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Etude de Mpv17, une protéine de la membrane mitochondriale interne, dans le
controle de la prolifération cellulaire

KHELFI Alexis

Résumé

Mpv17 est une protéine de 17kDa logée dans la membrane mitochondriale interne et
faisant partie d’un complexe de 600kDa de composition encore inconnue. Bien que sa
fonction cellulaire soit encore inconnue, certaines hypothéses émergent : Mpv17 peut jouer un
réle dans le maintien de I’ADNmt car la déficience de cette protéine est associée aux
syndromes de déplétion d’ADNmt (MDDS), un effet qui pourrait étre lié a la synthése de
nucléotides.

Il a été démontré récemment dans notre laboratoire que le silengage de MPVI7
provoquait une réduction de la prolifération de plusieurs lignées cancéreuses, ce qui suggere
un role pour cette protéine dans la prolifération cellulaire.

Afin d’étudier les mécanismes qui sous-tendent le role de Mpv17 dans la prolifération,
trois pistes ont été investiguées en comparant des cellules Hep3B transduites avec un shARN
non-cible (shNT) ou avec un shARN ciblant ’ARNm de MPVI7 (shMPV17). Dans un
premier temps, nous avons montré que le silengage de MPV17 n’induit qu’une déplétion
modérée d’ADNmt contrairement a ce qui est observé dans des hépatocytes de patients
atteints d’un MDDS. Deuxiémement nous avons confirmé une réduction d’abondance de
certaines protéines impliquées dans le cycle cellulaire: Mitogen-activated protein kinase-
interacting kinase 1 (Mnkl) et Programmed cell death 4 (Pdcd4) qui peuvent réguler la
traduction de certains ARNm spécifiques, bien que les conséquences fonctionnelles de ces
réductions d’abondance restent a étre déterminées. Enfin, le résultat le plus intéressant est
basé sur le role putatif de Mpv17 dans la synthése de nucléotides. Une forte réduction de
I’abondance protéique d’Activating Transcription Factor 4 (ATF4) a été montrée dans les
cellules silencées pour MPV17. Ce facteur de transcription régule 1’expression de nombreux
génes impliqués dans différents processus cellulaires. L’un des genes régulé par ATF4 est
MTHFD2 (methylene tetrahydrofolate dehydrogenase 2) dont 1’expression est fortement
diminuée dans les cellules silencées pour Mpv17. MTHFD2 est localisée dans la mitochondrie
et participe a la voie du tétrahydrofolate (THF), essentiel pour la synthése des purines. C’est
particulierement intéressant car Mpvl7 est fortement surexprimée dans des biopsies
d’hépatocarciomes humains qui sont caractérisés par une grande capacité de synthése
nucléotidique. De plus, d’autres génes régulés par ATF4 et impliqués dans la voie du THF,
dans la synthése d’acides aminés ou dans le transport d’acides aminés, présentent une
réduction de leur expression. Cela suggérerait que plusieurs voies métaboliques sont
impactées lors du silengage de MPV17, ce qui pourrait expliquer la moindre prolifération.

Mémoire de master 120 en biochimie et biologie moléculaire et cellulaire
Janvier 2017

Promoteur: P. Renard

Co-promoteur : T. Arnould







Table d’abréviations

AARE
ADNmt
API
ASNS
ASL
ASS
ATF3
ATF4
ATFS5
ATF6
ATP5G2
BNE
CARE
CBP
CHOPI10
CMC2
DGUOK
DNMTI
eEF2
eEF2K
elF4A
elF4E
elF2s2
elF3c
elF4g2
elF4F
elF4G
elF5
4E-BP1
4E-SE
ETE
GCN2
Glyt 1
GYSI
HA
HAT
HDM?2
HERP
HMOX1
HRI

ISR
IRE1
KDM4C=JMJD2C
LRPPRC
MDDS

MAPK
MMI

Amino acid response element

ADN mitochondrial

Activator Protein 1

Asparagine synthétase

Argininosuccinate lyase

Argininosuccinate synthétase

Activating transcription factor 3

Activating transcription factor 4

Activating transcription factor 5

Activating transcription factor 6

ATP synthase proton-transporting mitochondrial F(0) complex subunit C2
Blue-Native Electrophoresis

C/EBP-ATF response element
CREB-Binding Protein

C/EBP Homology Protein

C-X(9)-C Motif Containing 2
Deoxyguanosine kinase

DNA methyltransférase |

eukaryotic elongation factor 2

eukaryotic elongation factor 2 kinase
eukaryotic initiation factor 4 A

eukaryotic initiation factor 4 E

eukaryotic initiation factor 2 sous-unité 2
eukaryotic initiation factor 3 ¢

eukaryotic initiation factor 4 gamma 2
eukaryotic initiation factor 4 F

eukaryotic initiation factor 4 G

eukaryotic initiation factor 5

elF4E-Binding Protein

elF4E sensitivity element

Electron transporter chain

General control non-derepressible protein 2
Glycine transporter |

Glycogéne synthase 1

Hémagglutinine

Histone acétyltransférase

Human MDM2

Homocysteine-induced endoplamsic reticulum protein
Heme-Oxygenase 1

Heme-regulated elF2a kinase

Integrated Stress Response
Inositol-requiring enzyme 1

Lysine-specific Demethylase 4C= Jumonji domain-containing protein 2C
Leucine-rich pentatricopeptide repeat protein
Mitochondrial DNA depletion syndrome (syndrome de déplétion d’ADN
mitochondrial)

Mitogen activated protein kinase

Membrane mitochondriale interne




MNK 1
MSP
mTHF
MTHFDI
MTHFDIL
MTHFD2
mTORC
NDUFAF5
NDUFS4
NDUFS7
NOS
NQOI
NRF2
OoDC
NSRE
OXPHOS
PABP
PCAF
PDCD4
PERK
PHGDH
PI3K
PKB
PKC
PSAT
PSPH
Rheb
ROS
RPS6KAI
SHMTI
SHMT2
SRSF3
TCA
TEM
TOP
TRIB3
TSC2
UPR
UTR
XBP1

