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La voie d’action
mitochondriale directe
de la triiodothyronine:
mythe ou réalite ?

La caractérisation des récepteurs nucléaires de la triiodo-
thyronine (T3) en 1986, a fourni de précieux outils molé-
culaires pour I’étude de l’action génomique de cette hor-
mone. Tout naturellement, la quasi-totalité des travaux
concernant les mécanismes d’action de la T3 se sont focali-
sés sur cette action nucléaire. Néanmoins, plusieurs modes
d’action intracellulaires de la triiodothyronine ont été pro-
posés et font toujours ’objet d’une intense controverse. La
voie d’action nucléaire de la T3 est-elle exclusive ? existe-t-il
des voies d’action membranaire et mitochondriale de la
T3? Nos données nouvelles, associées a une analyse objec-
tive des divers résultats expérimentaux permettent au-
jourd’hui d’apporter un éclairage nouveau sur la réalité de

la voie d’action mitochondriale de la triiodothyronine.

a connaissance des méca-

nismes d’action de la triiodo-

thyronine s’est initialement

heurtée a la multiplicité des

sites de liaison de cette hor-
mone dans la cellule. En effet, paral-
lelement aux sites de liaison nu-
cléaires de la T3, des sites de liaison
membranaires, cytosoliques et mito-
chondriaux étaient mis en évidence.
A T'heure actuelle, les récepteurs nu-
cléaires de la T3 sont caractérisés, et
I’étude précise de leurs mécanismes
d’action au niveau moléculaire fait
I'objet de trés nombreux travaux. Par
ailleurs, certains résultats expérimen-
taux suggeérent I’existence simultanée
de voies d’action membranaire et mi-
tochondriale de la T3. Dans cet ar-
ticle, nous passerons bri¢vement en

revue les connaissances concernant
les récepteurs nucléaires de la triio-
dothyronine, I'’hypothése de la voie
d’action membranaire, et nous insis-
terons tout particuliérement sur la
voie mitochondriale qui a, sans au-
cun doute, fait I'objet de la contro-
verse la plus intense.

de la T3

En montrant que la T3 stimulait I’ac-
tivité des ARN-polymérases I et II, les
travaux de Tata et al. [1] apportaient
les premiéres indications en faveur
d’une voie d’action nucléaire de cet-
te hormone. Par la suite, diverses
équipes mettaient en évidence la pré-
sence de protéines nucléaires qui

I Activité transcriptionnelle
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fixaient la T3 avec une constante
d’affinité de 10° M~'. En outre, l'utili-
sation d’une technique de marquage
par photoaffinité démontrait I’exis-
tence probable de plusieurs récep-
teurs [2]. Néanmoins, en I’absence
de techniques qui permettraient d’at-
teindre un degré de purification suf-
fisant, le séquencage des récepteurs
natifs de la T3 n’a toujours pas été
réalisé.

Curieusement, c’est a partir de 'iden-
tification de I’oncogene v-erbA présent
dans le génome du virus de I’érythro-
blastose aviaire (AEV) que la caracté-
risation des récepteurs nucléaires de

la T3 a été réalisée (m/s n°3, vol. 3,
p.72). Ainsi, en 1986, deux équipes
démontraient simultanément que les
produits de deux genes c-erbA, homo-
logues cellulaires de l’oncogéene v-
erbA, étaient des protéines a localisa-
tion nucléaire qui liaient la T3 avec
la méme affinité que les récepteurs
natifs de cette hormone [3, 4]. Les
travaux ultérieurs ont établi que le
géne c-erbAB engendre, par épissage
alternatif, deux messagers c-erbABI et
c-erbAf2, dont les produits différent
uniquement par leur extrémité NH2-
terminale (figure 1). C-erbABI est ex-
primé de maniére ubiquitaire alors

c-ErbAB1
NH; | Il - | 87 | cooH
1 107 174 248 461
c-ErbAp2
NH | Il - | 87 | cooH
1 160 227 301 514
c-ErbAai L2
v ]  coon
1 53 120 194 410
c-ErbAa2
NH, [ 100 [ 100 [ 100 | coon
1 53 120 194 368 409 492
c-ErbAo3 (viI)*
NH, [ 100 K 100 [ 100 , | cooH
1 53 120 194 368 453

