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I. Introduction

a. est-ce ?

Les mitochondries (Mt) sont des organites, autrement dit des

cellule qui assurent des fonctions déterminées (1). Dynamiques, elles peuvent adapter leur activité et

leur devenir en modifiant leur morphologie, leur nombre et leur taille via des processus de fission, de

fusion et de multiplication (2). Leur subdivision ou fission survient lors des divisions cellulaires et de

la fragmentation apoptotique, alors que leur fusion sert à leur réparation et au maintien des fonctions

métaboliques (2). Les Mt possèdent leur propre ADN mitochondrial (ADNmt) au sein de sa matrice

(MMt). Cet ADNmt est circulaire, hérité de la mère,

génomique humain en a plus de 10 000) et encode 13 protéines critiques pour la respiration cellulaire

(3). Les Mt sont également bi-membranaires (3). Leurs deux membranes, membrane externe (ME) et

membrane interne (MI), sont séparées par un espace intermembranaire (EI) et présentent des fonctions

distinctes (Figure 1). ces membranes et leur ADN soient un

héritage de leur ancêtre commun, une alphaprotéobactérie internalisée par une cellule plus ancienne

encore que le premier ancêtre commun des eucaryotes. Cette internalisation a mené vers une

endosymbiose, une association maintenue dans le temps et réciproquement profitable aux deux partis

(4,5). A présent, les mitochondries ne pourraient plus survivre car elles ne

peuvent produire grâce à leur génome que 13 des 1500 protéines dont elles ont besoin, les autres

protéines étant . Les Mt sont ainsi dépendantes du noyau et d'autres

organites cellulaires pour leur constitution (4).

De la même façon, les Mt sont essentielles au bon fonctionnement de nos cellules. Leur servant

notamment de « centrales énergétiques », elles sont présentes en plus ou moins grand nombre dans

. Les cellules à forte activité, telle que les cellules musculaires,

hépatiques, rénales, ou les neurones contiennent bien plus de Mt que des cellules ayant besoin de

(3,4,6). Cette énergie est

une molécule possédant une liaison phosphate en position gamma dite à haute énergie (Figure 2a).

libérée de la liaison pyrophosphate (7).

Cependant les Mt ne peuvent plus être limitées à leur rôle de producteur énergétique. Beaucoup

fonctions leurs sont à présent attribuées, concernant aussi bien la mort cellulaire programmée,

que (4,6).
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Figure 1

a : la membrane externe (ME),

matrice, ce sont les crêtes mitochondriales (8).

b.
structures membranaires en rose (9).

Figure 2

a e de son utilisation. En jaune, la liaison à

(7,10).

b. Schéma montrant les différents produits du cycle de Krebs. Pour des raisons de simplification, une partie des substrats et

les enzymes ne sont pas représentés ici. Le cytoplasme (C) possède un fond bleu et la matrice mitochondriale (MMt) un

2O) en bleu, le dioxyde de

carbone (CO2) en violet, les protons (H+) en orange, les coenzymes en vert, et liaison à haute énergie en jaune (6,11).

c. Schéma de la chaîne respiratoire dans la membrane interne mitochondriale (MI) et du cheminement des électrons (e-) en

son sein. On peut y voir la collaboration avec le cycle de Krebs qui fournit la coenzyme nicotinamide adénine dinucléotide

hydrogénée (NADH) et le succinate pour ensuite utiliser le fumarate. Le complexe I permet la déshydrogénation de NADH

fumarate. Les e-

- avec Q et les hémoprotéines cytochromes c (Cyt c). Le

complexe IV continue - 2) en H2O. Le

MMt (6,11

13).
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b. Zoom sur les fonctions des mitochondries

i. Respiration cellulaire et production

Le rôle le plus connu des Mt (6). Afin

essentielle, il faut revenir sur les composants les plus importants intervenant

dans les différents processus qui apportent Nous avons déjà vu l ATP

(Figure 2a) énergie, mais des molécules telles que l O2, l H2O et le CO2 sont

également consommées et/ou produites au cours des différentes réactions. Deux principaux moyens

production au sein des Mt, la voie métabolique du cycle de Krebs

(Figure 2b) et -réduction effectuées par la chaine respiratoire (Figure 2c) (6,14).

Le cycle de Krebs est un ensemble de réactions qui énergie et de

nombreux précurseurs métaboliques (14). Suite à la glycolyse ayant lieu dans le cytoplasme, le glucose

est transformé en deux acides pyruviques pouvant être transportés dans la Mt par le transporteur appelé

pyruvate translocase. De là, le pyruvate est décarboxylé en acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA) qui

pourra entrer en jeu dans le cycle de Krebs. Il se déroule dans la MMt, et est constitué par une chaîne

de réactions cycliques démarrant -CoA. Une molécule H2O

et un oxaloacétate se combinent à -CoA pour donner

une coenzyme A et du citrate. Par déshydration puis réhydratation catalysée , le

citrate est isomérisé en isocitrate (une molécule avec une composition identique, mais avec une

conformation différente). Une enzyme type déshydrogénase permet à l de r ensuite

en contact de la coenzyme nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) puis de se décarboxyler (perte

de CO2) pour donner la nicotinamide adénine dinucléotide hydrogénée (NADH), un proton (H+) et

-cétoglutarate. Cette dernière subit la même suite de réaction pour donner du NADH, un H+ et

la succinyl-CoA. succinyl-CoA synthétase permet une phosphorylation oxydative d

adénosine diphosphate (ADP) en ATP, créant au passage du succinate. Une déshydrogénase permet

alors

fumarase. Le cycle est terminé par le malate oxydé par une déshydrogénase et la coenzyme NAD+

une NADH et un H+ (Figure 2b).

principal utilisé par les Mt

(12,13). e suite de réactions réalisées par un (appelées

complexes) /protons localisés au niveau des crêtes mitochondriales. Il y

a cinq complexes : la NADH déshydrogénase (I), la succinate déshydrogénase (II) intervenant pour

oxyder le succinate en fumarate dans le cycle de Krebs, la cytochrome c réductase (III), la cytochrome

c oxydase (IV) (V) (Figure 2c). La chaîne débute par la déprotonation de NADH en

NAD+ par le complexe I e succinate en fumarate par le complexe II. Les électrons
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riches en énergie résultants des réactions sont transportés via les coenzymes Q10 (Q) et les

cytochromes C (Cyt C) entre les complexes I, II, III et IV. Les H+ des

réactions via les complexes I, III et IV

fournie par ces électrons. Ces derniers sont ensuite utilisés par le 2 en

H2O. e différence de concentration entre EI et MMt.

Cette différence e par vers

la MMt au travers du complexe V (Figure 2c).

ii. Programmation de la mort cellulaire et de son homéostasie calcique

Un autre rôle capital de la Mt

cellulaire programmée aussi appelée apoptose (15 17).

inutiles ou défectueuses en limitant les dégâts que peuvent entrainer les autres types de mort cellulaire

(inflammations, libérations de déchets, radicaux libres, (17). Deux cascades de signalisations

: la voie extrinsèque déclenchée par des signaux apoptotiques

extérieurs à la cellule, et la voie intrinsèque déclenchée par des signaux intracellulaires comme le

stress oxydatif entre autre (17). Les Mt ont un rôle principalement dans la voie intrinsèque. Dans cette

voie, les signaux apoptotiques activent le facteur de transcription p53 (17) (Figure 3). Ce dernier

favorise la production de protéines pro-apoptotiques telles que BID, BIM ou PUMA, qui à leur tour

activent les oligomères Bax et Bak. Ces oligomères activés forment des pores dans la Mt laissant

la peptidase apoptotique 1 (Apaf-1) et la procaspase 9 une structure appelée apoptosome, où la

s qui mèneront la

cellule à entrer en apoptose.

Le calcium (Ca2+) régule de nombreuses fonctions cellulaires. Sa concentration intracellulaire

régule la fonction de nombreuses protéines, enzymes, transporteurs et de ce fait, va réguler le

métabolisme cellulaire et mitochondrial. Les Mt peuvent collaborer avec le réticulum endoplasmique

(RE) qui est l principal organite de stockage de Ca2+ pour contrôler le flux de [Ca2+]i (16). Le RE

peut relarguer du Ca2+ via ses récepteurs à l'inositol triphosphates (IP3), et les Mt peuvent en capter via

deux canaux : l Ca2+ mitochondrial (MCU) sur la MI, et le canal anionique voltage

dépendant (VDAC) sur la ME. Une captation régulée de [Ca2+]i au sein de

lieu à une production énergétique augmentée à son tour, le Ca2+ à concentration physiologique servant

à la régulation positive du fonctionnement de nombreuses enzymes, notamment celles jouant un rôle

dans le cycle de Krebs comme la pyruvate, -cétoglutarate déshydrogénase (3). Mais si

des signaux apoptotiques interviennent, ils induiront une libération massive de Ca2+ par le RE via ses

récepteurs IP3 (Figure 3). Les Mt seront alors surchargées en Ca2+, provoquant
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pores de transition de perméabilité (PTP) qui laisseront sortir massivement le Ca2+ que les Mt

contenaient s C. Cet afflux

important de Ca2+ dans le cytosol mène à une accélération des processus apoptotiques.

Figure 3

Les signaux apoptotiques peuvent interagir avec des structures nucléaires (gauche) ou du réticulum endoplasmique

(droite) -apoptotiques comme BID, BIM

ou PUMA qui activent les oligomères Bax et Bak. Suite à leur activation, Bax/Bak forment des pores sur la membrane

externe de la Mt, laissant sortir les cytochromes c (Cyt c). Les Cyt c peuvent former, avec les facteurs d'activation de la

peptidase apoptotique 1 (Apaf- -active en caspase 9, activant

-mêmes activent diverses cibles

causent également un relargage massif de calcium (Ca2+

de ses récepteurs de l'inositol triphosphates (IP3). Le Ca2+

(MCU) et le canal anionique voltage dépendant (VDAC), causant une surcharge calcique. Cette surcharge a pour effet de

Ca2+ 2+ cytosolique stimule alors les processus apoptotiques (15 17).

iii. Autres fonctions

fonctions moins connues mais tout aussi importantes incombent aux Mt.

-oxydation, voie de dégradation des acides gras, se déroulent au sein de la MMt, et la

gestion des lipides des cellules est en partie gérée par les Mt (6,18,19). Les acides gras sont une source

non négligeable de stockage . Lors de leur catabolisme, ils peuvent fournir

le glucose en raison d une structure plus condensée et un rendement énergétique par molécule de

carbone plus élevé (6) (14). L -oxydation -Coa, utilisé dans le cycle de

Krebs, mais aussi la production coenzymes telles que NADH et le FADH2 qui participent au

fonctionnement de la chaîne respiratoire (19). Pour ce faire, les acides gras et coenzymes A des
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acyl coenzyme A (acyl-CoA, un acide gras lié à

une coenzyme A) par -Coa synthétase. Grâce à acide aminé appelé carnitine, ils sont transportés

dans l -transférase, carnitine

translocase. - -oxydation . Au

une partie majoritaire des Mt réalise cette - une autre

partie participe au contraire à la synthèse lipidique (18). Les Mt peuvent en effet fournir du citrate avec

le cycle de Krebs, citrate qui sera utilisé en vue de la synthèse de malonyl- Cette

synthèse, pourtant -oxydation, peut alors être réalisée en même temps selon les

besoins de la cellule.

Les Mt sont aussi le lieu de la dégradation de la glutamine, acide aminé le plus présent du

sang humain, et des acides aminés ramifiés (6). Ils sont dégradés pour que leurs atomes soient

réutilisés dans la synthèse d métabolites ou molécules. Le catabolisme des acides aminés

soumis jeûne et que les autres

ressources sont insuffisantes pour son activité.

