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VI- CCl : Mitochondrie et signalisation rétrograde

I- généralités : Organisation d'une cellule eucaryote

Nuclear membrane
Plasma membrane

_ Golgi vesicles

Mitochondrion

Peroxisome

Lysosome

Rough endoplasmic
reticulum

I- généralités : Origine des mitochondries

La théorie endosymbiotique
(1966, Lynn Margulis)

Eukaryotic
plasma membrane

Endocytosis of bacterium |

capable of oxidative Endocytosis of bacterium

phosphorylation Ancestral capable of photosynthesis
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I- généralités : Transmission maternelle

| MATERNAL INHERITANCE OF MTOCHONDRIAL DNA MUTATIONS |

bl

| mother with mitd p
or no symptoms from mother from father outcome

mutant . disease?

child with
= mild
disease?

mutant discase?

number of
mitechendtia  mature egg sperm cells

increases
cells

I- généralités : Organisation des mitochondries

v taille 1 @ 10 ym de long et 0,1 & 0,5 ym de large
v chaque cellule : O a des milliers de mitochondries

v le nombre de mitochondries par cellule et leur
localisation dépend des besoins en énergie

v la mitochondrie est le siége de la respiration cellulaire J



I- généralités : Organites malléables

Réorganisation permanente :
structurale et fonctionnelle
fission/fusion ; mitogéneése...

Molecular Biology of the Cell, 3rd edn

I- généralités :

Organisation des mitochondries

Complex | Complexll  Complex i Complex IV ‘Complex V.

+ ADN mitochondrial
umain (16569 pb)

+ 2 a 10 copies par
mitochondries

+ ARNr

+ ARNt
téines de la chaine
respiratoire

|I— généralités : Organisation des mitochondries I

Complex | Complex lll Complex Il Complex IV Complex V
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I- généralités : Organisation des mitochondries

Biogénése mitochondriale : coopération/synchronisation entre les
génomes mitochondrial et nucléaire

Mitochondria

Tfam

Transcription
Krebs cycle enzymes N ===

Transporters Qfam) A ranscripfion: ngpncnhon
OXPHOS subunits

2 TRNA (02! 168)
p-oxidation mRNA OXPHOS (MIDNAY

antioxidant Import J
\ m \E

oM
Assembly

/sslon

Ventura-Clapier R et al. Cardiovasc Res 2008,79:208-217 §

I- généralités : Organisation des mitochondries
v Import des protéines nucléaires: TOM et TIM

Proteins with
internal targeting slgnals

Protein with ‘Small IMS Outer Carrier |
presequence protein membrane precursor

Mitochondrial
protein import
and assembly

Cytosol

Carrier
protein

Matrix

Matrix protein

I- généralités : Oxydation phosphorylante

v mouvement des électrons le long de la CR
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I- généralités :

Théorie chimio-osmotique (Mitchell 1961)

Oxydation phosphorylante

|I— généralités : Contrdle de I'OxPhos |

force «qui pousse complexe enzymatique force «qui freine»

potentiel rédox NA;D1'7252H+ force
NADH H* protonmotrice
NAD NAD* Ap
+H20

ATP synthase

] potentiel
force 7 ADP+Pi phosphate
rotonmotrice HY
e Ng TP
ATP ADP. Pi
Couplage entre oxydation des substrats et phosphorylation P8 7
I- généralités : Découplage de I'OxPhos I- généralités : Découplage de I'OxPhos : les UCPs

v UCPs: UnCoupling Proteins (protéines découplantes)

Name

Distribution

UCPl

UCP2

BAT

Ubiquitous

Skeletal muscle. BAT

Substrats
+ 0,

UCP4 Neural tissues

BMCP-1/UCPS

Neural tissues

MAIS... intérét en physiologie

Arailes JM. BBRC : 293 2002

I- généralités : Découplage de I'OxPhos : les UCPs : les UCPs

UCP1 (thermogénine) (Nicholls 1974)

I- généralités : Découplage de I'OxPhos
BAT chez I'Homme adulte

Itwas thought that only babies (below left) have brown fat, a special type of tissue
Cellular that turs food energy into heat. New scans have revealed the tissue remains in at
thermogenesis least some adults, as in the one here (below right)
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o
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2= NE
2 ]
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Sa" 2004
= l (N
¥
EE 100 UCPI(-/-)
50g of brown fatburns
500 calories per day,
0- equivalent to 1 hour of
— | min aerobic exercise
white adipocyte brown adipocyte v réguhﬁon de la ®Brown fat deposits

v UCP1, dans le BAT

production de chaleur Cypress AM New Engl J Med 360, 2009 1¢



I- généralités : les UCPs

BAT chez I'Homme adulte

Découplage de I'OxPhos :