Figure 1. Comparaison des différentes protéines c-ErbA. Deux génes diffé-
rents ont été identifiés. Le géne c-erbAPB produit deux messagers codant pour
les récepteurs c-ErbAB1 et c-ErbAB2. Le géne c-erbAa produit, chez certaines
especes, trois messagers codant pour le récepteur c-ErbAa1, ainsi que pour
les protéines c-ErbAa2 et c-ErbAa3 qui ne fixent pas la T3, en raison de I’ab-
sence d’une séquence d’acides aminés L2 importante pour la liaison hormo-
nale. Les numéros des acides aminés figurent a la limite de chaque domaine
fonctionnel. Les chiffres figurant a I'intérieur de chaque domaine fonctionnel
représentent le pourcentage d’identité entre chaque domaine et le domaine
correspondant de c-ErbAa1. En absence de valeur, le pourcentage d’identité
est inférieur & 15 %. Le rectangle blanc représente le domaine NH2 terminal,
qui comprend notamment un domaine de transactivation indépendante du li-
gand. Rectangle rouge: domaine de liaison a I’ADN. Rectangle gris: domai-
ne charniére, comprenant notamment le signal de localisation nucléaire. Rec-
tangle rose: domaine multifonctionnel, comprenant notamment les
domaines de dimérisation et de liaison de la T3. Les séquences 409-492 (a2)
et 368-453 (a3) sont identiques. Vil : variant Il.
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Tableau |

QUELQUES EXEMPLES D’ELEMENTS DE REPONSE A LA T3 (T3RE)
IDENTIFIES SUR LES GENES CIBLES DE CETTE HORMONE

T3RE palindromique: bGH GGGACATGACCC
Répétition directe (DR4): raMHC AGGTGAcaggAGGACA
rME GGGTTAggggAGGACA
Palindromes inversés (IP)
IP-6: cLys F2 TGACCCcagctgAGGTCA
mMBP  GGACCTcggctgAGAACA
IP-5: hT3R 1 TGTCCTccttaAGGGCA
T3RE complexe: rGH AGGTAAgatcaGGGACGTGACCG

Abréviations: bGH: GH bovine,; rME : enzyme malique de Rat; cLys F2: gene du lysozyme de Pou-
let; mMBP: protéine basique de la myéline de souris; hT3RB1: c-ErbAB1 humain; rGH: GH de Rat;
DR4: répétitions directes espacées de 4 bases; IP6, IP5: palindromes inversés espacés de 6, de

5 bases.

que c-erbAB2 est essentiellement ex-
primé dans I’hypophyse. Le geéne c-
erbAd produit par épissage alternatif
trois messagers dont les produits dif-
ferent par leur extrémité C-terminale
(figure 1). Les formes 02, identifiée
chez le Rat, la Souris ou ’'Homme, et
03 (Rat, Souris) ne fixent pas la T3,
en raison de ’absence d’une séquen-
ce d’acides aminés carboxyterminale
indispensable a la liaison de I’hormo-
ne. On considere actuellement que
la forme 02 pourrait étre un antago-
niste des récepteurs c-ErbAal et f.
En effet, elle se fixe sur les mémes sé-
quences nucléotidiques que celles re-
connues par les récepteurs de la T3,
avec toutefois une affinité moindre.
D’autre part, elle n’a pas d’activité
transcriptionnelle constitutive (m/s
n°3, vol. 10, p. 357).

Les récepteurs c-ErbA sont des fac-
teurs de transcription activés par la
T3, qui se fixent sous forme dimé-
rique aux éléments de réponse spéci-
fiques (T3RE) situés en amont des
genes cibles de la T3. En absence de
ligand, ils répriment généralement la
transcription. En présence de T3,
apreés changement de conformation,
ils activent fortement la transcrip-
tion. Cependant, sur certains T3RE,
c-ErbA activé par son ligand agit
comme répresseur transcriptionnel.
De tels éléments de réponse (T3RE
négatifs) ont notamment été identi-
fiés sur les genes des sous-unités O et
B de la TSH. Les T3RE sont des élé-
ments spécifiques, composés de deux
hémi-sites (un pour chaque partenai-
re du complexe dimérique) dont la

séquence varie autour du motif
consensus AGGTCA. Trois types de
T3RE sont actuellement identifiés
(Tableau 1): les séquences palindro-
miques (AGGTCA TGACCT), les ré-
pétitions directes (AGGTCA nnnn
AGGTCA ou n représente un nucléo-
tide quelconque) et les palindromes
inversés (TGACCT nnnnnnn AGGT-
CA). Des T3RE plus complexes, com-
posés de séquences multiples ont
également été identifiés, notamment
sur le géne de I’hormone de crois-
sance, GH.

Les récepteurs nucléaires de la T3 se
lient généralement a I’ADN sous for-
me d’homodimeres et d’hétérodi-
meres. L’activité transcriptionnelle
de I’homodimeére est actuellement
controversée, puisque certains tra-
vaux indiquent que la liaison a ’ADN
de ce complexe est inhibée par la T3
[5, 6]. Les partenaires d’hétérodimé-
risation de c-ErbA appartiennent au
groupe II de la superfamille des ré-
cepteurs nucléaires [7]: les récep-
teurs de I'acide rétinoique, de ’acide
9-cistétinoique (RXR, qui semblent
constituer les partenaires majeurs),
de la vitamine D3, et le récepteur
PPAR" [8]. La formation d’hétérodi-
meéres avec un récepteur orphelin
(COUP-TF) a également été propo-
sée. Sans rentrer dans les détails, la
formation de ces hétérodimeres mo-
dule I'activité transcriptionnelle de la
T3 sur ses différents génes cibles et

* Des travaux récents suggerent que ce récepteur fixe
un métabolite des prostaglandines.
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peut, dans certains cas, modifier la
nature des genes activés par cette
hormone [9].