MAP kinase-interacting serine/threonine-protein kinase 1
Mitochondrial salvage pathway

Mammalian tetrahydrofolate

methylene tetrahydrofolate déshydrogénase 1

methylene tetrahydrofolate déshydrogénase 1L
methylene tetrahydrofolate déshydrogénase 2
mammalian target of rapamycin complex

NADH dehydrogenase ubiquinone 1 alpha subcomplex assembly factor 5
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 4
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 7
Nitric oxide synthase

NAD(P)H Dehydrogenase Quinone 1

Nuclear Factor (erythroid-derived 2)-like 2

Ornithine Décarboxylase

Nutrient-sensing response element

phosphorylation oxydative

PolyA Binding Protein

P300/CBP-associated factor

Programmed cell death 4

PKR-like ER kinase

Phosphoglycérate déshydrogénase
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase

Protein Kinase B

Protein Kinase C

phosphosérine aminotransférase

phosphosérine phophatase

Ras homolog enriched in brain

Reactive Oxygen Species

ribosomal protein S6 kinase Al

serine hydroxyméthyl transférase 1

serine hydroxyméthyl transférase 2

Serine/arginine-rich splicing factor 3

tricarboxylic acid

Microscopie électronique a transmission

Terminal Oligopyrimidine

Tribbles homolog 3

Tuberous sclerosis 2

Unfolded Protein Response

Untranslated region

X box-binding protein 1




Remerciements

Au bout de 10 mois de travail au labo, quelques remerciements s’imposent :

Je remercie mes parents (mon pére, ma meére, mon baboune), qui m’ont permis de faire la
biologie, qui m’ont toujours soutenu, et qui se montraient intéressés par mes manipulations et
mon sujet. Mes deux fréres et ma sceur sont aussi a remercier pour leur folie, leur soutien.
Mon petit frére de cinq ans qui est formidable me permettait souvent de m’échapper un peu de
mon mémoire en jouant avec lui.

Je remercie tout particulierement Morgane Canonne (Morganelle pour les intimes ;-)), une
encadrante toujours souriante, dont le rire est communicatif. Une personne avec qui j’aimais
discuter tant au niveau de biologie, mais aussi dans la vie de tous les jours. Une personne avec
qui je déconnais beaucoup, mais qui déconnait aussi beaucoup ©. Je suis certain que tu auras
ta thése, il n’y a aucun doute de cela (étant donné que tu te poses énormément de questions
sur toutes les manipulations, résultats, etc). Je te souhaite de trouver la bonne supplémentation
sur les cellules transduites (tu y arriveras !), mais le plus important, je te souhaite d’étre
heureuse ©.

Je remercie également le laboratoire de I"URBC qui est composé de personnes
extraordinaires : Kathleen, les Sebastien, Maude, Antoine, Géraldine, Francois, Sophie,
Marie, Emilie, Valérie, Guy, Martine, Noelle, Catherine et bien d’autres que j’ai oublié.

Je remercie aussi mes «collégues» mémorants avec lesquels on se marrait toujours bien, mais
surtout pour leur aide et leur soutien sans faille lors de la fin de ce mémoire. A tous nos fous
rire et ces moments de discussion en toute amitié forgée pendant ce mémoire ©.

Je remercie également tous mes amis : Olivia, Camille, Louise, Chloé, Pauline et Pauline,
Antoine. Des personnes avec qui j’aime discuter, rigoler, boire un verre (un café bien sir ;-) !)
ou juste passer du temps. Que les étoiles veillent sur vous !

Je remercie EndNote qui m’a permis d’avoir une belle bibliographie bien uniforme ;-).
Je remercie les membres de mon jury d’avoir pris du temps a lire ce mémoire.

Finalement, je remercie ma promotrice et mon co-promoteur qui m’ont accueilli dans leur
laboratoire et qui m’ont permis de réaliser ce projet de recherche qui était et qui est
passionnant. Je remercie tout particulierement ma promotrice de m’avoir appris le métier de
biologiste en me permettant de me poser les bonnes questions lors de I’obtention de certains
beaux résultats ou lors de problémes qui se sont multipliés lors de la fin de ce mémoire.




Table des matieres




1.

U P, e T S

Introduction 1
Les syndromes de déplétion d’ADN mitochondrial 1
La protéine Mpv17 2

2. 1. Btat de1’art.concernant les orthologues dEMPV 17........ccosumesmescsssusssssisasssssossnssassssssossrasnssssnssnsstsssosssavsonssasses 2

b R Ly 1L L AU T 2

2.1.2. SYMI, I’orthologue de MPV'17 chez la levure Saccharomyces cerevisiae ...................cccvcevcvvreccuviucnenne. 3

2.1.3. -MPV17, Vorthologueide MPV17 Chez DUMIO FEFIO ..ccvosssisssasssvonssssossasssnsssosssnsnsasssssassvssinssssisssnssaiisissss 3

2. 2., Btat de 1’art concernant lafonctionide Mpv17 chez 'NOMIME ...........ccoonivsmivnnesessasssmssssssonasssssisssasasassasssassnsoncones 6

Résultats antérieurs obtenus au laboratoire 8

Les acteurs de la traduction réprimés suite au silencage de MPV17. o

Al LB DTOTCINBEIVIIK (. S ot atovanisnienn s s ease suauoms D S R4S AV H 0 B S SR SAE S e B PSS HSS SR s S s 9

42, LA PrOEMICIRATHA 2o e i cnG o iisinneonstssssaessns ivissiahinridsmnsal 5o SRR RSOV R A R RS S EEOR A B RRBTW LsR o EVaR 11

ATF4, un facteur de transcription réprimé suite au silencage de MPV17. 13
5.1. ATF4 et I'integrated stress response (ISR)...............