Normal

N
&

Régulation par la
température

(&

Nedeergard J, AJP 293, 2007 17

I- généralités : Découplage de I'OxPhos : les UCPs

BAT chez I'Homme adulte

Régulation de la
masse corporelle

- Nouvelle voie de
recherche dans le
traitement de
l'obésité et du
T2D

Farmer SR, Nature 458, 2009 1¢

I- généralités : Découplage de I'OxPhos : les UCPs
Indiens Pima d'Arizona (50 %
des adultes sont obéses et
diabétiques), polymorphisme sur

les génes UCP2 et UCP3

‘| pourcentage d'individus
- | atteints de diabéte de type 2

Pimas des Eiats-Unis.|

Mexicains  Mexicains |
non-Pimas Pimas

agriculfeurs

Production Transition de|

Production de  Oxydation des
chaleur nutriments de ROS  perméabilité

7 7 N 7

Thermorégulation 5 /’fgve/m"/an de Prévention du stress ~ “POPTOS.
(Adaptation au froid Wi, (s, oxydant, insulino-R B
diabéte type 2 ‘ *  cancéreuses

I- généralités : Dysfonctions mitochondriales et pathologies

v mitochondries = - énergie de la cellule,
- signalisation et adaptation cell.
v toute dysfonction > cytopathie mitochondriale

Kidney
3.5 -

Diabetes melitus

3 Inner ear Blood
Soascrineusat Pearson's syndrome.
hearing loss

I- généralités : Dysfonctions mitochondriales et pathologies
v

Insulin-Resistant
Subjects

Control Subjects

Petersen KF... Shulman GI N Enal J Med 2004:350:664-71



I- généralités : Dysfonctions mitochondriales et pathologies

v mitochondrie et diabéte de type IT

Biopsies musculaires de T2D patients
P activités glycolytiques
W activités oxydatives

A Nombre et/ou volume des mitochondries par fibre

Kelley et al diabetes 2002, Ritov et al diabetes 2005.

I- généralités : Dysfonctions mitochondriales et pathologies
v" mitochondrie et diabéte de type IT

P entrée AG

? lipides intramyocellulaires

I- généralités : Dysfonctions mitochondriales et pathologies

Insulin receptor
« I GLurs
s

T4

l Glucose uptake
IRS-1 tyrosine phosphorylation

8% 4 1Rs-1 serine phosphorylation

N

IRS-1

Dysfonction mitochondriale
impliquée dans la
pathogénése de I'IR ?

1 Mitochondrion density/function

Lowell BR & Shulman GT Science : 307 2005

I- généralités : Dysfonctions mitochondriales et pathologies
v application thérapeutique des agonistes de PPARB
T2D

II- mitochondrie et AMPk : signalisation rétrograde ATP
v’ signalisation r‘éfr‘orad&

Adaptations
métaboliques

II- mitochondrie et AMPk : signalisation rétrograde ATP

Adaptation: ® quantité
eipe respiratoire

Mitochondria
to nucleus
crosstalk

Intracellular

AANT3 mRNA
ACOXIV mRNA

Desauiret et al. BBA-Bioeneraetics. 2006



II- mitochondrie et AMPk : signalisation rétrograde ATP

Muscle

G:B Ca> T contraction
l/@ [AMPY[ATPIT g 3

&"“""—-—-— Pt e——] AR

exposure

Mitochondria

II- mitochondrie et AMPk : signalisation rétrograde ATP
v AMPK =

senseur de besoins énergétiques
}AMPY[ATP)

ATP ATP

Decrease energy Increase energy
demand supply
|— —
/S

ADP

Serine/thréonine Kinase

Energy Energy
expenditure intake

A

Carlina D _Biochimie : 87 2005 3C

II- mitochondrie et AMPk : signalisation rétrograde ATP
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II- mitochondrie et AMPk : signalisation rétrograde ATP

Decreased glucose levels .