Par ailleurs, en dehors de leur activi-
té transcriptionnelle directe, les ré-
cepteurs de la T3 c-ErbA activés par
leur ligand partagent avec d’autres
récepteurs la propriété de réprimer
lactivité AP-1 [10, 11]. Comme le
maintien d’une activité AP-1 élevée
inhibe la différenciation de différents
types cellulaires, une telle activité des
récepteurs de la T3 est probablement
impliquée dans la régulation de la
différenciation cellulaire par cette
hormone.

Existg-t-il une voie .
d’actloq_membrana_lre
de la triiodothyronine ?

De nombreux travaux réalisés sur or-
gane isolé-perfusé ou sur cultures cel-
lulaires, ont mis en évidence une sti-
mulation du captage d’acides aminés
neutres, d’AIB (acide 0 amino-isobu-
tyrique) ou de 2-désoxyglucose par la
T3. Cet effet tres rapide (temps de la-
tence inférieur a 2 minutes) est
insensible aux inhibiteurs de la syn-
theése protéique, ce qui exclut 'impli-
cation des récepteurs nucléaires de
cette hormone.

Les travaux les plus récents de Segal
[12] ont précisé les événements qui
préceédent la stimulation du captage
de 2-désoxyglucose. L’effet le plus ra-
pide observé apres administration de
T3 est lactivation du flux calcique
entrant détectable en moins de 45 se-
condes; une stimulation de I’adénylyl
cyclase et une augmentation de la
concentration intracellulaire d’AMPc
lui succedent, phénomenes percep-
tibles en moins de 2 minutes. Cet en-
semble de données suggere donc que
la T3 active rapidement 'entrée du
2-désoxyglucose via la voie des se-
conds messagers que constituent
I’AMPc et le calcium.

Ces résultats sont difficilement expli-
cables par une action de la T3 re-
layée par ses récepteurs nucléaires.
L’existence d’une voie d’action mem-
branaire de cette hormone a donc
été proposée. Cependant, en 'absen-
ce de caractérisation d’un récepteur
membranaire de la T3, une telle pos-
sibilité reste a confirmer.

La triiodothyronine
stimule I'activité
mitochondriale

L’analyse de I’ensemble des travaux
réalisés sur ce sujet indique que les
hormones thyroidiennes exercent
plusieurs types d’action au niveau des
mitochondries: les actions «immé-
diates », apparentes en quelques mi-
nutes; les actions rapides décelables
en quelques heures; les actions a
long terme, détectables aprés un dé-
lai supérieur ou égal a 24 heures.
Nous aborderons tout d’abord les ef-
fets mitochondriaux «immédiats»
des hormones thyroidiennes. De
nombreux travaux entrepris en parti-
culier par Sterling [13, 14] montrent
que ces hormones activent la respira-
tion mitochondriale et la synthese
d’ATP. Cette action est insensible
aux inhibiteurs de la synthése pro-
téique nucléaire ou mitochondriale.
Elle est, de plus, observée aprés un
temps de latence extrémement bref:
15 minutes in vivo et moins de 2 mi-
nutes sur mitochondries isolées. De
méme, une activation de la transloca-
se mitochondriale, qui joue un role
clé dans I'exportation de ’ATP syn-
thétisé par les mitochondries, est dé-
tectable moins de 15 minutes apres
administration de T3 [15]. Hormis
leur rapidité, ces actions possedent
donc deux caractéristiques: elles sur-
viennent sur mitochondries isolées,
et elles ne sont pas influencées par
les inhibiteurs de la synthese pro-
téique. Cela permet d’écarter a priori
Iintervention des facteurs de trans-
cription que constituent les récep-
teurs nucléaires de la T3. Ces élé-
ments constituent donc des argument
forts en faveur d’une action extragé-
nomique de cette hormone impli-
quée dans la stimulation a court ter-
me de I'activité mitochondriale.
Selon Brown et al. [16], la fuite des
protons a travers la membrane inter-
ne mitochondriale représenterait
plus de 20 % du controle multifacto-
riel de D'activité mitochondriale. Or,
les études réalisées sur mitochon-
dries isolées au stade respiratoire IV
[17, 18] ou sur hépatocytes isolés
[19], indiquent que ces hormones