Les Mt participent également aux fonctions non négligeables que sont la gestion de la balance

redox et des déchets. Les différents processus métaboliques des Mt leur permettent de maintenir

à

mitochondrial (ratio NAD+/NADH à 7-8) (6,20). Le métabolisme mitochondrial et cellulaire génère ce

qui est considéré comme des déchets cellulaires, des sous-produits métaboliques comme les dérivés

réactifs de l'oxygène (ROS) Ces sous-produits sont hautement

réactifs et toxiques à haute concentration. Les Mt possèdent des enzymes pouvant assimiler ces

produits ou atténuer leur toxicité.

la machinerie mitochondriale de par ses nombreuses implications

métaboliques peut être vu comme un outil de régulation majeur pour les cellules. Ses produits et ses

substrats peuvent signer une accélération métabolique de la cellule tout comme sa mort (20).

c. Conséquences des dysfonctions mitochondriales

Les Mt possèdent ainsi de nombreux rôles, ce qui fait que lors un dysfonctionnement, les

problèmes qui en résultent peuvent être tout aussi multiples. Les dysfonctionnements mitochondriaux

interviendraient dans nombre de pathologies.

Les troubles mitochondriaux

prévalence de 1/5000 (21). Leurs causes sont héréditaires ou acquises et peuvent toucher

nucléaire ou mitochondrial . Leurs

symptômes sont extrêmement variés au vu du nombre d implications métaboliques des Mt. Les
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certaine charge mutationnelle, mais peuvent aussi présenter des atteintes multisystèmiques présentes

. Les possibles manifestations sont hétérogènes et impliquent le

plus souvent (mais pas exclusivement) les organes à forte demande énergétique. Les symptômes

peuvent inclure : dysfonctions oculaires

démence, acidose lactique, ischémie, épilepsie myoclonique progressive, encéphalopathie,

convulsions, insuffisances respiratoires, ataxie, neuropathie, dysfonctions digestives, hypoglycémies,

malformations, myopathies, pancytopénies, insuffisance rénale/surrénale, dysfonctions thyroïdiennes,

problèmes cutanés (21 24). Les pronostics vitaux sont le plus souvent engagés et les traitements

difficiles à trouver du fait de la multitude de causes et symptômes possibles.

acquises mettraient en cause un dysfonctionnement mitochondrial (22).

Parmi ces maladies on trouve : le diabète de type 2 (25) (26), les troubles

bipolaires (27), la schizophrénie (28), les troubles anxieux, la dépression (29), la maladie de Parkinson

(30), les maladies cardiovasculaires (31), la sarcopénie, la fatigue chronique, la fibromyalgie, le

syndrome des ovaires polykystiques (32), ou encore les cancers (33). Ces maladies peuvent avoir

comme causes mitochondriales une dysfonction dans la production ex : un manque

face dépression), un manquement dans

la dynamique des morphologies mitochondriales (ex : un déséquilibre entre fusion et fission

mitochondriales menant à des problèmes cardiovasculaires), une défaillance dans le processus

ex : cancers), ou encore une anomalie dans la

chaîne respiratoire (ex : complexe I défaillant dans la maladie de Parkinson).

Les Mt pourraient aussi avoir un rôle dans le processus de vieillissement cellulaire (34).

Plusieurs théories existent ROS dans les Mt, et

Plus récemment s

impliquant l

clonale des Mt au fil des divisions cellulaires. En effet au cours de la duplication , des

et causent les déficiences vues plus haut et les symptômes associés.

recherches se sont tournées vers des moyens pour redonner des fonctions mitochondriales saines aux

cellules ayant des Mt dysfonctionnelles. La transplantation de Mt saines vers des tissus défectueux

serait une solution globale avère prometteuse.
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II. Le transfert de mitochondries

a. Des

Les transferts de Mt ont été constatés dans plusieurs contextes physio-pathologiques et auprès

de types cellulaires et situations très variées. Les modalités et conséquences de ces transferts de Mt

sont très dépendantes du contexte où ils ont été observés, nous allons en voir quelques exemples.

i. Observations du transfert de mitochondries durant la réparation tissulaire

La cicatrisation est le processus qui se réalise lors de la réparation de tissus lésés (35). Lors de

et de

saignements. Les plaquettes sont anucléées

mais conservent leurs organites, dont les Mt.

Les cellules souches sont des cellules peu ou non différenciées avec un potentiel prolifératif

Des tissus tels

en raison de la faible capacité régénérative de leurs cellules. Les cellules souches mésenchymateuses

(CSM) font partie des cellules souches pluripotentes présentes dans la moelle osseuse et pouvant se

différencier en tissu conjonctif ou musculaire (36). De nombreuses études se sont déjà penchées sur la

transplantation de CSM dans des tissus

elles ont fait une observation intéressante. L s améliore les

capacités prolifératives et les autres propriétés des CSM.

Une partie du mécanisme derrière cette potentialisation des effets des CSM a été récemment

découverte dans une étude de 2021 de Jennyfer Levoux et ses collègues effectuée sur des souris à qui

ils ont transplanté des CSM et plaquettes humaines (35). Les plaquettes transfèrent leurs Mt vers les

CSM, ce qui induit chez elles des changements métaboliques et amène à cette potentialisation. Les

chercheurs ont bien constaté ce transfert de Mt saines en les marquant au Mitotracker vert (sonde

fluorescente pouvant pénétrer les cellules vivantes pour marquer les Mt viables) et en les visualisant

par microscopie confocale (Figure 4a). Ils ont pu quantifier ce transfert avec la cytométrie en flux.

Par la suite, ils ont vérifié que les effets observés étaient bien dus au transfert de Mt. Pour ce

faire ils ont notamment réalisé les expériences avec des plaquettes aux Mt saines, ou avec des

plaquettes aux Mt possédants une chaîne respiratoire non fonctionnelle car préalablement traitées à la

roténone et à l'antimycine A (inhibant de la respiration mitochondriale). observé est présent

dans les deux groupes, , mais autres propriétés des plaquettes.

Les auteurs observent que le transfert de Mt depuis les plaquettes stimule les capacités de cicatrisation

et angiogenèse. Le taux de fermeture de la plaie déterminé aux jours 3 et 7 après la blessure était
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significativement plus élevé chez les animaux traités avec des CSM et des plaquettes par rapport aux

cohortes d'animaux ayant reçu une solution saline, des plaquettes seules, ou des CSM seules (Figure

4b). En revanche les plaquettes aux Mt traitées n'ont pas réussi à stimuler l'activité de cicatrisation des

CSM, ce sont bien les Mt saines qui amènent cet effet. Pour ce qui est de effets

angiogéniques, les paramètres relevés sont le taux de transcription des gènes de facteurs de croissance

dont le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF), mais aussi le nombre de cellules

endothéliales. Aux jours 1 et 3 après la blessure, la transcription de facteurs et le nombre de cellules se

sont avérés plus importants dans les plaies greffées avec des CSM et des plaquettes aux Mt non

traitées, par rapport aux CSM seules et aux CSM avec les plaquettes aux Mt traitées (Figure 4c).

une prolifération améliorée ou un effet cryoprotecteur ont été observés

indépendamment du transfert de Mt. Ces effets seraient probablement dus aux autres propriétés des

plaquettes elles même et leurs effets paracrines.

Figure 4 : Le transfert de Mt compétentes depuis les

plaquettes vers les cellules souches stimule

(35).

a. Microscopie confocale, échelle blanche 20mm.

Cellule souche mésenchymateuse (CSM) humaines 24h

après l'incubation avec des plaquettes (Plqt) humaines

intactes ou des Plqt humaines exposées à la roténone et à

l'antimycine A (inhibant de la respiration mitochondriale).

Les membranes cellulaires des CSM sont marquées au

WGA, les Mt sont marquées au Mitotracker vert. Les Mt ont

inhibées ou non.

b. Pourcentage de cicatrisation des plaies en fonction

des conditions aux jours 3 et 7 suivant la blessure. *p <

0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001.

c. Différence de sécrétion du facteur de croissance de

l'endothélium vasculaire (VEGF) entre les CSM incubées

24h avec des Plqt (inhibées ou non) et les CSM seules.

Plusieurs concentrations de Plqt ont été utilisées : [Plqt 1]

2x107, [Plqt 2] 4x107 ou [Plqt 3] 8x107 platelets/mL.

Levoux J et al.
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A la suite de cette étude,

plaquettes, mais aussi que ces Mt fonctionnelles participent à la potentialisation

d effets positifs des CSM sur la cicatrisation de plaies. Ceci suggère

des Mt lors de transplantations de plaquettes.

ii. Observations de transfert de mitochondries dans des organoïdes de tumeurs type
glioblastome

Le glioblastome est le cancer du cerveau le plus fréquent et le plus agressif, causé par une

prolifération anormale des astrocytes (37). Il est le sujet de nombreuses études, il représente un défi

puisque pour le moment aucune stratégie thérapeutique résolutive ne fonctionne sur ce type de cancer.

Sa résistance aux traitements pourrait notamment être due à son hétérogénéité moléculaire intra-

tumorale, la présence de cellules souches de glioblastome, et à

communications intercellulaires complexes. Parmi elles se trouve une communication particulière sous

forme de connections par des extensions membraneuses, les nanotubes. Ces communications sont

compliquées à étudier en raison de leur fragilité et du contexte tridimensionnel du réseau, mais il a été

suggéré que les plus grands .

Une étude de 2021 de Giulia Pinto et ses collègues ont mis en évidence plus en détail ces

connexions par nanotubes s

fonctionnalités (37). Pour ce faire, ils ont réalisé des cultures à partir de cellules souches de

glioblastomes provenant de zones tumorales infiltrantes (Figure 5a). Le choix a été porté sur ce type

cellulaire anti-

cancéreux dans le cas des glioblastomes. Le premier type de culture, plus simple à étudier, est une

culture classique en deux dimensions. La seconde est une coculture à partir de cellules qui expriment

le marqueur de MMt MitoGFP rendant les Mt vertes fluorescentes (cellules donneuses) et de cellules

qui expriment la protéine mCherry colorant le cytosol en rouge fluorescent (cellules receveuses)

(Figure 5b). La troisième est une co-culture des donneuses et receveuses en trois dimensions, culture

aussi appelée organoïde ou tumoroïde (organoïde de tumeur). Les organoïdes sont des modèles qui

copient

e (38). Pour ces trois modèles de culture, deux tissus sources ont été utilisés, provenant

moins active. Cette décision visait

cellules, leur activité et leurs réponses aux traitements. Les cultures en deux dimensions ont été

étudiées puis fixées au bout de 6h. Les cocultures étaient fixées aux jours 2 et 5 et les tumoroïdes aux

jours 6, 9, 13, 16, 20 et 23.
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Figure 5 : Constatation du transfert de mitochondries via nanotubes dans une coculture directe entre cellules

souches de glioblastome (37).

a
b

coculture directe ou indirecte (filtre empêchant un contact physique entre elles).
c
nanotube pendant 27 min. Vidéos acquises avec un microscope à disque rotatif, échelle blanche 10µm.
d

cellules ont été fixées puis visualisée via microscopie confocale avec un objectif de 63×, échelle blanche 10µm.

Toutes les cultures ont pu donner lieu à la formation des structures type nanotubes connectant

les cellules entre-elles. Pour la culture en deux dimensions, les connexions ont pu être visualisées à

en imagerie directe puis après fixation (Figure 5c et 5d). Les cellules

connectées ont pu y être quantifiées, atteignant les 10% pour la culture au métabolisme le moins actif

et jusque 15% pour la plus active. La quantification des connexions était cependant trop complexe à

réaliser sur les tumoroïdes pour les raisons évoquées plus tôt. La cytométrie en flux sur les cocultures a

confirmé le passage de Mt via les nanotubes. Entre 1 et 3% des cellules receveuses ont perçu des Mt de

la part des donneuses. Le taux de transfert dépend de la densité des nanotubes (donc de

métabolique du tissu source) et augmente avec le temps. Lorsque les cellules étaient séparées par un

filtre empêchant les contacts physiques entre donneuses et receveuses, le transfert de Mt ne se faisait

un contact direct entre cellules, comme des nanotubes

dans ce cas précis. Les taux de prolifération étaient sensiblement les mêmes indépendamment des
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sources ou des transferts de Mt, laissant à penser que ces facteurs Les

tumoroïdes ont présenté des nanotubes avec une hétérogénéité cellulaire et des structures bien plus

proches des modèles in vivo. Tout comme pour la coculture en deux dimensions, le pourcentage de

cellules receveuses percevant des Mt dépend du nombre de connexion et du temps, atteignant entre 3%

et 8% de transfert après 23 jours.

