transcription de la famille PPARréxysome Proliferator-
Activated Receptoysparticipent également a la régulation de la biogenése mitochondriale.
Ces derniers forment des hétérodimeres avec les récepteurs RetReifl X ReceptoysLes
PPARs (notamment le PPARrégulent positivement la biogenése mitochondiaese liant
a la séquence PPREPFAR Response Elemgrdes co-activateurs PGC-let PGC-1p
(Tanakaet al., 2003; Hondarest al., 2006). Ceci induit une augmentation de la transcription
des geénes impliqués dans la biogenése mitochondriale et plus particulierement ceux
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participant au métabolisme lipidique et & la thermogenése (notamment les protéines Ucps,
Uncoupling Proteing

2.4.4.1.2. lLes co-activateurs impligués dans la réqulation de la biogenése
mitochondriale

La famille de co-activateurs PGC (PPARCo-activator), formée de 3 membres (PGC-
lo, PGC-1Bet PRC), est impliquée dans la régulation de lgdrnése mitochondriale. PGC-
la est un co-activateur participant a la régulation’eéepression de nombreux facteurs de
transcription (NRF-1, NRF-2, Tfam, Tfblm, TFb2m, ERRet PPARe), et permettant de
coordonner I'expression de nombreux genes différents lors de biogenése mitochondriale. Le
facteur PGC-1fco-active quant a lui les facteurs de transcriptioi?2 et ERRe. Le co-
activateur PGB-1pprésente beaucoup de similitudes avec P@tl régule notamment
I'activité transcriptionnelle des facteurs de transcription NRF-1. La stimulation des fibres
musculaires 11X oxydatives induit son activation et notamment celle des facteurs de
transcription ERR et PPAR (Scarpulla, 2008).

2.4.4.1.3. Principales conditions augmentant la biogenése mitochondriale

Une augmentation de la biogenése mitochondriale est observée lors d'un déficit
énergeétique, un besoin important d’énergie dans la cellule (comme au cours de la mitose) ou
la différenciation cellulaire comme celle des adipocytes ou des myoblates) et certaines
conditions de stress (telles que I'exercice physique).

La biogenése mitochondriale induite par une restriction calorique dépend de I'activation
de la protéine SIRT1S(rtuin 1), une activation de TAMPKAMP-activated protein kinaye
ainsi qu’une production de NO. L’activation de ces mécanismes conduit a une augmentation
de la biogenese mitochondriale par activation du co-activateur PGCalgopulation
mitochondriale semble également augmenter entre la phase G1 et la phase S de la mitose (Lee
et al., 2007).

L’exercice physique important induit une élévation de la®{lcaresponsable de
I'activation des protéines de type ‘aalmodulin-dependent kinases telles que la CaMKII
(Calmoduline Kinase Jlet la CaMKIV Calmoduline Kinase IV elle-méme responsable de
I'activation de la MAP [litogen Activated Protein) kinase p38. Celle-ci peut alors augmenter
la transcription du co-activateur PGC-iais également son activité. Enfin une augmentation
de la transcription des facteurs de transcription NRF-1, GABREinding Protein), Tfam,

ERRo et PPAR conduisant & une biogenese mitochondriale (Ogika., 2003). L’'exercice
physique conduit également & une stimulation des fiBradrénergiques induisant une
élévation de la concentration en cAMP activatrice de la PKA (Phospho Kinase A). Cette
derniere induit alors une biogenése mitochondriale via la voie p38 (BRioak] 2008).

Une exposition au froid induit également la stimulation des terminaisons nerveuses
sympathiques etp-adrénergiques, conduisant a une augmentation debidgenese
mitochondriale et a une hausse de la thermogenése dans des cellules musculaires striées
squelettiques, le tissu adipeux brun et blanc (Puigsetval., 1998; Wuwet al., 1999). Les
mécanismes sont en partie similaires a ceux de la biogenese mitochondriale induite par
I'exercice physique. En effet, 'exposition au froid induit également une activation de SIRT1,
de 'AMPK et une production de NO. Celui-ci est produit par la NRS gyntasgexistant
en 4 isoformes : eNOXifdothelial NOS), INOSr{ducible NOS), nNOS\euronal NOS) et
MtNOS Mitochondrial NOS). Cette derniere isoforme est localisée a la MME et produit du
NO en réponse a une augmentation de la concentration en calcium. L'induction de la
biogenése mitochondriale par le NO repose sur I'activation de facteurs de transcription tels
gue NRF-1, NRF-2 et Tfam (Nisadit al., 2006).
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Enfin la différenciation adipocytaire requiert une biogenese mitochondriale, qui se
traduit par une augmentation de la masse de la population mitochondriale mais aussi une
modification de ses caractéristiques. Celle-ci est médiée par I'activation duyPEGARGC-
la mais aussi de PGC-1pVilson-Fritchet al., 2003).

2.4.4.2. Les mécanismes moléculaires impligués dans la biogenése
mitochondriale

2.4.4.2.1. La machinerie d'importation protéigue mitochondriale

La plupart des protéines mitochondriales étant codées par des genes nucléaires,
transcrits dans le noyau, et traduites dans le cytoplasme, ces dernieres doivent étre importées
dans la mitochondrie apres leur synthese. L'importation des protéines mitochondriales est
catalysée par des mécanismes distincts selon leur destination d’adressage au sein de la
mitochondrie (MME, espace intermembranaire, MMI, matrice). Cette différence d’adressage
repose essentiellement sur le signal d’importation mitochondriale (entre 15 et 50 acides
aminés) porté par la pré-protéine a importer. Il en existe 2 types. Le premier est constitué
d’'une séquence peptidique, composée d’acides aminés chargés positivement, adoptant une
structure en hélice aux propriétés amphiphiles. Ce type de séquenadiegble, a 'opposé
de celle des préprotéines destinées a la MMI ou la MME. En effet, ces dernieres présentent un
signal, composé d’acides aminés hydrophobes, suivant le premier signal clivable ou situé dans
le domaine transmembranaire de la protéine (Chacketsil, 2009).

Le principal acteur de l'importation des préprotéines mitochondriales est le TOM
(Translocase of the Outer Membranen énorme complexe protéique de 450 kBayre
2.19) dont le principal composant est Tom40. Ce dernier présente une structure formée d’'un
tonneau B constituant un canal permettant l'importation deot@nes au sein de la
mitochondrie. Les protéines destinées a la matrice mitochondriale sont prises en charge par le
complexe TOM puis par le complexe TIM23. Les protéines destinées a la MMI trafiquent
également dans le complexe TOM puis le complexe TOM22. Le mécanisme moléculaire est
repris a lafigure 2.19. Les protéines destinées a la MME sont prises en charge par le
complexe TOM puis par les complexes SAM et MDiiglr e 2.20). Enfin, I'importation des
protéines destinées a I'espace intermembranaire mitochondrial, ainsi que celles de certaines
protéines de la MMI, repose sur des interactions avec le complexe Tim9-Tim10 et la protéine
Mia, permettant la formation de ponts disulfures au sein de la préprotéine. Toutefois, ce
mécanisme est encore trés peu connu et ne sera pas abordé au cours de cette introduction
(Bolenderet al., 2008).

2.4.4.2.2. La réplication du génome mitochondrial

La réplication de TADNmt (dont la structure est illustrée fidare 2.21) est complexe.

Dans une premiere étape, une ARN polymérase mitochondriale transcrit un primer d’ARN a
partir de la séquence LSPight Strand Promotgrprésent sur le brin Iéger de TADNmt. Ce

brin d’ARN est ensuite clivé par une endoribonucléase mitochondriale afin de produire une
extrémité 3’ libre servant d’'amorce pour la synthése de TADNmt. Celle-ci est catalysée par la
POLy, une enzyme caractérisée par une activit¢ 3-5'neglease et une activité 5'-
deoxyribose phosphate lyase. La réplication de 'ADNmt nécessite TWINKLE, une hélicase
impliquée dans le déroulement de TADNmt et les protéines mtSSB (mitochondrial Single
Strand Binding proteins), chargées du maintien et de la stabilisation de TADNmt sous une
forme simple brin (Diazt al., 2008). La réplication de '’ADNmt est régulée par les facteurs
de transcription Tfam, Tfblm et Tfb2m, codés par le génome nucléaire (Hock et al., 2009).
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En résumé de cette partie, nous avons vu que l'abondance de la mitochondrie était
régulée par un processus permettant la production de nouvelles mitochondries, la biogenese
mitochondriale. Toutefois, afin d’optimaliser les fonctions mitochondriales, le déplacement
mais aussi I'organisation des mitochondries est nécessaire, comme nous allons le voir, afin de
former un réseau mitochondrial. Dans cette partie, nous allons nous intéresser a la régulation
de la morphologie des mitochondries.

2.4.5. Le contrble de la morphologie des mitochondries

Comme nous l'avons vu lors de la description générale de la mitochondrie, celle-ci n’est
pas un organite statique mais bien hautement dynamique. Les mitochondries s’organisent afin
de former de véritables réseaux, dont la morphologie est hautement variable. En effet, celle-ci
varie : en fonction du type cellulaire, de I'état de différenciation, de la cellule de I'étape du
cycle cellulaire, de I'énergie disponible mais aussi de la concentration en de nhombreux ions
tels que le calcium (Duchen, 2004). Les fonctions de ce réseau sont variées. Il a été proposé
gu’'une architecture en réseau mitochondrial réticulé soit nécessaire a une production
maximale d’ATP et au maintien d’'un potentiel de membrane (Amchen&bwa., 1988;

Benard et al., 2007; Liesat al., 2009) ainsi gu’'a I'échange de mtDNA entre mitochondries.
Cette architecture permet également la fusion des matrices des mitochondries du réseau,
permettant alors I'échange de solutés (Liesta al., 2009). Enfin, la morphologie
mitochondriale dépend également d’interactions entre les mitochondries et les composants du
cytosquelette comme les microtubules, les filaments intermédiaires et les filaments d’actine,
mais aussi des phénomenes de fusion et de fission mitochondriale.

L’état du réseau mitochondrial est principalement déterminé par le ratio entre les
phénomenes de fusion et de fission mitochondriales (Hetzad., 2008). Nous allons donc
maintenant nous intéresser, dans la suite de cette introduction, a ces deux processus. Nous
décrirons premiérement les mécanismes moléculaires et enfin les différentes conditions
induisant un remodelage de I'architecture du réseau mitochondrial par I'utilisation de ces
phénomenes.

2.4.5.1. Le processus de fusion mitochondriale

La fusion mitochondriale est un processus complexe qui se déroule en 2 étapes:
premierement la fusion des MME et dans un second temps, la fusion des MMI. Chaque étape
de la fusion mitochondriale est catalysée par diverses protéines mitochondriales spécialisées.
Les protéines impliquées dans la fusion mitochondriale sont présentégguad®.22. Les
protéines Mfnl et 2Mitofusins 1 and 2)sont essentielles a la fusion des MME tandis
gu’'Opal Optic Atrophy factor 1) participe a la fusion des MMI (Liesal., 2009). Ces deux
phénomenes semblent totalement indépendants I'un de I'autre, comme démontré récemment
(Songet al., 2009). En effet Iknock-outdu géne codant pour Opal inhibe les phénomenes de
fusion des MMI tandis que la fusion des MME est toujours observée. Une diminution du
potentiel de membrane mitochondriale est également capable de bloquer la fusion des MMI
sans pour autant altérer la fusion des MME (Malka et al., 2005).

2.4.5.1.1. Mitofusines

La protéine Mfnl (codée par le gem&-N1, localisé a I'emplacement q26.33 du
chromosome 3 chez I'homme) (Santdl al., 2001) est une protéine transmembranaire
constituée de 741 acides aminés et localisée uniquement dans la MMEettle$997). La
protéine Mfn2 (codée par le ged-N2, situé a I'emplacement p36.22 du chromosome 1
chez 'homme) est également une protéine transmembranaire composée de 757 résidus
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présentant une homologie de séquence de 63 % avec Mfnl étiaka2009). La structure
de ces protéines dotées d’une activité GTPasique est illustrée a la figure 2.23.

Le rapprochement de deux mitochondries est catalysé par [I'homo- ou
’hétérodimeérisation des protéines mitofusines situées sur chaque fragment de la
mitochondrie. L’hydrolyse de GTP par ces protéines conduit ensuite a la fusion des
membranes des mitochondries bien que le mécanisme moléculaire reste encore peu connu
(Chan et al., 2006)Higure 2.24).

La protéine Mfn2 est essentiellement localisée a la MME mais elle est également
retrouvée dans la membrane du RE (de Beitcal., 2008), contrairement & Mfnl. Cette
localisation dans le RE est médiée par le domaine « coiled-coil » de Mfn2 (de Brito et al.,
2009) qui permet la liaison de Mfn2 & la protéine Ras (une protéine dotée d’'une activité
GTPase notamment impliquée dans la signalisation cellulaire) située en membrane du RE.
Elle serait impliquée dans le maintien de la morphologie de cet organite et participerait a
’lhoméostasie mitochondriale calcique. En effet, il a été montré récemment que la proximité
immeédiate entre le RE et la mitochondrie résulterait de l'interaction physique entre la Mfn2
de la membrane du RE et la Mfnl abondante dans la MME des mitochondries (a &lrito
2009). De plus, il semble que I'activité du domaine GTPasique de Mfn2 est également plus
faible que celle du domaine GTPasique de Mfnl et que l'invalidation de I'expression de Mfn2
par RNAIi conduit a une diminution de fusion mitochondriale plus faible et moins sévere que
linvalidation du gene codant pour Mfn1 (Ishihatal., 2004).

L’abondance et I'expression de Mfnl et Mfn2 variefenction des tissus considéreés.

En effet, la protéine Mfn2 est beaucoup plus abondante que Mfnl au sein des cellules de
Purkinje. Ceci expligue qu’'uknock-outdu géneMfn2 de souris conduit a la formation de
souriceaux non viables présentant une grave neurodégénérescence (Chen et al., 2003; Chen et
al., 2007).

Il est intéressant de souligner que I'expression du gene codant pour Mfn2 dans les
cellules musculaires striées squelettiques est régulée par le facteur de transcripticat ERR
co-activateur PGC-lasoit deux régulateurs importants de la biogenegechondriale
(Soriano et al., 2006). Plusieurs hormones exercent également un effet direct sur I'expression
de Mfn2. Le PDGF Rlatelet-Derived Growth Factyy le BFGF Basic Fibroblast Growth
Factor) et I'endothéline-1 diminuent I'abondance de Mfn2 dans les cellules musculaires lisses
ou striées squelettiques et les fibroblastes (Chen et al., 2004).

L’activité des mitofusines est encore régulée par plusieurs protéines comme la protéine
MIB (Mitofusin-binding protein). Cette derniére peut inhiber I'activité GTPasique de Mfnl
suite & sa liaison au domaine de liaison du GTP de Mfnl et conduire a la fragmentation du
réseau mitochondrial (Eurat al., 2006). Bien que non démontrée chez les métazoaires,
'ubiquitinylation de Mfn1 ou de Mfn2 pourrait également survenir (Cenedrgl., 2007). En
effet, cette modification post-traductionnelle affecte la protéine Fzolp, une protéine
homologue des mitofusines de la levure, par un mécanisme dépendant de Mdm30p. Une fois
ubiquitinylée, Fzolp serait rapidement dégradée par la voie dépendante du protéasome
(Cohen et al., 2008). Il est donc possible gu'un mécanisme comparable puisse réguler le
temps de demi-vie des mitofusines chez 'hnomme (Cere¢y., 2007). La protéine StomL2
(STOMatin-Like protein 2) est également localisée a la surface de la MME et pourrait
egalement former un complexe avec Mfn2 par liaison a sa partie transmembranaire. Toutefois
le réle de StomL2 dans le controle des activités de Mfn2 impliquées dans la fusion
mitochondriale est encore inconnu (Hajek et al., 2007).

2.4.5.1.2. Opal

La protéine Opal (codée par le ge®PAl situé a I'emplacement g28-g29 du
chromosome 3 chez 'homme) est une protéine de 276 acides aminés (Aletaalde2000)
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existant sous 8 isoformes différentes issues du « splicing alternatif » des exons 4, 4b et 5b de
TARNmM d’'Opal (Liesaet al., 2009). La structure de cette protéine est illustréefiguee

2.23. De plus, l'abondance d'Opal est principalement régulée, de maniére post-
traductionnelle, par protéolyse partielle conduisant a la formation de formes lourdes et
légeres. Les formes lourdes (formes 1, 2, 4 et 7) contenant le domaine transmembranaire
d’'Opal, seraient impliguées dans la fusion de la MMI tandis que les isoformes légeres
(formes 3, 5, 6 et 8), libres dans I'espace intermembranaire, seraient nécessaires a I'activité
des formes lourdes (Lies al., 2009). La séquence protéique d’Opal contient deux sites de
clivage protéolytique : S1 et S2. Trois protéases sont impliqguées dans le processing d’'Opal :
les protéases de type m-AAmnitochondrial Matrix oriented proteagda protéase de type i-

AAA Ymell (Intermembrane oriented protegset la protéase PARLPfesinilin-Associated
Rhomboid-Like proteaydgCipolat et al., 2006; Duvezin-Caubett al., 2007; Songet al.,

2007). La protéase i-AAA Ymell et les m-AAA sont responsables du clivage d’'Opal en
conditions basales et en réponse a une dissipation du potentiel de membrane mitochondriale
(Duvezin-Caubett al., 2007; Sonet al., 2007) tandis que la protéase PARL est responsable
de la formation d'une forme soluble d’'Opal en réponse a une diminution du potentiel de
membrane mitochondriale. Cette isoforme est impliquée essentiellement dans le maintien des
cristaes dans un état fermé de facon indépendante de la fusion de la MMI @retza

2006).

De facon paradoxale, une augmentation de I'expression protéique d’'Opal conduit a une
augmentation de la fragmentation du réseau mitochondrial. En effet, la surexpression d’Opal
conduirait a un déséquilibre entre ses différentes isoformes responsables de la formation de
nombreux complexes d’isoformes d’'Opal. Ces derniers pourraient agir en tant que dominant
négatif d’'Opal (Liesat al., 2009) et ainsi inhiber les phénoménes de fusion mitochondriale.

Le domaine transmembranaire de la protéine Opal pourrait également étre impliqué
dans la liaison et la stabilisation des nucléoides mitochondriaux (assurant la structuration de
'ADNmt). Ces structures stabilisant les nucléoides, importants dans la ségrégation des
ADNmt dans la fission mitochondriale, seraient formées de complexes protéiques composes
d’Opal et des mitofusines 1 et 2 (Chen et al., 2007; Le¢sd., 2009). Une inhibition de
'expression d’Opal par RNAI entraine également une diminution du potentiel de membrane
et de l'activité du complexe | de la chaine respiratoire (Olichon et al., 2003).

Enfin certains phénomenes de fission induits par une diminution de I'abondance d’Opal
conduisent a une diminution du potentiel de membrane des « mitochondries filles ». Ces
mitochondries, non fonctionnelles, sont alors dégradées dans les vingt minutes par autophagie
(= mitophagie). Comme la surexpression d’Opal inhibe cette autophagie, un lien entre cette
protéine et le déclenchement de la mitophagie pourrait donc exister mais reste encore non
démontré (Twig et al., 2008).

2.4.5.2. Le processus de fission mitochondriale

La fission mitochondriale est un processus complexe nécessitant la fission de la MMI et
de la MME. Ce processus, tout comme la fusion mitochondriale, est assuré par un petit
nombre de protéines spécialisées, illustrées a la figure 2.25.

Les protéines Drpl/DlplDynamin-Related Protein 1, aussi connu sous le nom
Dynamin-Like Protein 1) et FislFission protein 1 homolog) sont impliguées dans la
régulation de la fission de la MME (Liesd al., 2009). Chez la levure, la fission de la MMI
est catalysée par la protéine MDM33itochondrial Distribution and Morphology 33). Chez
’homme, la protéine MTP18Mitochondrial Protein of 18 kDa) pourrait remplir un role
comparable a celui de MDM33. En effet MTP18 est une protéine supposée de la MMI
pouvant interagir avec Fisl. MTP18 agirait en tant que lien permettant la fission de la MME
et de la MMI (Tonderat al., 2004; Tonderat al., 2005).
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2.4.5.2.1. Drpl

Drpl est une protéine de 3.699 acides aminés essentiellement cytosolique. Elle est
codée, chez 'lhomme, par le gdbBIM1L situé sur le chromosome 2 a I'emplacement p11.21
chez ’lhomme. Toutefois, cette protéine cytosolique peut également étre recrutée a la MME,
en certains points qui sont probablement les futurs origines de fission de la mitochondrie
(Smirnovaet al., 1998). La structure de cette protéine est illustrée a la figure 2.23.

La fission mitochondriale nécessite donc le recrutement de Drpl a la MME. Ce dernier
est catalysé par la protéine Fisl vraisemblablement par une interaction avec le domaine GED
(GTP Effector Domain) de Drpl. Chez la levure, deux protéines supplémentaires servent de
lien physique entre Drpl et Fis1 : Mdwllifochondrial Division protein 1) et Caf4 (Griffin et
al., 2005; Nayloret al., 2006). Aucune protéine orthologue de ces derniéres n’a pu (encore)
étre mise en évidence chez les mammiferes. Une fois en surface des mitochondries, les
monomeres de Drpl peuvent s’oligomériser et former un anneau protéigue autour de la MME.
L’hydrolyse du GTP par le domaine GTPasique de Drpl conduit a une libération de I'énergie
induisant un changement de conformation de Drpl, la constriction de I'anneau formé par
Drpl et finalement la fission de la membrane mitochondriale (Ingerman et al., 2005).

En plus du contréle de la morphologie mitochondriale, la protéine Drpl pourrait
egalement étre impliquée dans le contréle de la morphologie du RE, dans la formation des
vésicules du systeme sécrétoire et le contrdle de la fission peroxysomale (Suen et al., 2008).

La régulation de l'activité de Drpl est trés complexe et plusieurs modifications post-
traductionnelles l'affectent (Santet al., 2008). Ces modifications, reprisestalleau 2.4,
peuvent, selon leur nature, augmenter ou diminuer I'activité de Drpl.

2.4.5.2.2. Fisl

Chez I'homme, la protéine Fisl est une protéine mitochondriale de 152 acides aminés
codée par le gerfeS1 situé sur le chromosome 7 a I'emplacement q22.1 (Jetnaés 2003).
Sa structure est décrite a la figuee23. La protéine Fisl est une protéine adaptatrice
catalysant le recrutement de Drpl a la surface de la mitochondrie (Yoon et al., 2003). Fisl
pourrait étre I'élément limitant la fission mitochondriale. En effet, sa surexpression semble
induire une fragmentation considérable du réseau mitochondrial ainsi qu’une libération
massive du cytochrome c. De plus linhibition de Fis induit une résistance cellulaire a
I'apoptose médiée par Drpl (Le¢ al., 2004). En plus de son rdle mitochondrial, la protéine
Fisl est également impliquée dans le recrutement de Drpl a la surface du peroxysome. La
formation de ce complexe catalyserait donc également la fission peroxysomale (Koch et al.,
2005).

2.4.5.3. Conditions altérant la morphologie mitochondriale

La morphologie mitochondriale et son organisation en réseau filamenteux est hautement
dynamique. Parmi les conditions modifilant cette organisation, le processus de mort cellulaire
par apoptose est le processus le mieux décrit.