* La fuite de protons des mitochondries, incubées en
Uabsence d’ADP, exerce un controle important sur la
respiration mitochondriale.
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abaissent le potentiel de membrane
mitochondrial en augmentant la per-
méabilité de la membrane interne
aux protons. Cette influence, insen-
sible a l'actinomycine D, est détec-
table en quelques heures [20]. Elle
peut donc étre classée dans les effets
mitochondriaux «rapides» de la T3.
Une telle action des hormones thy-
roidiennes est actuellement mieux
comprise. En effet, la T3 augmente la
surface de la membrane interne et,
par conséquent, la fuite passive des
protons [21]. En outre, elle induit
une modification de la composition
des phospholipides membranaires
qui augmente la perméabilité de la
membrane interne aux protons [21].
Cette modification affecte la teneur
en cardiolipine de la membrane in-
terne, phospholipide spécifique de la
mitochondrie. Sa concentration est,
en effet, réduite par 'hypothyroidie
et accrue par I'hyperthyroidie [22,
23]. Selon les mémes travaux, la te-
neur en cardiolipine de la membrane
interne modifie D'activité de nom-
breuses enzymes ou transporteurs mi-
tochondriaux. Un tel mécanisme
pourrait donc étre également a 1’ori-
gine de la stimulation par les hor-
mones thyroidiennes de la respira-
tion mitochondriale observée sur
organites isolés au stade III" de la res-
piration [18]. En effet, les activités de
I’ATP synthase et/ou de la transloca-
se, qui contribuent toutes deux a dis-
siper le potentiel de membrane, ont
été impliquées dans cette action
[18]. Ainsi, I'influence «rapide» de
la T3 sur la consommation d’oxygene
pourrait s’exercer essentiellement
sur les processus dissipateurs du po-
tentiel de membrane mitochondrial,
en induisant des modifications de la
membrane interne.

Enfin, depuis les travaux initiaux de
Gross [24], il est bien établi que
I'une des actions les plus caractéris-
tiques de la T3 consiste a stimuler la
mitochondriogenese. Cette action a
long terme, décelable apres un délai
supérieur a 24 heures, implique a la
fois la stimulation de I’expression des
génes nucléaires codant pour des
protéines a localisation mitochon-
driale, et la stimulation de ’expres-

* Sur ces mitochondries incubées en présence de sub-
strat et d’ADP qui phosphorylent ce dernier en ATP,
la fuite des protons n’influence pas significativement
la respiration mitochondriale.
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sion du génome mitochondrial. Les
données rapportées dans les para-
graphes suivants permettent de
mieux comprendre 'action de la T3
sur l'expression de ces deux gé-
nomes.

La triiodothyronine active
la transcription
du génome mitochondrial

Bien que les messagers ribosomiques
12S et 16S ne soient pas clairement
influencés, de trés nombreux travaux
montrent que les hormones thyroi-
diennes élévent de maniére coordon-
née I’abondance de tous les ARNm
mitochondriaux, conséquence direc-
te de l'activation de la transcription
du génome mitochondrial [25, 26].
Ces résultats sont en accord avec la
mise en évidence d’une régulation
positive par la trilodothyronine de
I’abondance du messager mtTFA,
produit d’un géne nucléaire [27]. En
effet, mtTFA est un facteur de trans-
cription du génome mitochondrial
importé dans I’organite [28]. Ainsi,
la T3 peut controler, via ses récep-
teurs nucléaires, la synthése d’une
protéine codée par le génome nu-
cléaire capable d’induire I’expression
du génome mitochondrial. L’influen-
ce de la triiodothyronine sur la bio-
geneése mitochondriale est donc
considérée par certains auteurs com-
me une action indirecte, commencée
au niveau nucléaire. Cependant, la
mise en évidence d’un effet de la T3
sur la transcription du génome mito-
chondrial détectable en moins de
5 minutes, notamment sur mitochon-
dries isolées [29], n’est pas en accord
avec I’hypothése d’une voie d’action
indirecte exclusive de cette hormone
par lintermédiaire des récepteurs
nucléaires c-ErbA. Une telle observa-
tion posait donc la question de I’exis-
tence d’'un récepteur mitochondrial
de la T3, facteur de transcription du
génome mitochondrial activé par cet-
te hormone.

Multiplicité

des mécanismes d’action
dela T3

au niveau mitochondrial

Pour certains auteurs I'influence des
hormones thyroidiennes sur 'activité
mitochondriale prendrait essentielle-
ment sa source au niveau nucléaire.

Une telle hypothése est en accord
avec ’observation selon laquelle la
sous-unité -F1 de ATP synthase est
le produit d’un geéne nucléaire qui
est sous controle transcriptionnel di-
rect de la T3 [30]. De méme, bien
qu'un contrdle transcriptionnel di-
rect n’ait pas €té clairement mis en
évidence, le niveau d’équilibre de
’ARNm du cytochrome cl, produit
d’un gene nucléaire, est également
augmenté par la T3 [31]. Enfin, cette
hypothése est confortée par ’obser-
vation précédemment rapportée
concernant le controle de I’état
d’équilibre du messager mtTFA par
la T3 [27]. Cependant, I'idée de 'ex-
clusivité d’un tel mécanisme n’est pas
acceptable puisqu’il peut étre a priori
écarté dans la plupart des actions ra-
pides de la T3. En effet, comme nous
I’avons signalé précédemment, la
brieveté du temps de latence de
I’hormone, associée a l’insensibilité
de ce type d’action aux inhibiteurs
de la synthese protéique, n’est pas en
accord avec une telle hypothése. En
outre, le fait qu’en regle générale la
T3 influence peu l’abondance des
protéines mitochondriales codées
par des genes nucléaires [32, 33] ne
constitue pas un argument en faveur
d’une voie d’action nucléaire exclusi-
ve de la T3. Ces données démontrent
donc l'implication d’autres méca-
nismes d’action dans l'influence mi-
tochondriale de la T3.