Au final cette étude a réussi à montrer que les cellules souches de glioblastomes pouvaient

créer des réseaux intercellulaires complexes permettant le transfert de Mt.

les cellules est encore à étudier. On peut cependant noter que c

entre plaquettes et CSM, le transfert de Mt ne semble pas influencer la prolifération cellulaire.

iii. Observation de transfert de mitochondries des astrocytes aux neurones

Les neurones sont les cellules capables de recevoir, traiter puis transmettre les informations

perçues ou envoyées par le cerveau (39). Leur activité importante les rend énergivores et donc très

(3,40). Les astrocytes sont quant à eux les cellules protectrices des

neurones impliquées dans de nombreux processus comme le développement neurologique, le

métabolisme cérébral, la protection contre le stress oxydatif et

excitotoxicité (41). Un mécanisme de transfert des Mt non fonctionnelles depuis les neurones vers les

astrocytes est déjà connu, impliquant que les astrocytes aident également les neurones dans le

qui sont obsolètes (42).

En 2016, Kazuhide Hayakawa et ses collègues publient des données montrant que les

astrocytes peuvent produire des particules extracellulaires contenant des Mt extracellulaires

fonctionnelles pour soutenir des neurones en difficulté, notamment après un accident vasculaire

cérébral (AVC) (41). Le premier objectif était de voir si les particules extracellulaires dans les milieux

des astrocytes contenaient des Mt fonctionnelles. La microscopie électronique a confirmé leur

présence dans des particules extracellulaires

rat. Des expériences de marquage par le traceur fluorescence Mitotracker TM suggèrent que les Mt

sont bien fonctionnelles. Afin de vérifier ce point, ils ont effectué une filtration des milieux

extracellulaires étudiés à travers des filtres de 0,2 pour enlever les particules et les Mt qui ont une

taille pouvant aller de 0,5 à 1 µm (Figure 6a). Cette action a été suivie réduction des mesures de

l'ATP mitochondrial et de la consommation d'oxygène dans le milieu, indiquant que les Mt étaient

fonctionnelles (Figure 6b et c).

Par la suite la signalisation NAD+-CD38-cADPR-Ca2+ a été identifiée comme mécanisme

candidat sur la base évènements observés impliquant la régulation calcique. La CD38 est une

glycoprotéine catalysant la cyclisation de la NAD+ en cADPR

des Mt.
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CD38 astrocytaire a été régulée à la hausse en introduisant un plasmide d'activation (Figure 6d) ou en

. L

astrocytes aboutit à une augmentation significative des paramètres fonctionnels des Mt dans le milieu

de manière dépendante au Ca2+, validant cette signalisation comme mécanisme de transfert (Figure 6e).

Figure 6 : Le transfert de Mt

extracellulaires fonctionnelles via un

milieu conditionné dérivé des

astrocytes se fait de manière

dépendante de la signalisation CD38-

cADPR-calcium et augmente in vitro

lors de conditions de privation (41).

a. La cytométrie en flux des milieux
conditionnés dérivés des astrocytes
corticaux de rats aux Mt marquées au
Mitotracker rouge montre que le filtre
0,2µm réussi à épuiser les niveaux de Mt
extracellulaires.
b. et c. Les Mt extracellulaire sont

suite à la filtration à 0,2µm enlevant les
Mt des milieux.
d. Schéma du protocole testant
l'activation de CD38 médiée par
CRISPR/Cas9.
e

validant la voie de signalisation.
f. Les milieux dérivés des astrocytes non
filtrés peuvent restaurer les niveaux

neurones endommagés.
g
et 1000nM) seul via liposome ne suffit
pas à améliorer la viabilité cellulaire des
neurones de manière significative suite à

s sur les neurones voisins,

notamment en condition de privation, les chercheurs ont utilisé des neurones corticaux de rat soumis à

une privation d'oxygène et de glucose, soit dans un milieu astrocytaire contenant des

un milieu dépourvu de Mt. Après 18h de privation ils ont mesuré la viabilité cellulaire et les niveaux

d'ATP intracellulaire, qui étaient significativement améliorés par la présence des Mt (Figure 6f). Pour

à ls ont également comparé ces résultats à ceux obtenus

avec des apports en ATP uniquement. Ces apports ont été délivrés par des liposomes remplis et

(Figure 6g). La présence de Mt

astrocytaires marquées dans les neurones a également été observée par microscopie confocale. Ces
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études laissent donc des mitochondries astrocytaires participe aux

bénéfices observés sur les neurones.

Le dernier objectif était de savoir si le mécanisme et le bénéfice agissait lors de situations

pathologiques in vivo. Des expériences

remettaien

dysfonctionnements comportementaux par rapport à des souris normales. Combiné aux résultats

cellulaires précédant, le tout semble compatible avec l'hypothèse selon laquelle la signalisation CD38

peut aider les astrocytes à transférer des Mt vers les neurones afin de promouvoir leur survie après des

lésions. Un modèle murin d'ischémie cérébrale focale et des cultures primaires d'astrocytes corticaux

de souris marquées avec le Mitotracker rouge ont été utilisés in vivo. Les

particules mitochondriales extracellulaires ont été collectées du milieu astrocytes puis injectées dans

la zone péri-infarctus des souris précédemment soumises à un AVC. Après 24h l'immunomarquage a

suggéré que les Mt astrocytaires étaient bien dans les neurones (Figure 7a). Cette information validée,

les chercheurs ont ensuite utilisé des souris transgéniques possédant des astrocytes fluorescents verts.

des signaux de particules mitochondriales fluorescentes sont apparus dans

les neurones adjacents. Ces derniers ont montré une augmentation générale des signaux liés à la survie

cellulaire (Figure 7b). s de perte de fonction

de la voie NAD+-CD38-cADPR-calcium pour la valider in vivo. Des ARN interférents, contrôle ou

ciblant le mRNA de CD38 ont été injectés aux modèles murins cinq jours après leur AVC. Deux jours

e à la baisse pour les astrocytes. Les autres types

-rachidien a ensuite été prélevé

afin de quantifier les particules mitochondriales par cytométrie de flux. La fluorescence a permis de

constater un nombre de particules réduits par rapport au contrôle.

Parallèlement, le nombre de Mt neuronaux a aussi significativement diminué, impliquant

(Figure

7c). Les autres conséquences relevées sur les modèles murins sont une réduction de facteurs de la

neuroplasticité et une aggravation des résultats neurologiques (Figure 7d).

sont

vésicules contenant des Mt fonctionnelles dans le milieu extracellulaire. Ces Mt seraient ensuite

transférées aux neurones adjacents pour permettre une meilleure récupération à la suite de lésions ou

.
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Figure 7 in vivo se fait de de manière

dépendante de la signalisation CD38-cADPR-

cause une aggravation des résultats neurologiques (41).

a

(particules comptant des Mt libres ou encapsulées dans des fragment tracker rouge) y ont été perfusées.

24h après la perfusion, les Mt sont à l'intérieur des neurones péri-infarctus. Image Z-stack après immunomarquage.

b. Les neurones ayant reçu les Mt astrocytaires ont vu leurs protéines liées à la survie cellulaire (phosphorylée-AKT, BCL-

AIF). Mesure obtenue par Western blot.

c

CD38 astrocytaire est supprimé par siARN (n = 6 souris par groupes).

d. Les résultats neurologiques ici mesurés via les scores de gravité neurologique (neuroscore) sont aggravés (augmentés)

lorsque la signalisation Cd38 est supprimée. *# P < 0,05 par rapport au jours 3 et 7 respectivement.

Les trois exemples précédents se déroulent dans des situations et avec des mécanismes très

variés. Les articles y traitaient surtout du déclenchement, du contexte et/ou des potentielles

conséquences du transfert de Mt. Mais un autre point important à élucider est le mécanisme permettant

aux cellules receveuses de capter les Mt.
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b. Les possibles mécanismes de transferts et captation

Différentes méthodes de transfert ont pu être constatées dans les études portant sur ce sujet. Les

contexte et le type cellulaire. Les transferts pourraient avoir lieu par transmission directe intercellulaire

et/

ces phénomènes.

i. Nanotubes

Comme vu plus haut (cf 2.a.ii.) , les nanotubes sont des structures récemment découvertes qui

pourraient jouer un rôle important dans le transfert direct intercellulaire (37,43 45) (Figure 8a). Il

s que les

cellules dont ils sont originaires.

très diversifiée.

(46,47). Le cytosquelette sert

à structurer et modifier la forme de la cellule, et il permet différents transits intracellulaires. Il a plus

souvent été rapporté que les nanotubes

les uns par rapport aux autres (37,48,49). Mais les plus grands nanotubes pourraient aussi contenir des

microtubules (49)

(44).

Pour ce qui est de la formation des nanotubes, il a été suggéré qu formation de

protubérances partent cellules avant de se rejoindre. Une autre possibilité est que les

cellules soient puis forment un nanotube (49). Dans

tous les cas, les signaux pouvant déclencher ces formations pourraient être multiples et seraient des

signaux de détresse principalement dus au stress cellulaire, à la privation et/ou aux dommages

cellulaire/mitochondriaux (37,45,49). La transmission de ces signaux peut être facilité par la formation

de jonctions GAP entre extensions cellulaires (37,45) (Figure 8a). Les jonctions GAP ne laissent

passer que les ions et petites molécules hydrophiles part des canaux de 2nm (50). Ces canaux sont

formés des connexines, comme la connexine 43 (Cx43) qui est la plus étudiée et qui peut être mutée

. Les jonctions GAP servent

généralement au couplage électrique

de Mt ces jonctions serviraient .

Cette hypothèse est cohérente avec diverses études qui ont constaté des transferts de Mt fortement
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diminués lorsque la Cx43 est non fonctionnelle, activateur des

jonctions GAP (49,51,52).

De plus la communication via jonctions GAP ne faciliterait pas seulement le transfert de Mt par

les nanotubes, mais aussi le transfert indirect (52).

Figure 8 : Schéma des mécanismes de transfert mitochondrial (37,45,53).

a. Transfert direct par connexion via nanotube, facilité par la communication cellulaire via jonction GAP.

b. Transfert indirect de Mt seules ou intravasculaires via endocytose, facilité ou non par jonction GAP.

ii. Endocytose

Que des nanotubes ou jonctions GAP soient présents ou non, le transfert de Mt peut également

se faire de manière indirecte par la formation de vésicule contenant des Mt ou par pulsion de Mt

seules (45) (Figure 8b). Là encore le mécanisme précis permettant de déclencher le transfert par

formation de vésicule ou extrusion serait aussi la conséquence des signaux de

détresse des cellules environnantes. Ces vésicules et Mt sont ensuite captées par les cellules

receveuses, notamment par endocytose de la cellule

par invagination de la membrane cytoplasmique) (54) (Figure 8b).

Les mécanismes possibles derrière l ces endocytoses ne sont pas tous connus.

mis en évidence et vu plus haut (cf 2.a.iii) enclenchée par
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signalisation NAD+-CD38-cADPR-Ca2+

glucose (41,54). des zones ischémie ou aux

cellules qui surconsomment le glucose au détriment de

. La glycolyse ralentit et par conséquent la conversion de NAD+ en NADH diminue,

amenant à une accumulation de NAD+. Cette accumulation va amener une conversion augmentée de

NAD+ en cADPR par la CD38. La cADPR va enclencher une mobilisation du Ca2+ intracellulaire. Ce

Ca2+ libéré à proximité de la membrane promeut alors une

Après avoir été endocytée les Mt vont alors échapper au système de dégradation endolysosomal

par un mécanisme encore inconnu. Elles rejoignent et fusionnent efficacement avec le réseau de Mt

endogène (55). A noter que les Mt ne semblent pas enclencher de réactions immunitaires aiguës ou

(55). Ainsi les Mt sans

vésicules pouvant aussi être endocytées, il est isolées sans

transplantation de cellules donneuses entières.

c. Isolation des mitochondries pour les études cliniques

Lors des différentes études nécessitant des Mt seules, ces dernières doivent être isolées au

préalable du tissu donneur (56). Les tissus utilisés sont en général des tissus aux cellules riches en Mt

sur lesquels des biopsies non dommageables sont réalisables, comme par exemple les tissus

musculaires ou hépatiques (3). Plusieurs types de dons sont possibles : autologue pour un don où

donneur et receveur sont les mêmes individus

Dans le

s cliniques

risques immunitaires, à partir de tissu musculaire dont le prélèvement est le moins invasif. Il faut que

le transfert de Mt puisse se faire le plus rapidement possible, que les Mt soient viables et pures, mais

aussi que la taille des biopsies soit réduite.

bien préservées, elle peut être effectuée depuis 1948 (56).

