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>Dans le cadre du module d’enseignement
« Physiopathologie de la signalisation » proposé
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L’actualité scientifique vue par

les étudiants du Master Biologie Santé,
module physiopathologie de la signalisation,
Université Paris-Saclay

par I'université Paris-Saclay, les étudiants du
Master « Biologie Santé » se sont confrontés a
I’écriture scientifique. Ils ont sélectionné des

articles scientifiques dans le domaine de la
signalisation cellulaire présentant des résultats
originaux, via des approches expérimentales
variées, sur des thémes allant de I"exploration des
sites de contacts membranaires aux mécanismes
moléculaires de la ferroptose, en passant par
la signalisation hépatique et tumorale. Apres

un travail préparatoire réalisé avec I’équipe o , GRADUATE SCHOOL

Unlversrté | Life Sciences
PARIS-SACLAY | and Health

les étudiants,

pédagogique, organisés en

bindmes/trindmes, ont ensuite rédigé, guidés

Série coordonnée par Sophie Sibéril.

par des chercheurs, une Nouvelle soulignant les
résultats majeurs et I’originalité de I'article étudié. lls ont beaucoup apprécié cette initiation a I’écriture d’articles
scientifiques et, comme vous pourrez le lire, se sont investis dans ce travail avec enthousiasme ! <
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interne de la mitochondrie, et de deux

> La mitochondrie est un organite intra-
cellulaire, entouré d’une double mem-
brane, connu pour son réle majeur dans
le métabolisme énergétique de la cellule.
Les maladies mitochondriales sont les
maladies héréditaires du métabolisme
les plus fréquentes et sont principale-
ment dues a un dysfonctionnement de
la chaine respiratoire mitochondriale
(CRM) [1]. La CRM est composée de
quatre complexes enzymatiques, notés
I a IV, enchdssés dans la membrane
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transporteurs mobiles, a savoir le cyto-
chrome C et la coenzyme Q, qui per-
mettent la production d’ATP. Chaque
complexe agit comme une pompe @ pro-
tons alimentée par une chaine de trans-
port d’électrons [2]. La mitochondrie
est aussi directement impliquée dans la
production et la régulation des especes
réactives d’oxygéne (R0S). A de faibles
concentrations, les ROS participent a de
nombreuses fonctions physiologiques,

comme par exemple la différenciation
cellulaire. Cependant, leur accumula-
tion (stress oxydant) est observée dans
diverses maladies, comme le cancer ou
les maladies neurodégénératives [3, 4].
Uespace inter-membranaire (EIM) des
mitochondries est enrichi en protéines
contenant des motifs cystéines formant
des ponts disulfures nécessaires a leur
rétention. Limportation, le repliement et
le maintien de ces protéines sont assu-
rés par un unique systeme appelé relais
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Figure 1. Régulation de MIA40 par la glutathionylation. A. €n conditions physiologiques, les protéines sont importées dans la mitochondrie a

travers la membrane externe mitochondriale (MEM). Dans I’espace intermembranaire (€IM), MIA40 introduit des ponts disulfures (S-S) dans ces

substrats protéiques. La protéine ALR réoxyde ensuite MIA40 pour la recycler. Lorsque MIA40 possede son centre Fe-S (représenté par des ronds

rouges et jaunes), elle peut étre glutathionylée (gt-MIA40) par le glutathion (GSH) et transférer un électron (e”) au cytochrome C, ce qui permet

une activité normale des complexes |1l et IV de CRM enchdssés dans la membrane interne mitochondriale (MIM) et la diminution des ROS. B. ab-

sence de glutathionylation de MIA40 entraine une perte d’activité des complexes Ill et [V et I'arrét du transfert d’électron direct entre MIA40 et le

cytochrome C et une augmentation des ROS.

disulfure mitochondrial. Ce systéme est
composé essentiellement de deux pro-
téines : "oxydoréductase MIA40 (mito-
chondrial intermembrane space import
and assembly protein 40) et la sulfhydryl
oxydase ALR (augmenter of liver regene-
ration)] [5]. MIA40 facilite 'importation
et le repliement de ces protéines dans
’EIM [6]. Elle contient 6 cystéines au
sein de deux motifs CX9C (deux cystéines
séparées par neuf autres acides aminés)
importants pour sa stabilisation et un
motif cystéine-proline-cystéine (CPC)
impliqué dans la formation des ponts
disulfures de ses substrats [5]. Pour
régénérer MIA40 et initier un nouveau
cycle d’import, ALR réoxyde le motif CPC
et transfere Iélectron au cytochrome C
de la CRM (Figure 1).

L’homéostasie rédox de la mitochon-
drie est un processus trés finement
contr6lé car toute altération va induire
un dysfonctionnement mitochondrial.
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Le tripeptide glutathion (GSH), antioxy-
dant essentiel de la cellule, et sa forme
oxydée (GSSG) jouent un rdle primordial
dans ce processus [7]. Thiriveedi et al
[8] se sont intéressés aux modifica-
tions post-traductionnelles de MIA40
afin d’élucider les mécanismes de régu-
lation de cette protéine en lien avec le
GSH. €n effet, les auteurs ont montré
que MIA40 peut subir une glutathiony-
lation (modification de la protéine par
addition d’un glutathion) affectant le
fonctionnement de la CRM et "homéos-
tasie des ROS.