Certains effets mitochondriaux de la
T3 sont comparables a ceux d’autres
hormones induisant une augmenta-
tion du flux calcique entrant dans la
cellule [22]. Cette observation a fait
naitre I’hypothese d’une implication
de la voie calcique dans I'influence
de la T3 sur I'organite [34]. En effet,
les travaux de Segal [12] précédem-
ment mentionnés, indiquent que la
T3 induit trés rapidement une stimu-
lation de l'entrée de calcium. Or,
certains parametres mitochondriaux,
notamment I'activité des déshydrogé-
nases, sont stimulés par Ca*. Un tel
mécanisme pourrait donc expliquer
de manicre satisfaisante les effets mi-
tochondriaux rapides de la T3. Cette
hypothese suppose, cependant, que
I'augmentation du flux calcique en-
trant induit par la T3 se traduise né-
cessairement par une élévation du
pool de calcium mitochondrial. Cela
n’est précisément pas en accord avec
les travaux de Murphy [35]. En effet,
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selon cet auteur, la T3 induit une di-
minution du captage de Ca® par I’or-
ganite, corrélée a la diminution du
potentiel de membrane précédem-
ment rapportée. Néanmoins, quelle
que soit son importance précise, Ca?*
amplifie le signal hormonal au ni-
veau de |'organite, puisque sa présen-
ce a la concentration de 25nM dans
le milieu de survie des mitochondries
isolées permet de déceler des actions
rapides de la T3 pour des concentra-
tions hormonales aussi faibles que
10-M [36].

Une autre voie d’action, dont la si-
gnification physiologique reste a dé-
montrer, a été proposée par Hardy et
Mowbray [37]. Selon ces auteurs, la
T3 induirait I’ADP-ribosylation d’une
protéine de la membrane interne de
11 kDa, corrélée a I'augmentation de
la respiration mitochondriale. En
outre, I'utilisation d’un inhibiteur de
I’ADP-ribosylation bloque I'influence
précoce de la T3 sur 'organite [38].
Enfin, I'existence d’un récepteur
mitochondrial de la T3, qui fait
I’objet d’une controverse majeure, a
été proposée sur la base des éléments
expérimentaux suivants: en 1984,
Sterling et al. [39] mettaient en évi-
dence un captage rapide et quantita-
tivement important de T3 par les

mitochondries ; paradoxalement,
alors que seule la voie d’action
nucléaire de la T3 était admise, ces
organites constituaient un comparti-
ment majeur d’accumulation de cet-
te hormone. En outre, malgré la
publication de résultats négatifs sur
lesquels les partisans de l’action
nucléaire de la T3 s’appuient exclusi-
vement, trois équipes différentes ont
mis en évidence la présence de sites
de liaison spécifiques dans I’organite,
localisés notamment sur la membra-
ne interne [40-42]. La difficulté de
mettre en évidence de tels sites dans
une structure cellulaire particuliére-
ment riche en liaisons non spéci-
fiques est de nature a expliquer en
partie les résultats négatifs rapportés
par ailleurs. En outre, Goglia et al.
[43] ont montré in vitro que les diio-
dothyronines (3,3’-T2 et 3,5-T2),
dérivés physiologiques de la T3 obte-
nus par désiodation, se lient a la cyto-
chrome-oxydase purifiée, modifient
sa conformation, et activent cette
enzyme de la membrane interne. Si
un tel mécanisme est fonctionnel in
vivo, ce qui reste a établir, la cyto-
chrome-oxydase pourrait, d’'une cer-
taine maniére, étre considérée com-
me un véritable récepteur des
iodothyronines.

i 199 35§ 4‘42 ARNmM c-erbAa1
l
NH, | | cooH
NH, | | cooH
v [ [ | coon
1 53 120 194 410

