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RESUME

La distribution spatio-temporelle des ARNm joue
un role fondamental au cours du développement et de
la différenciation cellulaire mais aussi pour permettre
la plasticité synaptique. L’adressage d’ARNm a la
surface d’organites, en particulier la mitochondrie,
est également important pour ’accomplissement des
fonctions dans la cellule. Deux séquences sont nécessai-
res et suffisantes pour localiser un ARNm sur la sur-
face mitochondriale : le MTS (Mitochondrial Targeting
Sequence) et le 3°UTR. C’est pourquoi, nous avons

utilisé la localisation des ARNm comme un outil pour
adresser a la mitochondrie une protéine qui n’est pas
normalement importée. Nous avons choisi d’associer
aux versions nucléaires des génes ATP6 et NDI les
séquences d’adressage du géne nucléaire COX10, dont
’ARNm qui se localise exclusivement sur la surface
mitochondriale. Cette stratégie consistant a contrain-
dre un ARNm a se localiser sur la surface mitochon-
driale améliore significativement I’expression alloto-
pique des génes mitochondriaux examinés.

SUMMARY mRNA localization to the mitochondrial surface: a tool to treat retinal pathologies due to mito-

chondrial DNA mutations

mRNA subcellular distribution and translational
control are key player mechanisms for development,
cellular differentiation and synaptic plasticity. mRNA
localization is also implicated in mitochondria bioge-
nesis. Two sequences within the transcripts are invol-
ved in their mitochondrial localization: the region
coding for the mitochondrial targeting sequence
(MTS) and the 3°UTR. Therefore, we decided to use
mRNA localization as a tool to address to mitochon-

dria a protein that is not normally imported. We have
chosen to construct nuclear versions of the mtDNA
encoded A7TP6 and ND1 genes to which we appended
the signals of COX10 gene, whose transcript is sorted
to the mitochondrial surface. Thus, by directing a
hybrid mRNA to the mitochondrial surface, we signi-
ficantly improved the feasibility of the allotopic
approach for the mitochondrial genes examined.

Le transport des ARNm ainsi que leur localisation
subcellulaire sont des mécanismes clés de I’homéostasie
cellulaire. Ils contrélent entre autres, la plasticité synap-
tique, I’apprentissage et la mémoire, de méme que la
polarité et la motilité cellulaire. Ils jouent également un
role prépondérant dans la division asymétrique dans les
ceufs ou les embryons de certains eucaryotes. Au cours
de ces vingt derniéres années, de nombreux exemples
d’ARNm localisés ont été décrits. Ces exemples concer-
nent la plupart des organismes modeles étudié€s : plantes,
levure, drosophile, xénope, mammiferes,... Le signal per-
mettant la reconnaissance et le transport des ARNm a été
caractérisé dans la région 3’ non traduite (3’UTR), mais

peu de protéines ont été décrites comme interagissant
avec ce signal (Jansen & Kiebler, 2005). Par ailleurs, la
perturbation de la localisation des ARNm semble étre
impliquée dans 1’apparition de certaines maladies neu-
rologiques, comme le syndrome de I’X fragile (Bassell
& Kelic, 2004). De plus en plus de données concernant
la localisation des ARNm voient le jour et ouvrent des
perspectives nouvelles pour I’explication de certains
mécanismes. Ici, avec 1’aide de quelques exemples, nous
essayons de récapituler les derni¢res données obtenues
sur la localisation des ARNm, ainsi que le role de cette
localisation dans de nombreuses fonctions au sein de la
cellule quelque soit I’espece étudiée.