Glutathionylation réversible de MIA40

A partir de lysats de cellules humaines,
les auteurs ont montré a I'aide de
billes recouvertes de GSH que MIA40 est
capable d’interagir avec le tripeptide.
€n utilisant une protéine MIA40 puri-
fiée apres sa surexpression dans des
bactéries, ils ont démontré que MIA40

peut étre glutathionylée (gt-MIA40) de
maniére réversible en condition oxy-
dante. Par spectrométrie de masse, ils
ont identifié quatre sites de glutathiony-
lation de MIA40 : les trois cystéines Cé4,
C74 et C97 présentes au sein des motifs
CX9C, et la cystéine C4. Le motif CPC est
quant a lui insensible au GSH.

Liens entre glutathionylation

de MIA40, chaine respiratoire

et production de ROS

Les auteurs ont ensuite cherché a com-
prendre les conséquences physiologiques
de la glutathionylation de MIA40 sur les
complexes de la CRM. Pour cela, ils ont
induit une surexpression de MIA40 ou
d’une de ses formes mutées non gluta-
thionylables dans des cellules humaines.
lls ont alors constaté que I’expression
d’une forme mutée non glutathionylable
de MIA40 mene a une diminution des
niveaux protéiques des complexes |, Il et



IV, mise en évidence par immunoblot a
partir de lysats cellulaires, ainsi que de
la capacité des complexes |1l et IV a oxy-
der leurs substrats. Sachant que 'acti-
vité de la CRM et la production de ROS
sont intimement liées, les auteurs ont
utilisé une sonde dont la fluorescence
est dépendante de la présence de ROS
pour évaluer le niveau de ces derniers
en fonction de la forme de MIA40 expri-
mée. Ils ont alors observé une augmen-
tation significative du niveau de ROS
lorsqu'une forme mutée est exprimée.
Ainsi, pour la premiere fois un lien a pu
étre établi entre ’absence de glutathio-
nylation de MIA40, une baisse de I'acti-
vité de la CRM et une augmentation de la
production de ROS.

gt-MIA40 donneur d’électrons

au cytochrome C

La glutathionylation de MIA40 affecte
I’activité du complexe Il sans en modi-
fier le niveau d’expression protéique.
Les auteurs se sont alors intéressés a
la régulation de P’activité du complexe
[l par MIA40. lls ont montré que MIA40
interagit avec le complexe Ill, suggérant
que MIA40 pourrait servir a canaliser
les électrons entre le complexe Il et
le cytochrome C qui pourra ensuite les
transférer au complexe IV. Pour aller
plus loin, Thiriveedi et al. [8] se sont
intéressés au role des 6 cystéines de
MIA40 sur sa capacité a réduire le cyto-
chrome C. Pour cela, ils ont incubé in
vitro du cytochrome C oxydé avec la
forme native de MIA40 ou des formes
mutées au niveau de ses cystéines, et
ont mesuré par spectrométrie d’absorp-
tion dans le visible la réduction du cyto-
chrome C. Le cytochrome C est réduit par
MIA40 (transfert d’électron direct) mais
les formes mutées dans les cystéines
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de MIA40 ont une moindre capacité a
le réduire. MIA40 est une protéine qui
assemble un centre fer-soufre (Fe-S)
et peut exister sous différents états
d’oligomérisation (mono-, di- et oligo-
mere). Aprés séparation des différents
états oligomériques par chromatogra-
phie d’exclusion, les auteurs ont montré
que seules les formes mono- et dimé-
riques possédent un centre Fe-S et sont
capables de réduire le cytochrome C.
Ainsi, le centre Fe-S de MIA40 est essen-
tiel dans le transfert d’électron entre
MIA40 et le cytochrome C.

MIA40, des perspectives
thérapeutiques dans le cas

des maladies mitochondriales

Les résultats de Thriveedi et al. ont per-
mis de montrer que la glutathionyla-
tion de MIA40 au niveau de quatre cys-
téines spécifiques permet un transfert
direct d’électron entre MIA40 et le cyto-
chrome C, une augmentation des activi-
tés des complexes Il et IV de la CRM et
une diminution de la production de ROS
mitochondriaux (Figure I) [8]. Ainsi, la
glutathionylation de MIA40 participerait
a la résolution d’un stress oxydant et
permettrait de réinjecter des électrons
dans la CRM. Or, une augmentation de
la production de ROS est souvent asso-
ciée a des contextes pathologiques [3,
4]. Des études ont montré que MIA40
serait impliquée dans la signalisation
de I’hypoxie par stabilisation du facteur
loo (HIFla), un facteur de transcrip-
tion essentiel pour la réponse cellulaire
a I’hypoxie [5, 9]. De plus, dans les
tumeurs humaines, I’expression accrue
de MIA40 est associée a la signature
génétique de I’hypoxie et est corrélée a
la gravité de la tumeur et @ une moindre
survie des patients [10]. Ainsi, MIA40

> Grace a m/s, vivez en direct les progres
des sciences biologiques et médicales
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joue un réle crucial dans la réponse
adaptative métabolique qui permet a la
cellule cancéreuse de survivre et de se
disséminer (métastases). Ces nouvelles
données désignent donc MIA40 et les
acteurs de sa régulation comme de nou-
velles cibles thérapeutiques potentielles
pour diverses pathologies humaines
dont le cancer. ¢

The glutathionylation of the human
mitochondrial protein MIA40 regulates
ROS homeostasis
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