L’apoptose est caractérisée par une fragmentation du réseau mitochondrial tres tot apres
son activation, suivie de la libération du cytochrome c (Suen et al., 2008). Cette fission est
catalysée essentiellement par le recrutement de Drpl a la MME (Asiailt 2005). Une
fois recruté, Drpl forme des complexes avec les protéines Bax et Mfn2 (Karbeivedki
2002) et induit une fission de la population mitochondriale conduisant a sa fragmentation. Le
cytochrome c est ensuite libéré et induit la mort cellulaire par apoptose (Suen et al., 2008). On
notera également l'implication de la calcineurine, une phosphatase pouvant déphosphoryler
Drpl sur le résidu sérine 637, et qui peut lorsqu’elle est inhibée, modifier le degré de
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phosphorylation de cette sérine 637 et conduire a une fragmentation du réseau mitochondrial,
notamment dans une étape précoce de l'apoptose (Sztntl, 2008). L’'apoptose est
€également caractérisée par un clivage excessif d’'Opal par la protéase PARL induisant une
dérégulation de la morphologie des cristaes, leur perméabilisation et a la libération du
cytochrome (Arnoult, 2007). Les isoformes contenant I'exon 5b d’Opal régulent directement
la libération du cytochrome c lors de I'apoptose (Olichon et al., 2007). Enfin la fragmentation
du réseau mitochondrial induite par I'apoptose est aussi médiée, en partie, par les mitofusines
et la protéine Bak (Brookst al., 2007). En effet ces auteurs ont montré que Bak peut se lier a
la Mfn2 par son domaine BH Aprés induction de [I'apoptose, un changement
conformationnel de la protéine Bak inhibe I'interaction avec Mfn2, conduisant alors a une
diminution de l'activité GTPase de Mfn2, et a une interaction avec Mfnl. Une fragmentation
du réseau mitochondrial consécutive a un déficit de fusion est alors induite (Btoaks

2007). Au final, la fragmentation du réseau mitochondrial induite par I'apoptose semble étre
causée par une diminution des phénomenes de fusion mitochondriale ainsi que par une
augmentation des évenements de fission mitochondriale.

L’homéostasie calcique régule également la morphologie du réseau mitochondrial. En
effet, une élévation de la concentration cytosoligue en calcium induit également une
translocation de Drpl en MME conduisant a une fragmentation du réseau mitochondrial
(Homet al., 2007).

Le stade de différenciation cellulaire requiert également des remodelages de
I'architecture du réseau mitochondrial. Par exemple, lors de la différenciation de neuroblastes
non différenciés en neurones, le réseau mitochondrial passe d'un état fragmenté a un état
réticulé. L’incubation en présence d'acide rétinoique, permettant une différenciation
artificielle de ces cellules, induit une augmentation du potentiel de membrane mitochondrial,
une hausse de la concentration cytosoligue en calcium ainsi qu'une augmentation des
phénomenes de fusion mitochondriale (Voceolal., 2009).

Le niveau énergétique des cellules a également un impact sur la morphologie du réseau
mitochondrial. En effet, les protéines impliquées dans ces phénomenes sont, comme nous
'avons vu dotées d’activité GTPasique. Comme la concentration en GTP augmente en
fonction de la concentration en ATP, la morphologie du réseau mitochondrial varie donc
proportionnellement a la quantité d’ATP disponible. En présence d’ATP, un équilibre entre
les phénomenes de fusion et de fission mitochondriales permettent la formation d’'un réseau
mitochondrial branché (Jezek et al., 2009). Une inhibition de cette production d’énergie par
I'utilisation d’'un agent découplant, conduit & une baisse de ces phénomeénes conduisant a une
fragmentation du réseau mitochondrial (Legebal., 2002). A I'inverse, une organisation des
mitochondries en réseau branché est également nécessaire a une production optimale d’ATP
et une importation maximale de calcium par la mitochondrie (Benard et al., 2007). Il n'est
cependant pas encore clair si c’est la morphologie du réseau mitochondrial ou les protéines
impliquées dans la fusion et la fisson mitochondriales qui régulent la production énergétique
de la cellule (Liesa&t al., 2009).

La sénescence semble également étre dépendante d'une diminution de processus de
fission mitochondriale. Ceci peut peut-étre étre expliqué par une diminution de I'expression
de Fisl au cours du vieillissement. En effet le rétablissement d'un niveau d’expression
physiologique permet d’inhiber I'apparition du phénotype sénescent (Yoon et al., 2006). La
diminution d’expression de Fisl serait responsable d’'une diminution du phénomene de fission
mitochondriale accompagnée d’une diminution de mitophagie. La mitophagie étant nécessaire
a I'élimination de mitochondries endommagées et non fonctionnelles @val, 2008), la
diminution de [I'expression de Fisl pourrait donc contribuer a l'accumulation de
mitochondries non fonctionnelles, elle-méme responsables d’'un dysfonctionnement généralisé
du réseau mitochondrial, une diminution de I'activité de la chaine respiratoire mitochondriale
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ainsi gu'une augmentation de production de ROS menant a l'apparition du phénotype
sénescent (Lieset al., 2009).

Enfin le cycle cellulaire affecte également la morphologie du réseau mitochondrial. Il a
été montré que la phosphorylation du résidu 585 de Drpl par la forme active du complexe
Cdk/cycline B Cycline Dependent Kinase/Cyclin) Bugmente l'activité de Drpl et induit la
fragmentation du réseau mitochondrial. Cette phosphorylation permet dinduire la
fragmentation du réseau mitochondrial nécessaire a la mitose grace au lien fonctionnel avec
les kinases dépendantes des cyclines (Tagricdi, 2007).

2.4.5.4. Dysfonctionnement des mécanismes de fusion et fission
mitochondriales dans les maladies neurodégénératives et les maladies de surcharge

lysosomale.

La dérégulation des mécanismes de fusion et de fission mitochondriales semble de plus
en plus étre, en grande partie, responsables des mécanismes impliqués dans certaines maladies
neurodégénératives (Frank, 2006).

La maladie de Charcot-Marie 2A est une maladie neurodégénérative caractérisée par
une dégénérescence du systeme nerveux périphérique et une atrophie musculaire. On y
observe une mutation du gélén2 située a proximité de la séquence codant pour le domaine
GTPasique de cette protéine, dans plus de 20 % des patients atteints de cette maladie (Frank,
2006).

Des mutations du gene codant la protéine Opal sont également associees a la
neuropathie optique dominante autosomale. Les symptomes de cette maladie comportent une
dégeénérescence progressive des ganglions rétiniens conduisant a une cécité précoce. Ces
cellules sont caractérisées par un réseau mitochondrial fragmenté associé a une activation de
I'apoptose (Davies et al., 2007).

L’expression des protéines Drpl, Mfnl, Mfn2 et Opal est réduite dans des cerveaux de
patients atteints de la maladie d’Alzheimer alors que celle de Fisl est considérablement
augmentée (Wangt al, 2009). Cela se traduit par une augmentation des phénomenes de
fusion et de fission mitochondriale ainsi que par une fragmentation du réseau mitochondrial.
La restauration de I'expression de Drpl permet de restaurer le phénotype de ces cellules, ce
qui montre I'importance des phénomenes de fission mitochondriale dans cette maladie (Wang
et al., 2009).

A l'opposé des maladies neurodégénératives, il existe beaucoup moins de preuves dans
la littérature suggérant une implication des phénoménes de fusion et de fission
mitochondriales dans les maladies de surcharge lysosomale. Par contre, la morphologie du
réseau mitochondrial, directement sous le contr6le de ces phénomeénes, semble étre altérée
dans bon nombre de ces maladies. Par exemple, la maladie de Batten (caractérisée par une
mutation du geneCLN3 codant pour la batténine), est caractérisée par l'existence de
mitochondries plus grandes, plus nombreuses, présentant des cristaes anormales et une
accumulation de matériel dans leur matrice semblable a celui retrouvé au sein des lysosomes
(Walkley et al., 1995; Fossalet al., 2004). Une fragmentation du réseau mitochondrial, pour
des raisons inconnues, est observable dans des neurones de patients atteints de mucolipidose
de type IV (Jenningst al., 2006). Une augmentation de la mitophagie, se traduisant par une
hausse de I'abondance des protéines LC3-Il, beclin-1 et une activation de la voie mTOR, est
observée dans des astrocytes de souris KO pour le géne coflaatidatosidase (modéle de
la gangliosidose a G\ Il est pensé que l'activation de l'autophagie dans cette maladie
puisse expliquer la fragmentation du réseau mitochondrial qui y est observée (Takamura
al., 2008). Au final, toutes ces études tendent donc a démontrer que la morphologie du réseau
mitochondrial semble étre altérée dans certaines MSLs. Il serait donc raisonnable de penser
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gue de telles altérations pourraient étre dues a des dysfonctionnements des phénoménes de
fusion et de fission mitochondriales.

En conclusion de ce chapitre, nous avons vu que l'abondance tout comme la
morphologie (degré de réticulation-fragmentation) peuvent affecter certaines fonctions de la
population mitochondriale comme sa capacité a produire de I'ATP (leies&, 2009), a
maintenir un potentiel de membrane mitochondriale, a libérer des molécules pro-apoptotiques
comme le cytochrome ¢ mais également sa capacité a tamponer des modifications de la
concentration en calcium cytosolique libre (Liesaal., 2009). Connaissant le role et les
nombreux mécanismes activés par une élévation de fd]¢Caous allons terminer cette
introduction, en décrivant rapidement le réle de la mitochondrie dans I'homéostasie du
calcium cellulaire.

2.4.6. L’homéostasie du calcium mitochondrial

2.4.6.1. Les fonctions mitochondriales du calcium

Le calcium est un messager secondaire important dont la concentration intracellulaire
(qui varie de 50 a 150 nM) est strictement régulée. Cet ion régule notamment directement
I'activité de nombreuses enzymes telles que la pyruvate déhydrogénase et la FAD-glycérol
phosphate déhydrogénase par un meécanisme de régulation allostérique (Denton, 2009).
Cependant, les effets du calcium sur de nombreuses enzymes (kinases et phosphatases) et
voies de signalisation cellulaires sont souvent médiés par la liaison du calcium a la
calmoduline (Graieet al., 2007). Par exemple, la liaison du calcium a la calmoduline permet
I'activation de la calcineurine, une sérine/thréonine phosphatase, impliquée dans le contréle
de nombreux facteurs de transcription tels que CREB et MEF2, par exemple, afin d’induire la
transcription de leurs génes cibles nucléaires (Stull, 2001).

Cet ion régule également I'activité métabolique de la mitochondrie. En effet,43.[Ca
régule I'activité de nombreuses enzymes mitochondriales impliguées notamment dans le cycle
de Krebs (la pyruvate déhydrogénase, [lisocitrate déhydrogénageétdglutarate
déhydrogénase) et dans la chaine de phosphorylation oxydative (régulation g&;ila F
ATPsynthase et 'ANT) (Gunteet al., 2000). Le calcium régule également le degré de
phosphorylation de certaines protéines mitochondriales. En effet, une augmentation de la
[Ca™]m: conduit & la déphosphorylation, par une phosphatase encore inconnue, de la MNSOD
(SOD2), conduisant a une augmentation de lactivité de cette enzyme antioxydante
(Azarashvili et al., 2003; Graieret al., 2007). Le déclenchement de I'apoptose dépend
également, en partie de la fCas. En effet une accumulation massive et soutenue de calcium
au sein de la mitochondrie aboutit & la libération de différents facteurs pro-apoptotiques tels
gue le cytochrome c, suite a I'ouverture du pore de transitiorPéomeability Transition
Pore, PTP) mitochondriale (Andreyev et al., 1999). Une {Ga; élevée stimule également la
production de ROS (Kowaltowslet al., 1998), ces derniers pouvant conduire a I'oxydation
de protéines du PTP, a son ouverture, a la peroxydation de lipides membranaires et a
linhibition des réactions d’oxydo-réduction. Enfin, une {Qalocale supérieure & 2 uM
conduit & un arrét massif de la motilité mitochondriale. Cet arrét pourrait s’expliquer par la
fonction dimportation de calcium des mitochondries a I'endroit de I'élévation de la
concentration calcique (Yt al., 2004). La mitochondrie pourrait donc, dans ces conditions,
assurer pleinement sa fonction de tampon aux changements calciques dans la cellule.

Si le calcium joue un rble important au sein de la mitochondrie, cette derniere joue
également un réle important dans I’homéostasie cellulaire de cet ion. En effet, a I'état basal,
un flux constant d’ions calcium parcourt la mitochondrie. Lors d’'une augmentation de la
[Ca®"]c, la mitochondrie importe rapidement le calcium cytosolique libre au sein de sa
matrice. Cette phase rapide est suivie d’'une phase dite de « plateau » due a une vitesse
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d’'importation diminuée. Enfin, un efflux de calcium de la mitochondrie vers le cytosol permet
la libération du calcium ainsi rapidement accum(@®unter et al., 2000). Détaillons
maintenant un peu plus en détails les canaux et mécanismes impliqués dans l'influx et I'efflux
de calcium au sein des mitochondries.

2.4.6.2. L'importation mitochondriale de calcium

2.4.6.2.1. L'importation a travers la MME

La MME est fortement perméable aux ions et en particulier au calcium, notamment en
raison de la présence de nombreuses porines et canaux ioniques tels que leVaDage-
Dependent Anion-Selective Charjnéle VDAC est un canal protéique de 35 kDa dont la
structure (en forme de tonneflconstitue un large pore de 2,5 nm de diamétrgrb&éine
VDAC peut présenter difféerentes conformations en fonction du potentiel de membrane
mitochondriale, ce dernier influant directement sur la conductance de VDAC. La
surexpression de VDAC augmente la perméabilité de la MME au calcium (@tasr,

2007). La conductance aux ions calcium de la MME augmente également en réponse a une
augmentation de la [€4. supérieure & PM sans que les mécanismes impliqués ne soient
compris (Graieet al., 2007).

2.4.6.2.1.1. L'uniporteur calcique mitochondrial

Enrichie en cardiolipines (Karp, 2004), la MMI est, quant a elle, quasiment
imperméable aux ions et nécessite donc, pour leur transport, la présence de nhombreux canaux
et transporteurs spécifiqudsidure 2.26). Parmi ceux-ci, l'uniporteur calciqgue mitochondrial
ou UCM Mitochondrial Calcium UniporterMCU) (Kirichok et al., 2004) est un complexe
protéigue dont les composants sont encore peu caractérisés, bien que les Uncoupling Proteins
2 et-3 (UCP-2 et UCP-3) pourraient en faire partie (Treekat., 2007). L’activité de 'TUCM
est strictement dépendante du potentiel de membrane mitochondriale et peut étre
spécifiguement inhibée par le ruthénium red (Broekenwetiat., 1994). L'affinité de TUCM
pour le calcium est relativement faible Ct00“ M) (Graieret al., 2007). Cette faible affinité
de 'UCM pour le calcium impose une localisation des mitochondries a proximité (entre 10 et
25 nm) des sources potentielles de calcium cytosolique telles que le RE ou la membrane
plasmique (Szabadkat al., 2003). Ainsi plus de 50 % des mitochondries sont ainsi situées a
proximité du et/ou en interaction physique avec le RE. Les nombreux points de contact
permettent d’outrepasser la faible affinité de I'UCM pour le calcium, puisque dans ces zones,
les concentrations en calcium peuvent devenir localement tres élevées. Un lien physique
pourrait donc également exister afin de permettre le rapprochement ainsi que la liaison des
deux organites. Il a été montré que la protéine GrgBs5kpa Glucose-Regulated Protein)
pourrait interagir avec l'isoforme 1 de VDAC et avec le récepteur a l'inositol-3-phosphate
(IP3-R) (Szabadkaet al., 2006). Les points de contact sont également enrichis en diverses
chaperonnes telles que Sig-1Rgma-1Receptpipouvant se lier a la protéine Grp7% (kDa
Glucose-Related Proteiret induire une stabilisation du récepteur a I'inositol-3-phosphate. Ce
mécanisme permettrait d’augmenter la durée d’'importation de calcium dans la mitochondrie
en réponse a la stimulation du récepteur a l'inositol-3-phosphate (Hayadhi2007). Enfin,
comme nous l'avons déja mentionné, la protéine Mfn2 pourrait également assurer ce lien
physique par des interactions homotypiques et hétérotypiques entre les mitofusines localisées
sur la mitochondrie et le RE. Une diminution de I'expression de cette protéine conduit a une
altération du réseau mitochondrial couplée a une diminution des facultés d’'importation
mitochondriale de calcium en réponse a une stimulation des récepteurs a l'inositol-3-
phosphate du RE (de Brito et al., 2009).
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2.4.6.2.1.2. Le Rapid Uptake Mode

Signalons également I'existence d’'un deuxiéme mode d’'importation de calcium au sein
de la MMI. En effet, une augmentation rapide de la concentration cytosolique calcique induit
une entrée rapide de calcium a I'intérieur de la matrice mitochondriale, désignée sous le nom
de RaM RApid uptake ModgSparagnat al., 1995). Bien que les acteurs moléculaires de ce
mode de transport soient encore relativement peu connus, il a été proposé que ce mode soit
également rempli par 'UCM adoptant une conformation spécifiqgue. Un argument en faveur
de cette hypothése est la nécessité d'un potentiel de membrane mitochondrial afin de
permettre le RaM, comme le nécessite également 'UCM (Spaedgrg 1995). De plus le
RaM peut étre inhibé par le ruthénium red bien que des concentrations supérieures a celles
requises pour inhiber TUCM soient requises (Sparagrad., 1995).

2.4.6.2.1.3. Le rble de la matrice mitochondriale

On rappellera que I'importation de calcium par la mitochondrie est directement régulée
par la matrice de cette derniere. En effet, la concentration en calcium libre de la matrice
mitochondriale (comprise entre 0,4 et 50d), et donc accumulable, dépend directement de
la concentration en phosphate inorganique, en citrate, en oxaloacétate et en cardiolipine (Spat
et al., 2008). Le pH matriciel est également important. En effet, une acidification de la
matrice réduit la formation de complexe entre les phosphates et le calcium, ce qui diminue la
capacité d’absorption de calcium de la mitochondrie. La concentration en phosphates dans la
matrice dépend, quant a elle, de I'activité d’'un transporteur mitochondrial de type antiport
(H2PO, /OH) (Graieret al., 2007).

2.4.6.3. L'exportation mitochondriale de calcium

L’exportation ou I'efflux de calcium hors de la matrice mitochondriale dans I'espace
inter membranaire mitochondrial est principalement médié par I'antiportelifCaia
NCXmito- Toutefois, la composition protéique du NG reste a déterminer (Graiet al.,

2007). Un autre systéme, indépendant di} Kst constitué d’un antiporteur 28&* (Figure

2.17). Ce dernier a été décrit dans des mitochondries isolées de cellules hépatiques bien qu'il
ne soit pas exclu que ce dernier soit exprimé de maniére constitutive @ralier2007). Ce
systeme d’antiport permet une extrusion de calcium contre son gradient de concentration. I
est donc possible que ce dernier requiert de 'ATP (Gettak, 2000).

L’exportation de calcium joue un réle important dans la restauration des stocks de
calcium du RE. En effet si la proximité entre les mitochondries et le RE est nécessaire a une
importation efficace du calcium par les mitochondries lorsqu’il est libéré a partir du RE,
l'inverse est également vrai. La mitochondrie peut ainsi libérer du calcium vers le RE, repris
par les pompes SERCA (Sarco-Endoplasmic Reticulufft&BPase) afin de reconstituer les
réserves de calcium. Ce mécanisme dépend du potentiel de membrane mitochondriale, ce qui
expligue que le découplage des mitochondries induit une diminution de la formation des
stocks de calcium du RE (Graietral., 2007).

2.4.6.4. Dysfonctionnements de 'homéostasie du calcium dans les maladies de
surcharge lysosomale

L'impact d’'une surcharge lysosomale sur I'homéostasie du calcium, cytosolique ou
mitochondriale, est encore peu caractérisé a I'’heure actuelle. Toutefois, un modele cellulaire
de la maladie de Niemann-Pick de type C1 est caractérisé par une accumulation de
sphingosine a lintérieur du lysosome. Pour des raisons encore peu comprises, cette
accumulation induit une augmentation de la concentration en calcium libre du lysosome. De
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maniéere intéressante, cette déplétion en calcium lysosomal conduit & une accumulation
lysomale de cholestérol, de sphingomyeline et de glycosphingolipides (Lloyd-Evahs

2008). De plus, une accumulation de gangliosides a GM1 conduit a une diminution de
limportation de calcium par le réticulum endoplasmique grace a la pompe SERCA (Pelled et
al., 2003). La mucolipidose de type 4, caractérisée par une déficience de la protéine
mucolipine-1, un canal protéique lysosomal vraisemblablement impliqué dans I'importation
de Fe dans le lysosome (Domg al., 2008), montre également certaines altérations de
’lhoméostasie du calcium. Dans cette maladie, une fragmentation du réseau mitochondrial
semble conduire a une diminution des capacités mitochondriales d’importation de calcium
libre (Jenningset al., 2006). Les raisons de ce dysfonctionnement ne sont également pas
encore connues. En conclusion, comme nous pouvons le constater, I'implication de
’lhoméostasie du calcium dans le cadre des maladies de surcharge lysosomale est encore peu
caractérisée a I'heure actuelle.

2.5. Contexte de la recherche et objectifs de ce mémoire

Bien que les causes moléculaires et les conséquences phénotypiques de la plupart des
maladies de surcharge lysosmales soient bien caractérisées, les conséquences et impacts de la
surcharge lysosomale sur les fonctions d’autres organites tels que la mitochondrie et/ou le RE
sont encore relativement peu étudiés et donc peu connus. Bien que quelques études rapportent
des effets sur la population mitochondriale dans certaines MSLs, ce type d’étude n’a jamais
été réalisé dans le cadre de la céroide-lipofuscinose neuronale infantile tardive, caractérisée
par une déficience en TPP-1. Ceci justifie donc pleinement la recherche menée dans ce
travail. Reprenons rapidement les éléments essentiels de la littérature qui supportent
I’hypothese selon laquelle une surcharge lysosomale pourrait affecter la biologie d'un autre
organite comme les mitochondries.

Premierement, dans les fibroblastes de patients atteints de mucolipidoses de type IV
(ML-1V) (caractérisées par une mutation du gene codant la mucolipine 1, un canal catalysant
'exportation d’ion fer dans le systéme endolysosomal (Deingl., 2008)), on observe une
fragmentation du réseau mitochondrial, une réduction de la taille des mitochondries, un
dysfonctionnement de l'importation calcique et une diminution de la mitophagie (Jeehings
al., 2006). Cette derniere caractéristique a également pu étre observée dans des cellules de
patients atteints de gangliosidose @ Gune maladie caractérisée par une déficiencg-en
galactosidase (Takamuret al., 2008) et dans la maladie de Danon caractérisée par une
mutation du géne codant pour la protéine LAMP-2 (Tarala., 2000) .

La déficience de la protéine Npc-1 observée dans la maladie de Niemann-Pick est
egalement accompagnée d’'une diminution de la taille des mitochondries, d’une diminution du
potentiel de membrane mitochondriale ainsi que d’une inhibition de l'activité du complexe V
(Fo/F1 ATP synthase) (Yu et al., 2005)

Enfin, on retrouve également dans des neurones de patients atteints de la maladie de
Batten et de souris KO pour le gé@&N3, modele de la maladie (caractérisée par une
mutation du gen€LN3 codant pour la batténine) (Peagtal., 1999) des mitochondries plus
petites, plus nombreuses, présentant des cristaes anormales et une accumulation de matériel
dans leur matrice semblable a celui retrouvé au sein des lysosomes (Véalkley1995;

Jolly et al., 2002; Fossalet al., 2004) L’activité des complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale est également réduite et la concentration basale en ATP diminuée dans les
cellules de patients atteints de lipofuscinoses CLN1 et CLN3 ¢Dals, 1999; Fossalet al.,

2004).

27



Rappelons enfin qu'une accumulation de la sous-unité ¢ de 'ATPsynthase est observée
dans toutes les formes de lipofuscinoses, ce qui suggere que les fonctions de mitophagie
soient augmentées dans ce type de maladie (Ezaki 1999; Jalanko et al., 2009)

L’hypothése de travail qui nous a guidée dans ce travail repose sur un constat simple en
provenance des études synthétisées ci-dessus qui montrent que certaines MSLs sont
caractérisées par des modifications de I'abondance et/ou de la morphologie de la population
mitochondriale. Nous avons émis I'hypothese que la déficience en TPP-1, induisant la CLN
infantile tardive, pourrait également conduire a modifier la biologie de la mitochondrie. Nous
avons donc tenté de rechercher les effets de la déficience en TPP-1 sur I'abondance, la
morphologie et certains aspects fonctionnels de la mitochondrie dans des fibroblastes de
patients atteints de céroide-lipofuscinose neuronale infantile tardive.