Article available at http://www.biologie-journal.org or http://dx.doi.org/10.1051/jbio:2007008
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DIFFERENCIATION CELLULAIRE

11 s’agit pour une cellule ou une population de cellules
d’acquérir des caractéres morphologiques originaux habi-
tuellement en rapport avec une spécialisation fonction-
nelle, ce qui est le cas de la division cellulaire asymé-
trique. La drosophile, le xénope et la levure sont de loin
les modeles les plus étudiés pour la localisation des
ARNm au cours de la division cellulaire. Chez la droso-
phile (Drosophila melanogaster), de nombreux exemples
d’ARNm localisés ont été décrits. Ainsi, les ARNm
bicoid et oskar sont impliqués dans 1’¢tablissement de
I’axe antéro-postérieur du futur embryon tandis que
I’ARNm gurken est responsable de 1’axe dorso-ventral.
L’ARNm oskar est localisé dans la partie postérieure de
I’ovocyte et de I’embryon et il est essentiel pour la for-
mation des structures postérieures et des cellules germi-
nales. Il est a noter qu’une perturbation de la localisation
de I’ARNm oskar induit le développement d’un second
abdomen a la place de la téte et du thorax (pour revue,
voir Saint-Johnston, 2005). Chez le xénope (Xenopus
laevis), ’ARNm Vgl se localise dans le cortex végétal
de I’ovocyte au cours de I’ovogenése. Cet ARNm code
une protéine membre de la famille TGF B (Transforming
Growth Factor B). Cette protéine est impliquée dans la
formation du mésoderme et I’établissement de 1’asymé-
trie gauche/droite au cours du développement de 1’em-
bryon (Czaplinski & Mattaj, 2006). L’ARNm Vg/ perd
sa localisation végétative en cas d’absence ou de muta-
tion au sein de son 3’UTR (Schwartz et al., 1992). Un
autre exemple de division asymétrique est celui de la
levure Saccharomyces cerevisiae. En effet, I’ARNm
ASHI est localisé a I’extrémité du bourgeon pendant
I’anaphase au cours du cycle cellulaire, conduisant a
I’adressage de la protéine Ashlp dans les noyaux des cel-
lules filles (Basyuk ef al., 2004). De fagon intéressante,
une mauvaise localisation de I’ARNm ASH! entraine
une distribution symétrique de la protéine Ashlp. Par
ailleurs, la localisation des ARNm ne concerne pas uni-
quement le géne ASHI, ainsi 23 autres ARNm ont été
identifiés comme se localisant dans le bourgeon (Gon-
salvez et al., 2005).

NEURONES ET PLASTICITE SYNAPTIQUE

Pour mémoire, les synapses subissent des modifica-
tions pendant le processus de plasticité synaptique. La
localisation des ARNm joue un réle important au sein du
systeme nerveux central. Ainsi, ’ARNm MBP (Myelin
Basic Protein), le premier décrit, qui code la protéine
basique de la myéline, se concentre majoritairement dans
la myéline des oligodendrocytes (Smith, 2004). L’ARNm
tau et celui de I’actine B se localisent préférentiellement
dans I’axone et participent, entre autres, a sa croissance
(Bassell et al., 1998 ; Bassell & Kelic, 2004). Par ailleurs,
plus de vingt ARNm dont la localisation est dendritique
ont été identifiés chez les mammiferes, tel MAP2 (Micro-
tubule-Associated Protein-2), CaMKIlo (Calmoduline

de type llar), Arc (Activity-regulated cytoskeleton asso-
ciated protein), FMRP (Fragile X mental retardation
protein) (Smith, 2004). Il a ét¢ montré chez la souris, que
I’ARN CaMKlIlIca, dépourvu de son 3°’UTR reste dans le
soma ce qui conduit a une réduction significative de la
potentialisation a long terme. De méme, des défauts dans
le maintien de la phase de potentialisation a long terme
ont été observés apres injection dans 1’hippocampe d’un
ARN antisens spécifiquement dirigé contre ’ARNm Arc.
Ces deux derniers exemples confirment I’importance de
la localisation des ARNm pour la plasticité synaptique
(Ule & Darnell, 2006).