5.2. ATF4 et la voie du tétrahydrofolate (THF)...............
5.2.1. ATF4 et la biosynthése d’acides aminés ......
5.2.2. ATF4 et la traduction protéique....................
5.2.3. ATF4 et les transporteurs d’acides aminés......
5.2.3.1:  SLCTASTEATT)..o.ovmedssmasmnsosssssvisss
5.2.3.2. SLCTA11(xCT)......
5.2.3.3. SLCI1AS5 (ASCT2)
5.2.3.4. SNATI (SLC38AI1/ATAl).............
S s bt 77 ) B (0215 1 1) o R e S RSOSSN 7 oo SRR S ;T NP R P [ E SN S
Objectif du mémoire 20
Matériel et méthodes 21
Culture cellulaire 21
Transduction lentivirale 21
Western Blot 22
RT-PCR en temps réel 24
Extraction d’ADN et évaluation du nombre de copie d’ADN mitochondrial 25
Transfection des cellules Hep3B 26
Supplémentations des cellules Hep3B transduites et évaluation de la prolifération cellulaire .........coeeeevernerennens 27
Résultats et discussion 28
Effet du silencage de MPV17 sur le nombre de copies d’ADN mitochondrial 28
Effet du silencage de MPV17 sur des acteurs traductionnels 29
P T o (1Y e i o o O ol s T T o N R D 29
2.2, L DrOtCINC PACHE. o 0 P v sivsreamessmssmnginsmsassstamssssaiss b e R S S eSS SR N eSS O A S s s Es v tene 31
Effet du silencage de MPV17 sur ATF4 et les génes-cibles d’ATF4 32
3.1. Expression?ATEA et NiVEan PIOBIGUE i sarmsirmsimsaimosmmoisisisiissisissssrasssissannssssonsesissoss sissassvasossssnss 32
3.2. ' Effet de la'répression d’ATF4 sur des génes participant 4 PISR ...iiinsnmimsannamsmismsissmssmssiasissse 33
3.3. Effet de la répression d’ATF4 sur des génes impliqués dans le métabolisme des nucléotides...........cccccvruennene 34
3.4. Effet de la répression d’ATF4 sur des génes impliqués dans la biosynthese d’acides aminés..........cceeeveenee. 36
3.5. Effet de la répression d’ATF4 sur des génes impliqué dans le transport d’acides amingés ............cccceecevciininnnne 38
Conclusion et perspectives 41
Impact du silencage de MPV17 sur le nombre de copies d’ADN mitochondrial 41
Impact du silencage de MPV17 sur les acteurs traductionnels 42

Impact du silencage de MPV17 sur ATF4 et ses génes-cibles 44




Introduction




dCMP uoP

1«0113 1RNR

Thymine

e dUMP —> dUDP
TTP TK1 |ts

dThd A dTMP > n'rpp:: dTTP

Cytosol

T®2 v v
dThd 7~ 4 dTMP _,dTDP _.[dTTP
dCtd y____ dCMP=— dCDP *~ |dCTP )
maN

Mitochondrion
dGK

WAdor” 4 dAMP_,dADF_g 4

dGuo dGMP < dGDP~— |dG
P A A D

RNR
NDP

Figure 1: Représentation schématique des voies métaboliques qui fournissent les déoxynucléosides triphosphate (ANTP) pour la
réplication de I’ADN mitochondrial (ADNmt). L’apport de dNTP pour la réplication de I’ADNmt dépend soit, de la voie de
sauvetage propre a la mitochondrie soit, de I’'import de déoxyribonucléosides phosphates provenant du cytosol qui sont synthétisés de
maniere de novo ou recyclé via les voies de recyclage cytosoliques. La voie de recyclage mitochondriale est composée de la
Thymidine kinase 2 (TK2) et la déoxyguanosine kinase (dGK). La TK2 permet de synthétiser de la déoxythymidine monophosphate
(dTMP) et déoxycytosine monophosphate (ACMP) a partir de thymidine et cytidine respectivement. La dGK permet de synthétiser du
déoxyguanosine monophosphate (dGMP) et du déoxyguanosine adénosine monophosphate ({AMP) a partir de déoxyadénosine
(dAdo) et déoxyguanosine (dGuo). Ensuite, les ANMP sont convertis en dNTP grace aux réactions successives de la nucléoside
monophosphate kinase (NMPK) et de la nucléoside diphosphate kinase (NDPK) et serviront lors de la réplication de I’ADN
mitochondrial. La mitochondrie peut importer des bases puriques et pyrimidiques provenant de la voie de sauvetage cytosolique : la
déoxycytidine (dCtd), déoxyadénosine (dAdo), la déoxyguanosine (dGuo) et la déoxythymidine (dThd) peuvent étre transportés via
I’equilibrative nucleoside transporter 1 (ENT1). La dCtd, dAdo et dGuo peuvent étre recyclées par la déoxycytidine kinase (dCK) en
dCMP, dAMP et dGMP. La dThd pourra étre recyclé par la Thymidine kinase 1. Les dNMP pourront étre convertis en dNDP et
dNTP grace aux NMPK et NDPK respectivement et pourront étre importées dans la mitochondrie. Enfin, la mitochondrie peut
importer des déoxyribonucléosides phosphates provenant de la voie de synthése de novo cytosolique. La synthése de
déoxyribonucléoside diphosphate a partir de ribonucléoside diphosphate est catalysée par la ribonucléotide réductase (RNR). La
synthése de dTMP provient de deux sources : soit le dCMP ou I’uridine diphosphate (UDP). Le dCMP est converti en dUMP grace a
la dCMP déaminase. Par aprés,le dUMP peut étre converti en dTMP grace a la Thymidilate synthétase (TS). Soit I"'UDP est converti
en dUDP grace a la RNR et le dUDP sera converti en dUMP grace a la NMPK (Gonzalez-Vioque, Torres-Torronteras, Andreu, &
Marti, 2011).
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fMet, formylméthionine ; dTMP, deoxythymidine monophosphate ; XMP, Xanthosine monophosphate.