Liver ——= Decreased ectopic fat deposition <— _“‘
insulin sensitivity ___

\ \ =

Decreased glucose production j glucose uptake
Decreased lipid synthesis 1sed lipid oxidation
ed lipid oxidation a mitochondrial biogenesis
Cible de la
(glucoph
Effet inuslino-s
Adipose
tissue Pancreas
= )
\J

&

Decreased insulin secretion

lipogenesis

Decreased circulating lipids Decreased insulin levels
Decreased ectopic fat deposition

insulin sensitivity

III- ROS : Production mitochondriale : majorité des ROS

Intermembrane

space

0,’

1-2% O, consommé

matrix

H,0

Batandier C.J Cell Mol Med, 6(2):175-187, 2002

III- ROS : Production mitochondriale : régulation

Probabilité que des électrons « s'échappent » de la CRM

v potentiel de membrane (A‘P)

v flux d'électrons

v état de réduction des complexes



III- ROS : Production mitochondriale : régulation
Excés d'énergie redox par rapport aux besoins énergétiques de la cellule

Concentration en
nutriments €

NADH, H* ATP
NAD® ADP

elevé

FADH,
FAD*

Implication
dans le vieillissement

du métaboli Responsables des effets délétéres

énergétique de I'hyperglycémie

ITI- ROS : Signalisation cellulaire

Croissance
Développement
Inflammation
Adaptation

Physiologie
Développement

Signal

S

Stress oxydant

ADN/ARN
Protéines
Lipides
Sucres

Pathologie

Toxique Vieillissement

|III— ROS : Signalisation cellulaire I

» Peroxydation lipidique

.\“'5» Altération des membranes

Oxydation de 'ADN

Oxydation mass éversible
des protéi

» W * Pertedefonctions.
A ¥

»duction aigué et transitoir

duction élevée et chronique
STRESS OXy DANT ~—

Concentration en EAQ

.......................................... EAO : SECONDS MESSAGERS  — Modification réversible de I'activité
des protéines

. Facteurs de transcriptions (NFKB, AP1...)

. Protéines kinase (MAPK...)

. Protéines phosphatase (PP...)

ITI- ROS : Signalisation cellulaire

homéostasie Redox
- Signalisation cellulaire
- Croissance et métabolisme cellulaires normaux

III- ROS : Signalisation cellulaire

antioxydants

Fonctions cellulaires altérées
-Défauts de signalisation (croissance, métabolisme)
-Dommages cellulaires (lipides, protéines, ADN)
- Pathologies, sénescence

III- ROS : Signalisation cellulaire

ROS
¢ 1 A

. | ¢

gnal Redox :
2 65S6/GSH
2 NAD/NADH

Anions superoxyde
H202

ation de |'expression de génes

! ! !

Prolifération
inflammation
métabolisme

stress croissance
flammat proliférat



ITI- ROS : Signalisation cellulaire
Oxydation de protéine

direct oxidative aftack

Protein Carbonylation Oxidation of
sulfhydryl groups.
Cys-SH

N Hydroperoxides
—c=0

Modification de structure et de fonction
- @ Protéolyse de certaines protéines
- Modification de l'activité de facteurs de transcriptions

- Phosphorylation des résidus tyrosine de récepteurs
(facteurs de croissance, cytokines..) ou MAPk

ITI- ROS : Signalisation cellulaire

homéostasie Redox : signalisation Redox sensible

|—~ Expression génes —l

Voies de signalisation Enzymes antioxydantes
sensibles a I'état redox Protéines de stress

Adaptations

antioxydants

ROS

III- ROS : Signalisation cellulaire

0O, « sensoring » : exemple de HIF

N 0,
v
3 ROS
v

W dégradation HIF-1a
v
# HIF-1a
v

RN

degradation

by proteasomes

nuclear
translocation

Adaptation
(transcription de VEGF et
des génes du métabolisme

glycolytique)

ITI- ROS : Signalisation cellulaire
Ex : Signalisation NO

" endotheial cell

<GMP-dependent

( protein kinases

cGMP-regulated
CGMP. = 5hosphads

L,‘mwﬂ
‘channels

NO o
HO* \
L-citruline

guanylate
ciclase

GTP
CELLULAR EFFECTS

III- Mitochondrie, ROS et « aging »

Aging” et propose que les ROS en causant une
accumulation de dommages oxydatifs limitent

I'espérance de vie.