La première technique utilisée est celle de la centrifugation différentielle. Son principe est basé sur la

différence de taille et de vitesse de sédimentation entre les organites. Elle consiste à séparer les Mt des

débris tissulaires et noyaux par une centrifugation à faible vitesse, puis séparer les Mt des autres

organites par une centrifugation à grande vitesse. Cette technique a un rendement de 0,5 mg de

protéine mitochondriale pour 100 mg de tissu musculaire, mais est trop lente pour une utilisation

clinique (entre une et deux heures).

serait pas non plus utilisée en clinique à cause de sa lenteur (deux heures), son faible rendement, et la

est utilisée que pour obtenir les mitochondries

les plus pures possible. Récemment deux techniques ont fait leur apparition. La séparation magnétique
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mitochondriale qui magnétique après les avoir marquées

anticorps fixé à une microbille métallique. Les Mt sont récupérées en quatre-vingt-dix minutes

avec une haute pureté et un haut rendement. Mais la technique la plus intéressante est celle de

(56,57).

contenant une enzyme protéolytique pour dissocier le tissu (Figure 9)

ensuite passé dans plusieurs filtres puis centrifugé afin de récupérer les Mt. Cette méthode ne prend

plus que trente minutes et possède un rendement très important avec des Mt viables et pures. Elle est

donc

Les techniques sont réalisées à basse température afin conserver les Mt et ralentir leur activité

(57,58). Suite à leur isolation elles sont mises dans la solution véhicule puis doivent être de préférence

transplantées le plus rapidement possible, sans congélation intermédiaire pour ne pas altérer leurs

fonctionnalités (59).

J M et al.

Figure 9 : Schéma pour l'isolement des mitochondries par dissociation tissulaire et filtration différentielle (57).

a. Transférer deux biopsies dans un tube de dissociation contenant 5ml de tampon d'homogénéisation, homogénéiser les

échantillons en utilisant le programme d'homogénéisation de 1min du dissociateur de tissus.

b. Ajouter 250µl de Subtilisine A à l'homogénat dans le tube de dissociation et incuber sur glace 10min.

c

d. Filtrer le filtrat à travers un nouveau filtre à mailles de 40µm mouillé dans un tube à centrifuger sur glace.

e. Filtrer le filtrat à travers un nouveau filtre à mailles de 10µm mouillé dans un tube à centrifuger sur glace.

f. Transférer le filtrat dans des microtubes et centrifuger à 9 000 x g pendant 10min à 4°C.

g. Retirer le surnageant, remettre en suspension et combiner les culots de Mt dans 1ml de tampon de respiration.
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III.
in vitro et in vivo

a. Ischémies cardiaques

, qui est , bat en continu. En

conséquence il nécessite un apport constant oxygène afin de maintenir son activité importante. Lors

cardiomyocytes voient leur état décliner très rapidement à cause

du ées, et toutes leurs fonctions sont perturbées. Ces

fonctions, parmi lesquelles on retrouve notamment la respiration cellulaire et la production ,

sont essentielles à la survie cellulaire mais aussi à la guérison du tissu cardiaque. Ce qui implique

es conséquences de ces perturbations mitochondriales perdurent même

après reperfusion e « aire à risque » pouvant résulter à

un tissu abimé (infarctus) qui, soit occupera affectée, soit seulement une partie, auquel cas

on qualifie la zone soignée de tissu sauvé (Figure 10) (55,56,60 62).

Figure 10 : Schéma (63).

ée à la suite

près

coup.

Actuellement, les produits pharmaceutiques ou substrats pouvant être délivrés sont limités en

termes de cardioprotection ou de rétablissement des fonctions mitochondriales. Des études se sont

donc penchées sur la question de savoir si la transplantation de Mt pouvait amener une solution plus

efficace à ce problème (55,60 62).

le sont surtout en préclinique sur des populations de

rats, souris, lapins ou porcs (55,61,62). es similitudes

, ce qui en fait un modèle plus pertinent pour le passage à des études en

clinique. Pour le moment seules deux études cliniques ont été réalisées par le même groupe sur une

population pédiatrique (55,64).
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i. Etudes in vivo.

s avec des résultats probants sur ce sujet est celle de

2012 Akihiro Masuzawa et ses collègues (61). Réalisée sur 54 lapins blancs de Nouvelle-Zélande,

cette étude a testé le transfert autologue de Mt isolées de tissu musculaire pectoral ou de solvant seul.

Les Mt ont été marquées. régionale était provoquée par la scarification de l'artère

descendante antérieure gauche pendant 30 minutes. Au bout de 29 min, les injections de Mt ou solvant

Les lapins étaient ensuite laissés en convalescence 2 heures ou 28

jours. De nombreux paramètres et marqueurs ont été monitorés durant cette expérience.

La détection de Mt via fluorescence était évidente dès 2 heures post-transplantation. Comme il

des précédentes expériences incluant la transplantation de

myoblastes, ce paramètre a été surveillé. Ici,

injections de Mt ou solvant, que ce soit avant, quelques minutes après, ou 28 jours après les injections.

Le transfert de Mt ne semble donc pas pro arythmique. Aux jours 1 et 3 suivants le transfert, les

diminués pour les groupes ayant reçu des Mt que pour

ceux injectés avec le solvant (Figure 11a). ,

la caspase-3, étaient aussi significativement plus bas dans le groupe ayant reçu les Mt (Figure 11b). A

contrario les Mt ont amené une consommation accrue d oxygène (score d'enrichissement de la

respiration cellulaire de 3,48) (Figure 11c) et ont induit la production de

cytokines impliquées dans des voies de signalisation cellulaire importantes pour la préservation de

l'énergie myocardique, la viabilité cellulaire et la fonction cardiaque (score d'enrichissement de la

génération de métabolites précurseurs et d'énergie de 3,59). Pour ce même groupe, comparé au groupe

bien plus faible après la convalescence (Figure

11d). Enfin, l retrouve

des contractions normales dans les 10 min

e jour.

Cette étude présente des résultats cohérents par rapports aux 5 autres études précliniques aux

objectifs similaires réalisées entre 2016 et 2020 et présentées dans une revue de 2021 de Kei

Hayashida et ses collègues (55). Toutes ces études ont pu démontrer des effets bénéfiques du transfert

de Mt.
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A. et al.

Figure 11 : Le transfert autologue de Mt chez des lapins ayant subi une ischémie

de leurs lésions et leurs fonctions cardiaques (61).

a. Aux

significativement diminués suite au transfert de Mt comparé au groupe véhicule. ** P < 0,05

b

de Mt comparé au groupe véhicule. ** P < 0,05

c

comparé au groupe véhicule. ** P < 0,05

d

différences notables entre les groupes, la taille de l'infarctus du myocarde en fonction de la zone à risque a été

significativement réduit suite au transfert de Mt comparé au groupe véhicule. ** P < 0,05

Une autre étude de cette revue et qui présente un objectif intéressant est celle de 2020 de David

Blitzer et ses collègues (62). Au vu de la persistance des effets des ischémies cardiaques et du délai

,

des effets bénéfiques malgré

une administration retardée. Seize

120 minutes. Après cela des Mt autologues isolées de tissu musculaire pectoral ou du solvant seul ont

été administrés en bolus antérograde à l'ostium de la coronaire gauche de porcs choisis aléatoirement,

avant de bénéficier de 120 minutes supplémentaires de reperfusion.
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D et al.

performance cardiaque et de (62).

a. Moyenne des mesures échocardiographiques de la fraction d'éjection du ventricule gauche dans la zone à risque avant

l'ischémie, après 30min, puis toutes les 60min pendant la reperfusion. Une augmentation significative a été observée après

0,05 temps désigné vs temps de l'injection

b. Moyenne des mesures du raccourcissement segmentaire ventriculaire dans la zone à risque d'ischémie. Une

augmentation significative de la capacité de déformation a été observée après l'administration intra coronaire de Mt par

c. Moyenne des mesures de la pression ventriculaire gauche en fin de diastole. Une diminution significative a été observée

< 0,05 mitochondries vs véhicule

d. Moyenne des mesures échocardiographiques du raccourcissement fractionnaire ventriculaire gauche. Une augmentation

*P < 0,05 Mt vs véhicule, # P < 0,05 temps désigné vs temps de l'injection

e. Moyenne des mesures du changement de surface fractionnaire du ventricule gauche. Une augmentation significative a été

véhicule, # P < 0,05 temps désigné vs temps de l'injection

f

l'infarctus était significativement réduite après l'administration intra coronaire de Mt par rapport au groupe

le véhicule. *P < 0,05 Mt vs véhicule
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de valider Les analyses des échocardiographies

ont montré que comparé au groupe recevant le solvant, celui ayant reçu le Mt présente des

améliorations significatives des indices de performance cardiaque que sont la du

ventricule gauche, le raccourcissement segmentaire, la pression de fin de diastole du ventricule gauche,

la fraction de raccourcissement et la variation de la surface fractionnelle du ventricule gauche (Figure

12a, b, c, d, et e).

coronaire dans l'artère descendante antérieure gauche lors des 15 premières minutes après

l'administration de Mt comparé au groupe solvant. Cependant le débit revient à la normale après 15

min.

(Figure 12f).

Ces résultats semblent ainsi ourrait avoir

des effets bénéfiques conséquents

ii. Etude clinique.

de Alvise Guariento et ses collègues,

a également présenté des résultats encourageants (64). Cette étude rétrospective monocentrique pilote

fut réalisée sur 24 patients pédiatriques nécessitant une oxygénation par membrane extracorporelle

(ECMO) post-cardiotomie pour un choc cardiogénique après une lésion d'ischémie-reperfusion durant

.

10 patients ont reçu une injection directe intra myocardique de Mt autologues isolées du muscle

droit de l'abdomen suite à la revascularisation, 14 ont uniquement reçu la revascularisation (Figure

13a). 7 jours après la revascularisation, l montré aucune différence au niveau des

, inflammation qui pourrait nuire aux Mt ou aux patients. Par la suite les

chercheurs ont observé le nombre de séparation réussie de l'ECMO, qui est définie par l'absence de

retour à l'ECMO dans la semaine. Dans le groupe ayant reçu les Mt, la séparation réussie a été possible

pour 8 patients contre seulement 4 dans le groupe témoin (Figure 13a). Un autre paramètre mesuré

la tension ventriculaire, définie comme le mouvement de

compression des fibres exprimées par une valeur numérique négative (une valeur numériquement plus

faible représentant un raccourcissement plus important).

améliorée dans le groupe ayant reçu les Mt (Figure 13b). Le nombre de jours après lesquels ont été

observé une amélioration de la dysfonction ventriculaire de sévère à moins que modérée était aussi

amélioré par le transfert de Mt, passant de 9 jours à 2 jours. Enfin les évènements cardiovasculaires

(mortalité liée à une insuffisance cardiaque, nécessité d'une transplantation et/ou d'un dispositif
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d'assistance ventriculaire) au cours de la même hospitalisation, survenaient bien moins dans le groupe

ayant reçu les Mt (Figure 13c).

Figure 13 : La transplantation autologue

de Mt chez des patients pédiatriques ayant

subi un choc cardiogénique chez suite à

une lésion d'ischémie-reperfusion associée

à une séparation réussie de l'ECMO et à

une augmentation de la tension

ventriculaire (64).

a. Organigramme des essais avec les critères

0,03

b. Diagrammes illustrant la différence entre

les mesures de déformation ventriculaire

circonférentielle au moment du traitement ou

de la décanulation des patients qui ont reçu

une revascularisation seule ou avec en plus un

transfert de Mt autologues intramyocardique

directe. La déformation/compression est plus

importante dans le groupe Mt. * P < 0,01

c. Pourcentage de patients sans événements

cardiovasculaires entre 0 et 24 mois post

opératoires pour des patients qui ont reçu une

revascularisation seule ou avec un transfert de

Mt en intramyocardique. Le groupe Mt a subi

* P < 0,03

A et al.

une ischémie cardiaque présente un

début encourageant. On a pu y observer des améliorations des fonctions myocardiques, une meilleure

des fonctions mitochondriales augmentées et une

amélioration à court terme du flux sanguin. ni perturbations des fonctions

cardiaques, ni réponses immunitaires ou inflammatoires.

b. Troubles et lésions neurologiques

Comme indiqué précédemment (cf II.a.iii.), les neurones requièrent

(39,40). Ils sont très sensibles vis-à-vis des dysfonctions mitochondriales pouvant survenir

dans un large panel de situations traumatiques, physiologiques ou pathologiques.