ORGANITES :
CHLOROPLASTES ET MITOCHONDRIES

Certains organites comme les chloroplastes et les mito-
chondries possédent leur propre génome qui code seule-
ment une dizaine de protéines nécessaires a 1’accom-
plissement de leur fonction. Mais cet ADN est insuffisant
pour subvenir aux besoins de 1’organite. La majorité des
protéines présentes sont codées par I’ADN nucléaire
(99 % dans le cas des mitochondries) d’ou I’importance
d’un bon adressage des ARNm. Ainsi, certains transcrits
comme I’ARNm Por (NADPH-Protochlorophyllide oxy-
doreductase) sont tres fortement enrichis a la surface du
chloroplaste. Le role de cette protéine est capital pour la
syntheése de la chlorophylle chez les plantes (Marrison et
al., 1996 ; Okita & Choi, 2002). En ce qui concerne les
mitochondries, il a été décrit chez la levure Saccharo-
myces cerevisiae que 47 % des ARNm codant des pro-
téines mitochondriales sont transportés a la surface mito-
chondriale (Marc et al., 2002 ; Sylvestre et al., 2003b).
Pour les ARNm ATM1 et ATP2 (codant respectivement
un ABC transporteur et une sous-unité du complexe V de
la chaine respiratoire), une altération de cette localisation
entraine une déficience respiratoire confirmant son
importance pour 1’assemblage d’un organite fonctionnel
(Corral-Debriski ef al., 2000 ; Margeot et al., 2002).
Deux régions des ARNm ATM1 et ATP2 sont impli-
quées dans leur localisation mitochondriale : une région
en 5’ codant la séquence d’adressage mitochondriale
(MTS) et une région non codante en 3’ comprise entre
le codon stop et le site de polyadénylation (3’UTR) (Cor-
ral-Debrinski ef al., 2000 ; Margeot et al., 2002). Récem-
ment, 1’équipe de Pilpel a montré I’importance du 3’'UTR
pour la stabilité des ARNm ainsi que pour leur localisa-
tion subcellulaire (Shalgi et al., 2005). Dans les cellules
humaines, les ARNm ACO2, AKA2, ALDH2, ATP5b,
COXI10, NDUFV2 et OXA1 sont également majoritaire-
ment présents sur la surface mitochondriale. Ainsi,
I’adressage des ARNm sur la surface mitochondriale est
conservé au cours de 1’évolution (Sylvestre ez al., 2003a).
Par ailleurs, il a été montré que pour le géne NDUFV2,
la délétion de I’exon 2 codant la séquence d’adressage
mitochondrial, MTS, est associée a une cardiomyopathie
(Benit ef al., 2003). Par ailleurs, cette délétion du gene
NDUFV2 entraine également une perturbation de la loca-
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lisation de son ARNm ce qui pourrait étre corrélé a
I’apparition de la cardiomyopathie (Corral-Debrinski,
communication personnelle).

MITOCHONDRIES
ET EXPRESSION ALLOTOPIQUE

La mitochondrie joue un rdle central dans la produc-
tion de 1’énergie cellulaire mais également dans le pro-
cessus de mort cellulaire programmée ou apoptose
(Green & Reed, 1998). Depuis plus de quinze ans,
I’étude des pathologies mitochondriales a montré la
grande complexité des symptdmes et des évolutions cli-
niques. Actuellement, plus de 130 pathologies ont été
répertoriées comme étant causées par des dysfonction-
nements mitochondriaux (Di Mauro & Schon, 2003 ;
Zeviani & Careli, 2003). Elles représentent une nais-
sance sur 5000 (Schaefer et al., 2004) et entrainent une
déficience des complexes de la chaine respiratoire se
caractérisant par une aggravation inexorable des symp-
tomes (Di Mauro, 2004). A ce jour, aucun traitement
curatif ou palliatif ne peut étre utilisé contre ces troubles
métaboliques. Plus de 150 altérations de I’ADN mito-
chondrial ont été identifiées comme responsables de
pathologies mitochondriales, dont un tiers d’entre elles
touche des genes codant des protéines de la chaine res-
piratoire. Les pathologies faisant intervenir des modifi-
cations du génome mitochondrial restent a 1’heure
actuelle un enjeu majeur de la thérapie génique. Cepen-
dant, il est impossible encore aujourd’hui de transférer
directement des génes dans les mitochondries de mam-
miferes et seul un modele animal existe pour des patho-
logies mitochondriales causées par des mutations ponc-
tuelles de genes localisés dans 1’organite (Kasahara ef al.,
2006). C’est pourquoi 1’expression allotopique de ces
genes a été envisagée comme un moyen de contourner ce
probléme. Ainsi, quatre équipes ont tenté d’exprimer les
versions nucléaires de protéines codées originalement
par le génome mitochondrial dans le cytoplasme de cel-
lules provenant de patients atteints de pathologies mito-
chondriales (Guy et al., 2002 ; Manfredi et al., 2002 ;
Oca-Cossio et al., 2003). L’équipe du Dr. Manfredi a
récemment décrit les résultats obtenus pour le géne mito-
chondrial ATP6. Des cellules d’un patient atteint de
MILS (Mother Inherited Leigh Syndrome), due a la
mutation T8993G dans le géne ATP6, exprimant une
version nucléaire du géne sauvage ne présentaient qu’une
amélioration modérée et temporaire de la synthése
d’ATP. Ceci était certainement la conséquence d’une
importation mitochondriale insuffisante du précurseur
ATP6. En effet, seulement 18,5 % de la protéine produite
dans le cytoplasme étaient importés dans la mitochondrie
(Manfredi et al., 2002). L’équipe d’Oca-Cossio a mon-
tré que I’expression allotopique de 1I’apocytochrome b et
de ND4 dans les cellules Cos-7 et dans les cellules HeLa
ne conduisait pas a une importation mitochondriale effi-
cace de ces protéines (Oca-Cossio et al., 2003). Ainsi,
parmi les essais d’expression allotopique rapportés a ce