I. Introduction

1. Les syndromes de déplétion d’ADN mitochondrial

Les syndromes de déplétion d’ADN mitochondrial (nommés mitochondrial DNA
depletion syndrome, MDDS) appartiennent au groupe des maladies mitochondriales. Les MDDS
sont des maladies récessives autosomales et sont groupées en quatre catégories qui dépendent
des organes affectés: MDDS hépatocérébral, encéphalomyopathique, myopathique et
neurogastrointestinale (Nogueira et al., 2014). Parmi les manifestations cliniques trés variées, les
plus communes sont I’hypoglycémie, la haute concentration plasmatique en lactate, une
dysfonction précoce et progressive du foie et des anomalies neurologiques (Fellman & Kotarsky,
2011; Garone et al., 2012; Rotig & Poulton, 2009; Uusimaa et al., 2014). Les MDDS sont dus a
des mutations dans des geénes nucléaires impliqués dans le maintien du génome mitochondrial
et/ou la réplication de celui-ci. Parmi ces génes, citons ceux qui codent pour la polymérase y
spécifique de la mitochondrie (Poly), I’hélicase mitochondriale Twinkle (aussi nommée
CI00ORF2) ou le facteur de transcription mitochondrial A (TFAM) (Viscomi et al., 2009).
Lorsque certaines mutations affectent ces génes, on observe des délétions, déplétions ou des
mutations ponctuelles au niveau de I’ADN mitochondrial (ADNmt) (Copeland, 2012; El-Hattab
& Scaglia, 2013; Garone et al., 2012). De plus, certaines mutations dans des génes qui encodent
des protéines participant a la biosynthése ou au recyclage des nucléotides peuvent aussi mener
aux MDDS (Dalla Rosa et al., 2016; El-Hattab & Scaglia, 2013; Garone et al., 2012). C’est le
cas par exemple pour le géne codant pour la déoxyguanosine kinase (DGUOK)

La DGUOK est une enzyme localisée dans la mitochondrie qui catalyse la synthése de
déoxyguanosine monophosphate (dGMP) et déoxyadénosine monophosphate (1{AMP) a partir de
déoxyguanine et déoxyadénine respectivement (Mandel et al., 2001). Le role de la DGUOK dans
le métabolisme des nucléotides de la mitochondrie est illustré par la figure 1 (ainsi que
différentes voies qui fournissent des nucléotides a la mitochondrie illustré par la figure 2). La
DGUOK est exprimée de maniere ubiquitaire mais son abondance est particuliérement élevée
dans le cerveau, le foie, les muscles et les tissus lymphoides et il a été démontré que la déficience
en DGUOK déclenche un MDDS de type hépatocérébral (Mandel et al., 2001; Rotig & Poulton,
2009). Le fait que le cerveau et le foie soient touchés en cas de déficience en DGUOK s’explique
probablement par le fait que ces deux organes sont plus dépendants du recyclage des nucléotides
da au fait qu’il y a peu de synthése de novo de nucléotides (Mandel et al., 2001).

Récemment, 1’ajout de certains dNTPs au niveau de culture de cellules mimant la
forme hépatocérébrale (mutation de DGUOK) ou neurogastrointestinale (mutation de la
thymidine phosphorylase : TP) a permis d’observer une replétion d’ADNmt dans ces cellules
(Camara et al., 2014).

En termes de thérapie, les personnes atteintes de MDDS peuvent prendre des
cofacteurs, vitamines et du glucose afin de soutenir le métabolisme (Lollgen & Weiher, 2015).




2. La protéine Mpvl17
Récemment, la découverte de la perte de fonction d’une protéine mitochondriale
nommée Mpv17 a été associée aux MDDS (Spinazzola et al., 2006).

Mpv17 est encodée par un gene nucléaire localisé au niveau du chromosome 2p23-21
(Karasawa et al., 1993) et composé de huit exons (El-Hattab et al., 2010; Uusimaa et al., 2014).
MPV17 est un geéne transcrit aussi bien durant ’embryogenése qu’au stade adulte de maniere
ubiquiste, mais son expression est plus élevée dans certains organes tels que le cerveau ou le
cceur. La protéine encodée par ce géne compte 176 résidus d’acides aminés (Antonenkov et al.,
2015; Weiher et al., 1990). La fonction de Mpv17 reste obscure, bien que 1’étude de ses
orthologues chez la souris, la levure et le poisson zébre, que nous allons décrire dans les
paragraphes suivants, nous apportent quelques informations quant a son role au sein de la cellule.

2. 1. Etat de I’art concernant les orthologues de MPV17

2.1.1. MPVI17 murin

Le géne MPV17 a été découvert chez la souris lors d’un screening réalis€ par insertion
rétrovirale aléatoire au stade embryonnaire (stade 4-16 cellules) (Karasawa et al., 1993). Les
souris knock-out pour MPV17 possédent non seulement une perte sensorielle des fonctions
auditives a cause d’une dégénérescence cochléaire due a une perte des cellules du stria
vascularis (Meyer zum Gottesberge et al., 2012), mais aussi un syndrome néphrotique (Viscomi
et al., 2009). En effet, les souris MPVI7" meurent de dysfonction rénale entre deux et neuf mois
(Weiher et al., 1990). Ce syndrome se manifeste par une protéinurie, une hypoalbuminie
plasmatique et une hyperlipidémie plasmatique ce qui est caractéristique d’une dysfonction
rénale (Meyer zum Gottesberge et al., 2012; Weiher et al., 1990). Afin de comprendre le
phénotype observé, Zwacka et ses collegues ont voulu caractériser Mpv17. Par une approche
bioinformatique, ils ont montré que la protéine Mpv17 a une séquence en acides aminés tres
proche de la protéine peroxisomale pxpm2 (26% d’identité) qui est impliquée dans I"’homéostasie
rédox. De plus, ces auteurs ont observé une diminution des reactive oxygen species (ROS) dans
les fibroblastes murins MPV17" suggérant que Mpv17 pourrait jouer un role dans la régulation
de I’homéostasie rédox chez les souris.