Des études traitant du transfert de Mt se sont donc penchées sur son utilisation pour améliorer

la récupération lors de troubles ou lésions neurologiques variés.
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i. Etudes sur le système nerveux périphérique.

La première étude abordée ici est une étude de 2018 de Heyangzi Li et ses collègues (51).

Leurs objectifs étaient d l isolées et du

transfert depuis des cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse (BMSC) transplantées

vers les neurones moteurs chez des rats souffrants de lésions de la moelle épinière (LME). Les LME

solution thérapeutique. in vitro et in vivo.

Des BMSC isolés de rats mâles aux Mt rouges ont été cocultivées avec des motoneurones ou

des neurones corticaux primaires affaiblis ou non par privation Les

cocultures pouvaient être réalisées pour permettre des contacts directs ou indirects, et présenter ou non

. Les

observations par microscopie confocale ont bien confirmé que le transfert de Mt était possible dès 30

min (Figure 14a). internalisation

cellules (Figure 14b, c et d). Cette internalisation était plus importante dans des conditions où le

contact direct était possible et où la formation de jonction GAP était favorisée (Figure 14c).

Figure 14 : Les BMSC peuvent transférer des Mt aux motoneurones (privés O2/glucose, 8 h), ces dernières

améliorent leur profil bioénergétique et favorisent leur survie (51).

a. Les motoneurones ont été co-cultivés avec des BMSC et photographiés au microscope optique. Les Mt sont transférées
via la structure de type nanotube. Echelle blanche 10µm.
b. Les motoneurones ont été co-incubés avec des Mt, avec des BMSC ou le véhicule pendant 24 h. Les groupes Mt et les

c. Les motoneurones ont été co-incubés avec des Mt pendant 24 h. Une amélioration significative de la respiration basale a
été observée dans ce groupe, favorisée par le potentialisateur (acide rétinoïde) de jonction GAP mais non inhibée par

rapport au groupe privation + Mt
d. Les motoneurones ont été co-incubés avec Mt pendant 24 h. Le taux d'apoptose des neurones était réduit dans le groupe
Mt.** P < 0,01 par rapport au groupe contrôle , # P < 0,05 par rapport au groupe privation seule
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in vivo, les chercheurs ont utilisé soixante-trois rats mâles divisés en

4 groupes (groupe contrôle, groupe LME véhicule, groupe traitement par BMSC et groupe traitement

par Mt). Pour créer une LME, les rats anesthésiés ont tous été opérés pour subir une laminectomie.

Tous les groupes, excepté le groupe contrôle, ont ensuite vu un poids de 10g lâché d'une hauteur de

50mm sur leur moelle épinière exposée, et laissé 20s pour produire une contusion modérée amenant à

une paralysie partielle. Les BMSC ou Mt ont été injectées dans la moelle juste après la lésion, tandis

que le même volume de PBS a été injecté dans le groupe contrôle et dans le groupe SCI véhicule.

L ; score à 21 points maximum basé sur

mouvements articulaires, placement des pattes, soutien du poids et coordination des membres) fut

utilisée pour évaluer la récupération des facultés locomotrices à trois et six semaines. Passé ces tests,

les souris ont été sacrifiées pour étudier plus en détail les paramètres histologiques et sécrétoires.

Dans les deux groupes avec un apport de BMSC ou Mt, les scores BBB des rats étaient pas

significativement différents entre eux (score à six semaines BMSC 9,3 ± 0,80 et Mt 9,8 ± 0,90) mais

significativement améliorés comparés au groupe véhicule (score à six semaines 5,5 ± 0,50) (Figure

15a). s traitées avec BMSC ou Mt ont vu leurs gaines de myélines

(membrane essentielle aux transmissions nerveuses agissant comme une gaine) récupérer plus

rapidement, ont réalisé une cicatrisation gliale plus importante, et ont subi (Figure

15b et c).

Figure 15 : La transplantation de Mt ou BMSC a permis une meilleure guérison des rats ayant subi une LME (51).
a. Evaluation de la récupération des fonctions locomotrices (score BBB maximum = 21 = contrôle) 6 semaines après une
LME. Les scores BBB ont été significativement augmentés dans les groupes BMSC et Mt par rapport au groupe véhicule. *
P<0,05, ** P<0,01, # P<0,05, ## P<0,01 par rapport au groupe LME + véhicule
b. Analyse des zones de myélines lésées après Coloration H&E, coloration LFB, coloration Masson et coloration
immunocytochimique de la moelle épinière 6 semaines après une LME. Le rapport de myéline/zone lésée est augmenté de
manière significative après le transfert de Mt ou BMSC. ** P < 0,01
c. Statistiques du nombre de cellules positives à la coloration TUNEL (marqueur apoptotique) de la moelle épinière 6
semaines après une LME. Les cellules en apoptose sont significativement diminuées à la suite du transfert de Mt ou BMSC.
*P < 0,05, **P < 0,01
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LME, et que le mécanisme de cette intégration est soutenu par la possibilité de former des jonctions

GAP.

ne autre étude de 2022 de Ming-Wei Lin et ses collègues vont également en ce

sens (65).

in vivo et le transfert de Mt isolées.

Cinquante-

pour les expériences motrices/sensorielles, dix rats pour étudier dans le temps la distribution et la

viabilité des Mt transplantées (sacrifiés aux jours un, trois, sept, dix, quatorze et vingt-huit), et les rats

restants ont servi à étudier les paramètres histologiques et sécrétoires. Exceptés les rats donneurs, tous

ont été divisés aléatoirement en quatre groupes et subis une laminectomie au jour un. Suite à la

procédure le premier groupe a vu ses rats recevoir du véhicule sans avoir subi de LME, le second a

reçu une injection de Mt, le troisième a subi une LME et reçu du véhicule, le quatrième a subi une

LME et vu injecter des Mt. Les Mt utilisées ont été isolées des muscles du soléaire des rats

donneurs sains, puis colorées au Mitotracker rouge. Les LME étaient provoquées de manière similaire

à pour réaliser la

compression. L chaque semaine pour voir la

fonction locomotrice des membres postérieurs. Ils ont évalué les fonctions sensorielles par potentiels

évoqués somatosensoriels au jour vingt-huit via le nerf tibial dont la réactivité est mesurée par une

électrode.

Suites aux expériences, des Mt transplantées viables étaient toujours détectables dans la moelle

vingt-huit. Avec une paralysie complète des membres postérieurs (BBB = 0)

pour les deux groupes LME au jour un, les rats bénéficiant d'une transplantation de Mt ont mieux

récupéré. Les analyses somatosensorielles ont révélé une absence de réactivité dans le groupe véhicule,

alors que les cinq rats du groupe LME Mt percevaient (Figure 16a). Pour ce qui est du test

BBB, les rats Mt ont montré une meilleure récupération continue de leurs fonctions locomotrices dès le

quatorzième jour (score Mt 3,60 ± 2,07 vs. véhicule 0,50 ± 0,58) vingt-huitième jour (score

Mt 6,00 ± 2,00 vs. véhicule 1,50 ± 0,58) (Figure 16b). Au niveau histologique, ils ont observé, suite

aux injections de Mt, une diminution de la sévérité de la démyélinisation, des protéines liées à la

fission/ molécules et cytokines pro-inflammatoires (Figure 16c, d, e, f et g).
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Figure 16 : Le transfert homologue de Mt permet aux rats ayant subi une LME de mieux récupérer leurs facultés

sensorielles et motrices en atténuant les dommages neuronaux (65).

a s de 2ms appliquées au

nerf tibial et dont la réactivité est mesurée par une électrode dans le ligament interépineux C2-C3. Le groupe Mt a vu sa

sensibilité aux stimuli augmenter par rapport au groupe véhicule.

b. Evolution des score BBB tous les 7 jours pendant 28 jours. Les scores ont été significativement plus améliorés pour le

groupe Mt par rapport au groupe véhicule. ** P < 0,01, **** P < 0,0001

c

28e jour. A 1,6 et 0,8mm, la substance blanche a mieux été préservée dans le groupe Mt par rapport au groupe véhicule. * P

< 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001

d. Micrographies de la coloration de la barrière hématoencéphalique sur des coupes transversales préparées à partir de

moelles épinières lésées de rats. Les contours rouges indiquent les zones analysées. La teinte au bleu de luxol est plus

e. Expression relative de Drp1 (marqueur de la fission mitochondriale) dans les groupes LME au jour 1 post lésion.

f. Expression relative de la caspase-

reçu les Mt par rapport au groupe véhicule. * P < 0,05

g. Expression relative du TNF et de l'IL-6 (cytokines pro-inflammatoires) dans les groupes LME au jour 1 post lésion.

véhicule. * P < 0,05, ** P < 0,01
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ii. Etude sur le système nerveux central.

Les effets du transfert de Mt étant encourageants sur les neurones périphériques, une zone du

système nerveux central qui pourrait en bénéficier serait la rétine. Elle est sujette à des maladies

dégénératives qui peuvent engendrer des dommages mitochondriaux ou être causées par des

dysfonctions mitochondriales. Gabriel Nascimento-dos-Santos et

ses collègues a cherché à savoir si le transfert de Mt dans la rétine conférait un effet neuroprotecteur

(66).

Pour ce faire, pendant vingt-huit jours in vivo sur des rats dont le

nerf optique a été écrasé à 1mm du globe oculaire avec des pinces pendant 15s. Les Mt ont été isolées

à partir de foies de rats donneurs, marquées en rouge, puis une injection intravitréenne est performée.

Les rats furent séparés en trois groupes, un dont les rats ont reçu les Mt, un groupe contrôle où ils ont

reçu une solution saline et un recevant des Mt préalablement lysées. Une rétine contrôle intouchée a

également été utilisée pour comparer les résultats.

Les résultats ont montré que dès le premier jour post-opératoire les Mt actives sont détectables

dans les cellules de la rétine,

la rétine, sans augmenter les dommages oxydatifs (Figure 17a).

dans un premier temps les Mt actives

du nerf, puis permettent après le troisième jour une capacité respiratoire plus efficace. Au jour

quatorze le groupe Mt a un nombre de cellules ganglionnaires rétiniennes (immunomarquées à la

protéine Tuj1) plus important par rapport aux autres groupes (Figure 17b). I cependant plus

de différence au vingt-huitième jour, ce qui suggère un effet neuroprotecteur à court terme dépendant

. -555 a en-deçà de quatorze

au-delà de la lésion était plus grande pour le groupe Mt lysées

vingt- s significativement supérieure (Figure

17c). Ceci suggère que les effets à moyen terme dépendent des

mitochondries actives, alors que le contenu des mitochondries peut avoir un effet à court terme.

Cette étude es

cellules de la rétine et y persister vingt-huit jours, peut affecter l'état bioénergétique des tissus et les

réponses électrorétinographiques à plus ou moins long terme, et présenter un effet neuroprotecteur. Les

effets sont dépendants , et s aussi être dose dépendant, il

qui suivront.
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Figure 17 : Les Mt transférées à la rétine sont

absorbées par les cellules et améliore sa

(66).

a. Projection orthogonale de la rétine à plat

cellules rétiniennes ont incorporé les Mt
préalablement marquées avec Mitotracker rouge.

b. Quantification des cellules Tuj1+ à 14 et 28
jours après l'écrasement du nerf optique. Le
groupe contrôle représente une rétine intacte. Les
résultats indiquent une diminution ralentie du
nombre de cellules Tuj1+ dans le groupe recevant
les Mt entières. * P < 0,05 ; ** P < 0,01

c. Coupes histologiques d'axones du nerf optique
marqués au CTB-555 14 et 28 jours après
l'écrasement du nerf optique. Après quantification

le nombre d'axones marqués se projetant à travers
le site de la lésion (astérisque) était
significativement plus élevé à 0,25 mm dans le
groupe Mt lysée que dans les groupes Saline et
Mt. Au jours 28 à la même distance, le nombre
d'axones marqués se projetant à travers le site de
la lésion (astérisque) était significativement plus
élevé dans le groupe Mt que dans les groupes
Saline et Mt lysée.