jour, qui ont conjugué quatre MTS et cinq génes mito-
chondriaux, aucun n’a abouti a une importation mito-
chondriale satisfaisante des précurseurs. En effet, les ten-
tatives de restitution de la fonction respiratoire des
fibroblastes portant les mutations dans des génes mito-
chondriaux ont abouti a des effets partiels et de courte
durée car les précurseurs produits dans le cytoplasme
étaient inefficacement importés dans la mitochondrie
(Guy et al., 2002 ; Manfredi et al., 2002 ; Oca-Cossio et
al., 2003 ; Smith et al., 2004). De ce fait, I’expression
allotopique en tant qu’approche thérapeutique souffre
d’importantes limitations et requiert une optimisation
pour franchir les obstacles majeurs qu’elle comporte
avant son application comme thérapie génique (Smith et
al., 2004). Une hypothése qui pourrait expliquer la faible
capacité d’importation des protéines codées par I’ADN
mitochondrial est leur hydrophobie élevée. La nature
hydrophobe des précurseurs synthétisés entrainerait soit
leur agrégation dans le cytoplasme soit leur blocage a la
surface mitochondriale (Corral-Debrinski et al., 1999;
Claros et al., 1995).

LOCALISATION DES ARNm : UN OUTIL
POUR L'OPTIMISATION DE L'EXPRESSION
ALLOTOPIQUE

Notre stratégie a eu pour objectif d’optimiser I’expres-
sion allotopique en construisant un transgene contenant
a la fois le géne mitochondrial et les séquences d’adres-
sage requises afin de permettre la localisation de
I’ARNm correspondant a la surface mitochondriale. Au
laboratoire, nous avons construit une copie nucléaire du
gene ATP6 mitochondrial. Comme la mitochondrie pos-
séde son propre code génétique, il a fallu convertir les
codons AUA en AUG et les codons UGA en UGG. En
effet, les codons AUA et UGA, qui codent dans le
génome mitochondrial une méthionine et un tryptophane,
sont traduits dans le code universel par une isoleucine et
un codon stop, respectivement. Ainsi, 11 codons mito-
chondriaux ont été modifiés permettant la traduction dans
les ribosomes cytoplasmiques d’une protéine ATP6 sau-
vage. Afin de contraindre I’ARNm correspondant a se
localiser a la surface mitochondriale, nous avons ajouté
les deux séquences essentielles a cette localisation : la
région codant la séquence d’adressage mitochondrial
(MTS) et la région comprise entre le codon stop et le
signal de polyadénylation ou 3’UTR. Dans un premier
temps, nous avons choisi le géne SOD2 qui code une
protéine mitochondriale car son transcrit se localise
exclusivement a la surface mitochondriale dans les cel-
lules HeLa (Ginsberg et al., 2003 ; Sylvestre et al.,
2003a). Les cellules HeLa ont été transfectées avec deux
constructions : une ne renferme que le MTS de SOD?2 et
I’autre possede a la fois le MTS et le 3’UTR du geéne
SOD2. Sans aucune ambiguité, I’immunofluorescence
indirecte a permis de visualiser la protéine ATP6 a la sur-
face mitochondriale de ces cellules. Comme attendu, les
ARNm hybrides sont transportés a la surface mitochon-
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driale et cela a conduit a une translocation mitochon-
driale efficace des protéines correspondantes. En effet,
entre 60 et 85 % des protéines ATP6 sont détectés a
I’intérieur des mitochondries, le taux d’importation est
similaire a celui de la sous-unité o de I’ ATPase, protéine
mitochondriale endogeéne. Ainsi, la stratégie consistant a
contraindre un ARNm a se localiser a la surface mito-
chondriale permet une optimisation de I’expression allo-
topique du géne A7TP6. Ceci conduit a la translocation
mitochondriale efficace des protéines correspondantes
(Kaltimbacher et al., 2006).