Ensuite, 1’équipe de Spinazzola a pu mettre en évidence que cette protéine serait aussi
impliquée dans le vieillissement. En effet, les souris MPVI7" présentent des caractéristiques du
vieillissement tels qu'un pelage grisonnant vers 5-6 mois, une diminution de la masse corporelle,
une réduction de I’épaisseur de la peau (de I’épiderme et diminution de la graisse sous-cutanée),
ainsi qu'une lordokyphose (déformation de la colonne vertébrale) (Viscomi et al., 2009). Mpv17
aurait donc un autre role dans la sénescence cellulaire.

Spinazzola et son équipe ont pu démontrer que les souris MPV17"" présentaient une
déplétion d’ADNmt au niveau des reins (60% d’ADNmt restant), du cerveau (60% d’ADNmt
restant), des muscles (20% d’ADNmt restant) et du foie (4% d’ADNmt restant) (Spinazzola et
al., 2006).




Cependant, 1I’équipe de Dalla Rosa n’a pas pu montrer de déplétion d’ADNmt
significative, malgré une tendance a la baisse, au niveau du cerveau (90% d’ADNmt restant) et
des reins (75% d’ADNmt restant), mais seulement au niveau du foie (moins de 10% d’ADNmt
restant) chez des souris MPV17" (Dalla Rosa et al., 2016).

Dans tous les cas, la déplétion d’ADNmt au niveau du foie est observée et pourrait
signifier que Mpv17 serait important pour le maintien de I’ADNmt. Bien que les souris
présentent une sévere déplétion d’ADNmt au sein des hépatocytes, liée a une réduction de
certains ANTP (dTTP et dGTP) au sein des mitochondries (Dalla Rosa et al., 2016), aucune
manifestation clinique de MDDS telle que la dysfonction hépatique ou I’hypoglycémie n’a été
observée en condition basale (Spinazzola et al., 2009; Viscomi et al., 2009). Cependant, lorsque
les souris MPV17"" subissent un régime cétogénique, la dysfonction du foie a pu étre observée
(Bottani et al., 2014). Cela signifie donc que la perte de fonction de Mpv17 n’est délétere chez la
souris que lorsqu’une activité métabolique hépatique intense est requise.

De plus, on observe une réduction de I’abondance protéique de certaines sous-unités
des complexes mitochondriaux impliquées dans les phosphorylations oxydatives (OXPHOS)
telles que les sous-unités 1 et 4 du cytochrome ¢ oxydase (Coxl, Cox4 du complexe IV et
Ndufb8 du complexe I) ainsi que I’apparition de sous-complexes de I’ATP synthase au niveau du
foie (Dalla Rosa et al., 2016). Ces données sont corrélées avec une diminution de I’activité des
complexes I et IV dans les foies de souris MPV1 7/'(Spinazzola et al., 2006). De plus, il a aussi
été démontré que les mitochondries des hépatocytes présentaient des anomalies morphologiques
avec des crétes mitochondriales peu marquées, une accumulation de corps denses, ainsi qu'un
«gonflement» des mitochondries (Viscomi et al., 2009). Mpv17 pourrait donc avoir un role dans
la morphogénese des crétes mitochondriales, mais aussi dans le maintien de ’ADNmt dont les
conséquences sont uniquement observables lors d’un stress chez les souris.

Finalement, il a été démontré que Mpv17 faisait partie d’'un complexe protéique d’un
poids moléculaire de plus de 600 kDa au sein des mitochondries des hépatocytes de souris WT
(Bottani et al., 2014). Afin de caractériser ses partenaires protéiques, Bottani et son équipe ont
essayé de fusionner un tag tel que I’hémagglutinine (HA) a la protéine Mpv17. Cependant, le tag
interférait avec la localisation de la protéine car elle ne pouvait plus s’insérer au sein de la
mitochondrie et donc former le complexe (Bottani et al., 2014). Les techniques qui requiérent un
tag (pull down assay ou TAP-tag) pour identifier les partenaires protéiques de Mpv17 sont donc
a proscrire. De plus, il est impossible de réaliser une immunoprécipitation de la protéine Mpv17
endogene car elle semble étre enfouie dans ce complexe protéique. En effet, il n’est pas possible
de détecter Mpvl7 lors d’un Western Blot réalis¢é sur la premicére dimension d’un gel
d’électrophorése Blue-Native, permettant de séparer les complexes protéiques membranaires
sans les dénaturer (Wittig et al., 2006).

2.1.2. SYMI, I’orthologue de MPV17 chez la levure Saccharomyces cerevisiae

L’orthologue du géne MPV17 chez la levure Saccharomyces cerevisiae est SYMI. Ce
géne a été découvert lors d’une étude visant a caractériser les geénes induits lors d’un stress
thermique et sur un milieu non-fermentable. En effet, lors de la culture des levures WT ou
symIA dans 1’éthanol 2% a 37°C, seules les cellules WT pouvaient croitre. Cependant, les




Figure 3:Mod¢le de la protéine mitochondriale humaine Mpv17. Mpv17 est une protéine appartenant a la membrane mitochondriale
interne et possédant quatre domaines transmembranaires (TM) prédits. Le TM1 s’étend de I’acide aminé 18-38. Le TM2 de 53-73, le
TM3 de 94-114 et le TM4 de 131-151. Différentes mutations sont représentées dont la plus courante est la mutation R50Q. Il
existerait potentiellement un site de phosphorylation par la Protein Kinase C (PKC) situé a la position 80 (El-Hattab et al., 2010). Le
coté N-terminale et C-terminale sont orientés du coté de I’espace intermembranaire (Reinhold et al.,2012).




cellules symIA pouvaient continuer de croitre dans des conditions permissives sur ce méme
milieu a 30°C.