Les objectifs de ce travail étaient donc :
1) Implémenter et mettre au point un test de I'activité enzymatique TPP-1.

2) Etudier I'abondance et la morphologie de la population mitochondriale dans une
lignée de fibroblastes de patients atteints de CLN infantile tardive.

3) Mesurer la production de ROS et le contenu en ATP dans ces cellules.

4) Etudier la capacité fonctionnelle de réponse mitochondriale a «tamponner » une
augmentation de la [&3. des fibroblastes de patients atteints de CLN infantile tardive.
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3. Matériel et méthodes

3.1. Culture cellulaire

3.1.1. Lignées cellulaires utilisées

Les cellules utilisées dans le cadre de ce travail sont des fibroblastes humains de peau
(Coriell Institute, USA Une lignée cellulaire utilisée provenant d’'un donneur sain de 30 ans
d’origine caucasienne (GM02456), a été utilisée en tant que contréle dans ce travail. Nous y
ferons référence sous le terme « fibroblastes contréles » Une lignée cellulaire déficiente en
TPP-1, a été isolée a partir d’'une jeune patiente d’origine asiatique atteinte de lipofuscinose
céroide neuronale infantile tardive (LINCL) (GM09404). La mutation responsable de cette
maladie est une mutationissensalans le gen€LN2 consistant en une substitution de la
thymidine en une adénosine en position 4023. Cette substitution est responsable de
'apparition d’un codon codant pour une asparagine en position 287 en lieu et place d’un
codon codant pour une isoleucine. Dans ce travail, nous ferons référence a cette lignée sous le
nom de « fibroblastes LINCL ». Aucune de ces lignées cellulaires n’ayant été immortalisée,
les cellules vieillissent au fur et & mesure des passages en culture. Afin de tenir compte de ce
vieillissement nous devons veiller a compter les générations cellulaires. En fonction des
dilutions réalisées lors des passages en culture nous comptons une ou plusieurs générations
supplémentaires (par exemple une dilution de 1 en 2 équivaut a I'ajout d’une génération
supplémentaire).

3.1.2. Cultures et sous-cultures cellulaires

Les fibroblastes sont cultivés dans des boites de culture de 7%omnief Bio-One,
Cellstar, Allemagneen présence de 20 ml de milieu de culture MEM Glutariirihal
Essentiel Medium GlutamagH : 7,94 contenant des sels (Earle’s salt) et de 'THEPES 25 mM,
auquel nous avons rajouté 1 mM de pyruv&im¢o BRL, UK, 100 uM d’acides aminés non
essentielsGibco BRL, UK et 10 % de sérum de veau fcetal (SMEibEo BRL, UK. Nous
ferons référence a ce milieu dans le reste de ce mémoire sous le nom de « milieu MEM
complet ». Lorsque les cellules atteignent la confluence, le milieu est décanté puis remplacé
par 10 ml de HBSSHank’s Balanced Salt Solution) afin de rincer les cellules. Les cellules
sont ensuite détachées par I'addition de 1 ml de trypsine 0,25% et EDTA 0.Etigylet
Diamine Tetra-acetic Acid)Lonza, Suisge La trypsine est une protéase qui clive des
protéines d’adhérence intercellulaires et a la matrice extracellulaire tandis que 'EDTA est un
agent chélateur du calcium, empéchant ainsi ce dernier de stabiliser les «jonctions
cadhérines » responsables des interactions intercellulaires. Une fois les cellules détachées (3
min), les cellules sont ensuite resuspendues dans 10 ml de milieu MEM complet et la
suspension cellulaire est homogénéisée. Les cellules sont ensuites diluées (de 1/2 a 1/3) dans
des boites de culture de format adapté pour I'expérience a réaliser. Finalement, les cellules
sont incubées a une température de 37 °C, dans une étuve a atmosphére humide contenant 5%
de CQ.

3.2. Dosage des protéines selon la méthode de Bradford

3.2.1. Principe

Le dosage protéique selon la méthode de Bradford est basé sur I'utilisation du Bleu de
Coomassie (Bradford, 1976). Ce colorant se présente deux formes : une forme cationique et
une forme anionique, chacune dotée de caractéristigues physiques différentes. La premiére
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forme représente la forme non liée aux protéines de ce colorant et présente une absorption
maximale a 465 nm. La liaison du colorant aux résidus de type tryptophane, tyrosine,
phenylalanine, arginine et proline des protéines présentes dans la solution, conduit a la
formation de la deuxieme forme du Bleu de Coomassie. La fixation du colorant sur les
protéines est quantitative et peu sensible a la composition des protéines. La forme anionique
du colorant présente une capacité maximale d’absorption a une longueur d’onde de 595 nm
pouvant étre mesurée par l'utilisation d’'un spectrophotométre. Le changement des capacités
d’absorption étant proportionnel a la quantité de protéines liées, la concentration en protéines
de I'’échantillon peut étre ainsi calculée.

3.2.2. Matériel et méthode

La solution de Bradford contenant le Bleu de Coomad®Biergd, Allemagng est
diluée 5 fois dans de I'eau distillée et désionisée (MilliQ). Cette solution doit étre préparée
fraichement ou filtrée avant utilisation. Premierement, une droite d’étalonnage est réalisée (un
exemple est présenté afigure 3.1). Pour cela, un volume de 10 pl d’albumine sérique
bovine (ASB) PAA, Autrichg¢ est ajouté a 1 ml de solution de Bradford (concentrations
finales : 1, 2, 4, 8 et 10 pg/ul). Un volume d’échantillon (entre 1 et 10 ul selon I'échantillon a
tester) est ensuite ajouté a 1 ml de solution de Bradford. Plusieurs blancs sont également
réalisés : un blanc étalon qui est réalisé avec 10 pl d’eau distillée et désionisée (MilliQ) et un
blanc échantillon réalisé a partir de 10 pl de tampon de lyse. La solution est ensuite incubée
pendant 10 min a température ambiante avant de mesurer I'absorbance des échantillons a 595
nm a l'aide d'un spectrophotométre. Une fois ces mesures effectuées, la concentration
protéigue des échantillons peut étre calculée par rapport aux valeurs d’absorbance obtenus
pour I'étalon BSA. Pour cela, nous avons utilisé la formule suivante :

( Absgch— Ab?olancECH)

Congen=
( Absga— AbS)IancETA) X (VOléta>< COﬂ@ta/VOléch)

uUnités : pg/ul
Abs : absorbance ; Vol : volume ; Conc : concentration ; Ech : échantillon ; ETA : étalon.

3.3. Dosage de l'activité enzymatique de la tripeptidyl peptidase 1

3.3.1. Principe

La tripeptidyl peptidase-1 (TPP-1) est une exopeptidase lysosomale possédant deux
activités enzymatiques dont la principale activité est une activité exopeptidase. Méme si
aucun motif de reconnaissance spécifique par la TPP-1 n’a pu étre mis en évidence, il est
admis que le substrat Ala-Ala-Phe-7-amido-4-méthylcoumariila-Ala-Phe-AMQ est
reconnu et clivé suffisamment spécifiquement par la TPP-1 que pour permettre son utilisation
pour le dosage de l'activité de I'activité de cette enzyme (Sathelr, 2000). Le clivage de ce
substrat par la TPP-1 conduit a la libération du groupement AMC (Amido-4-
Méthylcoumarine) qui émet un signal de fluorescence a 460 nm en réponse a une excitation a
une longueur d’'onde de 350 nm. La libération de ce groupement est donc proportionnelle a
l'activité de la TPP-1, qui peut étre quantifiée a I'aide d’'un spectrofluorimetre.
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3.3.2. Matériel et méthode

3.3.2.1. Sous-culture et préparation du lysat cellulaire

Les fibroblastes contréles et LINCL sont ensemencés en boite de culture de 25 cm? a
une densité de 300 000 cellules par bofBe(ner Bio-One, Allemagpe 24 h avant
I'expérience. Une fois arrivées a confluence, les cellules sont rincées 2 fois avec 10 ml de
PBS froid (4 °C) Tableau 3.1), puis incubées a température ambiante pendant 5 min dans
200 pl de tampon de lyseTdbleau 3.2). Le lysat cellulaire est ensuite récupéré et
homogénéisé par 5 passages dans un homogéenéiseur de Dounce. L’homogénat obtenu est
placé dans des microtubeZafstaedt, Suiske

3.3.2.2. Dosage enzymatiqgue de l'activité TPP-1

Dans une cuvette de spectrofluorimée®arstaedt, Suisyeon ajoute 180 ul de mixture
réactionnelle Tableau 3.3) mise a préchauffer dans un bain & 37 °C. Afin de déterminer les
conditions expérimentales optimales, nous avons ajouté ensuite 20 pl de lysat cellulaire
contenant 20 000 (8 pg), 4 000 (1,6 pg) ou 2 000 (1,8 pg) cellules préparé par dilution du
lysat primaire dans du tampon de lyse (volume final : 20 pl). La concentration protéique de
celui-ci est déterminée par un dosage protéigue selon la méthode de Bradford précédemment
décrite yoir point 3.2). Un blanc échantillon a également été réalisé en ajoutant 20 pl de
tampon de lyse. Les échantillons sont ensuite incubés pendant des temps croissants (10, 20,
30, 40, 60 ou 120 min). Au terme de cette incubation, la réaction enzymatique est stoppée par
ajout de 1,2 ml de tampon glycine/EDTAableau 3.4). Les cuvettes sont alors placées dans
un spectrofluorimetre (SPF-500C, SimAming8lLM Instruments, UK et lintensité de
fluorescence est mesurée Ex : 350 nm ;A Em : 460 nm). Les résultats sont exprimés en
unités arbitraires de fluorescence.

Pour le dosage de l'activité enzymatique de la TPP-1 aprés restauration de I'activité
enzymatique de la TPP-1, le protocole d’obtention du lysat cellulaire est identique a celui
précédemment mentionné. Aprés détermination de la concentration protéiqgue du lysat
primaire, nous avons ensuite ajouté un volume d’échantillon de 20 pl (dilué dans du tampon
de lyse, équivalant a 8 ug de protéines) a 180 pl de mixture réactionnelle, préalablement
préchauffée a 37 °C dans un bain. Nous avons ensuite incubé les échantillons a 37 °C pendant
120 min avant d’arréter la réaction par ajout de 1,2 ml de tampon glycine/EDTA. Les cuvettes
sont alors placées dans un spectrofluorimétre (SPF-500C, SimArSinlgolnstruments, UK
et l'intensité de fluorescence est mesufé&X : 350 nmA Em : 460 nm). Les résultats sont
exprimés en unités de fluorescence relative par pug de protéines.

3.4. Restauration de I'activité TPP-1 des fibroblastes LINCL.
3.4.1. Principe

La production d’une forme précurseur recombinante de la TPP-1 par des cellules CHO
(Chinese Hamster Ovary cglh été mise au point par Lin et ses collaborateurs (Lin et al.,
2001). Cette forme recombinante présente l'avantage d’étre produite dans des cellules
eucaryotes ce qui lui permet d’acquérir les modifications post-traductionnelles nécessaires a
son activité ainsi qu'a son adressage lysosomal. Cette forme recombinante est endocytée et
incorporées dans les lysosomes des cellules d’'une facon dépendante des récepteurs a
mannose-6-phosphate situés a leur membrane plasmique mais aussi par pinocytose (Lin et al.,
2001). Apreés incubation avec cette enzyme (diluée dans du milieu MEM complet + 10 %
SVF), nous utilisons le dosage de l'activité enzymatique de la TPP-1 mis au ppminau
3.3.
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3.4.2. Matériel et méthode

Ce protocole a été adapté des travaux de Lin et de ses collaboratewsgLir2001).

Les fibroblastes contrdles et LINCL sont repiqués a une densité cellulaire de 150 000 cellules
par boite de culture de 25 cn@rginer Bio-One, Cellstar, Allemaghe24 h avant le début de
'expérience. Une fois a confluence, le milieu des cellules est décanté puis remplacé par du
milieu MEM complet + 10 % SVF contenant de la pro-enzyme TPP-1 recombinante (10 nM
ou 3 nM) pendant 1, 2 ou 4 jours, afin de déterminer les conditions optimales d’incubation
avec la pro-enzyme recombinante. A l'issue de cette incubation, un dosage de I'activité TPP-1
est réalisé comme décrit qmoint 3.3. Les résultats sont exprimés en unités arbitraires de
fluorescence relatives par pug de protéines.

Pour les restaurations de l'activité TPP-1 des cellules LINCL utilisées couramment au
cours de ce mémoire, les cellules contrdles et LINCL sont repiquées a une densité de 150 000
cellules par boite de culture de 25 cm?, 24 h avant le début de la restauration de I'activité
TPP-1. Nous avons ensuite incubé nos cellules en présence de pro-enzyme TPP-1 (10 nM)
pendant 2 j. Au terme de cette incubation, les cellules sont rincées avec 5 ml de HBSS puis
incubées en présence de milieu MEM complet + 10 % SVF sans pro-enzyme recombinante
pendant 5 j, avant la réalisation des expériences et/ou un dosage de l'activité TPP-1 comme
décrit aupoint 3.3. Les résultats sont exprimés en unités arbitraires de fluorescence relatives
par ug de protéines.

3.5. Analyses en cytométrie de flux

3.5.1. Principe de la cytométrie en flux

La cytométrie de flux est une technique permettant des analyses rapides et
multiparamétriques de particules en suspension comme des cellules. Un flux de cellules est
creé a partir de cette suspension cellulaire. Les cellules sont ensuite excitées, une par une,
grace a un faisceau lumineux d’'une longueur d’'onde déterminée. Ce faisceau lumineux sera
diffracté, réfracté et réfléchi au sein de la cellule. Le laser utilisé peut également exciter le
fluorochrome d’un anticorps ou une sonde fluorescente, éventuellement utilisés pour marquer
les cellules. Les signaux lumineux réémis, dépendant donc de la complexité interne, de la
taille de la cellule et des éventuels fluorochromes utilisés, sont ensuite séparés par divers
filtres optiques, collectés et multipliés grace a des photomultiplicateurs puis analysés grace a
un logiciel informatique BD Biosciences, Cellquest, USMans le cadre de ce mémoire,
nous avons utilisé la cytométrie de flux pour quantifier la fluorescence associée a la
population mitochondriale par la sonde MitoTracker Green. Nous avons également utilisé la
cytométrie de flux comme outil de mesure du potentiel de membrane mitochondriale apres
marquage de l'organite au TMRE et enfin, afin de déterminer 13][Cen réponse & une
stimulation par la bradykinine ou I'ionomycine, dans les cellules contréles et LINCL grace
aux sondes Fluo-3/FuraRed.

3.5.2. Estimation de I'abondance de la population mitochondriale

3.5.2.1. Principe

Les sondes MitoTracker Molecular Probes, USA permettent de marquer
spécifiguement les mitochondries. Le principe repose sur le fait que ces sondes possédent un
groupement chlorométhyl capable de réagir avec les groupements thiols présents sur les
protéines mitochondriales afin de former des liens aldéhydes entre la sonde et les protéines
mitochondriales. La sonde MitoTracker Green présente l'avantage de n’émettre de la
fluorescence qu'une fois insérée dans I'environnement lipidique de la mitochondrie.
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L'accumulation de la sonde est également indépendante du potentiel de membrane
mitochondrial (Haugland, 2002). Cette sonde permet donc le marquage des mitochondries
mais également d’effectuer des mesures de I'abondance de la population mitochondriale
totale, une des applications de cette sonde dans ce travail. Un exemple de micrographie
illustrant I'organisation en réseau de la population mitochondriale marqué par la sonde
MitoTracker Green est proposé a la figure 3.2.

3.5.2.1. Matériel et méthodes

Des fibroblastes contrbles et LINCL sont ensemencés dans des boites de cultures de
75cm2? Greiner Bio-One, Cellstar, Allemagha une densité de 600 000 cellules, 5 j avant la
mesure. Une fois la confluence atteinte, les cellules sont rincées une fois avec 10 ml de HBSS
(Lonza, Allemagne puis détachées grace a 500 pl d’une solution de trypsine 0,25 % + EDTA
0,2 g/l Gibco, USA pendant 3 min. Les cellules sont ensuite resuspendues dans 2 ml de
milieu MEM complet contenant 10% de SVF, puis centrifugées pendant 10 min a 1 000 rpm a
température ambiante. Les culots de cellules sont ensuite resuspendus dans 2 ml de tampon
KRH (Tableau 3.5) puis les cellules sont centrifugées pendant 10 min a 1 000 rpm a
température ambiante. Enfin, les cellules sont resuspendues dans 2 ml d’'une solution de KRH
contenant 0,5 % d’ASB et 100 nM de MitoTracker Green. Des « blancs » permettant la
mesure de l'autofluorescence des cellules, sont réalisés a partir de cellules resuspendues dans
du KRH + 0,5% d’ASB. Les cellules sont ensuite incubées a 37 °C, a I'obscurité, pendant 30
min, puis sédimentées par centrifugation a 4 °C pendant 5 min a 1000 rpm. Enfin, les cellules
ont été resuspendues dans 2 ml d’'une solution de KRH contenant 0.5 % d’ASB puis analysées
en cytométrie de flux en fonction de I'intensité de fluorescence (canal : FL-Ekc : 488
nm ; A Em 530 nm) et de la taille cellulaire (canal : FSAACSalibur,BD Biosciences,

USA. Chaque mesure est réalisée sur 10 000 cellules. Les valeurs moyennes d’intensité de
fluorescence sont ensuite calculées par le programme BD Biosciences Cellquest. Les résultats
sont exprimés sous forme d’histogramme reprenant I'intensité de fluorescence en fonction du
nombre de cellules.

3.5.3. Mesure du potentiel de membrane mitochondriale

3.5.3.1. Principe

La TetraMethylRhodamine Ethyl ester (TMRE) est une sonde spécifique de la
mitochondrie dont I'accumulation est strictement dépendante du potentiel de membrane
mitochondriale. Dans ce travail, nous avons utilisé cette sonde dans le but d'évaluer le
potentiel de membrane mitochondriale par une analyse en cytométrie de flux. Un des
avantages de cette technique est sa grande rapidité, nécessaire pour mesurer les rapides
modifications de potentiel mitochondrial, souvent réversibles (Gottlieb et al., 2003).

3.5.3.2. Matériel et méthodes

Les fibroblastes contrdles et LINCL sont ensemenceés a une densité de 150 000 cellules
dans des boites de culture a 6 pusrfing Life Sciences, U$A24 h avant I'expérience.
Une fois arrivées a confluence, les cellules sont rincées une fois avec 5 ml de HBSS stérile
puis incubées a 37 °C pendant 30 min en présence de TMRE a une concentration de 25 nM a
'obscurité. Au terme de I'incubation, les cellules sont rincées une fois avec 5 ml de HBSS,
puis détachées par incubation a 37 °C pendant 3 min en présence de 2 ml de trypsine 0,25 % +
EDTA 0,2 g/l. Les cellules sont ensuite resuspendues dans 10 ml de milieu MEM complet +
10 % SVF. Les cellules sont alors centrifugées a 4 °C pendant 5 min a 1 000 rpm, le culot
cellulaire est resuspendu dans 500 pl de milieu FACS TMRBIéau 3.6) puis les cellules
sont transférées dans un tube spécial pour FABLS Biosciences, USAa 4 °C. Avant
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'analyse, les tubes sont laissés a température ambiante pendant 5 min. Une analyse de
l'intensité de fluorescence émise par la sonde (canal F-BA¢ : 436 nm A Em : 637 nm)

est alors réalisée en cytométrie de flux en fonction de la taille cellulaire (canal : FSH)
(FACSalibur,BD Biosciences, USAChaque analyse est réalisée sur 10 000 cellules. Un
contrble « blanc », permettant de mesurer I'autofluorescence des cellules, constitué de cellules
contrbles et LINCL non incubées en présence de sonde, est également réalisé. Afin d’étre sar
gue le signal de fluorescence mesuré soit bien spécifique du potentiel de membrane
mitochondrial, un contréle positif est réalisé en ajoutant 20 uM de FEIGR&, Allemagne

1 min avant la lecture en cytométrie de flux. Les résultats sont ensuite normalisés par
l'intensité de l'autofluorescence de chaque condition. Les résultats sont exprimés sous forme
d’histogramme reprenant I'intensité de fluorescence en fonction des conditions.

3.5.4. Mesure de la concentration cytosoligue libre en calcium

3.5.4.1. Principe

Afin d’analyser la [C&]. dans nos deux lignées cellulaires, nous avons utilisé deux sondes
différentes : Fluo-3 et FuraRed. L'utilisation simultanée de deux sondes non ratiométriques
permet d’éliminer des artefacts de dosage dus a une éventuelle accumulation différentielle des
sondes au sein d’'une des lignées cellulaires étudiées. En effet, la normalisation des résultats
rendra les données indépendantes de la concentration en sonde. Ceci ne pourrait pas étre
réalisé dans un dosage n’utilisant qu’une seule sonde non ratiométrique. La sonde Fluo-3 AM
requiert un premier clivage par des thioestérases cytosoliques avant de pouvoir se lier au
calcium. La liaison du calcium a la sonde induit un changement des propriétés optiques de la
sonde X Em : 515 a 535 nm) et une augmentation de sonsitéede fluorescence. La sonde
FuraRed présente un comportement optique invargen(: 685 a 665 nm) et son intensité de
fluorescence diminue en présence de calcium. Ce comportement avantageux permet ainsi la
création d'un systéme ratiométrique. De plus, l'utilisation simultanée de ces deux sondes
générent peu de bruit de fond, tout en permettant une mesure sensible dé'lla [Ca
(Walczysko et al., 2000).

3.5.4.2. Matériel et méthodes

Les cellules contréles et LINCL sont repiquées dans des boites de culture a 6 puits
(Corning Life Sciences, U%/A une densité de 150 000 cellules par puits, 24 h avant
'expérience. A confluence, les cellules sont rincées une fois avec 5 ml de HBSS stérile puis
incubées a 37 °C pendant 30 min et a I'obscurité, en présence de milieu de culture contenant 2
UM de sonde Fluo-3Molecular Probes, Invitrogen, U3Aet 5 uM de sonde FuraRed
(Molecular Probes, Invitrogen, USAAu terme de l'incubation, les cellules sont rincées une
fois avec 5 ml de HBSS puis incubées a 37 °C pendant 3 min, en présence de 2 ml de trypsine
0,25 % + EDTA 0,2 g/l, avant d’étre resuspendues dans 8 ml de milieu MEM complet + 10 %
SVF. Les cellules sont ensuite centrifugées a 4 °C pendant 5 min & 1000 rpm. Le culot est
resuspendu dans 10 ml de HBSSlfleau 3.7) contenant 1 mM de Cag#t centrifugé a 4 °C
pendant 5 min a 1000 rpm. Enfin le culot obtenu est décanté, resuspendu dans 500 pl de
HBSS et transféré dans un tube spécial pour FEISBiosciences, US9/lacé sur glace (4
°C). Les cellules sont ensuite réchauffées a température ambiante pendant 5 min puis sont
analysés en cytométrie de flux. L'intensité de fluorescence émise par les sondes (canal FL-
1H, A Exc : 488 nm A Em : 530 nm: Fluo-3 ; canal FL-3W,Exc : 436 nm A Em : 637 nm:
FuraRed) est mesurée en fonction en fonction de la taille cellulaire (canal: FSH)
(FACSCalibur,BD Biosciences, USACette premiére lecture permet de mesurer 1&'[Ca
basale en calcium dans les cellules. Dans certaines conditions expérimentales et comme
indiqgué dans la légende des figures, les cellules sont ensuite stimulées par 1 pM de
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bradykinine Sigma, Allemagrneou par 10 uM d'ionomycineSfgma, Allemagneafin de

mesurer 'augmentation de la [€g en réponse & ces deux molécules. L'analyse en
cytométrie de flux est réalisée 1 min aprés 'addition de la molécule. Des blancs, permettant
de mesurer l'autofluorescence des cellules, constitués de cellules incubées en présence de
milieu complet + 10 % SVF ne contenant pas de sonde, sont également réalisés. Chaque
analyse est réalisée sur 10000 cellules. Les valeurs moyennes d’intensité de fluorescence sont
ensuite corrigées par la valeur d’autofluorescence respective a chaque condition. Le ratio
entre les intensités de fluorescence émise par les sondes Fluo-3 et celle de l'intensité de
fluorescence de la sonde FuraRed, est calculé. Les résultats sont exprimés sous forme
d’histogramme reprenant I'intensité de fluorescence en fonction des conditions.