-dos-Santos G et al.

Ces études in vivo dans différents tissus nerveux ont montré le potentiel des transferts de Mt

dans le rétablissement de lésions nerveuses communes mais actuellement difficiles à gérer. Les

s

molécules et protéines pouvant causer inflammation et dommages oxydatifs.
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c. Protection pulmonaire

Les poumons sont des organes extrêmement vascularisés servant aux échanges gazeux, ils sont

poumons peuvent être sujets à des risques vasculaires, mais aussi à de nombreuses agressions

extérieures menant à des inflammations excessives (52,67). Ces lésions pulmonaires aiguës (LPA)

peuvent survenir dans diverses circonstances telles que des contaminations environnementales, des

chirurgies ou des ventilations mécaniques. Elles peuvent induire des dommages cellulaires et

mitochondriaux menaçant le pronostic des patients, elles représentent donc un défi thérapeutique

important.

contextes et via deux méthodes de transplantation de Mt différents.

i. Transfert de cellules souches dans un contexte de lésion inflammatoire.

La première étude est celle de 2012 de Mohammad Naimul Islam et ses collègues (52). Elle

avait pour but de déterminer le rôle thérapeutique du transfert de Mt via des BMSC aux cellules

pulmonaires lors de LPA. Un précédant article avait mis en évidence

BMSC est protectrice dans les modèles murins de lésions des systèmes organiques, mais le mécanisme

n'était pas clair. En raison

soit impliqué

dans le mécanisme protecteur. Plus précisément, il était suspecté que le transfert se fasse de

jonctions GAP impliquant la protéine Cx43 commune aux cellules étudiées ici.

effectivement été observé en culture in vitro, et cette étude de 2012 avait pour objectif de vérifier si un

effet thérapeutique similaire était possible dans des poumons entiers.

Pour cela ils ont provoqué à des souris une LPA par administration intranasale de

lipopolysaccharides (LPS), des endotoxines bactériennes pro-inflammatoires. Le contrôle pour

Les BMSC provenant de fémurs ou

tibias de souris ont été mises en culture et transfectées avec des plasmides codant pour mutCx43

(protéine non fonctionnelle) ou des Mt rouges. Elles ont aussi été incubées avec le colorant

hydrosoluble Calcein red marquant leur cytosol par de la fluorescence rouge (Calcein red traverse la

membrane cytoplasmique de la cellule, puis ne peut plus sortir une fois entré et activé). 4h après la

LPA, certains des poumons sont collectés, mis sous perfusion et les chercheurs y ont fait des

instillations intra-trachéales de BMSC. vivantes se voient instiller ces BMSC par voie

intranasale après les 4h, leurs poumons seront récoltés . Les observations en microscopie à

deux photons ont permis de constater la position des BMSC dans les alvéoles et leur migration dans

.
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Figure 18 : Le transfert de Mt via des BMSC instillées en intra-

protège les cellules pulmonaires de souris suite à des lésions pulmonaires aiguës (52).

a. Quantification des BMSC pulmonaires par cytométrie de flux. Les poumons se sont vus administrés du PBS (neutre) ou
du LPS (endotoxine). Les BMSC instillées par voie nasale peuvent avoir une protéine Cx43 ou mutCx43 non fonctionnelle.

b. Images montrant une BMSC (flèche) située à côté de l'épithélium alvéolaire (vert) 4-8 h après l'instillation de LPS.

cellules pulmonaires. Echelle blanche 5µm.
c
suivi d'une instillation soit de BMSC Cx43, mutCx43, traités par un siARN rendant les Mt non fonctionnelles ou un siARN

pulmonaires. *P < 0,05 par rapport aux poumons PBS
d. Détermination de la sécrétion de surfactant après l'instillation de PBS, LPS seul ou de LPS suivi d'une instillation soit de
BMSC Cx43, mutCx43, traités par un siARN rendant les Mt non fonctionnelles ou un siARN brouillé non fonctionnel.
Seules les BMSC aux jonctions GAP et Mt fonctionnelles permettent de rétablir une sécrétion de surfactant dans la norme.
*P < 0,05 par rapport aux poumons LPS
e. Nombre de leucocyte dans le lavage broncho-alvéolaire après l'instillation de PBS, LPS seul ou de LPS suivi d'une
instillation soit de BMSC Cx43, mutCx43, traités par un siARN rendant les Mt non fonctionnelles ou un siARN brouillé

leucocytose après instillation de LPS. *P < 0,05 par rapport aux poumons PBS
f. Survie des souris après instillation de LPS suivie d'instillation soit de BMSC Cx43, mutCx43, traités par un siARN
rendant les Mt non fonctionnelles ou un siARN brouillé non fonctionnel., ou de BMSC dont au gène de Cx43 knockdown
(Cx43 KD, inactivée). Des cellules 3T3 ont été ont été utilisées comme contrôle supplémentaire (ne forment pas de
jonctions GAP ici). * P < 0,05 par rapport aux poumons LPS
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Les poumons LPS montraient une migration plus lente des cellules, ainsi un échange de

contenu cytoplasmique entre les cellules pulmonaires et BMSC (Figure 18a et b). Cette rétention et cet

échange ne sont en revanche pas observés ni dans les poumons PBS, ni pour les BMSC exprimant la

protéine mutCx43. Ces résultats confirment des connexions directes de type GAP entre cellules dans

les poumons inflammés. En plus de ces connexions, des formations de microvésicules et nanotubes ont

également pu être constatées lorsque Cx43 était fonctionnelle, impliquant que la connexion GAP est

nécessaire pour enclencher ces formations. Les Mt ont été repérées dans ces formations et dans les

cellules pulmonaires. Suite à ces transferts de Mt, ont augmenté dans les poumons

LPS recevant les BMSC non mutées contrairement . Cette augmentation est

constatable peu importe (intratrachéale ou intranasale), et a amené les

niveaux sain. Il a également été vérifié

plication s III

inhibés par knockdown médié par ARN interférent (siARN) de l'une de ses protéines. Les Mt inhibées

a survie des BMSC, mais suffisaient à engendrer une différence notable

pulmonaires (Figure 18c). Pour évaluer amélioration fonctionnelle des poumons,

la sécrétion de surfactant par des alvéoles intactes a été quantifiée. En effet l brève expansion

pulmonaire, une sécrétion de surfactant survient en réponse à la stimulation mécanique. Or suite à

plus présente. Elle est cependant bel et bien rétablie

dans les poumons LPS recevant des BMSC non altérées par des Mt inhibées ou mutCx43 (Figure 18d).

En plus de ces paramètres , tels que la réduction de et une

augmentation de la survie de souris gardées en observation pendant 120h ont été remarqués (Figure

18e et f).

Toutes ces observations participent à montrer les bienfaits thérapeutiques du transfert de Mt

initié par les BMSC dans ce cas précis de LPA.

ii.

Un autre type de LPA est la -reperfusion (LIR), LPA les plus

communes (67). Les LIR sont s survenant lors de greffes et pouvant donner des

dommages mitochondriaux importants qui réduisent la durée de vie des greffons. Une étude de 2019

menée par Kamila Moskowitzova et ses collègues avait pour but de voir si le transfert de Mt pourrait

souris victimes de ces ischémies.

Afin de simuler une LIR pulmonaire les chercheurs ont réalisé une ischémie transitoire par

clampage du hile pulmonaire gauche pendant 2h sur vingt-cinq souris. Ces souris ont été réparties au

hasard en deux groupes : vasculaire (véhicule seul ou Mt injectées dans l'artère pulmonaire gauche) et

nébulisation (véhicule seul ou Mt instillées par voie aérienne en aérosol). Un groupe contrôle composé
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de cinq autres souris a également subi la thoracotomie et la ventilation mécanique pendant 2h sans

clampage, afin de comparer les résultats sans le biais de Après les 2h,

des Mt extraites de muscles gastrocnémiens de six autres souris ont été injectées ou instillées aux deux

premiers groupes. est suivi pour les souris un temps de récupération de 24h, à la suite desquelles

les mesures ont été réalisées.

Figure 19

vasculaire ou aérosol améliore les capacités

pulmonaires et préserve les cellules à la suite

-reperfusion (67).

a. Boucles pression-volume représentatives. Les

groupes Véhicule V (administration vasculaire) et

Véhicule Neb (administration aérosol) avaient une

capacité de volume pulmonaire plus faible malgré

des pressions plus élevées par rapport aux groupes

Mt V, Mt Neb et contrôle.

b. Lésion du tissu pulmonaire à 24 heures de

reperfusion après 2 heures d'ischémie. Des coupes

représentatives de tissus pulmonaires à

l'hématoxyline et à l'éosine (H&E) sont

représentées. Une meilleure préservation du tissu

pulmonaire a été observée dans les poumons des

souris recevant Mt V et Mt Neb par rapport aux

souris recevant uniquement le véhicule. Les

poumons Mt V et Mt Neb ont montré une

diminution de l'infiltration des cellules

inflammatoires et de la congestion interstitielle

avec une diminution de la destruction de

l'architecture pulmonaire. Echelle noire : 40 µm.

Les premiers paramètres évalués ont été les paramètres mécaniques des poumons. Après 24h

toutes les souris ont été opérées pour les évaluer. Pour le groupe à

, les poumons ayant reçu les Mt ne présentaient plus de différences

significatives avec le groupe contrôle subi ;

reçu que le véhicule -3,84 L/cmH2O),

une augmentation de la résistance (+1,82 cmH2O), de l'amortissement tissulaire (+10,74 cmH2O/mL),

de l'élastance (+72,9 cmH2O/mL), et de la pression inspiratoire maximale (+3,34 cmH2O). Quant au

aérosol,

entre le groupe Mt et le contrôle, excepté pour la pression inspiratoire maximum qui

augmentée comme pour le groupe véhicule. Les boucles pression-volume ont montré des capacités
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plus faibles chez les groupes véhicules par rapport aux autres (Figure 19a). Du point de vue des

performances mécaniques les Mt injectées semblent donc légèrement plus efficaces que les nébulisées,

mais les deux groupes permettent des améliorations significatives. Suite à ces tests mécaniques les

poumons gauches ont subi un lavage broncho-alvéolaire qui

groupes. Enfin, les poumons gauches ont été prélevés et disséqués en trois parties. La section

supérieure des poumons a servi , mais là encore aucune différence

significative e entre les groupes. A , la coupe basale a

été observée par microscopie électronique à transmission et la coupe médiane a été fixée puis a subi de

multiples colorations. Comparés aux groupes véhicules les groupes ayant reçu les Mt ont montré des

signes inflammatoires diminués et une architecture pulmonaire préservée (Figure 19b). Bien que le

nombre de cellules apoptotiques ait été augmenté dans tous les groupes comparés au contrôle, les

transferts de Mt ont tout de même diminué ce nombre par rapport aux groupes véhicules.

in vivo

ischémie.

Ces deux études montrent ainsi les critères fonctionnels,

mécaniques et inflammatoires des poumons dans le cadre de LPA, aussi bien par injection directe que

par instillation via les voies aériennes. Le transfert était bénéfique de cellule à cellule et avec des Mt

seules.

durée de ces observations.

d. Amélioration du potentiel des cellules souches pour la cicatrisation osseuse

Les tissus osseux sont à la fois des tissus structurels et protecteurs, sa structure complexe et

solide allonge

engagée. Les BMSC sont facilement isolables et cultivables, connues pour pouvoir effectuer une

différenciation en ostéoblastes et améliorer la cicatrisation osseuse (68,69).

de ces cellules une fois

transplantées au patient. Dans les chercheurs se sont

inspirés de précédentes observations des

BMSC en transférant des Mt dans les cellules pré-transplantées in vitro.

La première étape a été d A partir de ces cultures,

certaines cellules (donneuses) ont été récupérées pour en extraire et marquer les Mt fonctionnelles.