Pour confirmer I’optimisation de I’expression alloto-
pique, nous avons effectué¢ le méme type d’expérience
mais cette fois-ci en utilisant les signaux d’adressage du
gene, COX10, qui code également une protéine mito-
chondriale. L’ARNm du géne COX10 est exclusivement
localisé a la surface mitochondriale chez la levure et
dans les cellules humaines (Marc et al., 2002 ; Sylvestre
et al., 2003b). C’est pourquoi, nous avons donc associé
a la version nucléaire du géne ATP6 les deux séquences
d’adressage du géne COX10. Les résultats obtenus sont
similaires a ceux observés avec les signaux d’adressage
du géne SOD?2 (Kaltimbacher ef al., 2006). Les ARNm
hybrides pour chacune de deux constructions sont retrou-
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vés majoritairement dans la fraction mitochondriale
(Fig. 1A). Ces ARNm hybrides permettent la synthése
d’un polypeptide qui est importé avec une grande effi-
cacité dans la mitochondrie. En effet, entre 50 et 80 %
de la forme mature de la protéine est détectée dans les
préparations biochimiques de mitochondries, le taux
d’importation est similaire a celui de la sous-unité o de
I’ ATPase, protéine mitochondriale naturellement impor-
tée (Fig. 1B).

Nous avons également obtenu la version nucléaire du
gene NDI associée avec le MTS et le 3’UTR du gene
COXI10. Des fibroblastes provenant d’une biopsie de
peau d’un patient souffrant de la pathologie de LHON
(Leber Hereditary Optical Neuropathy) (mutation G3460A
dans le géne ND1) ont été transfectés de maniére stable
avec la version nucléaire sauvage de NDI associé¢ aux
signaux d’adressage du géne COXI0. Les résultats
d’immunofluorescence indiquent que la protéine NDI
est adressée in vivo a la mitochondrie (Fig. 2A). Plus
important encore, I’expression de la protéine rend les
cellules insensibles a I’absence de glucose dans le milieu.
En effet, une mort cellulaire supérieure a 90 % a été
observée dans les fibroblastes non-transfectés apres six
jours de culture dans un milieu ou le glucose a été rem-

F1G. 1. — Importation de la protéine ATP6
avec les signaux d’adressage de COX/0.
A. Des ARNSs sont purifiés a partir de deux
populations polysomales (M-P : Mito-Poly-
somes; F-P : Free-Polysomes ou Polysomes
libres du cytosol) transfectées soit avec un
vecteur possédant le signal MTS, soit avec un
vecteur possédant les deux signaux d’adres-
sage de COX10 (MTS et 3°UTR). IlIs sont sou-
mis a des RT-PCR. Les conditions de RT-PCR
varient en fonction de I’ARNm amplifié :
hybride ATP6 : 200 ng et 35 cycles, COX10 :
75 ng et 29 cycles, ATP6 : 50 ng et 28 cycles,
COXé6c : 100 ng et 26 cycles. B. Western blot
réalisés sur des mitochondries extraites a par-
tir de cellules transfectées soit avec le vecteur
vide (pCMV-Tag4A), soit avec des construc-
tions portant un ou deux signaux d’adressage.
20 pg de protéines sont traitées avec de la pro-
téinase K (150 pg/ml) avec ou sans Triton X-
100 (1 %) a 0° C pendant 30 minutes. La pré-
sence de protéines hybrides est révélée a I’aide
de I’anticorps anti-Flag M2. L’épitope Flag
est présent dans chacune de nos constructions
et est utilisé pour suivre le devenir des pro-
téines hybrides.
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F1G. 2. — Importation efficace de la protéine ND1 avec les signaux d’adressage COX10.