Par Northern Blot, il a été¢ démontré que ’ARNm de MPV17 était rapidement et
fortement induit déja apres 15 minutes lors d’un stress thermique et/ou lors de la métabolisation
d’un substrat exigeant les OXPHOS. Sym1 est une protéine possédant une séquence en acides
aminés tres homologue a Mpv17 (48% similarité, 32% identité). De plus, lors de 1’étude de son
hydropathie, il a ét¢ démontré que son profil était surimposable a celui de Mpvl7 avec 4
domaines transmembranaires prédits (Trott & Morano, 2004) (Figure 3).

La localisation subcellulaire de Syml est mitochondriale, comme montré par
immunofluorescence et confirmé grace a des fractionnements subcellulaires (Trott & Morano,
2004). De plus, le géne MPV17 humain complémente la souche mutante sym1A en permettant
de restaurer la survie des levures mises en culture en présence d’éthanol. Il y a donc eu une
conservation de la fonction de cette protéine durant I’évolution (Trott & Morano, 2004).

On peut se demander pourquoi les cellules sym/A ne peuvent pas croitre sur un milieu
non-fermentable comme I’éthanol qui demande une respiration cellulaire afin de le métaboliser.
Les levures sym1A présentent une proportion élevée de colonies « petites », un adjectif utilisé
pour décrire des levures dépourvues d’ADNmt (Mounolou et al., 1966), ce qui suggere une
déficience au niveau des OXPHOS. De plus, 'analyse par microscopie électronique a
transmission (TEM) des levures sym/A a révélé des crétes mitochondriales profondément
altérées, ainsi que la présence des corps denses aux électrons au sein de ces organites (Dallabona
et al., 2010). Cette observation corrobore la probable déficience en OXPHOS étant donné que
I'activité OXPHOS dépend grandement de la formation des crétes mitochondriales (Cogliati et
al., 2016). Cela suggere donc que cette protéine pourrait participer a la morphogénése des crétes
mitochondriales, ainsi que dans le maintien de I’ADNmt. Ceci est compatible avec la localisation
de MPV17 dans la membrane mitochondriale interne (MMI) qui est associée au nucléoide
contenant ’ADNmt. Un autre argument permettant de soutenir le fait qu’il existe une déficience
en OXPHOS est que 'analyse du promoteur de SYMI, a révélé la présence de sites de liaison
pour les facteurs de transcription Rtgl/Rtg3 qui activent la biogenése mitochondriale dans le
cadre de la communication rétrograde entre la mitochondrie et le noyau (Liu & Butow, 2006).
Enfin, les auteurs ont identifié plusieurs substrats permettant de restaurer la prolifération des
levures sym/A. 1l s’agit du glutamate, de I’aspartate, de la glutamine ou de I’asparagine. En effet,
le catabolisme de ces quatre acides aminés permet de générer des intermédiaires du TCA. On

peut penser que les levures sym/A pourraient manquer de certains intermédiaires du TCA
(Dallabona et al., 2010).

Les résultats issus d’expériences de complémentation du phénotype mutant symilA
renforcent ’hypothése que Sym1 interviendrait dans I’homéostasie des intermédiaires du cycle
de Krebs. En effet, le screening d’une librairie d’ADNc a permis d’identifier deux génes

permettant de complémenter les levures sym/A. Premi¢rement le géne YMCI, codant pour un
transporteur qui permettrait le transport coordonné d’intermédiaires du cycle TCA entre le
peroxysome et la mitochondrie. En plus de corriger le phénotype déficient des OXPHOS, la
complémentation par YMC/ permet de remédier a I’instabilité mitochondriale comme 1’indique
une diminution du nombre de colonies petites (Dallabona et al., 2010).




Un simple mutant YMC1 ne présente pas de défaut de croissance. Cependant, lorsque
’on génere un double mutant ymcl/syml, on observe encore plus de formation de petites
colonies. Cela suggére que les protéines Syml et Ymcl sont redondantes et jouent un role
identique au sein de la cellule. De plus, Ymcl semble important pour I’intégrité de I’ADNmt et
pour la croissance en aérobiose lors de la perte de Sym1 (Dallabona et al., 2010).

Un second gene complémente SYMI en permettant une restauration partielle de la
croissance des levures mutantes symI/A : il s’agit d’ODC1, un transporteur d’a-cétoadipate, a-
cétoglutarate et d’autres intermédiaires du cycle de Krebs. Cela suggere donc que ’apport de
certains intermédiaires du cycle de Krebs permet de compenser la perte de la protéine Syml.
Sym1 pourrait donc jouer un rdle dans le transport de certaines molécules permettant de réaliser
des réactions anaplérotiques. De plus, on observe aussi une réduction de 1’abondance protéique
de succinate déshydrogenase (SDH) et de 1’assemblage du complexe II, ainsi qu’une diminution
de I"activité du complexe II (réduction de 60%), permettant de catalyser la réaction d’oxydation
du succinate en fumarate. Enfin, le marquage a I’iode a aussi démontré une nette diminution en
contenu de glycogeéne dans les cellules symIA. Cela est probablement dii a un manque
d’intermédiaires du cycle TCA.