Figure 2. Les protéines c-ErbA tronquées sont synthétisées a partir de sites
internes de démarrage de la traduction du messager c-erbAal1. Selon Bigler
et al. [46], I'utilisation du premier codon AUG permet la synthése du récep-
teur nucléaire de la T3. La p43 serait synthétisée par utilisation du second
AUG (nucléotide n° 109). La construction utilisée pour surexprimer cette pro-
téine a été obtenue en délétant le premier codon d’initiation sur un ADNc
permettant I'expression du récepteur nucléaire c-ErbAa1 [46]. Les protéines
c-ErbA les plus courtes sont synthétisées par I'utilisation de deux autres AUG
situés plus en aval (nucléotides n° 358 et 442).
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Figure 3. L’expression d’une protéine
c-ErbAa1 tronquée (environ 43 kDa)
dans les cellules CV1 démontre sa
localisation mitochondriale. A. Mar-
quage de cellules CV1 (cellules de
rein de singe) témoins (transfectées
avec le vecteur vide) avec un anti-
corps obtenu contre le domaine de
liaison hormonal de c-ErbA (détec-
tion avec un second anticorps mar-
qué a la fluorescéine). B. Marquage
des cellules CV'1 surexprimant la p43
avec un anticorps obtenu contre le
domaine de liaison hormonal de c-
ErbA (détection avec un second anti-
corps marqué a la fluorescéine).
C. Marquage des mitochondries des
cellules CV1 surexprimant la p43 par
un anticorps obtenu contre un anti-
gene mitochondrial (détection avec
un second anticorps marqué a la
rhodamine). La comparaison des
images B et C démontre une parfaite
colocalisation des deux marquages
(document reproduit avec |’autorisa-
tion de I’éditeur de J Biol Chem).
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Une protéine c-ErbAa1
est localisée

dans la matrice
mitochondriale [44]

L’existence éventuelle d'un récepteur
mitochondrial de la T3, possible fac-
teur de transcription du génome
mitochondrial, nous a conduits a ten-
ter de caractériser ce dernier par plu-
sieurs approches complémentaires.
Une technique de marquage par pho-
to-affinité (PAL-T3), identique a celle
qui a permis de mettre en évidence la
multiplicité des récepteurs nucléaires
de la T3 [2], a été utilisée sur des pré-
parations de mitochondries de foie
de rat trés purifiées. Deux protéines
liant spécifiquement la PAL-T3 dans
I'organite ont été mises en évidence:
une protéine de 28 kDa située sur la
membrane interne de la mitochon-
drie, dont le poids moléculaire et la
localisation correspondaient aux don-

nées précédemment rapportées par
Sterling et al. [14], et une protéine de
43 kDa située dans la matrice mito-
chondriale.

Les travaux initiaux concernant la ca-
ractérisation du récepteur nucléaire
de la T3 c-ErbAal [4] indiquaient
que la transfection d’'un ADNc per-
mettant la synthese de ce récepteur
(MM 46kDa) dans les fibroblastes
aviaires induisait également la pré-
sence minoritaire d’'une protéine c-
ErbA de plus petit poids moléculaire
(environ 40 kDa). Par ailleurs, les tra-
vaux de Bigler et Eisenman [45]
montraient la présence de plusieurs
formes de protéines c-ErbAal tron-
quées dans les cellules aviaires. Cer-
taines d’entre elles avaient, en outre,
une localisation extranucléaire. Ces
données nous ont donc incités a re-
chercher une éventuelle parenté
entre les protéines mitochondriales
liant la T3 et les récepteurs nu-

cléaires de cette hormone. L’utilisa-
tion de deux anticorps dirigés contre
des séquences différentes du domai-
ne de liaison hormonal de c-ErbA
nous a permis de mettre en évidence
la présence d’une protéine de 43 kDa
dans la matrice mitochondriale, im-
munologiquement reliée a c-ErbAal.
L’utilisation de la technique de gel-
retard a, par ailleurs, permis de mon-
trer que cette protéine se liait spécifi-
quement aux éléments de réponse
des récepteurs nucléaires de la T3
(T3RE). Enfin, apres marquage des
protéines mitochondriales par la
PAL-T3 radioactive, il était possible
d’immunoprécipiter une protéine de
43kDa liée a la PAL-T3 a l'aide de
I’'un des anticorps précédemment uti-
lisés. Ces résultats établissaient donc
I’existence, dans la matrice mito-
chondriale, d’une protéine c-ErbAal
qui fixe la T3 et qui posséde le do-
maine de liaison hormonal et le do-

Tableau Il

CLASSIFICATION DES EFFETS DE LA T3 AU NIVEAU MITOCHONDRIAL ET MECANISMES D’ACTION PROPOSES

Actions immédiates

Mécanismes proposés:

Actions rapides

Mécanismes proposés
« Effet extramitochondrial:

« Effet intramitochondrial :

Actions a long terme

Mécanismes proposés:

genes mitochondriaux.