3.6. Observation de la morphologie de la population mitochondriale

Les fibroblastes contrdles et LINCL sont ensemencés a une densité de 10 000 cellules
par puits dans des boites de culture Lab-TeKWR, Francget ce, 24 h avant le marquage.
Le jour de I'observation, les cellules sont rincées une fois avec 1 ml de tampon Kreb’s Ringer
HEPES Buffer KRH) (Tableau 3.5) puis incubées a 37 °C a I'obscurité pendant 40 min, en
présence de 1 ml d’'une solution de KRH contenant du MitoTracker Green a 100 nM et 2 % de
SVF. Afin de réaliser un contrdle positif, des cellules contréles sont également préincubées en
présence de 20 uM de FCC®Hdma, Allemagne Pour cette condition, du FCCP 20 pM est
ajouté a tous les tampons utilisés par la suite. Une fois I'incubation terminée, les cellules sont
rincées 2 fois avec 1 ml de KRH puis sont incubées en présence de 1 ml de KRH pendant la
durée de I'observation en microscopie confocald&x : 490 nm ;A Em: 516 nm) I(eica,
Allemagné.

3.7. Fractionnement cellulaire

3.7.1. Principe

La technique de fractionnement cellulaire consiste en la séparation des différents
organites par centrifugation différentielle. Dans ce mémoire, nous avons utilisé une méthode
de centrifugation adaptée d'un protocole mis au point par Hamer et Jadot (¢taaheR005)
afin de récupérer les fractions N (contenant les noyaux), M (contenant les mitochondries), L
(contenant les lysosomes et les peroxysomes), P (contenant les microsomes dont le réticulum
endoplasmique et I'appareil de Golgi) et S (contenant les constituants cellulaire solubles non
sédimentables) des cellules contrdles et LINCL. Enfin un dosage de l'activité d’enzymes
spécifigues a certains organites est réalisée afin d'estimer le degré de purification de
I'organite d’'intérét. Pour cela, nous avons dosé l'activité enzymatiquepdgdictosidase et
celle de la cytochrome ¢ oxydase afin de mesurer le degré d’enrichissement, respectivement,
des lysosomes et des mitochondries, dans les différentes fractions cellulaires obtenues.
Mentionnons également que les fractions obtenues sont enrichies mais non purifiées, ce qui
peut rendre l'interprétation des résultats difficile en raison d’éventuelles contaminations par
d’autres organites (Hamet al., 2005).

3.7.2. Sous-culture et fractionnement cellulaire

Les cellules contrbles et LINCL sont repiquées a une densité de 600 000 cellules par
boite de culture de 75 cm@Gieiner Bio-One, Cellstar, Allemag)ye4 jours avant le
fractionnement cellulaire. Toutes les étapes du fractionnement cellulaire s’effectuent a 4 °C et
les échantillons ont été réalisés a partir de 8 boites de culture de 75 cm2. Lorsque la
confluence est atteinte, les cellules sont rincées 3 fois avec 8 ml de PBS puis récupérées dans
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1 ml de saccharose 0,25 M. Les cellules des différentes boites sont rassemblées puis sont
homogénéisées par 6 passages a 'homogénéiseur de Dounce. Les fractions contenant les
organites sont ensuite récupérées par différentes centrifugations reprisdyur da3.3.

Chaque culot obtenu est resuspendu dans 2 ml de saccharose 0.25 M. La concentration
protéique de chaque fraction est ensuite déterminée par la méthode de dosage de Bradford
(voir point 3.2). Chaque fraction est ensuite aliquotée puis stockée a -20 °C en vue d'une
utilisation ultérieure.

3.7.3. Dosage des activités enzymatiques de la B-galactosidase et de la
cytochrome ¢ oxydase.

3.7.3.1. Principe

Le dosage de Il'activité enzymatique deflgalactosidase repose sur le clivage d’un
substrat couplé a un groupement methylumbelliferyl afin de libérer un groupement
méthyllumbelliférone, disposant de propriétés fluorescentdsn{: 365 nm ) Exc: 450
nm). Cette enzyme étant lysosomale, elle permet d’estimer la distribution des lysosomes dans
les fractions cellulaires obtenues par centrifugation différentielle.

Le cytochrome c présente une propriété d’absorbance tres étroite a 550 nm. Une fois
oxydé, le spectre d’absorbance devient plus large mais aussi plus faible. Le dosage utilisé ici
repose sur I'oxydation de cytochrome c induite par la cytochrome ¢ oxydase présente dans
notre échantillon. La décroissance des propriétés d’absorbance du cytochrome ¢ a 550 nm
étant proportionnelle a la quantité de cytochrome c oxydase présent dans notre échantillon,
celle-ci peut étre déduite. La cytochrome c oxydase étant mitochondriale, elle permet
d’estimer la distribution des mitochondries dans les fractions cellulaires obtenues par
centrifugation différentielle

3.7.3.2. Matériel et méthode du dosage enzymatique de la 8-galactosidase

Un volume de 180 ul de mixture réactionnellealjleau 3.8) est déposé dans des
cuvettes spéciales a fluorescenBarétedt, Allemagndune cuvette test et une cuvette blanc
pour chaque fraction cellulaire) que l'on incube a 37 °C pendant 5 min. Les fractions
cellulaires sont ensuite diluées dans du sucrose 0,25 M (E: 2X; N, S: 1X; M, L, P : 10X) et
un volume de 20 pl de fraction diluée est ajouté a chaque cuvette test. Les échantillons sont
ensuite incubés a 37 °C pendant 10 min. A l'issue de cette incubation, on ajoute 1,2 ml de
tampon glycine/EDTA Tableau 3.4) afin de stopper la réaction. On ajoute enfin 1,2 ml de
tampon glycine/EDTA dans chaque cuvette « blanc » a laquelle on ajoute 20 ul de fraction
diluée. Une droite d’étalonnage est ensuite réalisée en lisant la fluorescence de cuvettes
contenant 1,2 ml de solution contenant de la méthylumbeliférone a différentes concentrations
croissantes (4 uM, 8 uM et 40 uM). L'intensité de fluorescence des échantillons est mesurée
a l'aide d’un spectrofluorimetré.Em : 365 nm A Exc : 450 nm). Enfin 'activité spécifique
relative (ASR) de chaque fraction est mesurée selon la formule :

AS= F x Dil xV0lot
Temps<Volechx CoNGrot
_ ASraction
ASR_ AShomogénat

Avec AS : Activité Spécifique ; F : intensité de fluorescence ; Dil : dilution finale Vol
volume total ; Valen: volume de I'échantillon ; Cope:: concentration proteique de la
fraction ; ASR : Activité Spécifique Relative.
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Les résultats sont ensuite exprimés sous forme de diagramme reprenant en abscisse le
pourcentage de protéines dans chaque fraction de sorte que la somme soit égale a 100% et en
ordonnées 'ASR.

3.7.3.3. Matériel et méthode du dosage enzymatique de la cytochrome c
oxydase

Une cuvette spéciale pour mesure d’absorbaBaes({edt, Allemagneontenant 1 ml de
cytochrome ¢ oxydé avec du ferrycyanure et une autre contenant 1 ml de cytochrome c réduit
avec du dithionite sont préparées. Une premiéere lecture de I'absorbance de 1 ml de
cytochrome c réduit est réalisée a l'aide d’un spectrophotomeftes(: 550 nm). On ajoute
ensuite, peu a peu, du cytochrome c oxydé a une cuvette contenant 1 ml de solution substrat
(Tableau 3.9) afin de réduire I'absorbance mesurée a 90% de la premiére lecture. Les
fractions cellulaires sont ensuite diluées 2 fois dans une solution de dilLitiolegu 3.10) et
50 ul de chaque fraction a 1 ml de solution de solution substrat réduit a 90%. L'absorbance
des échantillons peut ensuite étre mesurée grace a un spectrophotometre pendant un temps de
30 s. Le programme LambdalO permet ensuite la détermination de I'absorbance min et max
de chaque échantillon. On calcule alors I'activité de chaque fraction par la formule :

AbSmax— /A\bSmin)>< Dil xVolot
Temps<Volechx CoNGrot

_ ASraction
ASR_ AShomogénat

AS=(

Avec AS : Activité Spécifique; ARsx: Absorbance maximale ; Aks: Absorbance
minimal ; Dil : dilution finale ; Vol:: volume total ; Valn: volume de I'échantillon ;
Congyot : concentration proteique de la fraction ; ASR : Activité Spécifique Relative.

Les résultats sont ensuite exprimés sous forme de diagramme reprenant en abscisse le
pourcentage de protéines dans chaque fraction de sorte que la somme soit égale a 100% et en
ordonnées I'ASR.

3.8. Analyse de I'abondance protéique par gel SDS-PAGE, Western
blot et détection en fluorescence

3.8.1. Principe

La technique du Western blot en fluorescence permet la séparation, 'identification de
protéines ainsi que la quantification de leur abondance. La technique du Western blot en
fluorescence présente I'avantage de montrer moins de bruit de fond que les techniques
habituellement utilisées en Western blotting telles que la révélation basée sur la
chimioluminescence. De plus, contrairement a cette méthode, cette technique est quantitative
sur plusieurs ordres de grandeurs (Gingrich et al., 2000; Dedaale 2008).

3.8.2. Matériel et méthode

3.8.2.1. Préparation des lysats clairs

Les fibroblastes sont ensemencés a une densité de 300 000 cellules dans des boites de
cultures de 25 cmQreiner Bio-One, Cellstar, Allemaghe4 h avant la réalisation des lysats
clairs. Lorsque la confluence est atteinte, les cellules sont rincées une fois avec 5 ml de PBS
(Phosphate Buffer Salin@ableau 3.1) glacé (4 °C). Les cellules sont alors lysées avec 500
pl de tampon de lysel @bleau 3.11) contenant un cocktail d’'inhibiteurs de protéadei€(
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Roche, Allemagneet de phosphataseBrptease InhiBitors, PIBT ableau 3.12) ainsi que du

Triton X-100 a 0,1 %, un détergent permettant la lyse des cellules. Les cellules sont incubées
5 min en présence de la solution de lyse, collectées dans des micrSasésdt, Allemagne

puis placés sur une roue a 4 °C pendant 30 min. Les lysats sont ensuite centrifugés a 4 °C
pendant 10 min a 13000 rpm. Le surnageant (= lysat clair) est alors récupéré, fractionné par
aliquotes de 50 pl puis conservés a -20 °C jusqu’a une utilisation ultérieure.

La concentration protéique des lysats clairs ainsi obtenus est déterminée par la méthode
de dosage de Bradford précédemment décrite pabit 3.2). Des volumes correspondants a
10 ug de protéines de chaque échantillon sont préparés, 20 % de tampon « Sample Buffer »
(Tableau 3.13) concentré 5 fois est alors ajouté et chaque échantillon est porté a un volume
égal avec de l'eau distillée et désionisée (MilliQ). Le tampon Sample Buffer contient du
glycérol permettant d’alourdir I'échantillon et ainsi de faciliter la charge de ce dernier dans les
puits du gel d’électrophorese. Cette solution contient égalemeng-rdarcaptoéthanol
responsable de la réduction des ponts disulfures des protéines de I'échantillon, permettant leur
dénaturation. Enfin le bleu de bromophénol permet de visualiser le front de migration des
échantillons.

Une fois les échantillons préparés, ils sont portés a ébullition par incubation a 100 °C
pendant 5 min, centrifugés brievement a 13 000 rpm avant d’étre chargés de maniere
asymétrique sur le gel. Un volume de 10 ul d'un étalon de poids moléculaire See Blue
(Invitrogen, USA est également chargé dans un des puits afin de pouvoir estimer le poids
moléculaire des bandes correspondantes a la protéine d’intérét.

3.8.2.2. Préparation des gels SDS-PAGE

Le premier gel est un gel SDS-PAGE séparat€ablau 3.14). Il est coulé entre deux
plagues de verres avant d’étre recouvert d'une couche de 1 ml d’isopropderck,(
Allemagné. Cette couche est nécessaire afin de permettre la polymérisation de l'acrylamide
en absence d'oxygene. Le tétraméthyl éthylene dianTiBMED) ajouté au gel permet de
catalyser la formation de radicaux libres (SO a partir de persulfate d’ammonium. Ces
radicaux libres peuvent ensuite réagir sur des monoméres de polyacrylamide. Le complexe
ainsi formé étant egalement pourvu d’un doublet électronique libre, il pourra également réagir
avec d’autres monomeéres de polyacrylamide et permettre leur polymérisation. Des
monomeres de bis-acrylamide sont également présents afin de créer des ponts entre les
différents polymeres de polyacrylamide. Le gel ainsi obtenu se présente sous la forme d'un
tamis moléculaire au travers duquel les protéines peuvent circuler. Le SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate) présent dans le gel est responsable du recouvrement des protéines de charges
anioniques, rendant ainsi leur migration dépendante uniquement de leur poids moléculaire
(Figure 3.4). Le gel séparateur polymérise pendant 45 min. Ensuite, un deuxieme gel, le gel
concentrateurT(ableau 3.15), est coulé par-dessus le premier et un peigne y est placé afin de
créer les puits nécessaires au chargement des échantillons. La polymérisation dure 1 h. Les
puits sont ensuite rincés a I'eau distillée et désionisée (MilliQ) puis au tampon de migration
éléctrophorétiqueT{ableau 3.16). Les échantillons sont alors chargés sur le gel, ces derniers
sont placés dans une cuve d’électrophorese et sont soumis a une intensité électrique de 35 mA
(par gel) pendant 30 min puis a une intensité de 45 mA (par gel pendant) 3 h. Le passage a
travers le premier gel permet de concentrer les protéines de I'échantillon avant que ces
derniéres ne soient séparées en fonction de leur poids moléculaire au travers du gel séparateur.

3.8.2.3. Transfert des protéines sur une membrane PVDF

Lorsque la migration des échantillons est terminée, le gel est alors démoulé puis placé
dans un systeme de sandwich. Le gel est placé sur une membrane de PVDF
(PolyVinylideneDiFluoridg (Milipore, USA hydrophobe préalablement hydratée dans du
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méthanol pendant 1 min, puis équilibrée dans du tampon de trafisfierégu 3.17) pendant

5 min. Deux papiers Whatman imbibés de tampon de transfartlerey-Nagel, Allemaghe

sont alors placés de part et d’autre du montage gel/membrane. Le sandwich ainsi obtenu est
alors placé dans un appareil de transfert permettant le transfert des protéines contenues dans le
gel sur la membrane par transfert semi-sec. Le montage est alors soumis a une intensité
constante de 30 mA pendant une nuit.

3.8.2.4. Incubation de la membrane avec les anticorps primaires et secondaires

Une fois le transfert terminé, la membrane sur laquelle les protéines ont été transférées
est rincée avec du PBBHosphate Buffer Salipn€T ableau 3.1) contenant 0.1% de Tween-20
(Polyéthyléne Sorbitan monolaurat&igma USApuis est incubée pendant 2 h a température
ambiante dans une solution bloquante Odyssey Infrared Imaging System Blocking Buffer
(Licor Biosciences, USAdiluée 5 fois dans du PBS contenant 0.1% de Tween-20. Cette
premiere étape permet de bloquer les sites de liaison non spécifiques des anticorps, afin de
diminuer le bruit de fond. La membrane, une fois bloquée, est ensuite incubée pendant 1 h a
température ambiante en présence d’'un anticorps primaire dirigé contre la protéine d’'intérét
dilué a une concentration spécifique (dépendant de Il'anticorps utilisé) dans la solution
bloquante non diluée. La liste des anticorps utilisés au cours de ce mémoire ainsi que les
dilutions utilisées sont reprises diableau 3.18. La membrane est ensuite rincée 3 fois
pendant 10 min avec du PBS contenant 0.1 % de Tween-20. La membrane est ensuite incubée
pendant une heure a température ambiante en présence d’une solution contenant I'anticorps
secondaire dilué dans la solution bloquante non diluée, puis rincée 3 fois pendant 10 min avec
du PBS contenant 0.1% de Tween-20 et 1 fois pendant 10 min avec du PBS. La membrane est
ensuite placée sur un papier Whatman, entre deux films plastiques et laissée sécher a 37 °C a
I'obscurité.

3.8.2.5. Révélation et quantification

Une fois la membrane completement seche, celle-ci est placée dans un scanner
(Odyssey Licor) capable de détecter la fluorescence émise par les fluorochromes couplés aux
anticorps secondaires (IRDYE 680 nm ou IRDYE 800 nm selon l'anticorps primaire utilise,
voir Tableau 3.18). Les bandes correspondant aux protéines d’intérét sont alors scannées et
I'intensité de fluorescence de ces bandes est quantifiée a I'aide du logiciel « Odyssey ». Les
intensités de fluorescence ainsi obtenues sont alors normalisées par la fluorescence
correspondant a 'immunodétection de diverses protéines utilisées comme contrble de charge
(o-tubuline oup-actine), comme indiqués dans la Iégende des figures résultats des
Western blots seront présentés sous forme de graphique reprenant la quantification de
l'intensité de fluorescence résultant de 'immunodétection de la protéine d’intérét, normalisée
par rapport au contréle de charge adéquat.

3.9. Mesure de I'abondance mitochondrialeen O '~

3.9.1. Principe

L’abondance en © (superoxide) au sein de la mitochondrie peut étre déterminée par
usage de la sonde MitoSox Red. En présence de ce radical libre (et uniquement celui-ci) la
sonde subit une oxydation conduisant a une émission de fluorescence. De plus cette sonde
s’accumule de facon spécifique au sein de la matrice mitochondriale. L'intensité de cette
derniere peut étre aisément mesurée grace a un spectrofluorimétre, ce qui permet de doser la
guantité de radicaux superoxydes présents dans la mitochondrie (Kuznetsov et al., 2008).
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3.9.2. Matériel et méthodes

Les fibroblastes contrbles et LINCL sont ensemensés a une densité de 50 000 cellules par
puits dans des plaques de culture a 24 p@teifler Bio-One, Cellstar, Allemaghe24 h

avant I'expérience. Lorsque les cellules sont arrivées a confluence, elles sont rincées 2 fois
avec 1 ml de HBSST@bleau 3.7) avant d’étre incubées a 37 °C, a I'obscurité, pendant 10
min en présence de la sonde MitoSox Red (10 uM) diluée dans du HBSS (Molecular Probes,
USA). Les cellules sont ensuite rincées 2 fois dans 1 ml de HBSS puis incubées a 37 °C
pendant 45 min a I'obscurité en présence d’antimycine A (10 sM)n@a, USAdiluée dans

du HBSS. Une fois I'incubation terminée, les cellules sont ensuite rincées 3 fois dans 1 ml de
HBSS et lintensité de fluorescence émise par la sonde est mesurée grace a un
spectrofluorimetreX Ex : 512 nm A Em : 612 nm). Enfin, les cellules présentes daas|uh

puits sont rincées deux fois dans 1 ml de HBSS avant d’étre lysées dauisdeORaOH (1

N) (Merck, Allemagnge La concentration protéique des lysats obtenus est déterminée par la
meéthode de dosage de Bradford précédemment décritep@air 3.2). ). Les résultats sont
calculés en unités arbitraires de fluorescence, corrigés par la valeur moyenne
d’autofluorescence respective a chaque condition, puis sont normalisés par la quantité de
protéines contenue par puits.

3.10. Mesure de Ila concentration en calcium matricielle
mitochondriale par marquage au X-Rhod 5F

3.10.1. Principe

La sonde X-Rhod 5F est une sonde de choix pour la mesure de’*fh.{®asée en
partie sur la structure de la rhodamine. La forme acétométhylester (AM) de cette sonde lui
confére une hydrophobicité suffisante pour lui permettre d’entrer a [lintérieur des
mitochondries, et ce de maniere dépendante du potentiel de membrane mitochondriale. Cette
sonde permet de marquer de maniére spécifique fd]jc€Safiulinaet al., 2004).

3.10.2. Matériel et méthode

Les fibroblastes contrdles et LINCL sont ensemencés dans des boites de culture a 24
puits Greiner Bio-One, Cellstar, Allemagha une densité de 50 000 cellules par puits, 24 h
avant I'expérience. Une fois la confluence atteinte, les cellules sont rincées deux fois avec 500
pl de HBSS et une fois avec 500 pl de HB$&b{eau 3.7) contenant 1 mM de CagfHBSS
+ C&™). Les fibroblastes sont ensuite incubés pendant 30 min & I'obscurité en présence de X-
Rhod 5F a une concentration de 2 |(Moblecular Probes, Invitrogen, USAliluée dans du
HBSS + C&'. Les cellules sont ensuite rincées a deux reprises dans 1 ml de HBSS + Ca
Les cellules ont ensuite été traitées avec soit : 500 pl d'ionomycine a 10 uM pendant 10 min,
soit 500 pl de rhuténium red a 10 uM pendant 30 min, soit pendant 5 min avec 500 pl de
bradykinine & une concentration de 1 pM, soit 500 pl de HBSS™t @@ « Touch & Go »
doit également étre réalisé afin d’évaluer I'adsorption éventuelle de la sonde X-Rhod 5F sur le
tapis cellulaire. Pour cela, 350 ul de sonde X-Rhod 5F 2 pM diluée dans du HBSSestCa
déposé dans chaque puits puis est immédiatement décanté. Les cellules sont ensuite lavées 2
fois avec 1 ml de HBSS + &apuis incubées en présence de 500 pl de HBSS?% Ges
traitements terminés, l'intensité de fluorescence émise par la sonde X-Rhod 5F reflétant la
concentration calcique dans la matrice mitochondriale a été mesurée a l'aide d'un
spectrofluorimetre Al Ex : 515 nm ;A Em : 612 nm). Les résultats sont exprimés en unités
arbitraires de fluorescence (AFU) et ont ensuite été normalisés par la quantité d’ADN
présente dans chaque puits, mesurée par incubation des tapis cellulaires en présence d’'iodure
de propidium. Afin de réaliser ce dosage, 500 ul de HBSS contenant 10 ng/ml d’'iodure de
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propidium est ajouté dans chaque puits contenant les cellules. L’iodure est un agent
intercalant permettant le marquage des acides nucléiques doubles brins (Goff, 1992). La
plaque est ensuite incubée a 37 °C pendant 1 h a I'obscurité. Au terme de cette incubation,
lintensité de fluorescence émise par l'iodure de propidium est mesurée a laide d'un
spectrofluorimetreX(Ex : 515 nm ; Em : 612 nm).

3.11. RT-PCR quantitative en temps réel

3.11.1 Principe

La gRT-PCR Quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) en
temps réel est une technique permettant de quantifier 'abondance relative d'un ARNm d’un
géne donné de maniére spécifique. La technique repose sur l'isolation de 'TARNm des cellules
dont I'expression génique doit étre quantifice. LARNmM étant peu stable et se trouvant en
petites quantités a l'intérieur des cellules, ce dernier doit subir au préalable une transcription
inverse en ADNcReverse Transcription) par une reverse transcriptase. L’ADNc obtenu est
ensuite amplifié par PCRP6lymerase Chain Reaction) a I'aide de nucléotides et d’amorces
spécifiqgues du géne étudié. L'utilisation de ces amorces permet, au cours de la PCR, une
amplification spécifique. L'ajout d’'un agent intercalant comme le « SYBR Green » permet de
guantifier I'amplification de 'ADNc en s’intercalant entre les brins complémentaires de
'’ADNc et en émettant un signal de fluorescence dont l'intensité augmentera de maniére
proportionnelle au nombre de copies d’ADN au cours de la PCR. Le point ou la fluorescence
émise par le SYBR Green est mesurable et devient supérieure au bruit de fond est le cycle
seuil ou Ct Cycle Threshold). Ce seuil sera d’autant plus vite atteint que le nombre de copies
d’ADNc (et donc d’ARNm dans I'échantillon) est élevé. La valeur du Ct sera donc
inversement proportionnelle a la concentration de départ en ADNc (et donc en ARNm). Les
résultats obtenus sont ensuite normalisés par la valeurhdusekeeping genau géne de
maintenance dont I'expression ne varie pas dans les conditions expérimentales étudiées.