Tout comme la protéine murine Mpv17 (Bottani et al., 2014), Sym1 appartient a un
complexe de plus de 600kDa comme montré par électrophorése bidimensionnelle «Blue Native»
(BNE : Blue Native Electrophoresis) réalisée sur des souches de levures sym1A exprimant une
construction génétique HA-Sym1. Cependant, cette protéine n’est pas détectable par Western
Blot réalisé sur la premiére dimension du BNE (conditions natives), ce qui suggere que Sym1 est
enfoui dans un complexe protéique. Des complexes de plus petites tailles de 120 et 220 kDa
contenant Sym1 ont également été mis en évidence. Ces complexes sont probablement des
intermédiaires de 1’assemblage du complexe de 600kDa (Reinhold et al., 2012).

En résumé, ’ensemble de ces données suggere que les mutants Sym1 présentent une
activit¢ OXPHOS altérée a cause d’une réduction de réactions anaplérotiques et une capacité
limitée de générer des intermédiaires du cycle de Krebs (pour une revue, voir (Lollgen &
Weiher, 2015).

2.1.3. MPVI17. I'orthologue de MPV17 chez Danio rerio

Chez le poisson zebre Danio rerio, la délétion de I’orthologue de MPV17 nommé
MPV17 provoque une perte de pigmentation des mélanophores (cellules responsables de la
coloration foncée) et des iridophores (cellules qui reflétent les rayons du soleil et qui donnent

une couleur argentée). Ces derniers sont particuliérement intéressants car a I’intérieur de ces
cellules se trouve un organite appelé I'iridosome. Celui-ci accumule des molécules comme la
guanine, la guanosine et le dGTP qui forment des cristaux (Krauss et al., 2013). De plus, la
protéine Mpv17 a été localisée au niveau des mitochondries par immunofluorescence et lorsque
le géne MPV17 est muté, une réduction de I’iridosome et de 1’activité OXPHOS est observée,
probablement suite a un plus faible approvisionnement en nucléotides dans la mitochondrie.
C’est pour cela que certains ont émis I’hypothése que la protéine Mpv17 est un pore permettant
de fournir des nucléotides a la mitochondrie (Lollgen & Weiher, 2015). Cette hypothése est
renforcée par le fait qu'on observe aussi une perte de la coloration argentée chez les poissons
z¢bres mutants pour les enzymes Paics (complexe enzymatique constitué des enzymes




Patiet ‘ Gene ; tion

4

R - MPVI ~ Mutation oote .(ln3ro

v l v t10n home .sp9)

tations d géne MPV17 anysé dans I’étude de Dalla-Rosa et al., 2016).




phosphoribosylaminoimidazole carboxylase et phosphoribosylaminoimidazole
succinocarboxamide synthétase) et Gart (complexe enzymatique composé des enzymes
phosphoribosylglycinamide formyltransférase, phosphoribosylglycinamide synthétase et
phosphoribosylaminoimidazole synthétase) qui sont deux complexes enzymatiques participant a
la biosynthese des purines (Krauss et al., 2013).

2.2. Etat de I’art concernant la fonction de Mpv17 chez "’homme

Chez I’homme le plus souvent, les patients déficients pour Mpv17 contractent la forme
hépatocérébrale de MDDS bien que certains puissent développer des neuropathies ou des
myopathies (Blakely et al., 2012; Luo et al., 2013; Suomalainen & Isohanni, 2010). La
caractéristique la plus frappante a propos des MDDS associées a des mutations dans le gene
MPV17 est une diminution tissu-spécifique d’ADNmt au niveau du foie, du cerveau et dans une
moindre mesure au niveau des muscles (Suomalainen & Isohanni, 2010). D’ailleurs, des données
provenant de patients Mpv17-déficients montrent que la plupart présentent une réduction de
’activité des complexes I et IIl au niveau des hépatocytes (Bijarnia-Mahay et al., 2014; El-
Hattab et al., 2010). La mutation de Mpv17 donne d’ailleurs des manifestations cliniques assez
proches de la mutation de la DGUOK.

Tout comme la protéine Syml ou la protéine Mpvl7 de Danio rerio, la protéine
Mpv17 humaine est prédite comme ayant quatre domaines transmembranaires (Antonenkov et
al., 2015) (voir figure 3). Elle a été décrite comme ancrée dans la membrane mitochondriale
interne (Spinazzola et al., 2006) bien que sa localisation mitochondriale ait été récemment remise
en question suite a une faible spécificité des anticorps. En effet, la protéine humaine Mpv17
serait localisée dans les lysosomes, les endosomes précoces et les peroxysomes. Cependant, ces
données sont a prendre avec précaution puisqu’elles se basent sur des expériences consistant a
surexprimer une version de Mpv17 dotée d’un tag GST sur la partie N-terminale.

Il existe deux hypothéses concernant la fonction de Mpv17. Tout d’abord, comme
nous I’avons vu précédemment (point 2.1.2.), Mpvl7 pourrait étre un transporteur
d’intermédiaires du cycle TCA comme ’a-cétoglutarate. Cette hypotheése est soutenue par le fait
que la protéine humaine Mpv17 complémente la souche sym1A. De plus, il a ét€ montré que les
levures symlIA avaient une capacité moindre de stockage du glycogéne di probablement a une
moindre synthése de certains intermédiaires permettant de générer du glycogéne via la
néoglucogénése. Cela pourrait aussi expliquer pourquoi les patients mutés pour Mpvl7
présentent une hypoglycémie sévere et un manque de glycogeéne au niveau du foie car tout
comme les levures sym1A, la voie de la néoglucogéneése serait altérée (Parini et al., 2009).

Ensuite, comme vu dans les points 2.1.2 et 2.1.3, les orthologues de la protéine
humaine Mpv17 pourraient étre impliquées dans I'import de nucléotides et/ou de précurseurs de
nucléotides. Cette hypothése est renforcée par une publication récente de 1’équipe de Spinazzola
sur des fibroblastes humains (Dalla Rosa et al., 2016).