Temps de latence: quelques minutes
« Activation de la respiration mitochondriale [13, 14]
* Activation de la synthése d’ATP [13, 14]
« Activation de la translocase [15]

» Augmentation du pool de calcium mitochondrial [1, 34, 36]

» ADP-ribosylation d’une protéine de la membrane interne [37, 38]

* Modification allostérique d’une enzyme de la membrane interne [43]

Temps de latence: quelques heures

* Modification de la composition lipidique de la membrane interne induisant:
— Une augmentation de la fuite des protons [19, 21]
— Une stimulation de I'activité de plusieurs enzymes et transporteurs mitochondriaux [22, 23] 1

+ Activation rapide de |'expression du génome mitochondrial [29]
— Modification du métabolisme lipidique de la cellule [24, 25]

— Intervention du récepteur mitochondrial de la T3 [44]

Temps de latence: supérieur a 24 heures
- Biogenése mitochondriale [24]

» Expression coordonnée des genes nucléaires codant pour des protéines mitochondriales et des

* Implication des récepteurs nucléaires et mitochondriaux de la T3 [28, 44]

_
NNDN

o]
—_

1,2,5

2

Le type d’expérimentation réalisée est précisé dans la colonne de droite du tableau:
1: Traitement effectué in vivo. Mesures effectuées sur mitochondries isolées.
2: Expérimentation totalement réalisée sur mitochondries isolées.

3: Observations indirectes.
4: Interactions avec I'enzyme purifiée.

messssssmn 5: Hépatocytes isolés.
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maine de liaison a 'ADN du récep-
teur nucléaire de cette hormone
(p43). Nous avons, par ailleurs, iden-
tifié plusieurs T3RE présomptifs dans
le génome mitochondrial de rat, no-
tamment localisés dans la D-loop, ré-
gion qui comprend les promoteurs
de ce génome. La mise en évidence
d’une liaison spécifique de la p43 sur
au moins 'une de ces séquences,
nous conduit actuellement a tester
I’hypothése selon laquelle cette pro-
téine constituerait un facteur de
transcription mitochondrial dépen-
dant de ’hormone.

L’importance physiologique d’un tel
récepteur a été abordée de deux ma-
nieres. L’étude de I'expression tissu-
laire spécifique de la p43 s’est avérée
riche d’enseignements. D’une part,
I’abondance intramitochondriale de
cette protéine est corrélée positive-
ment a la richesse en organites des di-
vers tissus testés. En particulier, la p43
est présente en trés grande quantité
dans les mitochondries de tissu adi-
peux brun. Cela suggeére donc une
implication de ce récepteur dans la ré-
gulation de la mitochondriogenese,
processus controlé par la T3. D’autre
part, la p43 est indétectable dans les
mitochondries de cerveau de rat adul-
te, tissu insensible a I’action calorige-
ne des hormones thyroidiennes, ce
qui suggere une implication du récep-
teur mitochondrial dans cette action
thermogénique. Ces résultats ont été
complétés par I'étude de l'influence
de la surexpression d’une protéine c-
ErbAal tronquée d’'une masse molai-
re voisine de 43 kDa. Selon Bigler et
al. [46], les protéines c-ErbA tron-
quées, précédemment identifiées par
ces auteurs, sont synthétisées a partir
du messager codant pour le récepteur
nucléaire c-ErbAal, par utilisation de
sites de démarrage interne de la tra-
duction (figure 2). Une construction
réalisée par ces auteurs, obtenue par
délétion du site initial de démarrage
de la traduction, permet la synthese
d’une protéine majoritaire d’une mas-
se molaire voisine de 43 kDa. Nous
montrons que cette protéine est ci-
blée dans la mitochondrie (figure 3).
En outre, sa surexpression induit une
forte stimulation de I’activité mito-
chondriale estimée par le captage de
rhodamine 123 et I’activité cytochro-
me-oxydase, démontrant I'implication
de ce récepteur dans la régulation de
Pactivité mitochondriale.

Ces résultats établissent ainsi sans
ambiguité l'existence d’une voie
d’action mitochondriale directe de la
T3. Cependant, ils ne démontrent en
aucun cas que tous les effets de la T3
sur I'organite sont relayés par ce ré-
cepteur, comme nous le signalons
dans la conclusion de cet article. Il
reste néanmoins a comprendre les
processus a I'origine du ciblage vers
la mitochondrie d’une protéine pos-
sédant un signal de localisation nu-
cléaire. De méme, I'absence du ré-
cepteur c-ErbAB dans 'organite
attire notre attention, d’autant plus
qu’elle fait apparaitre pour la pre-
miere fois une réelle différence fonc-
tionnelle entre la forme al et les
formes f3.