Dans ce mémoire, la qRT-PCR en temps réel nous a permis de quantifier I'expression
du gene codant la sous-unitél@ 'ATPsynthase.

3.11.2. Matériel et méthodes

3.11.2.1. Sous-culture

Les cellules contréles et LINCL sont repiquées dans des boites de culture de 75 cm2
(Greiner Bio-One, Cellstar, Allemagh@ une densité de 600 000 de cellules par boite, 4 |
avant I'extraction de I'ARN total. Lorsque les cellules arrivent & confluence, 'ARN total est
extrait selon le protocole suivant.

3.11.2.2. Extraction d’ARN total

En raison de la fragilit¢ de 'ARNm ainsi que de la présence de RNAses (enzymes
impliquées dans la dégradation de ’ARN) dans notre environnement, I'extraction d’ARN doit
se réaliser dans des conditioR§lAse-free(en absence de toute RNAse). Ces conditions
impliquent I'usage de gants RNAse-free, de tips autoclavés RNAse-free, d’eau bidistillée,
désionisée et autoclavée RNAse-free ainsi que l'utilisation d’'un emplacement de travail
recouvert d’'un papier aluminium nettoyé par une solution de SDS 1%.

Les cellules sont rincées 2 fois avec 10 ml de PB&bleau 3.1) et sont ensuite
collectées dans 1 ml de TRIzol. Elles sont alors centrifugées pendant 5 min a 1 000 rpm. On
resuspend ensuite les cellules dans 1 ml de TRIzol et on laisse incuber pendant 5 min a
température ambiante. On ajoute alors 200 ul de chloroforme RNAs&igesa( USAet on
agite le microtube vigoureusement a la main pendant 15 s. Les échantillons sont ensuite
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incubés pendant 3 min a température ambiante, centrifugés a 4 °C pendant 10 min a 12 000 g.
Le surnageant (contenant 'ARN total) est ensuite transféré dans un microtube. On ajoute
ensuite 500 ul d’isopropanol RNAse fradgrck, Allemagneque I'on homogénéise avec

'ARN par inversion du microtube et on incube les tubes pendant 10 min a température
ambiante. L'isopropanol permet de précipiter 'ARN. Au terme de cette incubation, les
échantillons sont centrifugés a 4 °C pendant 10 min a 12 000 g. Le surnageant est décanté et
le culot est rincé 1 fois dans 1 ml d’éthanol (75%) RNAse fherck, Allemagnge Le
microtube est alors vortexeé puis centrifugé a 4 °C a 7500 g. Le culot obtenu est laissé a sécher
a l'air libre pendant 5 a 10 min avant d’étre resuspendu dans 100 ul d’eau RNAse free
(Promega, USA Les échantillons et une aliquote d’eau RNAse free sont ensuite conserves a -
70 °C en attendant le dosage de I'ARN.

3.11.2.3. Dosage de I'ARN

Une dilution de l'aliquote primaire (100 fois et 200 fois) dans de I'eau RNAse free est
d’abord réalisée. La concentration en ARN présent dans les échantillons est calculée en
mesurant I'absorbance a 260 et 280 Eppendorf Biophotometer, Allemagnke ratio entre
les absorbances mesurées a 260 et 280 doit étre de minimum 1,85. Celui-ci indique la pureté
idéale de I'ARN extrait. La formule permettant de calculer la concentration a partir des
valeurs d’absorbance est la suivante :

Abs

exL

Conc=

Avec Conc = concentration en ARN ; Abs : absorbance ; ¢ : coefficient d’extinction molaire
(ARN = 0,025 mg/ml) ; L : longueur de la cuvette en quartz (= 1 cm)

3.11.2.4. Transcription inverse

Un volume donné correspondant a 1 ug d’ARNm est prélevé de I'échantillon primaire
est incubé a 65 °C pendant 10 min en présence de 7 pl de mixtuieeBl@a( 3.19) (First
Strand cDNA Synthesis KiRoche, Allemagnecontenant notamment la reverse-transcriptase
et des oligonucléotides permettant la synthése d’ADNc a partir de 'ARNm. On incube
ensuite I'échantillon a 85 °C pendant 30 min puis pendant 5 min. Les échantillons sont ensuite
refroidis sur glace (4 °C) et ’ADNc obtenu est congelé a -20 °C en attendant leur utilisation
ultérieure.

3.11.2.5. gqRT-PCR en temps réel

Un « mix » RT-PCR contenant, pour un volume final de 20 pl: 12,5 pl de mix SYBR
Green | (nvitrogen, Pays-B3gs 2,5 ul d'eau MilliQ, 2,5 pl d’amorceeverse3 uM et 2,5 pl
d’amorceforward 3 uM, est préparé. Le mix SYBR Green contient I'agent intercalant du
méme nom Applied Biosystems, Pays-Basine ADN polymérase thermostable a haute
température et des nucléotides (dNTP). Un volume de 20 pl de mix RT-PCR est ensuite
déposé dans un puits d’'une plague a 96 pdifplied Biosystems, Pays-Baguis 5 pl
d’ADNCc sont ajoutés. La plaque est ensuite scellée puis centrifugée brievement avant d’étre
conservée a 4 °C. La liste des amorces utilisées au cours de ce travail est rephs=au
3.20.

L’amplification est réalisée dans I'appareil de qRT-PCR ABI Prim 7080plied
Biosystems, Pays-Bgast le programme de PCR est lancé. Ce programme comporte plusieurs
phases. Premiérement, les échantillons sont chauffés pendant 10 min a 95 °C afin de dénaturer
les brins d’ADNc. Les échantillons subissent ensuite 40 cycles alternant successivement un
refroidissement a 60 °C de 1 min (afin de permettre la liaison des amorces aux brins d’ADNc
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et leur élongation) et une hausse de la température jusqu’a 95 °C pendant 15 s (afin de séparer
a nouveau les brins de '’'ADNc nouvellement synthétisés). Le SYBR Green s’intercale alors
également entre les brins de '’'ADN néoformeés. Une lecture de la fluorescence émise par le
SYBR Green est effectuée par I'appareil a I'issue de chaque cycle (apres le refroidissement).
Le programme « SDS» permet la quantification et I'analyse des données de fluorescence
obtenues. Un contrble négatif constitué en présence de 5 pl d’eau MilliQ (en lieu et place de
I’échantillon) doit étre réalisé afin de s’assurer qu’aucune contamination par un ADN étranger
nNa eu lieu lors de la préparation de la plaque. L'expression dun géne de
maintenance/référence ou « housekeeping gast également nécessaire. L’expression de ce
gene de référence est supposé étre stable et ce, quelque soit la condition expérimentale
considérée. La mesure de son expression permet la normalisation de I'expression des genes
d’intérét.

3.11.2.6. Analyse des résultats

Dans une premiere expérience, plusieurs concentrations d’ADN (dilué 10X, 100X, 1 000X,
10 000X) et des amorcézrward etreversesont effectuées afin permettent de déterminer une
droite de régression pour les fragments d’ADN d'intérét et la concentration optimale
d’utilisation des amorces permettant d’'optimaliser la synthese d’ADNc. La pente de cette
droite est ensuite déterminée et utilisée afin de calculer l'efficience de la PCR selon la
formule : Efficience = 18/Pe"®

Seule I'expression des genes pour lesquels les droites de régression sont paralleles peut étre
comparée. Une efficience optimale est proche de 2 et signifie I'obtention de deux brins
d’ADNc a partir d’'un brin originel. Une fois les concentrations optimales des amorces
déterminées, on procéde a la gRT-PCR définitive en utilisant les conditions optimales et a
'analyse de ses résultats. On calcule alor&Q¢ des transcrits par soustraction de la valeur

de Ct du géne de référence utilisé a celle du Ct du gene d’'intérét. Dans cette étude, nous avons
utilisé les génes GAPDH, 13 kDa et 18S comme génes de référence. L'expression relative du
transcrit par rapport au géne de référence (ou fold d’'induction) peut ensuite étre déterminée
selon la formule :

Abondance relative =2
Avec AAct = (ACt tes) - (ACt condition contrﬁl}

3.12. Dosage de I'ATP intracellulaire

3.12.1. Principe

Ce test est basé sur une réaction enzymatique d’oxydation de la luciférine en
oxyluciférine par la luciférase en présence d’ATP, d'oxygéne et d& S&don la formule
présentée a Idigure 3.5. Cette réaction permet une libération de photons qui est
proportionnelle a la concentration en ATP dans le milieu. Dans ce travail, nous avons utilisé
ce test afin de doser le contenu intracellulaire en ATP dans les fibroblastes contrbles et
LINCL (Yanget al., 2002).

3.12.2. Matériel et méthode

Les cellules contréles et LINCL sont ensemencées a une densité cellulaire de 150 000
cellules par puits dans des boites de culture a 6 puits, 24 h avant I'extraction @Grefie(
Bio-One, Cellstar, AllemagpeUne fois la confluence atteinte, les cellules sont rincées avec 5
ml de HBSS stérileL{onza, Allemagne avant d’étre incubées pendant 10 s en présence de
500 pl de la solution « ATP Releasing AgentSigtna, Allemagnediluée 10 fois dans de
l'eau stérile. Cette solution contenant 'ATP est ensuite transférée dans des microtubes
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(Sarstaedt, Allemaghgealiquotée puis stockée a -70 °C jusqu’au dosage. Ajoutons que toutes
ces étapes sont realisées sur glace (4 °C). Les échantillons d’ATP sont dilués 2 fois dans la
solution « ATP Releasing Agent » et un volume de 100 pl de mixture réactionnelle « ATP
assay mix » Tableau 3.21) est placé dans des tubes spéciaux a luminescence (Sarstaedt,
Allemagne) puis incubé a température ambiante pendant 3 min. Ensuite un volume de 100 pl
d’échantillon est ajouté dans la mixture réactionnelle et les photons émis sont mesurées
immédiatement grace a un bioluminometre (Berthold Detection System FB12). Les données
sont exprimées en unités relatives de luminescdRelatfve Light Units, RL)et normalisées

par la quantité de cellules déterminée par la quantit¢é d’ADN, elle-méme mesurée par
l'intensité de fluorescence émise apres marquage a l'iodure de propidium (voir point 3.9.2).
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4. Résultats et discussion

4.1. Avant-propos - Caractéristigues du modele cellulaire étudié

Bien que les organites comme le RE, les mitochondries ou les lysosomes aient
longtemps été considérés comme statiques et isolés, de nombreuses études récentes ont permis
de mettre en évidence l'existence de voies de communication moléculaire de type
« rétrograde » entre I'organite non fonctionnel et le noyau (Liu et al., 2006). Citons, par
exemple, la voie UPRUnfolded Protein Responseactivée par le RE en réponse a une
accumulation de protéines n'ayant pas acquis une structure tertiaire fonctionnelle (mal
conformées ou anormalement repliées). La voie UPR conduit notamment a une
oligomérisation de la protéine Irel (une enzyme bifonctionnelle dotée d’une activité kinase et
endonucléase) qui dimérise en réponse a une dissociation de la chaperonne BiP et qui peut
induire une réponse nucléaire. En effet, I'activation de Ire 1 au sein de la membrane du RE
favorise la traduction et l'activation de XBP-1, un facteur de transcription capable de
contrbler I'expression de genes nucléaires codant pour des protéines de types chaperonnes
(Ron et al., 2007). La mitochondrie, I'organite auquel nous nous sommes intéressés au cours
de cette étude, est également capable de communication rétrograde vers le noyau. En effet,
par exemple, une inhibition du potentiel de membrane mitochondriale peut conduire & une
augmentation de la concentration cytosolique en calcium*{at a I'activation de la
CaMKIV (Calmoduline Kinase IV Cette derniére induit la phosphorylation du facteur de
transcription CREB, augmentant ainsi la transcription de ses génes cibles nucléaires (Arnould
et al., 2002).

En plus de pouvoir modifier I'expression de génes, affectant ou non, 'organite dont
I'activité et les fonctions sont altérées, le dysfonctionnement des organites peut également
avoir un impact direct sur la biologie d'une autre structure subcellulaire. En effet, nous avons
également vu qu’un dysfonctionnement d’un organite comme le lysosome peut également
modifier I'activité et/ou 'abondance d’autres organites comme la mitochondrie (Guicetiardi
al., 2004). De plus, il est connu gu’'une perméabilisation de la membrane du lysosome, se
produisant dans certaines conditions induisant I'apoptose, comme la stimulation de cellules
d’hépatome de rat par le THF(Werneburg et al.,, 2002), est capable de modifier la
perméabilité de la membrane mitochondriale conduisant a la libération de différents facteurs
pro-apoptotiques tels que le cytochrome ¢ (Guicciardil., 2004) Cependant, si I'activation
de nombreuses voies de communication commence a étre élucidée dans le cadre du
dysfonctionnement du RE et des mitochondries, la réponse cellulaire au dysfonctionnement
et/ou a la surcharge des lysosomes est peu étudiée et peu connue. Cette étude avait donc pour
objectif de mettre en évidence d’éventuelles modifications de I'activité et/ou de I'abondance
de la population mitochondriale en réponse a un dysfonctionnement lysosomal.

Les maladies de surcharge lysosomale sont des pathologies génétiques tres fréquentes
qui affectent, en moyenne, 1 naissance sur 7700 dans le monde (Meikle1999). Elles
sont caractérisées par une déficience d’'une ou de plusieurs hydrolases acides lysosomales (des
enzymes impliquées dans la dégradation des macromolécules dans le lysosome) qui conduit a
'accumulation intralysosomale du substrat de ces enzymes (Futerman et al., 2004).
L’accumulation de ces substrats non dégradés dans les lysosomes conduit a I'apparition de
symptémes principalement de type neurodégénératif comme des crises d’épilepsies et une
perte des capacités cognitives et locomotrices (Vellodi, 2005).

Le choix de s’intéresser aux effets de la surcharge lysosomale sur la biologie de la
mitochondrie a été pris en raison de lI'importance cellulaire de cet organite. En effet, nous
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avons vu dans l'introduction de ce travail que la mitochondrie constitue la principale la source
d’énergie cellulaire (Karp, 2004), mais est aussi le point d’intégration de la mort cellulaire par
apoptose (Kroemer, 2001). Elle est également impliquée dans I'homéostasie cellulaire du
calcium (Gunteet al., 2000).

Pour étudier la réponse mitochondriale au dysfonctionnement du lysosome, nous avons
utilisé un modele cellulaire permettant d’étudier la réponse de fibroblastes affectés par la
cause responsable de la CLN infantile tardive, une pathologie de surcharge lysosomale causée
par une mutation du gel&d_N2 codant pour la protéine TPP-1 (Liu et al., 1998). Nous avons
donc comparé des fibroblastes de peau humaine issus d’'une personne « saine » (fibroblastes
contrbles) a des fibroblastes provenant d'une patiente asiatique atteinte de la maladie
(fibroblastes LINCL). Ce modele présente les mémes avantages et les mémes limitations que
bon nombre de modeéles cellulaires. En effet, il permet de travailler sur un seul type cellulaire
en permettant facilement d’'interférer avec les processus biologiques (inhibiteurs, RNAI,...).
Ce modele cellulaire est complémentaire au modéle animal de souris invalioees gut
pour le gene CLN2 (Sleat al., 2004) utilisé par Guillaume Van Beersel au cours de sa these.

Nous sommes cependant bien conscients des limitations d’étudier les effets de la
surcharge lysosomale sur cette lignée fibroblastique : 1) ce sont des fibroblastes et non des
neurones (type cellulaire dans lequel les effets de la surcharge sont plus séveres) et 2)
'absence de lien de parenté entre les deux personnes donneuses conduit a travailler avec des
cellules qui ont un « background génétique » totalement différent. A priori et sans contréle
adéquat, il serait donc difficile, voire impossible, d’attribuer d’éventuelles modifications
observées au dysfonctionnement lysosomal causé par la déficience en TPP-1. Nous avons
débuté notre travail en mettant au point un dosage de la TPP-1 pour caractériser I'activité de
cette enzyme dans nos lignées cellulaires et pouvoir suivre la restauration de I'activité TPP-1
dans la lignée LINCL en présence d'une enzyme recombinante ajoutée dans le milieu de
culture (Lin et al., 2001).

4.2. Mise au point d’'un dosage de l'activité TPP-1 et restauration de
I'activité de I'enzyme dans des fibroblastes LINCL

4.2.1. Mise au point d'un dosage de l'activité enzymatique de la TPP-1

Nous avons tout d’abord cherché a mettre au point un dosage de l'activité enzymatique
de la TPP-1. Le protocole utilisé est celui precédemment mis au point par I'équipe de Sohar et
ses collaborateurs (Sohat al., 2000). Brievement, le principe de ce dosage repose sur la
spécificité du clivage d’'un tripeptide couplé a un groupement amidométhylcoumarine (Ala-
Ala-Phe7-AMC) catalysé par la TPP-1 en conditions acides (pH 4,0). Le clivage de ce
tripeptide conduit a la libération du groupement fluorescent AMC (amido-4méthylcoumarine)
capable d’émettre de la fluorescence lorsqu’il est libéré par le clivage protéolytique. L’activité
TPP-1 peut alors étre dosée par la mesure de lintensité de fluorescence a l'aide d'un
spectrofluorimétre.

Dans le but de déterminer la quantité de cellules minimale a engager dans le dosage
pour obtenir un bon rapport « signal de fluorescence » / « blanc », nous avons réalisé un
dosage de l'activité TPP-1 sur des échantillons contenant 20 000, 4 000 ou 2 000 cellules
contrdles ou LINCL. Comme attendu, nous observons bien une activit¢ TPP-1 dans les
cellules contrbles qui est dépendante de la quantité de cellules, alors que celle-ci est
guasiment indétectable dans les cellules LINEigre 4.1 A). Ce résultat montre que
l'activité TPP-1 des fibroblastes LINCL est tres faible comparativement a celle des cellules
fibroblastiques contrdles et ce, quelque soit la quantité de cellules engagée dans le dosage. Ce
premier résultat de caractérisation de l'activité TPP-1 dans les lignées cellulaires étudiées
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valide donc notre modéle cellulaire de LINCL conformément a ce qui est décrit dans la
littérature (Ezakiet al., 2000). Sur base de ce résultat, nous montrons que le dosage peut étre
effectué dans de bonnes conditions a partir de 20 000 cellules pour obtenir un bon signal de
fluorescence. Comme nous avions utilisé un temps d’incubation de 30 min dans cette
premiére expérience, nous avons ensuite cherché a optimaliser le temps d’incubation de
I'échantillon en présence du substrat de 'enzyme. Nous avons donc dosé I'activité de la TPP-
1 dans des échantillons préparés a partir de 20 000 cellules pour des temps d’incubation
croissants (20, 40, 60, 80, 100 ou 120 mkipy¢re 4.1 B). Nous observons que, pour les
échantillons préparés a partir des fibroblastes contrdles, 'intensité de fluorescence, reflétant
l'activité enzymatique de la TPP-1, augmente progressivement en fonction du temps
d’incubation. Comme anticipé, I'activité de la TPP-1 reste quasi indétectable dans les cellules
LINCL et ce, quel que soit le temps d’incubation considéré. Nous pouvons donc conclure que
le dosage de la TPP-1 est fonctionnel et que, au moins pour des temps d’incubation inférieurs
a 120 min, le signal de fluorescence émis ne sature pas le détecteur du spectrofluorimetre, ce
qui se traduirait par I'apparition d’'une phase plateau, non observée dans les conditions dans
lesquelles nous avons effectué ce dosage enzymatique.

A partir de ces expériences préliminaires, nous avons pu mettre au point les conditions
de ce dosage enzymatique. Il semble que le dosage réalisé sur des échantillons préparés a
partir de 20 000 cellules et un temps d’incubation de 120 min donne de bons résultats et soit
suffisamment sensible pour mesurer spécifiguement la TPP-1 sans voir de saturation dans le
signal de fluorescence émis. Nous utiliserons donc ces conditions dans les expériences ci-
dessous visant & doser I'activité TPP-1 dans des cellules LINCL qui ont récupéré une activité
TPP-1.

4.2.2 Modele de restauration de I'activité enzymatique TPP-1 des fibroblastes
LINCL

Rappelons que les deux lignées cellulaires utilisées dans ce mémoire sont non
apparentées et présentent donc un fond génétique différent. Afin de nous assurer que les
différences éventuellement observées dans la suite de ce travail résultent bien du
dysfonctionnement lysosomal, nous avons mis en place une stratégie visant a restaurer
l'activité TPP-1 dans les fibroblastes LINCL. Dans ce but, nous avons utilisé une premiere
stratégie reposant sur la transfection, par électroporaionlg¢ofection, Amaxa, U$Ale
fibroblastes LINCL avec un plasmide d’expression contenant '’ADNc codant pour la protéine
TPP-1. Ce plasmide nous a été fourni gracieusement par le Prof. Peter Cebir (for
Advanced Biotechnology and Medicine, University of Medicine and Dentistry of New Jersey,
USA). Cependant, nous n’avons jamais pu restaurer une activité TPP-1, méme partiellement
dans les fibroblastes LINCL par cette approche. L’efficacité de transfection n’est cependant
probablement pas a mettre en cause, car I'électroporation des cellules par nucléofection a
l'aide d’'un plasmide d’expression codant pour la GFP a permis de calculer un taux de
transfection d’environ 70 % avec ce plasmide (données non montrées).

Suite a cette stratégie infructueuse et pour répondre au besoin de devoir corriger le
déficit de la TPP-1 dans les cellules LINCL pour pouvoir interpréter correctement nos
résultats, nous nous sommes intéressés aux travaux de Lin et collaborateurs qui ont mis au
point un protocole de production d’'une TPP-1 recombinante sous sa forme précurseur par des
cellules d’ovaires de cobaye (CHGhinese Hamster Ovarian cglflLin et al., 2001). Ces
auteurs ont montré que l'incubation de neurones et de fibroblastes de peau humains en
présence de cette enzyme recombinante diluée directement dans le milieu de culture, permet
une récupération de l'activité TPP-1 des cellules déficientes. De plus, 'acheminement de
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'enzyme par une endocytose médiée par les récepteurs a mannose-6-phosphate assure son
adressage correct vers le compartiment lysosomal.

Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer le temps d’incubation optimal
pendant lequel les fibroblastes LINCL devaient étre exposés a I'enzyme recombinante diluée
dans le milieu de culture, pour permettre de restaurer I'activité TPP-1 dans ces cellules, a un
niveau comparable a I'activité mesurée dans des fibroblastes contréles. Pour y parvenir, nous
avons incubé les cellules LINCL pendant des temps d’incubation croissants (24, 48 et 96 h)
en présence de deux concentrations de I'enzyme recombinante (3 et 10 nM) (généreusement
donnée par le Prof. P. Lobel) diluée dans du milieu MEM + 10 % SVF. Au terme de ces
incubations, nous avons dosé l'activité TPPFiggre 4.2). Nous observons que l'activité
TPP-1 des fibroblastes LINCL peut étre restaurée et que l'activité de la TPP-1 augmente, dans
ces cellules, progressivement en fonction du temps d’incubation et ce, pour les deux
concentrations testées. Notons également que l'activité basale des cellules contrbles ne varie
pas (ou peu) au cours du temps et que I'activité de I'enzyme est toujours indétectable dans les
cellules LINCL. Ces résultats suggerent qu'un temps d’incubation de 48 h des cellules en
présence de 10 nM de pro-enzyme recombinante permet de récupérer une activité
enzymatique TPP-1 comparable a celle observée dans des fibroblastes cdtitiotest(2).

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par I'équipe de Lin et de ses collaborateurs
(Lin et al., 2001). En effet, ces auteurs montrent qu’'une incubation de neurones LINCL en
présence de 10 nM de pro-TPP-1 recombinante pendant 2 jours, permet une restauration de
l'activité TPP-1 comparable a I'activité mesurée dans des neurones contrdles. Ces conditions
seront donc utilisées dans les expériences ultérieures de ce travail visant a corriger le déficit
de l'activité TPP-1 dans les cellules LINCL.