v 1956, Harmann publie "Free Radical Theory of

|III- Mitochondrie, ROS et « aging » |

€ Achemically reactive oxygen € This intiatos a rapid, © The resultis injury to tissues © And ultimately,
free radical attacks fatty acid, DNA, destructive chain and the formation of more diseases and tissue
protein, or cholesterol molecules reaction. free radicals: aging:
forming other free radicals.
damage to cel
i o memmam hpms e
radical
o msammg e heart isease
3 precancerous macular
mm— " changes in DNA degenaration
‘oxidation of blood other diseases
cholesterol initiating
:"CV"‘;’;:;,ZM stops leadingto | aging

heart disoase

vitamin E
/

Vitamin E stops the chain
roaction by changing the
nature of the froe radical




III- Mitochondrie, ROS et « aging »
v'_découplage mitochondrial et longévité

>
=
=

% dead
s

A
A Control
/N

(W)
iz
0 5 1015 2025 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 &

hours

Drosophile C. elegans

A UCP > A longévité découplant > & longévité

Ccl : rdle protecteur du Ccl : role protecteur du
découplage découplage

Sanchez-Blanco A et al Genetics 172, 2006 et Walter L et al non publié

ITI- Mitochondrie, ROS et « aging »
v_restriction alimentaire, mitochondrie et longévité

2.50 -
¥ =00 + 18221 Cac
rees g i oc
P < <200+ T I oR
E b
4
2 150
<
Q
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§ 1.00
w
€
w 504
N W o0 W o€ N 0 0 W
Energy intake relative to control animals (%) 0.00 —

Restriction alimentaire >

Corrélation négative entre la ! A
9 A ROS mito en corrélation

survie et la prise alimentaire

avec un découplage mito.

Merry BJ, Int J Biochem Cell Biol 34(11), 2002

III- Mitochondrie, ROS et « aging »

Substrafls H,O
+ 02

A ROS et
dommages

restriction
alimentaire
autres...

, découplage
mitochondrial

oxydatifs

ITI- Mitochondrie, ROS et « aging »

v'_sirtuines : désacétylases NAD-dépendantes

'/l_//,-,:' '

C. elegans Mice Human

Calorie Calorie Calorie Calorie
restriction restriction A restriction restriction
pResveratro
PN
1

SKN-1 in 1 TSIRT1= eNOS SIRTIT
2 Neurons |

l PGC-1uT

, mitoT
SIRT;,4,5 I
MITO
SIRIL:IINS Rosy

Physiological

Lite spanT Life spanT ™ Life spant

IV- apoptose : rappels

Necr:ﬁs/ Apoptosis
A

‘ &L o
<3

<

\
]

by macrophages
or nearby cells

Inflammation

IV- apoptose : rappels

v apoptose physiologique : développement > sculpture des
formes embryonnaires puis foetales

v’ déréglement de I'apoptose : pathologies
- suractivée : neuro-dégénératives
(Alzheimer, Parkinson..), ischémies, désordres
immunitaires

- inhibée : cancers



IV- apoptose : rappels

INTRINSIC EXTRINSIC
" m

cosst. ThaL —
Mitochondrial stress. W

Ligatin
Mitochondrion
e
s - e
Oucn
° w
: B DISC complex Proceipdsed
® /e 1B
Cytochrome | °
Qe
CAC ]
o\ @ WMWJ mw.m‘m«u
°
@

l

e Procaspased

v

— > 5 P e 9

M. MacFarlane EMBO Rep. 2004. 5(7): 674-678.

IV- mitochondrie et apoptose
v transition de perméabilité :
# perméabilité (< 1500 Da: cyt ¢, AIF..)
mitochondrial «swelling »
A AY et synthése ATP

v Cause ouverture du PTP

pore de transition de
perméabilité (membrane interne)
v conséquence : initiation de |'apoptose

IV- mitochondrie et apoptose

ore de transition de perméabilité :

MM<1500 Da
lT Cyto ¢, AIF,
VDAC o i Endo G, SmacDiablo
Bel-2 | o :
L ]
P33, Bax — .

v composition/structure du pore encore débattue !l

IV- mitochondrie et apoptose

v MOMP (mito outer membrane permeabilization)

Sten Orrenius et al, Nature Reviews Molecular Cell Biology 4, 552-565 (July 2003)

IV- mitochondrie, apoptose et cancer

v cancer :

Cell-cycle progression (Cell Division)

Cell Growth (Cell Mass)

v cause : défaut d'apoptose

Programmed Cell Death

mutation p53

}8 facteurs pro-apoptotiques

mutation de Bax
sur-expression de Bcl-2} # fact. anti-apoptotiq.
altérations métaboliques (effet Warburg) ?