A. La protéine de fusion est détectée en immunofluorescence indirecte par ’anticorps anti-Flag M2. Les cellules transfectées avec les
deux signaux d’adressage montre une distribution similaire entre la protéine hybride et une protéine mitochondriale (sous-unité¢ o de

I’ATPase).

B. Survie des cellules en présence de milieu galactose. Des fibroblastes d’un patient portant la mutation G3460A du gene NDI expri-
mant ou non la version sauvage du géne combinée aux signaux d’adressage du géne COX/0 ont subi une sélection dans un milieu ou le
glucose a été remplacé par le galactose pendant 6 jours (photo prise en lumiere transmise a un grossissement X 200).

placé par le galactose (Fig. 2B). A I’inverse, les fibro-
blastes exprimant le géne ND/ sauvage survivent dans le
milieu galactose pendant 6 jours, sans souffrance cellu-
laire remarquable (Fig. 2B). Il en est de méme apres
21 jours de culture en milieu galactose. Ce résultat sug-
gere que la protéine ND1 produite dans le cytoplasme est
importée efficacement dans la mitochondrie, devenant
ainsi capable de se substituer a la protéine endogene
mutée au sein du complexe I de la chaine respiratoire.

CONCLUSIONS

La localisation des ARNm a augmenté de maniére
significative le taux d’importation des protéines ATP6 et
NDI1 dans la mitochondrie. Il est vraisemblable que leurs
translocations aient débuté au cours de leur synthese,
suivant ainsi un mécanisme de transport co-traductionnel
(Verner, 1993). Afin de déterminer si I’optimisation de
I’expression allotopique obtenue pourrait étre utilisée
comme stratégie en thérapie génique, nous avons choisi
la rétine comme tissu modele. La rétine est fréquem-
ment affectée par des dysfonctionnements mitochon-
driaux. En effet, elle renferme le plus grand nombre de
mitochondries dans 1’organisme, reflétant son état méta-
bolique actif (Andrews et al., 1999 ; Perkins et al., 2004).
Certaines affections de la rétine ont une origine mito-
chondriale, telles la Neuropathie Optique Héréditaire de
Leber (LHON), la Neuropathie, Ataxie, Rétinite Pig-
mentaire (NARP), le syndrome de Leigh hérit¢ de la
mere (MILS) et I’ Atrophie Optique Dominante (AOD)
ou Syndrome de Kjer. Les trois premieres pathologies
sont causées par des mutations dans I’ADN mitochon-
drial. De plus, les handicaps visuels représentent, avec
les affections touchant le pronostic vital, la menace la
plus redoutée pour la santé dans nos sociétés. Pour tous

ces handicaps, 1’affection touche initialement la rétine.
Aujourd’hui, les principales affections rétiniennes sont
irréversibles car inaccessibles a des thérapies curatives
ou palliatives. Ainsi, la rétine, par son acces optique et
mécanique, procure un modele prometteur pour la mise
au point de stratégies thérapeutiques.

Ces données encourageantes sur 1’expression alloto-
pique des génes mitochondriaux A7TP6 et NDI représen-
tent un réel espoir pour le développement de stratégies
innovantes qui pourraient &tre mises a profit pour la thé-
rapie génique. Cependant, elles nécessitent leur confirma-
tion par une étude plus approfondie de la fonction mito-
chondriale afin de déterminer la capacité des protéines
exprimées de fagon allotopique a compenser la déficience
des complexes de la chaine respiratoire. Cette premicre
étape franchie, la création d’un modele animal permettra
de valider le concept avant des transferts en clinique.
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