Nous avons ensuite cherché a évaluer la stabilité de cette préprotéine recombinante dans
la lignée de fibroblastes LINCL. Nous avons donc incubé les cellules LINCL dans du milieu
MEM contenant 10 % de SVF en présence de pro-TPP-1 a une concentration de 10 nM. Apres
48 h d’incubation, le milieu a été retiré et les cellules ont ensuite été rincées avec du HBSS
(afin d’éliminer toute trace de I'enzyme) avant d’étre remplacé par du milieu de culture MEM
contenant 10 % de SVF. Apres 5 jours d’incubation (« wash)oliactivite TPP-1 a été
mesureée Kigure 4.3). Dans ces conditions, nous observons que l'activité¢ TPP-1 dans des
fibroblastes LINCL ayant incorporé I'enzyme pendant 48 h reste stable, puisqu’on retrouve
encore environ 85 % de l'activité mesurée dans des fibroblastes controles. Malheureusement,
dans cette expérience, nous n'avons pas le contrdle approprié qui correspondrait a I'activité
dans des cellules LINCL ayant incorporé I'enzyme pendant 48 h (qui correspondrait au 100
%). Nous savons cependant, sur base des résultats présentiégguaeld.2, que I'activité
TPP-1 mesurée dans des cellules LINCL incubées en présence de I'enzyme recombinante (10
nM) pendant 48 h est comparable a celle dosée dans les cellules fibroblastiques controles.
Nous pouvons donc dire que I'enzyme TPP-1 recombinante est non seulement active dans les
lysosomes des cellules LINCL mais également que l'enzyme est relativement stable
puisqu’on retrouve encore 85 % de I'activité apres une période d’incubation des cellules de 5
jours en absence de lI'enzyme. Cette grande stabilité de la TPP-1 recombinante dans les
lysosomes a déja été rapportée dans la littérature pour des neurones (Lin et al., 2001).

Ajoutons encore que cette stratégie visant a administrer I'enzyme par une voie
endocytaire présente des avantages par rapport a la transfection: 1) la pré-protéine
recombinante développée par cette équipe étant produite par des cellules eucaryotes, celle-ci
présente les modifications post-traductionnelles nécessaires a son activité mais aussi a son
ciblage vers le lysosome, 2) la pro-TPP-1 recombinante présente un temps de demi-vie de 11
jours, une fois incorporée au sein des lysosomes, ce qui nous permettrait de développer un
modéle de restauration de l'activit¢ TPP-1 a long terme (Lin et al., 2001). Ces divers
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avantages nous ont donc poussé a conserver cette approche pour restaurer l'activité TPP-1
dans les fibroblastes LINCL.

Au cours de cette premiére partie nous avons donc montré que le déficit d’activité TPP-
1 dans des fibroblastes LINCL peut étre parfaitement restauré, de maniere relativement stable,
par une simple incubation en présence d’'une pré-protéine recombinante.

4.3. Etude des effets d’'une déficience de la TPP-1 sur I'abondance
et la morphologie de la population mitochondriale

Nous avons vu dans lintroduction de ce travail qu'une surcharge lysosomale peut
altérer de nombreux processus biologiques cellulaires, des voies de synthése de métabolites et
’lhoméostasie d’'ions comme le calcium (vpoint 2.3.4) (Futerman et al.2004). Cependant,
les effets d'un dysfonctionnement lysosomal induit par la déficience en TPP-1 sur les
fonctions et la morphologie d’autres organites comme la mitochondrie sont encore
compléetement inconnus a I'heure actuelle. Dans le but d’approfondir ces connaissances, nous
avons recherché, dans un premier temps, les effets éventuels d’'une surcharge lysosomale sur
I'abondance, la morphologie et I'activité mitochondriale.

Nous avons donc recherché les éventuelles conséquences d’'une surcharge lysosomale
induite par la déficience en TPP-1 sur lI'abondance de la population mitochondriale.
Rappelons que I'abondance de cet organite résulte d’'un équilibre entre deux processus
complexes et hautement régulés que sont la biogenese mitochondriale, assurant la formation
de nouvelles structures mitochondriales (D@&zal., 2008; Hock et al., 2009) (vomoint
2.4.5) et la mitophagie, processus de macroautophagie chargé de la dégradation spécifique de
'organite (Kimet al., 2007) (voir point 2.2.2.1.2).

Afin d’évaluer les effets éventuels de la déficience en TPP-1 dans les cellules sur
'abondance de la population mitochondriale dans fleeoblastes LINCL, nous avons
guantifié 'abondance de la population mitochondriale en cytométrie de flux suite a un
marquage de l'organite avec la sonde MitoTracker Green. Rappelons que cette sonde n’émet
de la fluorescence aprés excitation qu’une fois qu’elle a réagi avec les groupes thiols (-SH)
des protéines dans I'environnement lipidique de la mitochondrie. De plus, I'accumulation de
la sonde spécifiguement dans la mitochondrie, est indépendante du potentiel de membrane. Le
marquage des mitochondries avec cette sonde ne permet donc pas de discriminer des
mitochondries découplées (non fonctionnelles) de mitochondries couplées et donc pleinement
actives (Haugland, 2002).

Des fibroblastes contréles et LINCL ont été ensemencés a une densité de 600 000
cellules dans des boites de culture de 75 cmz, 5 j avant I'expérience, puis incubés en présence
de la sonde MitoTracker a 100 nM pendant 30 min. L’intensité de fluorescence a ensuite été
mesurée en cytométrie de flukigure 4.4). Sur cette figure, nous observons premiérement
gue l'autofluorescence est comparable dans les deux lignées cellulaires. Nous pouvons
également voir que l'intensité de fluorescence augmente fortement (shift de fluorescence)
dans les cellules marquées par la sonde Mitotracker Green, ce qui atteste que la sonde a bien
été incorporée dans les cellules. Cependant, nous observons que, dans les trois expériences
indépendantes realisées, l'intensité de fluorescence mesurée est comparable pour les deux
lignées cellulairesHigure 4.4). Ces résultats suggerent donc que la déficience en TPP-1 ne
modifie pas I'abondance totale de la population mitochondriale dans les fibroblastes LINCL.
Comme I'abondance mitochondriale n’est pas modifiée dans les cellules déficientes en TPP-1,
nous n’avons pas recherché les composantes de biogenese de I'organite et n’avons pas analysé
la mitophagie (deux processus essentiels qui controlent 'abondance de I'organite) dans les
cellules LINCL.
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Bien que la cytométrie en flux permette de mettre en évidence d’éventuelles
modifications de I'abondance globale de la population mitochondriale, celle-ci n'apporte
aucune information quant a la morphologie ou la distribution du réseau mitochondrial.
Rappelons que les mitochondries ne sont pas des organites statiques mais qu’elles forment un
réseau dont I'état de branchement et/ou de vésiculisation/fragmentation peut varier, selon les
conditions environnementales (Liesa al., 2009). Rappelons également que ce réseau est
nécessaire a la production optimale d’ATP par la mitochondrie (Benard et al., 2007). En effet,
une fragmentation du réseau mitochondrial conduit & une diminution de la production d’ATP
(Ju et al., 2007; Lutet al., 2009) et a une perturbation de I’homéostasie du calcium (Frieden
et al., 2004). Enfin, rappelons gu'une fragmentation du réseau mitochondrial est souvent
observée lors des premieres étapes de la mort cellulaire par apoptose (Kaeb@skiO02;
Taguchiet al., 2007). L’étude de la morphologie de la population mitochondriale dans des
cellules présentant une déficience de [Iactivité TPP-1 pourrait donc étre riche
d’enseignements.

Les cellules fibroblastiques de peau, type cellulaire utilisé au cours de cette étude, sont
connus pour présenter un réseau mitochondrial d’aspect filamenteux, réticulé et largement
interconnecté (Amchenkovat al., 1988). Nous avons donc continué notre travail en
recherchant I'impact éventuel d’'une déficience en TPP-1 sur la morphologie du réseau
mitochondrial.

Les cellules des deux lignées cellulaires ont donc été ensemencées a une densité de 10
000 cellules dans des boites de culture de Lab-Tek Il. Aprés 24 h, les cellules ont été incubées
pendant 30 min en présence de la sonde fluorescente MitoTracker Green (100 nM). Apres
rincages, I'observation du pattern de fluorescence associée a la population mitochondriale en
microscopie confocale a été réalisée sur des cellules viv&iges € 4.5). Nous pouvons voir
gue les mitochondries des fibroblastes contréles forment un réseau mitochondrial filamenteux,
réticulé et interconnecté conforme a celui rapporté dans la littérature (Amchestkalva
1988). Comme contrdéle positif, avant le marquage au Mitotracker Green, nous avons
eégalement incubé des fibroblastes contréles pendant des temps croissants (2, 4 ou 6 h) en
présence de 20M de FCCP. Le FCCP est un agent découplant qui diminue le potentiel de
membrane mitochondrial bien connu pour induire une fragmentation du réseau mitochondrial
(Legroset al., 2002).

Dans ces conditions, nous observons bien une fragmentation du réseau mitochondrial
caractérisée par l'apparition de mitochondries isolées, vésiculisées attestant de la
fragmentation du réseau mitochondrial en réponse au FCCP et ce, déja apres 2 heures
d’'incubation en présence de la molécuiegqre 4.5.). Ce résultat confirme donc que le
maintien d’'un potentiel de membrane mitochondrial est nécessaire a |'établissement d’'un
réseau mitochondrial filamenteux, interconnecté et réticulé (Legsal., 2002).

Enfin, sur cette figure, nous voyons également que la morphologie du réseau
mitochondrial des fibroblastes LINCL présente également un aspect fragmenté. En effet, le
pattern de fluorescence ponctué est compatible avec des mitochondries fragmentées et
vésiculisées comparable a la morphologie mitochondriale de fibroblastes contréles incubés en
présence de FCCHrigure 4.5). Les mitochondries des cellules LINCL semblent donc plus
petites et plus arrondies que les mitochondries des fibroblastes controles. Ces résultats sont en
accords avec des données obtenues pour d’autres maladies de surcharge lysosomale qui
montrent une augmentation de la fragmentation du réseau mitochondrial dans des fibroblastes
de patients atteints de mucolipidose de type IV (Jenréhgs, 2006) ou de gangliosidoses a
GM; (Sano et al., 2009).

En conclusion, dans cette partie du travail, nous avons donc montré que bien que la
déficience en TPP-1 ne semble pas modifier I'abondance de la population mitochondriale, elle
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pourrait conduire (directement ou indirectement) a une fragmentation du réseau mitochondrial
dans les cellules LINCL. Signalons encore que, bien que ces micrographies soient
représentatives des observations, nous ne disposons pas au laboratoire des logiciels
nécessaires a la quantification de la fragmentation du réseau mitochondrial, il est donc
difficile de pouvoir estimer avec précision le degré de fragmentation du réseau mitochondrial.

4.4. Etude de 'effet d'une déficience en TPP-1 sur I'abondance et le
recrutement de Drpl

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, la morphologie du réseau mitochondrial
résulte d’'un équilibre entre les phénomenes de fusion et de fission mitochondriales. La fusion
de la MME est catalysée par les mitofusines, des protéines mitochondriales dotées d’'une
activité GTPase catalysant le rapprochement et la fusion des MME (®ardé| 2001;
Ishihara et al., 2004). La fusion de la MMI est, quant a elle, médiée par la protéine
mitochondriale Opal (Alexandet al., 2000; Songt al., 2007). Enfin, la fission nécessite le
recrutement de la protéine Drpl en surface de la mitochondrie (Smiebalg 1998), un
processus médié par la protéine Fisl (Yoon et al., 2003).

Puisque la fission mitochondriale peut-étre médiée par une diminution de la fusion et/ou
une augmentation de la fission, nous avons tenté d’analyser 'abondance de la protéine Drpl,
recrutée spécifiguement a la MME de la mitochondrie (Yoon et al., 2003), en émettant
I’hypothese que la translocation de la protéine pouvait constituer un marqueur moléculaire
utilisable pour caractériser I'état de fission/fragmentation du réseau mitochondrial observé
dans les cellules LINCL

Nous avons donc analysé I'abondance de Drpl polientient présente a la MME des
mitochondries de cellules LINCL et contréles. Pour cela nous avons réalisé un fractionnement
cellulaire qui permet de préparer des fractions mitochondriales enrichies en mitochondries.
Nous sommes conscients que la préparation de telles fractions n’est pas optimale pour obtenir
un état de pureté important, mais I'enrichissement en mitochondries devrait étre suffisant pour
pouvoir identifier une éventuelle translocation de Drpl a la surface des mitochondries. La
préparation de fractions contenant les noyaux (N), les mitochondries (M), les lysosomes et les
peroxysomes (L), les microsomes (réticulum endoplasmique et appareil de Golgi) (P) ainsi
gue la fraction soluble (S) a été réalisée par la méthode de centrifugation différentielle (Hamer
et al., 2005) (voirpoint 3.7). Afin de suivre la distribution des lysosomes et des
mitochondries dans chaque fraction, nous avons dosé l'activité de deux enzynfes. La
galactosidase et la cytochrome ¢ oxydase, qui sont, respectivement, des enzymes marqueurs
du lysosome et de la mitochondrieidures 4.6 et 4.7). A la figure 4.6, nous voyons bien
gue I'activité spécifique relative de lagalactosidase est plus élevée dans la fraction L, ce qui
est attendu vu I'enrichissement de cette fraction en lysosomes. Ajoutons encore que les profils
de distribution et ASR (activité spécifique relative) dd3igalactosidase sont comparables
dans les fractionnements des deux lignées cellulaires. Nous retrouvons également une activité
de I'enzyme dans la fraction M, ce qui indiqgue une contamination de la fraction M par des
lysosomes. Enfin, une plus grande contamination de la fraction M par des lysosomes semble
retrouvée pour les fractions préparées a partir de fibroblastes LINCL. Nous observons
également que I'activité cytochrome c oxydase est essentiellement répartie entre les fractions
M et L (Figure 4.7). Ce qui suggere que la fraction lysosomale est fortement contaminée par
des mitochondries. Si nous devions poursuivre des expériences nécessitant la purification
d’organites dans ces cellules, des optimisations du protocole de fractionnement devront étre
réalisées.

Nous avons ensuite analysé I'abondance de la protéine Drpl, par Western blot en
fluorescence, dans des échantillons de fractions M et L préparés a partir de fibroblastes
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contrbles et LINCL afin d’estimer le degré de recrutement de la protéine Drpl a la surface de
la mitochondrie Eigure 4.8). Nous observons que I'abondance de Drpl est plus élevée dans
les fractions mitochondriale et lysosomale de fibroblastes LINCL par rapport a la fraction
mitochondriale des cellules contrdles, ce qui indiquerait un plus grand recrutement de cette
protéine a la surface de la mitochondrie dans ces cellules. Les valeurs de fluorescence des
bandes (normalisées par le contréle de charge HADHA) correspondant a Drpl dans les
fractions M des cellules LINCL sont 3 fois supérieures a celles des cellules contrbles. Les
valeurs de fluorescence des bandes (normalisées par le contréle de charge HADHA)
correspondant a Drpl dans les fractions L des cellules LINCL sont, quant a elles, 6 fois
supérieures a celles des cellules contrbles. L'augmentation de I'abondance de Drpl dans la
fraction L des cellules LINCL pourrait étre expliquée par le fait que la fraction L est
contaminée par des mitochondries de petites tailles, et bien que la contamination semble
comparable dans les fractions L préparées a partir des deux lignées cellulairéigyveir

4.7), ces petites mitochondries seraient plus riche en protéine Drpl que les mitochondries
présente dans la fraction L des cellules contrdles. Ajoutons encore que I'abondance de Drpl,
analysée sur des lysats totaux, n’est pas plus importante dans les cellules LINCL que dans les
lysats de cellules contréles (données non montrées). Nous pouvons donc en conclure que
laugmentation de I'abondance observée dans la fraction M des cellules LINCL résulte
probablement d’'un recrutement plus important de cette protéine a la surface de I'organite dans
ces cellules. Nous avons également tenté de mesurer I'abondance des protéines Mfn2 et Opal,
mais sans succes. L'absence de signaux de fluorescence pour ces protéines pourrait peut-étre
s’expliquer par une abondance trés faible de ces dernieres et donc une limitation due au seuil
de sensibilité du Western blot en fluorescence (10 pg de protéines) (Schutz-Gescletvender
al., 2004).

En conclusion, bien que ces résultats doivent encore étre confirmés, nous pouvons dire
gue la protéine Drpl semble étre recrutée a la surface des mitochondries de maniere plus
importante dans les fibroblastes LINCL. L'augmentation de I'abondance de Drpl associée
aux mitochondries dans ces cellules pourrait donc expliquer la fragmentation du réseau
mitochondrial observée dans les cellules LINCL. En effet rappelons que la protéine Drpl
catalyse les phénoménes de fission mitochondriale (Smietada 1998). Une augmentation
du recrutement de cette protéine en surface de la mitochondrie conduirait donc a une
augmentation des phénomenes de fission mitochondriale, induisant ainsi la fragmentation du
réseau mitochondrial. Des observations de la localisation de Drpl en microscopie confocale et
des expériences de double marquage avec une protéine de la MME comme Fisl, son
partenaire d’interaction (Yoon et al., 2003) devrait permettre de confirmer la localisation et la
différence de recrutement de Drpl a la surface des mitochondries des cellules LINCL. De
plus, une approche visant a invalider I'expression de Drpl en présence de siRNA dirigés
contre le transcrit de ce géne (Benard et al., 2007) ou a surexprimer un dominant négatif de
Drpl empéchant son recrutement a la MME des mitochondriegt(kil., 2008) devrait
permettre de pouvoir vérifier si le recrutement différentiel de Drpl a la MME dans les cellules
LINCL est responsable de la morphologie fragmentée de la population mitochondriale dans
ces cellules.

4.5. Etude de l'effet de la déficience en TPP-1 sur le potentiel de
membrane et la production mitochondriale de radicaux libres

Nous avons déja mentionné que le potentiel de membrane mitochondriale est impliqué
dans le maintien d’'un réseau mitochondrial filamenteux réticulé, interconnecté assurant, de
maniére optimale, la production d’énergie sous la forme d’ATP pag/R-ATPsynthase
mitochondriale (Benard et al., 2007; Liestaal., 2009). Il constitue également une force
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motrice importante dans le contrble de l'importation des protéines dans la matrice des
protéines et donc, est un €lément clé de la biogenése des organites (Karp, 2004; Herzig et al.,
2008). Une diminution du potentiel de membrane mitochondriale conduit d’ailleurs a la
fragmentation du réseau mitochondrial en conditions pathologiques (Letgahs 2002). En

effet, dans les neurones de souris présentant une déficience en PINK1 (PTEN-induced novel
kinase 1), un modele permettant de mimer la maladie de Parkinson, on observe une
diminution du potentiel de membrane mitochondriale conduisant a une fragmentation du
réseau des mitochondries (Sandebengl., 2009). Nous avons également observé que les
cellules qui sont incubées en présence de FCCP, une molécule découplante, présente
également une fragmentation du réseau mitochongoaht(4.4) (Legroset al., 2002). Si une
diminution du potentiel de membrane mitochondriale est effectivement observée dans
certaines MSLs telles que les mucolipidoses de type II, Il et IV (Otomo et al., 2009;
Tessitoreet al., 2009), une altération du potentiel de membrane mitochondriale n’est pas
retrouvée dans toutes les MSLs puisqu’il est conservé dansahnosidose (Brantowet al.,

2009). Nous avons donc cherché a comparer le potentiel de membrane mitochondriale dans
des mitochondries de fibroblastes contréles et LINCL.

Afin de mesurer le potentiel membranaire de l'organite, nous avons incubé des
fibroblastes contréles et LINCL en présence de la sonde TMRE (TetraMethylRhodamine
Ethyl ester), une sonde permettant de marquer spécifiquement les mitochondries de maniére
dépendante du potentiel de membrane mitochondriale (Gottlieb et al., 2003). Au terme de
cette incubation, lintensité de fluorescence émise par la sonde TMRE a été mesurée par
cytométrie de flux Kigure 4.9). Nous observons que les intensités de fluorescence associées
aux mitochondries des fibroblastes contréles et LINCL sont comparables. Bien que I'on
observe une diminution d’environ 10 % de l'intensité de fluorescence pour le signal TMRE
dans les cellules LINCL, cette différence n’est pas significative dans nos conditions
expérimentales. Nous avons également veérifié que l'intensité de la fluorescence mesurée est
bien le reflet de la mesure du potentiel de membrane mitochondriale. Pour cela, nous avons
incubé des cellules en présence de FCCP (20 uM) pendant 2 min avant de mesurer le potentiel
de membrane mitochondrialBigure 4.9). Dans ces conditions, on remarque que la présence
de FCCP permet de diminuer significativement I'intensité de fluorescence mesurée (p<0.01).
Soulignons également que la diminution du potentiel de membrane mitochondriale observée
en présence de FCCP est comparable entre les deux lignées cellulaires et représente une chute
de potentiel de plus de 80 %.

En conclusion, nous montrons que le FCCP, un agent découplant, dissipe bien le
potentiel de membrane mitochondriale. La diminution de I'intensité de fluorescence observée
en présence de FCCP montre également que l'intensité de fluorescence observée est bien le
reflet de la mesure du potentiel de membrane mitochondriale (qui est souvent compris entre -
180 et -220 mV), ce qui valide le test utilisé dans cette étude.

Nous pouvons également dire qu'aucune différence significative du potentiel de
membrane mitochondriale n’est observée entre les mitochondries de fibroblastes LINCL et les
mitochondries de cellules contrdles, contrairement & la diminution observée dans les
mucolipidoses de type I, Il et la mucopolysaccharidose de type IV (Otomo et al., 2009;
Tessitoreet al., 2009).

Il est donc possible que la fragmentation du réseau mitochondrial, dans les cellules
présentant une surcharge lysosomale, soit fonction de l'origine/la nature de I'altération
conduisant au dysfonctionnement mitochondrial. La fragmentation du réseau mitochondrial
induite par la déficience de l'activité enzymatique TPP-1 ne semble donc pas dépendre d’'une
diminution du potentiel de membrane mitochondriale. De plus, il semble que la fragmentation
du réseau mitochondrial observée dans les cellules LINCL ne semble pas conduire a une
diminution significative du potentiel de membrane mitochondriale. Cette donnée est en
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contradiction avec les données de la littérature (Legtoal., 2002; Lieseet al., 2009).
Ajoutons encore que le fait de savoir si la fragmentation du réseau mitochondrial conduit ou
non, a une diminution du potentiel de membrane mitochondriale est encore sujet a
controverse. En effet, il a été montré que la fragmentation du réseau mitochondrial induite par
une surexpression de la protéine Fis1l/Drpl, n’est pas corrélée a une diminution du potentiel
de membrane mitochondriale (Frieden et al., 2004). Ajoutons que dans les cellules LINCL, la
fragmentation semble également dépendre d’'un recrutement différentiel de la protéine Drpl.
Enfin, n‘ayant que 3 échantillons indépendants dans cette expérience, il est possible qu’'en
augmentant le nombre d’échantillons, cette petite différence d’environ 10 % entre le potentiel
des cellules LINCL et les fibroblastes contrdles, pourrait, si elle se confirme, devenir
significative. La diminution du potentiel de membrane mitochondriale dans les cellules
LINCL serait cependant beaucoup plus faible que celle obtenue en découplant artificiellement
la mitochondrie en présence de fortes concentrations en FCCP.

Nous avons toutefois cherché a déterminer si cette faible différence entre le potentiel de
membrane mitochondriale entre les cellules contrdles et les cellules LINCL, pouvait étre
causé par une éventuelle augmentation de la production mitochondriale de radicaux libres
dérivés de I'oxygene (oReactive Oxygen Specid®0S). En effet, la mitochondrie est une
source cellulaire de ROS en raison de son activité de respiration, comme nous l'avons vu au
point 2.4.3. Une telle production de radicaux libres peut conduire a une diminution du
potentiel de membrane mitochondriale, comme observé aprés traitement de cellules
épithéliales au cis-diaminedichloroplatine. Ce dernier induit une production de ROS accrue et
une dissipation du potentiel de membrane mitochondriale €liag, 2007). A l'inverse, une
diminution du potentiel de membrane mitochondriale augmente la production de ROS dans
des cardiomyocytes (Brennan et al., 2006). Enfin, il a été montré qu’une production de ROS
mitochondriale était observable dans les fibroblastes de patients atteints de la maladie de
Gaucher (Deganutet al., 2007). En raison de tous ces indices, nous avons donc également
mesuré la production de ROS dans nos lignées cellulaires.