IV- mitochondrie, apoptose et cancer

Lésions de I'ADN,
Anomalie du cycle callutaire,
Perturbation du métabolisme cellulaire

v mutation de p53 et cancer

(environ 50% des cancers)

{
‘mdm2

- p53 : protéine (facteur de = _"/"”\‘
franscription) suppresseur de [ESNEE—_GS
Tur“eurl Apoptose

1) arrét de la division [EEEEEEEECEIEEE R

2) apoptose (# Bax) Reprina o' dvision

S~

STABILITE CELLULAIRE ET GENETIQUE
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IV- mitochondrie, apoptose et cancer

v mitochondrie: cible thérapeutique : mitocans

1) chimiothérapies qui induisent I'ouverture du PTP :
- 2-chloro-2'-deoxyadenosine
- etoposide (VP16)
- Paclitaxel (Taxol)

2) découplage mitochondrial : peptide (F16 ou FTY720) qui
se fixe a des récepteurs exprimés & la surface de
certaines tumeurs, puis est dirigé dans la mito

3) Cibler Bcl2 : essai phase I/IT d'un oligo antisens pour
diminuer I'expression de Bcl2 (non toxique pour cellules
saines)

4) Production de Ros : Cellules cancéreuses déficientes en MnSOD
- agents photosensibilisants
- a-tocopheryl succinate (a-TOS)

IV- mitochondrie, apoptose et cancer
v mitochondrie: cible thérapeutique : mitocans

TOS
\

A CII respiratoire

? ROS

PN

translocation  ouverture
de Bax du PTP

~N
apoptose

O 705 —a-tocopheryl swccimate | CL - candiclipin

@ - compiens [ r—

() cn-complexnt

J Neuzil et al FEBS letter 580: 5125-5129. 2006

V- mitochondrie et homéostasie calcique

Régulation de nombreuses
fonctions cellulaires vitales

v" A activité mitochondriale
- (+) déshydrogénases du
cle de Krebs > respiration
- (+) PTP > apoptose

v [Ca2+]cytosolique

- A signalisation calcique

v communication avec d'autres

organelles
- réticulum endoplasmique

V- mitochondrie et homéostasie calcique
v transporteurs calciques

H" H* H*

Rouge de

" ruthénium
Chaine

Respiratoire

[€a2*] matricielle

lembrane Mitochondriale
interne

[Ca?*] cytosolique Ca*

Figure 4 : Les systémes de fransport mitochondriaux pour le calcium
Les voies d entrées du calcium sont représentées par des rectangles. UNI : uniport d calcium, Ram : fransport
rapide (rapid uptake mode). Ces voies sont inhibées par le rouge de ruthénium. Les voies de sorties du calcium
sont représentées par des elipses. NICE + Na* Indépendant Calcium Efflue, NCE + Na© dépendant Calcium
Efflux,

Thése | Walter Paris VIT 2002

V- mitochondrie et homéostasie calcique
v signalisation cellulaire

AlCa?];

kinases

phosphatase

I 1
APKC AINK/MAPK ACamKIV

' ' !

Egrt ATF CRE/B
CEBP/b
CHOP?

NFxB/Rel

Butow RA et al, Mol Cell 14, 2004

V- mitochondrie et homéostasie calcique
v signalisation cellulaire : exemple de la calcineurine

Disruption of A¥m

Ca2
Hcae 4 Calcineurin

lonophores / ic;z*EMux’

Mutagens
mtDNA Depletion

Butow RA et al, Mol Cell 14, 2004
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V- mitochondrie et homéostasie calcique V- mitochondrie et homéostasie calcique

v signalisation cellulaire : exemple de la calcineurine v collaboration avec le réticulum endoplasmique

—
e .
e —des dH mitc

—_—F
#det al J Theor Biol 210, 2001 ————

V- mitochondrie et homéostasie calcique VI- ccl : mitochondrie et signalisation rétrograde

v interaction physique entre mito et R signalisation mitochondriale de stress
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Global Ca?*
signal
-
cyTosoL

ROS

T cavaTPase

1PIR and RYR

Uniporterana Ram  MITOCHONDRION ;'
X 3 Cytosolic

Adaptations
métaboliques
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Walter | et al T Bioenera Biomemb 37 2005 * Csordas 6 et al T cel Biol 1742006
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