I Conclusions

Les données rapportées dans cette
revue démontrent la complexité des
mécanismes d’action des hormones
thyroidiennes. En effet, parallele-
ment aux mécanismes relayés par les
récepteurs nucléaires c-ErbA, une
voie d’action incluant une augmenta-
tion de I’entrée de calcium dans la
cellule, et une activation de I’adénylyl
cyclase a été proposée. En outre, les
mitochondries constituent la cible
d’une activité particulierement com-
plexe de la T3. Contrairement aux
données générales de la littérature, il
nous parait raisonnable de présenter
non pas deux, mais trois types
d’action de la T3 sur ces organites
(Tableau II). Les actions tres rapides,
détectables en quelques minutes,
généralement insensibles aux inhibi-
teurs de la synthese protéique, s’exer-
cent probablement au niveau de
I’organite, via des modifications
éventuelles du flux calcique entrant,
la possible ADP-ribosylation d’une
protéine qui reste a caractériser, ou
des modifications allostériques de
certaines enzymes de la membrane
interne conduisant a leur activation
(interactions possibles diiodothyro-
nines-cytochrome oxydase). Les
actions rapides, détectables en
quelques heures, sont probablement
de nature plus complexe, avec deux
composantes: une composante extra-
mitochondriale, impliquant notam-
ment les modifications du métabolis-
me lipidique a l'origine d’une
altération de la composition de la
membrane interne mitochondriale,
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avec ses conséquences sur la dissipa-
tion du potentiel de membrane et
sur I'activité de divers transporteurs;
une composante intramitochondriale
qui comprendrait une activation pré-
coce de 'expression du génome de
I’organite et qui pourrait étre induite
par la protéine c-ErbA mitochondria-
le de 43 kDa. Enfin, les actions a plus
long terme, détectables apres plus de
24 heures, qui se traduisent par une
activation de la mitochondriogenése,
comprendraient, a la fois I'activation
relayée par les récepteurs nucléaires
de la T3 de certains geénes nucléaires
codant pour des protéines mitochon-
driales, et une augmentation de
I’expression du génome mitochon-
drial, induite par mtTFA (codé par
un gene nucléaire) et, peut-étre, par
le récepteur mitochondrial de la T3.
Les effets des hormones thyroi-
diennes sont particulierement diversi-
fiés. Ces hormones sont, en effet, im-

Summary

pliquées dans la régulation des méta-
bolismes glucidique, protidique et li-
pidique, et elles interviennent dans
les processus de thermorégulation et
de thermoadaptation. En outre, elles
exercent une influence importante
sur le développement et sur la diffé-
renciation de nombreux types cellu-
laires. Il est tentant de proposer que
ces derniers effets, associés a 1'induc-
tion ou a la stimulation de I’expres-
sion de geénes spécifiques de tissu,
sont exclusivement induits par les ré-
cepteurs nucléaires de la T3. De
méme, les activités extranucléaires
des hormones thyroidiennes pour-
raient étre essentiellement impli-
quées dans la régulation du métabo-
lisme énergétique. Cependant, un
nombre croissant de travaux souli-
gnent I'importance de l'activité mito-
chondriale pour la prolifération [47]
et la différenciation cellulaires [48-
50]. Ces éléments permettent de pen-

The direct triiodothyronine mitochondrial pathway : myth or reality ?

Besides the well established triiodo-
thyronine (T3) nuclear pathway, di-
rect influences of this hormone
upon cell membrane and mitochon-
dria have been proposed. However,
although a T3 stimulation of cal-
cium influx and cAMP production
have been reported, an hypothetical
T3 membrane receptor remains to
be identified. Numerous data un-
derline that T3 exerts short and
long-term effects upon mitochon-
dria. In particular, hormonal stimu-
lation of oxygen consumption, ATP
synthesis and mitochondrial translo-
cator activity have been reported.
These influences are detected with
a short latency period, in in vivo ex-
periments as well as on isolated mi-
tochondria, and are not affected by
protein synthesis inhibitors. There-
fore, they are not mediated by T3
nuclear receptors. In addition, a
long-term effect upon mitochon-
drial biogenesis is well established.

The short-term stimulation of mito-
chondrial activity by T3 is linked to
an increase in the inner membrane
area and acute changes in its phos-
pholipid composition. This pheno-

menon induces in turn an increase
in mitochondrial carriers and en-
zymes activities and a rise in inner
membrane proton leak. In addition,
T3 also stimulates mitochondrial
gene expression. Several mecha-
nisms have been proposed to ex-
plain the T3 mitochondrial influen-
ce. An increase in the mitochondrial
calcium pool, a possible ADP-ribosy-
lation of an inner membrane pro-
tein, or an induction of cytochro-
me-oxidase allosteric changes have
been proposed to be involved in the
short-term influence of T3. Moreo-
ver, evidences suggesting that the
nuclear pathway is involved in long-
term influences are provided. Last-
ly, the identification of a c-ErbA-re-
lated protein in the mitochondrial
matrix, inducing strong changes in
mitochondrial activity, clearly esta-
blishes the occurrence of a direct
T3 mitochondrial pathway. Over all,
it appears that T3 influences mito-
chondrial activity by a number of
different mechanisms initiated insi-
de and outside the organelle.

ser qu'une interaction permanente
entre les diverses voies d’action de la
T3 interviendrait dans la majorité des
effets généraux de cette hormone.
Dans ces conditions, il serait intéres-
sant d’évaluer I'importance réelle des
effets mitochondriaux de la T3 m
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