Pour cela, nous avons incubé des cellules controles et LINCL en présence de la sonde
MitoSox Red, permettant une mise en évidence des radicaux superoxydese(@e, de
maniere spécifique dans la mitochondrie (Kuznetsov et al., 2008). Au terme de cette
incubation, la fluorescence émise par la sonde a été quantifice a laide d'un
spectrofluorimétre. Nous avons observé que la guantité mitochondrigle @sOcomparable
entre les fibroblastes contrbles et LINCL a I'état basadjure 4.10). Afin de vérifier la
fonctionnalité de notre test, nous avons ensuite pré-incubé des cellules controles et LINCL
pendant 45 min en présence d’antimycine A a 10 pM. L’antimycine A est une molécule
pouvant inhiber le complexe Il de la chaine mitochondriale de transport d’électroret (He
al.,, 2008). Une telle inhibition, conduit a I'échappement d'électrons de la chaine
mitochondriale de transport d’électrons, se fixant alors sur une molécule d’oxygene, ce qui
conduit in fine a une augmentation de la production £/Opar la mitochondrie. Apres
stimulation avec de I'antimycine A, nous avons bel et bien observé une augmentation de la
guantité d’'Q” dans la mitochondrie conformément a ce qui était attendu et ce, dans les deux
lignées cellulaires. Toutefois, bien qu’'une augmentation de ROS en réponse a I'antimycine A
soit également observable dans les fibroblastes LINCL, celle-ci parait plus faible que dans les
cellules contréles. Ceci peut, peut-étre, s’expliquer par une éventuelle différence de sensibilité
a l'antimycine A entre les deux lignées cellulaires. Afin de vérifier cette hypothese, cette
expérience devra étre répétée sur le modele de fibroblastes LINCL dont l'activité est
restaurée.

En conclusion de ces deux expériences, nous avons montré qu’aucune différence n’était
observable ni du point de vue du potentiel de membrane mitochondriale, ni du point de vue de
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la production de radicaux libres par la mitochondrie, dans les fibroblastes contréles et LINCL.
La fragmentation observée dans les fibroblastes LINCL ne semble donc pas étre corrélée a
une diminution du potentiel de membrane mitochondrial ou une augmentation de la
production de ROS.

Nous nous sommes alors intéressés aux éventuels impacts qui pourraient survenir en
réponse a une fragmentation du réseau mitochondrial. En effet, nous avonpaint &u.5,
gue le maintien d'une telle organisation était nécessaire a différentes fonctions de la
mitochondrie, comme une production d’énergie optimale par la mitochondrie mais aussi a une
importation de calcium en réponse a une augmentation de f§J@enard et al., 2007;
Liesaet al., 2009). Dans la suite de notre travail, nous avons donc tenté de mettre en évidence
les éventuels effets de la fragmentation du réseau mitochondrial que nous avions observée
dans les fibroblastes LINCL, sur ces deux fonctions mitochondriales.

4.6. Etude d'une déficience en TPP-1 sur la concentration
mitochondriale relative en calcium cytosolique et matriciel des
fibroblastes LINCL

Rappelons que la mitochondrie joue un rdle essentiel dans 'homéostasie du calcium. En
effet, dans des conditions basales, un flux de calcium parcourt la mitochondrie en permanence
et I'influx est principalement assuré par I'uniporteur membranaire UCM (Uniporteur Calcique
Mitochondrial). Mais la mitochondrie peut également importer des ions calcium en réponse a
une augmentation de la [ER et assurer ainsi un « effet tampon » protégeant des effets
cytosoliques délétéres (comme [l'activation de nombreuses enzymes dépendantes du
calcium/calmoduline) d’'une forte élévation de la concentration en calcium (Gtair,

2007).

Rappelons gu’une perturbation de 'homéostasie du calcium est observée dans certaines
MSLs (Lloyd-Evans, 2008) (Lloyd-Evanst al., 2008). Il a notamment été montré que la
fonction d'importation de calcium libre par la mitochondrie, en réponse a une stimulation par
de la bradykinine, est diminuée dans des fibroblastes issus de patients atteints de
mucolipidose de type IV (Jenningst al., 2006). Rappelons également que la capacité
d’'importation, par la mitochondrie, du calcium acheminé a partir de canaux de la membrane
plasmique ou libéré par le RE, semble également dépendre de lintégrité du réseau
mitochondrial (Frieden et al., 2004). En effet, un réseau mitochondrial filamenteux et
interconnecté semble faciliter I'efficacité de I'importation du calcium par la mitochondrie.
Comme nous avons montré précédemment une fragmentation du réseau mitochondrial dans
les cellules LINCL, nous avons émis I'hypothése que la déficience en TPP-1 pourrait
conduire a une perturbation de I’'homéostasie du calcium.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés adtbstasie calcique régulée par la
mitochondrie dans les deux lignées cellulaires en étudiant notamment la concentration basale
en calcium matriciel ainsi que la capacité des mitochondries a importer le calcium en réponse
a une augmentation de la concentration en calcium cytosolique libre. Pour cela nous avons
utilisé deux molécules permettant d’augmenter I£{igala bradykinine et Iionomycine. Ces
deux molécules sont capables d’augmenter |&'[Cpar des mécanismes complétement
différents. En effet, la bradykinine peut se lier a son récepteur membranaire, un membre de la
famille des récepteurs couplé aux protéines G, ce qui conddiine, a la libération de
calcium a partir du RE suite a I'activation du récepteur a I'inositol-3-phosphate (Blaukat,
2003). Par contre, 'ionomycine est un ionophore issGtdeptomyces Conglobatusapable
de former des pores au sein des bicouches lipidiques conduisant a une augmentation de la
[C&®"]c (Himmelet al., 1990).
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Avant de nous intéresser aux capacités d’'importation du calcium par les mitochondries
dans les deux lignées cellulaires en réponse a une stimulation par ces molécules, il était
nécessaire de vérifier que les changements de la concentration en calcium cytosolique libre
provoqués par la bradykinine ou lionomycine (et susceptibles d'induire un influx
mitochondrial de calcium) étaient comparables dans les deux lignées.

Pour cela nous avons mesuré laqTabasale ainsi que 'augmentation induite par la
bradykinine et I'ionomycine dans des fibroblastes controles et LINCL. Afin de mesurer la
[Ca®]., nous avons utilisé deux sondes spécifiques du calcium cytosolique : Fluo-3 et
FuraRed. Les cellules ont été incubées en présence de ces deux sondes simultanément.
Aucune de ces sondes n'étant « ratiométrique », le ratio du changement d’intensité de
fluorescence émise par les deux sondes permet de créer un systeme ratiométrique qui rend les
signaux de fluorescence obtenus indépendants d’'une différence artéfactuelle éventuelle liée a
une effience de charge différente des sondes entre les deux lignées cellulaires (Walczysko et
al., 2000).

Les cellules ont donc été incubées pendant 30 min en présence de milieu MEM + 10 %
de SVF contenant du Fluo-3 (2 pM) et de FuraRed (5 puM). Aprés ringages, nous avons
analysé la [CZ]. basale en cytométrie de flukigure 4.11). Nous observons que les valeurs
des rapports de fluorescence Fluo3/FuraRed, et donc I€§[@& sont pas significativement
différentes entre les deux lignées cellulaires. Il semblerait donc que la concentration en
calcium cytosoligue libre ne soit pas modifiée en réponse a un dysfonctionnement lysosomal
causé par une déficience en TPP-1. Nous avons ensuite incubé des fibroblastes contrdles et
LINCL pendant 1 min en présence de bradykinine (1 uM) ou d’'ionomycine (10 uM) avant de
mesurer lintensité de fluorescence. Comme on peut le voir faglme 4.11, dans ces
conditions, une augmentation de la {Gaest observée dans les deux types cellulaires en
réponse aux deux molécules. Cependant, bien que l'ionomycine provoque des changements
calciques dont I'amplitude est plus importante que ceux obtenus pour une stimulation des
cellules par la bradikynine, nous n’observons pas de difféerence dans l'amplitude des
changements calciques induits par ces molécules entre les fibroblastes contrbles et LINCL.
Ces résultats montrent donc que ces deux lignées cellulaires répondent a la bradykinine et a
ionomycine et ce, de maniére comparable. lls montrent également que le dosage utilisé est
ratiomeétrique, et qu'’il permet de mesurer et de comparer des changements de la concentration
cytosolique libre dans les cellules.

Dans ces conditions, nous nous sommes ensuite intéressés aux changements de la
[Ca®*]m:. Pour cela, nous avons incubé les cellules en présence de la sonde X-Rhod 5F-AM (2
pHM) pendant 30 min. Cette sonde fluorescente permet de mesurer, de maniére spécifique, la
concentration en calcium dans la matrice mitochondriale. Nous observons que les fibroblastes
LINCL présentent une [C§.: |égérement (15 %) mais significativement plus élevée par
rapport & la [C&] . des fibroblastes contréles (p <0,05jdure 4.12). Une pré-incubation
des cellules de 30 min en présence de rhuténium rgaM},0un inhibiteur de 'UCM, permet
de diminuer (de pres de 60 %) lintensité de fluorescence mesurée. Notons que cette
diminution est comparable dans les deux lignées cellulaires. Ces résultats permettent donc de
conclure que le signal de fluorescence mesuré pour la sonde X-Rhod 5F AM est bien
spécifiqgue du calcium matriciel mitochondrial. En effet, une inhibition de I'importation de cet
ion dans l'organite en présence de ruthénium red (Broekeratiat., 1994) permet de
diminuer les valeurs de fluorescence mesurees.

Bien qu'il n’y ait pas de différence importante dans la’[fza des cellules LINCL, il
est possible que la capacité a importer du calcium dans la matrice mitochondriale soit affectée
seulement en réponse a une augmentation de la concentration en calcium cytosolique dans ces
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cellules. Nous avons donc ensuite recherché I'impact éventuel de la déficience en TPP-1 sur
la capacité mitochondriale d'importer du calcium cytosolique libre dans les cellules incubées
en présence de bradykinine (1 uM) pendant 5 faiguf e 4.12). Dans ces conditions, nous
observons une augmentation significative de € {Gaen réponse a la bradykinine dans les
mitochondries de fibroblastes contréles (+ 80% de la valeur basale, p<0,01). De maniere
intéressante, la concentration en calcium matricielle augmente de maniere beaucoup plus
faible dans les mitochondries de cellules LINCL (+ 25 % de la valeur basale). Cette
augmentation n’est pas significative. Des résultats comparables ont été obtenus pour une
incubation des cellules en présence d’'ionomycine (10 uM) pendant 10 min. En effet, comme
il est possible de le voir a fagure 4.12, la [Cd '] augmente de maniére significative dans

les mitochondries des cellules contréles (+ 70 % de la valeur basalegponse a
lionomycine. Une augmentation de la fCJa: est également observée dans les mitochondries
des cellules LINCL bien que cette augmentation soit également plus faible bien que
significative (+ 40 % de la valeur basale, p<0.05) que celle observée dans les cellules
contrdles (+ 70 %).

Ces résultats suggerent donc qu’une déficience en TPP-1 pourrait induire une
diminution de la capacité mitochondriale a importer le calcium cytosolique libre dans les
cellules exposées a une stimulation, médiée (bradykinine) ou non (ionomycine) par voie de
récepteur. Comme nous l'avons vu dilgure 4.11, cette réponse différentielle ne peut pas
s’expliquer par une différence de sensibilité des cellules a la bradykinine ou a I'ionomycine
entre les fibroblastes contréles et les cellules LINCL. Cependant, il est possible que ces
différences puissent résulter de la différence de patrimoine génétique existant entre les deux
lignées cellulaires.

Afin de tester cette hypothése, nous avons restauré I'activité TPP-1 selon le protocole
décrit aupoint 3.4. Pour cela, les cellules ont été incubées en présence de pro-TPP-1
recombinante (10 nM) diluée dans du milieu de culture pendant 2 j, a l'issue desquels, les
cellules sont rincées avec du HBSS puis sont incubées avec du milieu de culture ne contenant
pas de pro-enzyme pendant 5 j. Au terme de ces incubations, ayant permis de restaurer
l'activité TPP-1, nous avons incubé les cellules en présence de la sonde X-Rhod 5F-AM (2
M) pendant 30 min, afin de mettre en évidence I€]Ga Une mesure de la [E3m @
ensuite été réalisée par incubation en présence de la sonde X-Rhod 5F-AM.

Dans cette expérience, nous observons que ][caasale semble plus élevée et ce,
de maniére significative, dans les mitochondries de fibroblastes LINCL par rapport aux
mitochondries de fibroblastes contréles (+ 50 %). Ceci confirme les résultats précédents ou
nous avions observé une différence significative de 15-Bgule 4.13). La relativement
grande difféerence d’amplitude du changement entre ces deux expériences pourrait peut-étre
s’expliquer par le fait que, dans cette derniere expérience, les cellules n’étaient pas
confluentes. Afin de pouvoir tirer une conclusion définitive, cette expérience devra étre
répétée, ce qui confirmera ou infirmera la différence dé'Jgaentre les mitochondries des
deux lignées cellulaires en conditions basales. Remarquons que la récupération d’une activité
TPP-1 dans les fibroblastes LINCL n'affecte pas la valeur de [@]jg®asale. Cependant,
dans les cellules incubées pendant 10 min en présence d’'ionomycine a 10 uM, on observe une
augmentation significative de la [Eh. dans les fibroblastes contrdles (+ 200 % de la
concentration basale), signe d’une accumulation de calcium dans les mitochondries. Dans ces
conditions, une augmentation de la {Qa est également observée dans les fibroblastes
LINCL mais l'augmentation est plus faible, bien que toujours significative, (+ 150 % de la
concentration basale). Ces résultats confirment que les mitochondries de ces cellules
présentent des capacités d’'importation du calcium libre plus faibles que les mitochondries des
cellules contréles (respectivement 2 versus 3 fois d’augmentatogyr € 4.13). De plus,
limportation plus faible du calcium dans les mitochondries des cellules LINCL incubées en
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présence d’'ionomycine n’est plus observée dans les cellules ayant récupéré une activité TPP-1
avant d'étre exposées a lionomycine. En effet, dans ces conditions, on retrouve une
augmentation correspondant a 3 fois la valeur mesurée pour la concentration basale (+ 300 %
de la valeur basale).

En conclusion de ces expériences, nous pouvons dire que la déficience en TPP-1 semble
induire une diminution de la capacité des mitochondries a importer le calcium cytosolique
dans les cellules exposées a une stimulation par la bradykinine ou incubées en présence
d’'ionomycine. Cette réponse différentielle entre les mitochondries des cellules LINCL et les
mitochondries des cellules fibroblastes contrdles pourrait s’expliquer par une fragmentation
du réseau mitochondrial observé des les cellules LINCL. En effet une architecture réticulée et
interconnectée de ce réseau est nécessaire a une vitesse optimale de la production d’ATP mais
€également a la capacité d'importation de calcium cytosolique par la mitochondrie
(Amchenkovaet al., 1988; Frieden et al., 2004; Benard et al., 2007; Le¢sd., 2009). De
plus, ces résultats sont en accord avec les travaux de Jennings et collaborateurs sur la
mucolipidose de type IV. Les mitochondries de fibroblastes de patients atteints de cette MSL
présentent également une capacité d'importation de calcium plus faible que les mitochondries
de cellules contrdles en réponse & une augmentation de’fd. [Bduite par une incubation
des cellules en présence de bradykinine (Jenrdhgs, 2006). Enfin, nous montrons que la
plus faible importation de calcium par les mitochondries de cellules LINCL incubées en
présence d’'ionomycine ne se produit plus si les cellules LINCI ont été préalablement incubées
en présence de TPP-1 recombinante permettant de récupérer une activité enzymatique
comparable a celle dosée dans les cellules contrdles. Ceci permet raisonnablement de penser
gue les différences observées ne sont pas le résultat des génomes différents entre ces deux
lignées cellulaires.

4.7. Etude de l'abondance protéigue de Tom20, Tom40 et de la
sous-unité B de la F,/F; ATPsynthase mitochondriale

Jusqu’a présent, nous pouvons dire que ni 'abondance mitochondriale, ni le potentiel de
membrane mitochondriale ne sont affectés dans les cellules LINCL présentant une déficience
en activitt TPP-1, bien que la capacité de réponse de l'organite a «tamponner » une
augmentation de la concentration en calcium cytosolique libre induite par plusieurs
molécules, soit observée dans ces cellules.

L’introduction, la mitochondrie est constituée d'environ 1500 protéines différentes
(Taylor et al., 2003). Nous avons donc poursuivi le travail de caractérisation de I'abondance
de la population mitochondriale dans les cellules LINCL en tentant de mettre en évidence
d’éventuelles modifications dans I'abondance de certaines protéines mitochondriales dans les
cellules présentant une déficience en TPP-1. En effet, bien que I'abondance de la population
mitochondriale ne semble pas affectée en réponse a un dysfonctionnement lysosomal, comme
nous l'avons vu précédemment, certaines modifications qualitatives de la mitochondrie
pourraient survenir au niveau protéique.

Pour tenter de vérifier cette hypothése, nous avons sélectionné, de maniere arbitraire,
trois protéines mitochondriales : les sous-unités Tom 20 et Tom 40 faisant partie du complexe
TOM, impliqué dans l'importation de protéines mitochondriales (Boleatat., 2008) ainsi
que la sous-unit@ de la Fo/f ATPsynthase mitochondriale faisant partie du domaine F
(catalytique) du rotor (von Ballmoos et al., 2009). Nous sommes conscients que
I'établissement de mitoprotéomes a partir de fractions mitochondriales hautement purifiées
serait problablement une approche intéressante pour caractériser la composition en protéines
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des mitochondries des cellules LINCL, mais bien qu'arbitrairement choisies, les trois
marqueurs protéiques retenus sont intéressants. En effet, deux d’entre eux (Tom 20 et Tom
40) participent au contréle de I'importation des protéines dans la matrice mitochondriale et
jouent donc un rdle essentiel dans la biogenese de I'organite (Bokiraler2008) alors que

la sous-unité b de la Fo/F1 ATPsynthase, par son importance dans la production d’ATP, joue
un réle important dans la bioénergétique de I'organite (von Ballrebals, 2009).

Nous avons donc quantifieé, par Western blot en fluorescence, I'abondance de ces
protéines dans des lysats clairs préparés a partir de fibroblastes contrbles ou EiNCE (

4.14). Nous observons que I'abondance des sous-unités Tom20 et Tom40 n’est pas modifiée
dans les cellules LINCL. Par contre, 'abondance de la sousfudigda Fo/f ATPsynthase
mitochondriale est significativement plus faible (£ 40 a 50 %) dans les fibroblastes LINCL
par rapport aux fibroblastes contréles.

Afin de vérifier que I'abondance plus faible de cette protéine observée dans les cellules
LINCL résulte bien d'une déficience en TPP-1 (et pas de la différence de background
génetique entre les deux lignées), nous avons restauré l'activit¢ TPP-1 dans des cellules
LINCL en les incubant pendant 2 jours en présence de la pro-enzyme TPP-1 recombinante
(10 nM). Aprés une incubation supplémentaire de 5 jours dans du milieu MEM + 10 % de
SVF ne contenant plus I'enzyme recombinante, I'abondance de la sou$-ueitéa Fo/F1
ATPsynthase a été analysée par Western blot en fluoreséegaee(4.15). Nous observons
une diminution (environ 30 %) de I'abondance de cette sous-unité dans les fibroblastes
LINCL par rapport aux fibroblastes contréles. Nous devons signaler que cette différence est
non significative, probablement en raison de la grande variabilité mesurée entre les réplicats,
responsable du grand écart-type obtenu pour cette condition. De maniéere intéressante, nous
observons que 'abondance de la sous-yhilé la Fo/F1 ATPsynthase augmente légérement
(environ 15 %), mais de maniere non significative, dans les fibroblastes LINCL préincubés en
présence de I'enzyme par rapport aux cellules LINCL déficientes en TPP-1. Dans ces
conditions la différence observée n’est plus que d’environ 15 % par rapport a 'abondance de
la protéine dans les fibroblastes contréles. Bien que les écart-types soient élevés et nous
empéchent de pouvoir tirer une conclusion définitive, il semblerait que la déficience en TPP-1
pourrait conduire a une diminution de l'abondance de la sous-@inite la Fo/F1
ATPsynthase mitochondriale, un effet qui pourrait étre réversé, au moins partiellement,
lorsque les cellules déficientes en enzyme récupérent une activité TPP-1. Vu I'importance de
cette donnée, et bien que son arrivée tardive dans le cadre de ce travail nous ait empéché de
répéter I'expérience, la confirmation de ce résultat sera réalisée dans le cadre de la these de
Guillaume Van Beersel (3eme année FNRS - these en cours).

4.8. Effet de la déficience en TPP-1 sur le transcrit du gene ATP5B

Afin de vérifier si la diminution de I'abondance protéique de la sous-frdegla B/F;
ATPsynthase est corrélée a une diminution de I'abondance du transcrit du gene codant pour
cette protéine ATP5B, nous avons ensuite mesuré I'abondance relative du transcrit de ce
gene par gRT-PCR en temps ré€igire 4.16). De maniere surprenante, I'abondance du
transcrit codant la sous-uniféde la iB/F, ATPsynthase mitochondriale est plus élevée (mais
pas de maniere significative) dans les fibroblastes LINCL (+ 40 % du confdde)y € 4.16).

Bien qu’il soit couramment admis gu’'une augmentation de I'abondance d’une protéine est
corrélée a une augmentation du transcrit, de nombreuses exceptions existent (Guo et al.
2008). En effet, un contréle sur la régulation de la traduction et/ou une stabilité différente de
la protéine causée par un changement de la dégradation de la protéine affectant son ton temps
de demi-vie et donc son «turn-over », sont autant d’hypotheses avancées pour tenter
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d’expliquer les différences observées entre I'abondance d'une protéine et I'abondance du
transcrit du gene qui la code. Concretement, pour la souspudéda B/F1-ATPsynthase, il

a été montré que '’ARNmM codant pour cette protéine possede une stabilité diminuée dans des
adipocytes bruns comparée a celle du transcrit des cellules cardiaques (Tvrdik et al., 1992).
Ceci suggere donc 'existence de mécanismes moléculaires permettant de réguler la stabilité
ou la dégradation (et donc le temps de demi-vie) de ’TARNm de cette sous-unité. Bien que
cette sous-unité puisse subir une phosphorylation sur plusieurs résidus (Hojlund et al., 2003),
aucune modification post-traductionnelle n’a cependant pas pu étre reliée a la régulation de la
dégradation de cette protéine ni a sa stabilité. Il serait intéressant d’analyser I'abondance du
transcrit de la sous-unifede la 5/F1 ATPsynthase mitochondriale dans des cellules LINCL
ayant récupéré une activit¢ TPP-1. Malgré son importance, cette expérience n'a pas pu étre
réalisée dans le cadre de ce mémoire. La diminution de 'abondance de la sofsdenike

Fo/F1 ATPsynthase mitochondriale observée dans les fibroblastes LINCL ne peut donc pas
s’expliquer par une diminution du transcrit du géne. La diminution de I'abondance protéique
de cette sous-unité reste donc non expliquée a ce stade.

4.9. Effet d’'une déficience en TPP-1 sur le contenu intracellulaire en
ATP

Pour terminer ce travail, nous avons recherché si la diminution d’abondance de la sous-
unité B de la RB/F-ATPsynthase mitochondriale observée dans les fibroblastes LINCL
pouvait avoir un impact sur I'état énergétique de ces cellules. Rappelons que cette sous-unité
est un constituant essentiel de la partie (Eatalytique) de la J~-ATPsynthase
mitochondriale impliquée dans la production d’ATP (von Ballmeial., 2009). Nous avons
des lors émis I'hypothése que la diminution de I'abondance de cette protéine pourrait
compromettre la production d’ATP par la mitochondrie dans les cellules LINCL et provoquer
une baisse de la concentration cytosolique en ATP. Nous avons donc mesuré le contenu
intracellulaire en ATP dans les fibroblastes contrdles et les cellules LINCL.