Elles ont ensuite été transférées dans les BMSC (receveuses) du même lot à différents dosages. La

milieu sans Mt. Après un immunomarquage des receveuses, la
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présence des Mt transférées dans les cellules a été confirmée (Figure 20a). Différents paramètres ont

été étudiés in vitro afin de définir les avantages fournis par ce transfert. En partant de la même

confluence cellulaire, les groupes ayant reçu les Mt ont atteint un plateau plus tôt que le groupe

contrôle. Ce potentiel augmenté a également été confirmé par la protéine

Ki-67 et des niveaux -Myc (indicateurs de la

prolifération) (Figure 20b). Les niveaux de béta-galactosidase ( -GAL), marqueur du vieillissement

cellulaire, ont révélé une sénescence moins importante chez les groupes ayant reçu des Mt (Figure

20c). Les capacités de migration des cultures recevant les Mt se sont avérées plus importantes (Figure

20d et e). Pour ce qui est du potentiel ostéogénique (effet final attendu des BMSC), le transfert de Mt

comme en témoigne les colorations et tests

intervenant dans la formation osseuse). Ce paramètre a également pu être confirmé par des

niveaux d'expression des ARNm des protéines Runx2 et BMP2 qui ont

montré une tendance à la hausse (Figure 20f).

Figure 20 : Le transfert de Mt aux

capacités proliférative, migratoire et

de différentiation ostéogénique in vitro

(69).

a. Coloration confocale par

immunofluorescence des noyaux avec

DAPI et de la F-actine avec phalloïdine

marquée FITC 24h après le transfert des

Mt dans le groupe traité. Les Mt ont été

absorbées par les BMSC.

b. Cellules Ki67-positives et niveau

d'expression de l'ARNm de c-Myc

(marqueurs prolifération) en fonction du

ratio cellules donneuses/cellules

receveuses (con = 0, 0,125, 0,25, 0,5, 1,

2). Le transfert de Mt a renforcé la

capacité de prolifération pour les ratios

0,0001

c. Cellules -GAL positives (marqueur

sénescence) du 6ème au 9ème passage.

Le transfert de Mt ralentit

-

Y et al.

d fonction du ratio cellules donneuses/cellules

s

ratios 1 et 2. * P < 0,05, ** P < 0,01 par rapport au contrôle

e. Vitesse de migration de cellules individuelles

transfert de Mt. * P < 0,05 par rapport au contrôle

f. Niveaux d'expression de l'ARNm de Runx2 et de BMP2 (marqueurs ostéogénèses) dans les BMSC après 7 jours en
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Par la suite les chercheurs ont débuté les expériences in vivo sur 40 rats dont chaque côté de

Les rats ont été divisés en quatre groupes : un groupe ne recevant

rien, un recevant le véhicule seul dans les blessures, un recevant des BMSC contrôles, un recevant des

BMSC avec des Mt supplémentaires. A 4 ou 8 semaines les crânes ont été observés au micro scanner.

Des coupes du tissu, suivies de coloration de Masson ont été réalisées, révélant qu'une plus grande

quantité d'os nouveau se formait dans la zone du défaut osseux des groupes traités aux BMSC Mt par

rapport aux autres groupes (Figure 21a). Les chercheurs ont aussi évalué in vitro si ces résultats

seraient corrélés à une respiration cellulaire et une Des augmentations

des semblent aller en ce sens (Figure 21b). Pour

voir si ces paramètres peuvent être liés aux améliorations fonctionnelles des cellules, la production

s

- , de la

migration des ARNm Runx2/BMP2 (Figure 21c et d). Ceci démontre que

les potentiels proliférateurs, migratoires et ostéogéniques sont corrélés aux métabolismes aérobies.

Figure 21 : Les BMSC ayant reçu des Mt

compétentes ont eu un effet thérapeutique

amélioré in vivo grâce à des modifications

métaboliques (69).

a. Analyse du volume osseux de l'os

nouvellement formé sur des rats à 4 puis 8

semaines post lésion. Quatre groupes : rien

reçu, reçu du véhicule, reçu des BMSC

contrôle, reçu des BMSC Mt. Le transfert de

significative. * P < 0,05, ** P < 0,01

b

de détection luminescente ATPlite. Le transfert

de Mt a significativement augmenté la

0,0001

c. Effets de l'oligomycine (inhibiteur de

l'ATPase) sur la production d'ATP des BMSC,

production visualisable par fluorescence.

d. Niveaux d'expression de l'ARNm de Runx2

et de BMP2 après 4 jours d'induction

**** P < 0,0001

Y et al.
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Cette étude a donc permis de constater in vitro et in vivo

que peut prodiguer le transfert de Mt dans le cadre de la réparation osseuse, que ce soit du point de vue

prolifératif, migratoire et de la différenciation ostéogénique. De plus cette potentialisation semble aller

de pair aérobie prodigué par les Mt.

e. Oncologie

Comme vu plus haut (cf II.a.ii.) les cellules cancéreuses peuvent être sujettes à une

hétérogénéité moléculaire due notamment à des mutations qui causent des reprogrammations de leurs

métabolismes (37,54). Les cellules voient alors leur capacité proliférative exacerbée, échappent à

l et deviennent résistantes aux traitements, radiothérapies, chimiothérapies ou thérapies

ciblées. Un autre changement métabolique

la voie aérobie mitochondriale (et ce

est disponible). Cet effet serait en partie lié à des dysfonctions des Mt. Cependant le rôle précis des Mt

est difficile à évaluer en raison des microenvironnements complexes des tumeurs (37,70). Un autre

point à relever est que certains traitements anti-cancéreux altéreraient les fonctions mitochondriales

des cellules saines environnantes, ce qui amèneraient à une partie des effets indésirables des

chimiothérapies (71).

in vitro et in vivo ont été menées

parallèle des traitement anti-cancéreux, que ce soit pour en améliorer les effets et/ou prévenir

s effets indésirables.

i. Effet des Mt sur le métabolisme des cellules tumorales

Chao Sun et ses collègues ont en 2019 réalisé une étude sur le potentiel du transfert de Mt dans

les cellules de gliomes (54).

Les Mt viables utilisées pour le transfert ont été isolées à partir , marqués,

puis mises en co-incubation avec des cellules de gliome humain précédemment privées de glucose

pendant 2h. Cette privation stimule

NAD+-CD38-cADPR-Ca2+, voie vue plus tôt (cf II.a.iii. et II.b.ii.) déjà soupçonnée et validée par

s Mt. Suite à la co-incubation les cultures

ont été étudiées pendant 12h. L

Krebs ont été mesurés. Il en ressort que le transfert de Mt aux cellules de gliomes augmente

des enzymes qui participent au cycle de Krebs (Figure 22a). Inversement, la glycolyse est

inhibée par le transfert de Mt (Figure 22a). Ainsi les résultats suggèrent que le transfert de Mt a permis

des cellules de gliome en changeant leur voie métabolique principale de la

glycolyse à la phosphorylation oxydative.
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Figure 22 : Une transplantation de Mt

de gliome humain rétablit la respiration

aérobie et améliore la radiosensibilité (54).

a. Mesure des niveaux d'expression des enzymes

critiques limitant la vitesse du cycle de Krebs

(citrate synthase CS et l'isocitrate

déshydrogénase 2 IDH2) et de la glycolyse

(hexokinase HK et pyruvate kinase 2 PKM2). Le

ratio des échantillons du contrôle est considéré

comme étant de 100 %. Suite au transfert de Mt

les ratios montrent une augmentation de

l'expression de CS et IDH2 et une diminution de

HK et PKM2. * p < 0,05, ** p < 0,01

b. Photo des colonies montrant les effets de la

potentiel clonogénique des cellules de gliome

aux radiations.

c. Analyse statistique de la formation de

aux radiations. * p < 0,05, ** p < 0,01, # p <

0,05 par rapport au groupe 4 Gy sans Mt

d. Tumeurs humaines xénogreffées aux souris

excisées et pesées. Les tumeurs ayant le plus

diminuées sont celles traitées aux Mt et 4Gy.

e. L'apoptose dans les tumeurs xénogreffées a

été mesurée par coloration TUNEL (marron :

TUNEL positives). Les tumeurs avec le plus

4Gy.

C et al.

s in vitro puis in

vivo. A 48 in vitro a révélé une augmentation des taux de cyt C et caspase 9

dans le cytosol, traduisant une voie apoptotique mitochondriale rétablie, et donc une radiosensibilité

augmentée dans les ,0%

contre 26,6%) (Figure 22b). La formation de colonies dans les cultures était réduite de 24,8% par

rapport à celles seulement irradiées (Figure 22c). in vivo, les cellules ont été

xénogreffées en sous-cutané sur des souris. 13 jours après la greffe, les tumeurs se sont vues injecter

des Mt dont les distributions intra-tumorale et intracellulaire ont été vérifiées à 6 et 12h post-injection.

Les groupes concernés ont ensuite été irradiés 12h post injection, puis toutes les tumeurs ont été

prélevées à quinze jours irradiation.

radiothérapie) et réduit la masse tumorale (Figure 22d et e).

Ces expériences ont donc permis de constater que le transfert de Mt peut réactiver la voie

apoptotique mitochondriale qui inhibent les proliférations malignes et augmentent la radiosensibilité

des cellules cancéreuses.
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ii. Effets des Mt sur la résistance des cellules tumorales aux traitements
thérapeutiques

Toujours en 2019, Jui-Chih Chang et son équipe ont étudié in vitro la possibilité de réguler

-tumorale et sensibilisatrice du transfert de Mt modifiées ou non dans des cellules

d'adénocarcinome mammaire humain (70).

La modification effectu -1 aux Mt pour faciliter leur

absorption dans les cellules receveuses, ce peptide ayant déjà fait ses preuves dans de précédentes

(72,73). Après avoir isolé des Mt précédemment marquées, certaines ont

été conjuguées au peptide Pep-1. Les Mt et Mt Pep-1 vertes ont ensuite été incubées en présence de

cellules tumorales marquées en rouge.

de Mt Pep-1 internalisée était légèrement plus importante que celle des Mt simples (Mt ayant tendance

à adhérer à la membrane).

été effectué grâce à un balayage toutes les 10 min via microscopie confocale des cellules mises en

contact avec un colorant nucléaire imperméable aux cellules vivantes. 12h après leur ajout, le pouvoir

-

(82,3 ± 4,2 %) (Figure 23a). Les cellules ayant internalisées les Mt Pep-1 ont montré une augmentation

de la translocation nucléaire du facteur pro-apoptotique, une croissance cellulaire réduite et une

réduction de la production de ROS (Figure 23b) associé à une forte augmentation d enzymes

antioxydantes (Figure 23c). Les chercheurs la sensibilité à deux

anti-cancéreux communs, la doxorubicine et le paclitaxel. Le transfert de Mt ou Mt Pep-1 a pu baisser

la concentration en (CL50) des deux molécules (Figure 23d, 23e).