Dans des cellules en culture, ’abondance de I’ADNmt est réduite au sein de cinq
lignées de fibroblastes quiescents provenant de cinq patients déficients pour Mpvl7 (voir
Tableau 1 pour les différentes mutations) alors que I’on n’observe pas cela lorsque ces cellules
sont en phase prolifératives. Le fait que la réduction d’ADNmt soit propre aux cellules
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Figure 4: Représentation schématique de la voie de synthése des nucléotides. (A) Les cellules prolifératives utilisent beaucoup plus
la voie de novo de synthése des nucléotides. La mitochondrie importe donc les nucléotides venant majoritairement de cette voie et
utilise peu le mitochondrial salvage pathway (MSP). La synthése de déoxynucléosides diphosphate est réalisée grace a la
ribonucléotide réductase (RNR) et des ribonucléosides diphosphate (rNDP). (B) Les cellules quiescentes reposent beaucoup plus sur
la voie de recyclage des nucléotides. Cependant, bien que les cellules quiescentes ne répliquent pas leur ADN nucléaire, leur
ADNmt est toujours répliqué. Pour ce faire, il existe différents mécanismes afin de maintenir leur ADNmt : premi¢rement, la sous-
unité R2 de la ribonucléotide réductase (RNR) qui est exprimée au sein de cellules prolifératives est remplacée par la sous-unité
p53R2 dans les cellules quiescentes et est uprégulée. Elle permet ainsi une synthése constitutive de nucléotides au sein de ces cellules
et indépendamment du cycle cellulaire. Deuxiémement, la cellule quiescente utilise & plus haut niveau le mitochondrial salvage
pathway (MSP) car on observe une uprégulation des protéines associées au MSP comme la thymidine kinase 2 (TK2) ou DGUOK.
Finalement, on observe une augmentation de I’abondance de certains transporteurs de nucléotides comme equilibrative nucleoside
transpoter 1 (ENTT1).
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quiescentes pourrait expliquer pourquoi les patients MPV17-déficients présentent une déplétion
d’ADNmt de maniére tissu-spécifique et plus particuli¢rement dans le foie, les muscles et le
cerveau (Dalla Rosa et al.,, 2016). De plus, la réduction en ADNmt dans les fibroblastes
quiescents MPV17-déficients était associée a une diminution de certains ANTP (dTTP, dGTP et
dCTP) par comparaison aux fibroblastes prolifératifs. De plus, il a été¢ montré que Mpv17 est
surexprimé dans les fibroblastes quiescents en comparaison avec des fibroblastes prolifératifs
chez des patients sains. Par conséquent, les auteurs ont émis 1I’hypothése que Mpv17 pourrait étre
un transporteur mitochondrial qui importent les déoxyribonucléotides et/ou les précurseurs de
nucléotides (Dalla Rosa et al., 2016; Lollgen & Weiher, 2015). Enfin, une replétion d’ADNmt a
pu étre mis en évidence grace a [’addition simultanée de trois déoxynucléosides
(déoxyadénosine, déoxyguanosine et déoxycytosine) dans des cellules quiescentes provenant de
patients Mpv17-déficients (Dalla Rosa et al., 2016). Cela conforte I’hypothése concernant
Mpv17 car cette donnée établit un lien entre la déficience de Mpvl7 et ’apport de
déoxynucléosides au sein de la mitochondrie.

Pour comprendre ces résultats, il est nécessaire de souligner la distinction entre le
métabolisme nucléotidique des cellules prolifératives et des cellules quiescentes : les cellules
prolifératives reposent essentiellement sur la voie de synthése de novo des nucléotides afin de
produire de grandes quantit¢ de nucléotides alors que les cellules quiescentes reposent
essentiellement sur les voies de recyclage des nucléotides. Cependant, bien que les cellules
quiescentes ne répliquent pas leur ADN nucléaire, leur ADNmt est toujours répliqué. Pour ce
faire, il existe différents mécanismes afin de maintenir leur ADNmt : premiérement, la sous-unité
R2 de la ribonucléotide réductase (RNR) qui est exprimée au sein de cellules prolifératives est
remplacée par la sous-unité pS3R2 dans les cellules quiescentes et est uprégulée (Pontarin et al.,
2012; Pontarin et al., 2007). Elle permet ainsi une synthése constitutive de nucléotides au sein du
cytosol de ces cellules et indépendamment du cycle cellulaire contrairement a la sous-unité R2.
Deuxiemement, la cellule quiescente utilise a plus haut niveau le mitochondrial salvage pathway
(MSP). En effet, on observe une uprégulation des protéines associées au MSP comme la
thymidine kinase 2 (TK2) ou la DGUOK (Dalla Rosa et al., 2016). Finalement, on observe une
augmentation de 1’abondance de certains transporteurs de nucléotides comme equilibrative
nucleoside transpoter 1 (ENT1). Cela peut expliquer comment la mitochondrie maintient son
ADNmt et sa duplication (Figure 4). Toutes ces données suggerent que MPV17 pourrait étre un
pore permettant aux cellules quiescentes d’alimenter le MSP qui est une voie de recyclage des
nucléotides au sein de la mitochondrie (Dalla Rosa et al., 2016).

Au niveau de sa localisation cellulaire, Spinazzola et son équipe ont pu montrer via la
transfection d’un vecteur d’expression contenant le géne de la protéine humaine MPV17 liées
avec I’HA au co6té C-terminal que la protéine MPV17 se localisait au niveau des mitochondries
de cellules HeLa (adénocarcinome utérin) et COS7 (fibroblaste rénal de singe).

Enfin, il existe des solutions thérapeutiques pour les patients déficients pour Mpvl17.
Une transplantation hépatique peut grandement améliorer la qualité de vie des patients (El-
Hattab & Scaglia, 2013; Parini et al., 2009). Cependant, ces transplantations hépatiques sont
inefficaces pour soulager les anomalies neurologiques do