Dans ce but, nous avons utilisé un test enzymatigue basé sur une réaction de
bioluminescence entre la luciférase et la luciférine en présence d’ATP,“detMipxygéne.

La quantité de photons émise par cette réaction d’oxydation de la luciférine en oxyluciférine
est directement proportionnelle a la quantité d’ATP présent dans I'échantillon. En utilisant ce
test, nous avons observé que le contenu cytosolique en ATP est Iégérement plus élevé (+ 25
%, différence non significative) dans les fibroblastes LINCL par rapport au contenu des
fibroblastes controles={gure 4.17).

La diminution de l'abondance de la sous-unfé de la FR/F. ATPsynthase
mitochondriale ne semble donc pas affecter le contenu en ATP dans les cellules LINCL.
Plusieurs hypotheses peuvent étre proposées pour tenter d’expliquer ce résultat surprenant.

Premiérement, il est possible que la diminution de I'abondance de cette sous-unité
observée dans les fibroblastes LINCL ne soit pas suffisante pour altérer la production d’ATP
par la R/F; ATPsynthase mitochondriale. Deuxiémement, la mitochondrie des cellules
LINCL pourrait produire moins d’ATP mais sans conséquence visible sur le contenu en ATP,
si la glycolyse est activée pour compenser la diminution de l'activité mitochondriale.
Troisiemement, il est également envisageable que la consommation de I'ATP dans les cellules
LINCL soit plus faible. Cette molécule est essentiellement utilisée lors de la synthése des
protéines et des acides nucléiques. Ceci peut étre montré par une diminution de production
d’ATP par cellule (par la mitochondrie ou la glycolyse) qui conduit & une diminution rapide
de ces processus selon une certaine hiérarchie (diminution de la synthese des acides
nucléiques puis de la synthése protéigue, de I'homéostasie du sodium et du calcium)
(Buttgereitet al., 1995; Wieseet al., 2001). Dans le cas d’une diminution de l'utilisation de
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ces processus dans les cellules LINCL, une moindre consommation d’énergie pourrait
masquer une diminution de la production d’ATP par les mitochondries de ces cellules. Enfin,
bien qu'elle soit essentiellement retrouvée dans la MMI, la sous-@nite la B/F;
ATPsynthase mitochondriale, ainsi que le complexe protéique dont elle fait partie, sont
également localisés dans les radeaux lipidigues de la membrane plasmique de cellules
endothéliales (Martineet al., 2003). Le réle de ce complexe dans la membrane plasmique
serait d’assurer I'endocytose de I’ApoA-1, et donc le trafic du cholestérol dans des cellules
endothéliales. Il a également été montré, dans des adipocytes, que ce complexe assurerait une
synthése d’ATP dans le milieu extracellulaire (Kahal., 2004) et, dans les hépatocytes,
jouerait un role de récepteur a I'entérostatine, une hormone secrétée par l'intestin gréle et
impliquée dans le contréle de la satiété et I'inhibition de la secrétion d’insuline (Park et al.,
2009).

Enfin, un article récent rapporte qu’'une augmentation de I'abondance la sous-unité (3 de
la F/F1 ATPsynthase est retrouvée dans la lipofuscinose céroide neuronale infantile (INCL),
caractérisée par une déficience enzymatique de la palmitoyl protéine thioestérase 1 (PTT-1).
Cette augmentation affecterait uniqguement le « pool » membranaire de cette protéirat (Lyly
al., 2008). Il est donc possible d’envisager que la diminution de I'abondance de la sous-unité
B de la B/F; ATPsynthase mitochondriale n’affecte que le « pool » membranaire de cette
protéine dans les cellules LINCL. En effet, la cavéoline-1, une protéine capable de se lier au
cholestérol, est impliquée dans la structure des cavéoles ainsi que dans le transport du
cholestérol. Les cavéoles sont des invaginations de la membrane plasmique (50-100 nm)
notamment impliquées dans I'endocytose, la transcytose, le transport de cholestérol ainsi que
la transduction du signal (Parton et al., 2007). De plus, il a été montré qu’un enrichissement
artificiel du contenu intracellulaire en cholestérol induit également un réadressage de la sous-
unité B de la B/F; ATPsynthase et de la protéine cavéoline-1, dans les cavéoles de la
membrane plasmique (Wargg al., 2006). Or, rappelons que dans les cellules LINCL, on
observe une accumulation de céroide, un lipopigment contenant, notamment, du cholestérol
(Seehafeet al., 2006). Il est donc raisonnable de penser que cette accumulation de matériel
contenant du cholestérol au sein du lysosome puisse également altérer sa distribution dans la
membrane plasmique, induisant ainsi un réadressage de la sougudgela K/F;
ATPsynthase en membrane.

Nous vérifierons cette hypothese, par des marquages immunohistochimiques de la

protéine dans des cellules perméabilisées ou non pour localiser les différents « pools » du
complexe ATPsynthase dans les fibroblastes LINCL et les cellules contrdles.

61



5. Conclusions et perspectives

Les maladies de surcharge lysosomale sont des pathologies génétiques tres fréquentes
(affectant 1 naissance sur 7.700 dans le monde (Metkéd., 1999)) caractérisées par une
déficience d’'une ou de plusieurs hydrolases acides lysosomales (des enzymes impliquées dans
la dégradation des macromolécules dans le lysosome) qui conduit a I'accumulation
intralysosomale du substrat de ces enzymes, qui ne peut plus étre dégradé (Fattatman
2004) et,in fine, a l'apparition de symptémes principalement de type neurodégénératif
comme des crises d’épilepsies ainsi qu’'une perte des capacités cognitives et locomotrices
(Vellodi, 2005).

On a longtemps pensé que les organites, comme les mitochondries ou les lysosomes,
étaient des structures subcellulaires statiques et isolées, ne communiquant pas entre eux.
Cependant comme nous l'avons vu dans l'introduction de ce travail, de nombreuses études
ont permis de mettre en évidence I'existence de voies de communication moléculaires de type
« rétrograde » entre un organite non fonctionnel et le noyau. Citons, par exemple, la voie UPR
activée par le RE en réponse a une accumulation de protéines n'ayant pas acquis une bonne
conformation (Roret al., 2007) ou encore le dysfonctionnement mitochondrial, causé par le
découplage ou des altérations dans le génome mitochondrial qui est capable d’activer de
nombreuses voies de signalisation (Arnoetd al, 2002). Si le dysfonctionnement des
organites est relativement bien étudié dans le cadre de la mitochondrie et du RE, les réponses
cellulaires a la surcharge lysosomale sont beaucoup moins bien connues.

Notre étude avait pour objectif principal de tenter de mettre en évidence d’éventuelles
modifications de I'activité et/ou de I'abondance de la population mitochondriale en réponse a
un dysfonctionnement lysosomal causé par une déficience en TPP-1. Ce travail fait partie
intégrante de la thése de Guillaume Van Beersel (FNRS-3eme année, thése en cours) qui
s'intéresse a l'activation de voies de signalisation et de facteurs de transcription dans le
cerveau de souris invalidées pour le gé&tdN2, gene qui code pour la TPP-1 (Sleftl,

2004). Dans le cerveau de ces souris a un stage avancé de la maladie, il semblerait que la
déficience en TPP-1 conduise a une activation du facteur de transcription c-Jun et
vraisemblablement a celle d’autres facteurs de transcription (identifiés a l'aide de la
technologie Protein/DNA array, Panomics). Les candidats identifiés pourraient étre impliqués
dans I'établissement d’'une réponse inflammatoire.

Le choix de s'intéresser aux modifications éventuelles de la mitochondrie dans les
cellules présentant une déficience en TPP-1 a été pris en raison de I'importance cellulaire de
cet organite puisque la mitochondrie constitue la source d’énergie principale dans les cellules
eucaryotes de mammiferes. Cet organite est aussi le point d’intégration de la mort cellulaire
par apoptose (Kroemer, 2001) et contribue grandement a I’homéostasie cellulaire du calcium
(Gunteret al., 2000). De plus, rappelons que, tres récemment, la mucolipidose de type IV et
de nombreuses autres maladies de surcharge lysosomale ont été caractérisées par des
changements importants au niveau de la population mitochondriale comme une fragmentation
du réseau et une moindre capacité a importer du calcium en réponse a une stimulation qui
augmente la [Gd]. (Jenningset al, 2006). Ces auteurs proposent méme que I'accumulation
de mitochondries altérées et fragmentées serait le résultat d’'un déficit de la formation
d’autophagolysosomes et donc une diminution de l'efficience de la mitophagie. Le déficit
d’autophagie maintenant en place une fraction de la population mitochondriale incapable de
jouer son role de tampon contre une élévation de I4TCast méme présenté comme le
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facteur génériqgue susceptible de conduire a la dégénérescence cellulaire et/a I'apoptose
induite dans le cadre des MSLs.

Une diminution de la mitophagie est également observée dans la gangliosidose a GM1
(Takamuraet al, 2008) et la maladie de Danon (Tana&kaal, 2000). Une diminution de la
taille des mitochondries, du potentiel de membrane mitochondrial ainsi qu’'une diminution de
l'activité du complexe V (Fo/F1 ATP synthase) a également été observée dans la maladie de
Niemann-Pick de type C (Yu et.aR005).

C’est en raison de ces preuves que la biologie de la mitochondrie pouvait étre affectée
par la surcharge lysosomale que nous nous sommes intéressés aux éventuels effets d’'une
déficience de l'activité enzymatique de la TPP-1, responsable de la MSL connue sous le nom
de lipofuscinose neuronale céroide infantile tardive (Eegkil., 2000) sur la morphologie et
certaines fonctions mitochondriales. Dans ce travail, nous avons cherché a mieux comprendre
les effets de la surcharge lysosomale induite par une déficience en TPP-1, une exopeptidase
connue pour dégrader certains substrats tels que deux neurotransmetteurs (la neuromédine B
et la cholecystokinine (Bernardimt al., 2002; Koparet al, 2004)), la sous-unité ¢ de
'ATPsynthase mitochondriale (Ezalet al, 1999) et la protéine pro-apoptotique Bid
(Autefage et al 2009).

Dans cette étude, nous avons utilisé un modéle cellulaire de fibroblastes affectés par une
déficience en TPP-1, cause de la pathologie LINCL. Nous avions a notre disposition deux
lignées de fibroblastes humains de peau.

Dans un premier temps, nous avons verifié le déficit enzymatigue en TPP-1 des
fibroblastes LINCL et pour cela, nous avons implémenté un dosage de l'activité enzymatique
de la TPP-1, précédemment décrit par Sohar et collaborateurs @&ohlky 2000). Nous
confirmons bien la diminution de l'activité de cette enzyme dans les fibroblastes LINCL
(Ezakiet al., 2000; Lin et al., 2001). Pour pouvoir analyser nos résultats, étant donné que les
lignées de fibroblastes utilisées dans le cadre de ce mémoire proviennent de deux donneurs
non apparentés, nous avons développé une stratégie permettant une récupération de I'activité
TPP-1 dans les fibroblastes LINCL en vue de rechercher une restauration de phénotype. Cette
stratégie repose sur incubation des cellules LINCL en présence de la forme précurseur
recombinante de la TPP-1 (Liet al., 2001). Dans nos conditions expérimentales, nous
montrons qu’apres 48 h d’incubation, I'activité TPP-1 retrouvée dans les fibroblastes LINCL
est comparable a l'activité dosée dans les cellules contrdles. De plus, I'enzyme ainsi
endocytée, semble trés stable comme I'atteste I'activité mesurée apres 5 jours post-traitement.
La capacité de pourvoir restaurer l'activité a long terme est absolument nécessaire pour
pouvoir prétendre a réverser des changements observés dans la lignée LINCL, comme des
modifications de la transcription de genes cibles affectant I'abondance de différentes
protéines. Dans ce cadre, une perspective intéressante a ce travail serait de pouvoir établir des
protéomes complets et/ou ciblés sur les mitochondries (mitoprotéomes) de cellules LINCL
afin de pouvoir identifier, au niveau protéique, des modifications induites par la déficience en
TPP-1. Pour réaliser ces expériences, le modele de réversion phénotypique éventuel causé par
une récupération de l'activité de I'enzyme TPP-1 pendant plusieurs jours est absolument
nécessaire. Dans ce travail, nous avons déterminé les conditions permettant d’utiliser ce
contrOle essentiel.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux effets potentiels de la surcharge lysosomale
causée par la déficience en TPP-1 sur la population mitochondriale. Dans un premier temps,
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nous avons montré que lI'abondance de la population mitochondriale totale ne semble pas
altérée dans les fibroblastes LINCL et que le potentiel de membrane mitochondriale semble
peu ou pas affecté. Toutefois, nous avons également montré que la morphologie
mitochondriale pourrait étre altérée puisque le réseau mitochondrial semble plus fragmenté
dans les fibroblastes déficients en TPP-1. Ces résultats sont en accord avec d’autres études
montrant une fragmentation du réseau mitochondrial dans d'autres MSLs telles que la
mucolipidose de type IV (Jollet al., 2002; Jenningst al., 2006). Comme nous l'avons
également montre, il semble que cette fragmentation du réseau mitochondrial puisse étre
induite par une augmentation du recrutement de la protéine Drpl, impliquée dans la fission du
réseau mitochondrial (Smirnow al., 1998). En effet, nous montrons une abondance plus
grande de Drpl dans des fractions mitochondriales de cellules LINCL par rapport a
'abondance de la protéine de fission dans les mitochondries des cellules contréles. Dans un
futur proche, nous devrons évidemment rechercher I'effet de la récupération de I'activité TPP-

1 dans les cellules LINCL sur la morphologie de la population mitochondriale et voir si le fait

de récupérer une activité TPP-1 permet de modifier le recrutement de Drpl a la MME des
mitochondries dans ces cellules. La relevance et la pertinence biologique de ces résultats
montrant la fragmentation du réseau mitochondrial devront également étre recherchés dans
des MEFs Kouse Embryonic Fibroblastsde souris invalidées pour le ge@.N2, des
cultures de neurones et/ou d’astrocytes en provenance de ces souris ou mieux encore sur des
coupes de cerveaux de ces souris. Enfin, pour comprendre le rbéle éventuel de Drpl dans la
fragmentation du réseau mitochondriale dans les cellules LINCL, les effets d’une inhibition
de son expression par une approche de type RNAI ou la prévention de son recrutement par des
dominants négatifs sur la morphologie mitochondriale pourrait étre recherchés.

D’un point de vue mécanistique, comme la morphologie du réseau mitochondrial repose
sur un équilibre entre les phénomeénes de fusion (médiée par les mitofusines 1 et 2 et Opal) et
de fission mitochondriales (médies par Drpl et Fisl), des expériences supplémentaires seront
nécessaires pour analyser I'abondance de ces différents acteurs dans les mitochondries des
cellules affectées par une déficience en TPP-1. En effet, il pourrait étre intéressant de
s'intéresser a la protéine Fisl, une protéine adaptatrice, liant la protéine Drpl a la MME
(Yoon et al., 2003).

Nous avons ensuite cherché a mettre en évidence les conséquences fonctionnelles de la
fragmentation du réseau mitochondrial dans les cellules LINCL en nous intéressant,
notamment, au contenu en ATP dans les cellules. Nous n’avons cependant pas observé de
diminution du contenu en ATP intracellulaire dans les fibroblastes LINCL, ce qui suggére que
la production d’ATP par la Ji/ ATPsynthase mitochondriale n’est probablement pas
diminuée en réponse a la fragmentation du réseau mitochondrial. Ce résultat semble en
désaccord avec des données de la littérature qui montrent qu’une inhibition de I'expression de
Drpl par RNAIi dans des cellules HelLa conduisant a une altération du réseau mitochondrial,
est corrélée avec une diminution de l'activité des complexes IV de la chaine mitochondriale
de transport d’électrons (Benard et al., 2007). Une diminution de la production d’énergie est
alors observée. Une diminution de I'expression de Fisl conduit au méme phénotypet(Twig
al., 2008).

L’absence de la diminution du contenu en ATP dans les cellules LINCL est surprenante,
surtout si nous tenons compte de la diminution de I'abondance de la sou3-deita k/F;
ATPsynthase mise en évidence dans ces cellules. En effet, en recherchant I'effet de la
déficience en TPP-1 sur 'abondance de quelques marqueurs protéiques mitochondriaux, nous
avons montré que bien que I'abondance des protéines mitochondriales Tom20 et Tom40,
impliquées dans le complexe TOM, ne soit pas modifiée, 'abondance de la soysdenlse
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FJ/F1 ATPsynthase mitochondriale est diminuée dans les fibroblastes LINCL. Nous avons
€galement montré que cette diminution semblait pouvoir étre corrigée, du moins partiellement
et de maniére non significative dans nos conditions expérimentales, par la restauration de
l'activité TPP-1 dans ces fibroblastes. Il serait donc intéressant dans le futur de répéter ces
expeériences afin de pouvoir montrer si la diminution de I'abondance de cette sous-unité
protéigue est bel et bien induite par la déficience en TPP-1. Il sera également important de
rechercher les causes de la diminution d’abondance de cette protéique qui ne semble pas
provenir d'un changement de I'abondance du transcrit, comme déterminé en qRT-PCR en
temps réel.

Nous émettons également I'’hypothese que la diminution globale observée sur des lysats
totaux pourrait provenir de la dégradation ciblée d’'un « pool » membranaire de la sous-unité
B de la B/F, ATPsynthase, n'affectant pas le « pool » mitochondrial et donc la capacité de
production d’ATP dans les cellules LINCL. En effet, il a été montré qu’un réadressage de la
sous-unité de la B/F; ATPsynthase en membrane plasmique peut se produire dans des
fibroblastes INCL en réponse a une déficience en palmitoyl-protein thioestérase ét(alyly
2008). Nous proposons donc de déterminer la localisation de la souguihitda K/F;
ATPsynthase par immunodétection et observation en microscopie confocale de cette protéine
dans des cellules perméabilisées ou non. Il conviendrait également de rechercher I'abondance,
par des analyses en Western blot en fluorescence, de cette sous-unité dans des fractions
mitochondriales enrichies et des fractions S100 enrichies en membranes plasmiques.

Enfin, s’il s'avére que la diminution de la sous-urfitéde la 5/F, ATPsynthase se
produit bien dans le « pool » de la membrane plasmique, nous nous intéresserons a ses
conséquences fonctionnelles pour la cellule LINCL. En effet, il a été montré que la présence
de la sous-unit§3 de la RB/F, ATPsynthase mitochondriale joue un rble de récepteur
membranaire a 'ApoAl et catalyse son endocytose (Martitead., 2003). Il serait donc
intéressant de pouvoir déterminer les cinétiques de capture du cholestérol dans les cellules
LINCL et rechercher I'impact de la diminution cette protéine en membrane plasmique sur
I’'homéostasie du cholestérol ou la production d’ATP extracellulaire, comme démontré pour
les adipocytes (Kinet al., 2004) ou les astrocytes, ou cette molécule régule notamment la
transmission synaptique mais agit également en tant que messager entre les astrocytes et les
neurones (Joseph et al., 2003; Woreaal., 2009).

Ajoutons encore que nous n‘avons analysé l'abondance que de quelques marqueurs
mitochondriaux dans ce travail, une étude plus systématique serait nécessaire pour identifier,
dans les cellules LINCL, les changements éventuels dans la composition protéique des
mitochondries induits par la déficience en TPP-1. Nous proposons l'analyse de
mitotranscriptomes et de mitoprotéomes de cellules LINCL pour mettre en évidence un
ensemble de changements d’expression ou d’abondance de protéines mitochondriales. Cette
approche devrait éventuellement permettre de mettre en évidence des changements de nature
gualitative dans la composition mitochondriale de cellules présentant une déficience ou une
invalidation de la TPP-1 comme dans les MEFs €LN

La partie la plus aboutie de ce travail porte certainement sur I'impact de la déficience en
TPP-1 sur 'lhoméostasie calcique. En effet, nous avons pu mettre en évidence une diminution
des capacités d’'importation de calcium cytosolique libre par les mitochondries des cellules
LINCL en réponse & une augmentation de la?{lcainduite par la bradykinine ou
lionomycine. Il semblerait donc que la fragmentation du réseau mitochondrial s’accompagne
d’'une diminution des capacités d’'importation de calcium libre par la mitochondrie dans ces
cellules. Nos résultats sont en accords avec d’autres données de la littérature. En effet des
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données comparables ont été obtenues dans la mucolipidose de type IV (Jehrdhgs

2006). Ces auteurs montrent également que le déficit d'importation pourrait également étre
responsable d’une élévation anormale de I&Jg@u sein des neurones. Or il a pu étre
montré qu’une élévation continue de la {Gaet/ou de la [C&] contribuait & 'activation de

la mort cellulaire par apoptose (Naral., 2003). Ce déficit d'importation de calcium libre

par la mitochondrie en réponse a une simulation pourrait donc éventuellement étre
responsable de lI'apoptose massive observée dans les neurones de patients LINCL par un
mécanisme comparable a celui mis en évidence pour la mucolipidose de type IV (Jehnings
al., 2006).

Nous devrons également tenter de découvrir si la fragmentation du réseau mitochondrial
est bel et bien la cause de la diminution des capacités d’'importation mitochondriales du
calcium dans les fibroblastes LINCL. En effet, rappelons également, comme nous I'avons vu
dans lintroduction, que la mitochondrie co-localise avec le réticulum endoplasmique. Cette
interaction physique est médiée notamment par les interactions entre les protéines du
réticulum endoplasmique Grp75 (Szabadktial.,, 2006) et les protéines mitochondriales
VDAC-1 et/ou Mfn2 (de Brito et al., 2008). Il a été montré que cette interaction est nécessaire
a une capacité mitochondriale d'importation de calcium libre maximale (Hagtaahj 2007).

Il est donc également possible que la fragmentation induite par la déficience en TPP-1
observée dans notre travail, soit responsable d'une perte de co-localisation entre les
mitochondries et le réticulum endoplasmique, conduisant a une altération de ’homéostasie du
calcium entre les deux organites. Cette hypothése pourrait étre vérifiée en recherchant
d’éventuelles co-localisations entre les protéines Grp75 ou VDAC-1 en microscopie
confocale. Il serait également possible d'induire une répression de l'expression de ces
protéines par RNAI dans les fibroblastes contrdles. En effet, si l'interaction physique entre le
réticulum endoplasmique et les mitochondries existe dans les fibroblastes WT-CTL et que
celle-ci est nécessaire a la capacité d'importation mitochondriale de calcium cytosolique libre,
nous devrions observer une diminution de l'importation mitochondriale du calcium dans les
fibroblastes contréles en réponse au silencage des protéines Grp75 ou VDAC-1.

Enfin, tous les résultats obtenus sur des cellules humaines au cours de ce mémoire
devront également étre confirmés dans le futur, dans d’autres modéles, tels que la souris
knock-outpour le gen€€LN2 ou une lignée de MEFs (Mouse Embryonic Fibroblasts) dérivée
de ces souris.

En résumé nous avons donc montré qu’une surcharge lysosomale en céroide, induite par
une déficience en TPP-1, pouvait induire divers possibles dysfonctionnements
mitochondriaux tels qu'une fragmentation du réseau mitochondrial, une diminution de
'abondance de la sous-unit® de la RB/Fi ATPsynthase mitochondriale ainsi qu’une
diminution des capacités d’'importation de calcium par la mitochondrie. Rappelons cependant
gue ces résultats restent fragmentaires et que ces derniers devront étre confirmés dans le futur.
Toutefois, il ne semble faire aucun doute quant a la possibilité d’'un éventuel lien entre un
dysfonctionnement lysosomal et une altération des fonctions de la mitochondrie. Une
recherche approfondie de ces éventuels liens doit donc étre réalisée. Cette amélioration de nos
connaissances nous permettra sans doute de mieux comprendre les processus impliqués dans
'apparition des symptémes des maladies de surcharge lysosomale. lls permettront peut-étre
également, a long terme, la mise en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques de ces
maladies, encore aujourd’hui, incurables.
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