Les paramètres mitochondriaux tendaient vers une diminution de la fission pour les deux traitements,

avec des hyperfusions des Mt dans le groupe Mt Pep-1 et un équilibre fusion/fission dans le groupe Mt

(Figure 23f). transférées saines par des Mt

mutéees A8344G dont la chaîne respiratoire est dysfonctionnelles (74). Les analyses ont montré que

Pep-1, les Mt et Mt Pep-1 entrainaient des modifications métaboliques différentes, les Mt8344 et Pep-1

seul entrainant une augmentation de la demande d'énergie provenant de la glycolyse, alors que les

Mt8344 Pep-1 altèrent de la respiration mitochondriale sans augmenter la glycolyse. Cette différence

a prolifération cellulaire cancéreuse observée avec les Mt8344 ou Pep-1 a

été augmentée, mais pas avec Mt-Pep1 (Figure 23g). -1 aux

facilitée ou non permet aux

cellules cancéreuses et de diminuer leur résistance aux

traitements.
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Figure 23 : La transplantation de Mt saines régule l'activité antitumorale, la chimiorésistance et la dynamique

mitochondriale dans le cancer du sein in vitro (70).

a. Suivi continu de 12h par microscopie confocale de l'apoptose à l'aide d'un milieu contenant de l'iodure de propidium

(colorant nucléaire rouge perméable aux cellules en apoptose) dans les cellules avec MtGFP ou P-MtGFP. Le transfert de Mt

et Mt Pep-

b. Analyse par sondes fluorescentes de la génération des ROS totaux et superoxydes après 3 jours de traitement au

cisplatine. Les groupes Mt et Mt Pep-1 ont vu baisser leurs ROS de manière significative. * P < 0,05, # P < 0,05 par rapport

à Pep-1, + P < 0,05 entre Mt et Mt Pep-1

c. Analyse des enzymes antioxydantes, les superoxydes dismutases 1 ou 2 (SOD1 et SOD2) et la catalase après 3 jours de

traitement au cisplatine. Le groupe Mt a vu augmenter la catalase de manière significative, le groupe Mt Pep-1 la SOD2 et

la catalase. * P < 0,05, # P < 0,05 par rapport au groupe Pep-1, + P < 0,05 entre les groupes Mt et Mt Pep-1

d. Test de viabilité cellulaire pour surveiller la CL50 de la doxorubicine dans les cellules après 3 jours de traitement avec

Mt ou Mt Pep-1. Les Mt ou Mt Pep-1 transférées ont augmenté la sensibilité à la doxorubicine.

e. Test de viabilité cellulaire utilisé pour surveiller la CL50 du paclitaxel dans les cellules après 3 jours de traitement avec

Mt ou Mt Pep-1. Les Mt ou Mt Pep-1 transférées ont augmenté la sensibilité au paclitaxel.

f. La morphologie des Mt des cellules cancéreuses a été quantifiée à l'aide d'un système de classification automatique. Le

transfert de Mt ou Mt Pep-1 augmente la fusion (tubulaires/allongées) et diminue la fission (fragmentées). * P < 0,05, # P <

0,05 par rapport au groupe Pep-1, + P < 0,05 entre les groupes Mt et Mt Pep-1

g. Test de prolifération en fonction du temps et des transferts de Pep-1, Mt8344 ou Mt8344 Pep-1. Pep-1 seul et Mt8344

augmentent la prolifération des cellules cancéreuses, mais pas Mt8344 Pep-

0,05 par rapport au groupe Pep-1, + P < 0,05 entre les groupes Mt et Mt Pep-1
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iii. Effets des Mt sur les effets secondaires des traitements anti-cancéreux

Un autre enjeu important en dehors des problèmes de résistance aux traitements, est celui des

effets secondaires pouvant persister après les traitements anti-cancéreux. Suite à leurs observations

indiquant que le traitement au cisplatine endommage les Mt neuronales et a un impact négatif sur les

fonctions cérébrales, Jenolyn F. Alexander et ses collègues ont mené une étude en 2021 visant à voir si

(71,75).

pendant 5 jours, puis laissées au repos 5 es pendant 5 jours. Des Mt

humaines rendues fluorescentes ont été administrées par voie nasale dans chaque narine après la

dernière dose de traitement. s à 30 min,

3h et 18h pour retracer le chemin emprunté par les Mt via microscopie confocale et

immunofluorescence. Dès 30 min les Mt ont été détectées dans toutes les méninges avec une forte

et dans les ventricules cérébraux, internalisée par des cellules

notamment sur le flux migratoire rostral (route empruntée par les neurones nouvellement générés dans

cette zone), et été internalisées par des astrocytes. Quelques Mt étaient encore

détectables à 18h. 14 s pour

:

- Test de boîte à puzzle pour mesurer leurs fonctions exécutives. Il consiste en une épreuve

avec des niveaux de difficultés augmentant graduellement, où la souris est mise dans un compartiment

lumineux relié par un tunnel à compartiment un sombre (plus apprécié par les souris). Au niveau facile

le tunnel est ouvert, la difficulté intermédiaire présente un obstacle sur le sol du tunnel, et le tunnel

difficile possède un couvercle de la même couleur que lui, bloquant son entrée. Les souris ont réalisé

les épreuves en 11 essais répartis sur 4 jours, et ont

arriver au compartiment final.

- Test de la reconnaissance de nouveaux objets pour évaluer la mémoire de travail. Des souris

à un endroit

différent 5 min. Les paramètres observés pour ce test sont le temps passé sur le nouvel objet par

rapport au temps que la souris est sensée connaitre ([T Nouveau - T Familier] /

[T Nouveau + T Familier]) .

- Test du labyrinthe en Y pour évaluer la mémoire spatiale. La souris est mise au hasard dans

un des trois bras identiques du labyrinthe pour mesurer le

s des bras par la souris pendant 5 min.
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Le test de boîte à puzzle a révélé les effets délétères u

contrôles. Les souris cisplatine/Mt ont montré des performances similaires aux souris contrôles de

façon doses dépendantes (Figure 24a). Les souris traitées ont également montré une préférence

moindre pour un objet nouveau par rapport aux souris contrôle. L er

les Mt ont gardé des capacités similaires au contrôle (Figure 24b).

souvent

(Figure 24c).

Les souris ont été sacrifiées à la suite de ces tests, afin de réaliser les observations histologiques

et moléculaires. Les observations ont confirmé la dégradation de la myéline suite au traitement au

parvenue à inverser ces dommages structurels (Figure 24d).

-synaptique synaptophysine (76), les chercheurs ont pu mettre en évidence les effets

délétères du cisplatine sur l , une structure cérébrale essentielle dans la cognition, la

mémoire et le repérage. Mais là encore, cette perte d'intégrité

hippocampe a été inversée par les Mt (Figure 24e). La visualisation des synapses au microscope

leur membrane et leurs Mt (gonflement, enroulement de la membrane, désorganisation protéinique),

anomalies résolues par le transfert de Mt et cela, partout dans le cerveau des souris (Figure 24f).

sain a montré que sur les 16000 gènes codants

identifiés 14784 gènes étaient stables et 1813 étaient exprimés de manière différentielle (sur- ou sous-

régulation) dans les souris traitées au cisplatine par rapport aux souris contrôle. Le transfert de Mt aux

souris traitées au cisplatine a ce changement d'expression pour 676 de ces gènes. Les

gènes ie par les Mt favorisent la protection neuronale ou la gestion du

stress cellulaire.

de diminuer les effets secondaires du traitement, ce changement étant perceptible à différents niveaux

que ce soit comportemental, histologique ou moléculaire.

Ces trois études permettent de se rendre compte de que pourrait remplir le transfert de

posent de sérieuses problématiques.

radiothérapie que des molécules anti-cancéreuses en réactivant des voies de mort cellulaire détériorées

chez les cellules cancéreuses. Il peut également prévenir les dommages de traitement agressif dans les

cas où des dommages sur les Mt sont connus comme en étant la cause. De plus

administrées semble même des gènes.
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Figure 24 : L'administration nasale de Mt inverse les déficits cognitifs et la dégradation neuronale induits par la

chimiothérapie au cisplatine (71).

a

niveau difficile du rétablissement de la fonction exécutive à 34, 100 et 340µg de Mt. Les souris cisplatine ont été lentes ou

n'ont pas réussi à finir les essais difficiles. Les souris cisplatine/Mt ont obtenu de bons résultats. Les effets dans les essais

b. Les mouvements des souris et le temps passé avec chaque objet ont été suivis pour le test de la reconnaissance de

nouveaux objets. L'indice de discrimination a été calculé comme suit : (T Nouveau - T Familier) / (T Nouveau + T

Familier). Les souris cisplatine n'ont pratiquement pas montré de préférence pour le nouvel objet, alors que les souris

c. L'alternance parfaite a été calculée à partir de leur entrée séquentielle dans tous les bras avant de revisiter un bras pour le

test du labyrinthe en Y. Les souris cisplatine ont montré une diminution des alternances parfaites, tandis que

d. Images représentant la zone colorée au Black Gold II+ (en 20x), illustre l'organisation de la myéline. Les images révèlent

transfert de Mt.

e. Pourcentage des ponctuations synaptiques claires avec synaptophysine. Les souris cisplatine présentent une réduction de

f. Pourcentage de membrane synaptique endommagée. Les synaptosomes de souris traitées au cisplatine ont révélé un
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IV. Conclusion et perspectives

Le transfert de Mt est un phénomène pouvant survenir naturellement dans des conditions

variées de détresse cellulaire. Il a pu être observé notamment lors de phénomènes de cicatrisation,

(35,37,41). s ou via des

cellules est un nombre s

préventives et thérapeutiques. Un transfert de Mt retardé ou non améliore le pronostic des patients

réduisant et améliorant les fonctions myocardiques sans

induire de perturbations cardiaques (55,64)

induisaient un effet neuroprotecteur et amélioraient la récupération des performances préalablement

affectées (51,65,66). Le transfert de Mt par injection ou instillation chez les souris victimes de LPA

(52,67). Un apport de Mt supplémentaires aux cellules souches avant leur

transplantation procure une amélioration de leur potentiel prolifératif, migratoire, et dans le cadre

(52,69). En

cancérologie les applications du transfert de Mt sont variées. Il peut aussi bien être utilisé pour rétablir

une sensibilité aux traitements en réactivant les voies apoptotiques des cellules résistantes, mais aussi

réduire la gravité des effets secondaires aux traitements (54,70,71).

réponses immunitaires aigües ou chroniques, et ceux même lors de transplantations hétérologues. Dans

s suite aux

transferts, tout comme la survie cellulaire. Des administrations locales et systémiques ont pu être

La voie nasale semble même être une

au système nerveux central (71).

doivent

encore être élucidées

Mt.

doit aussi être

étudiée plus en détail (70). En effet, les voies métaboliques modifiées

cellules ayant reçu ces Mt semblent différer de celles affectées par les Mt sans peptides. Pour autant les

deux types de Mt ont montré une efficacité vis-à- -tumorale. Il serait également

des Mt transférées.

seraient à préciser avant de passer à des études cliniques, comme

optimale en fonction de la cible concernée.
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Malgré ces incertitudes la transplantation mitochondriale présente un avenir prometteur et

pourrait aussi présenter un espoir pour des patients atteints de maladies au cours desquelles les Mt sont

affectées. Des études sur la maladie de Parkinson, le glaucome, les encéphalopathies et les myopathies

sont en cours ou ont été suggérées (30,66,77 79).
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TITRE

APPROCHE THERAPEUTIQUE INNOVANTE : LE TRANSFERT DE

MITOCHONDRIE

Les mitochondries sont des organites responsables de multiples rôles métaboliques essentiels, comme

Leur dysfonctionnement peut mener à de nombreux manques

pour les cellules qui les contiennent. Récemment les chercheurs ont observé que certaines cellules ont

la capacité de transmettre leurs mitochondries compétentes aux cellules en détresse. Des études ont

été menées processus

mitochondries semblent pouvoir être transmises via divers mécanismes comme des nanotubes, des

vésicules, par exocytose et endocytose. Parmi les bénéfices observés, on peut noter le rétablissement

de voies métaboliques préalablement perturbées

De plus la

transplantation de mitochondries isolées ne provoque pas de réactions immunitaires notables. Le

transfert de mitochondries présente ainsi un espoir pour de nombreuses affections, notamment lors

ischémies et lésions cardiaques, pulmonaires et neuronales. Il pourrait aussi améliorer les capacités

des cellules souches, et diminuer la résistance aux traitement anti-cancéreux ainsi que leurs les effets

secondaires.

TITLE

INNOVATIVE THERAPEUTIC APPROACH: MITOCHONDRIAL

TRANSFER

Mitochondria are organelles responsible for multiple essential metabolic roles, such as cellular

respiration and apoptosis. Their dysfunction can lead to numerous deficiencies in the cells containing

them. Recently, researchers have observed that certain cells have the ability to transfer their

competent mitochondria to cells in distress. Studies have been carried out to investigate the processes

and benefits, not all of which have yet been discovered. Mitochondria seem to be able to be

transmitted via various mechanisms such as nanotubes, vesicles, exocytosis and endocytosis. Among

the benefits observed are the restoration of previously disrupted metabolic pathways, increased

survival of healthy cells, apoptosis of harmful cells and improved inflammatory parameters.

Moreover, transplantation of isolated mitochondria does not provoke any noticeable immune

reactions. Mitochondrial transfer thus offers hope for a wide range of conditions, including ischemia

and damage to the heart, lungs and neurons. It could also improve stem cell capacity, and reduce

resistance to anti-cancer treatments and their side effects.


