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> Les dysfonctionnements mitochondriaux occu-
pent une place désormais incontournable dans
de nombreux domaines de la pathologie humaine.
Elles sont reconnues maintenant dans un vaste
spectre de présentations cliniques: atteintes
d’organes, isolées ou en association, cancers;
elles sont aussi la cible importante de nombreux
virus, dont celui du Sida... Primaires ou secon-
daires, elles participent de plus au vieillissement
de I'organisme. Malgré les progres réalisés sur un
plan génétique, beaucoup reste a faire, surtout
si I'on considére le dénuement quasi-total dans
lequel nous nous trouvons pour combattre ces
affections. Les recherches dans les domaines de
la physiologie et de la pathophysiologie mito-
chondriales ont une longue histoire en France
avec les travaux initiaux de génétique moléculaire
réalisés sur la levure, de bioénergétique du fonc-
tionnement de la chaine respiratoire, ou encore
de recherches en physiologie cellulaire végétale.
Ce n’est donc sans doute pas un hasard si quatre
équipes frangaises, essentiellement issues de ces
domaines fondamentaux, souvent en collabo-
ration avec des partenaires européens, se sont
attelées au défi que constitue la lutte contre les
maladies mitochondriales. Les approches décrites
dans cet article ne représentent a ce stade que
des pistes sur un chemin que ’on peut prévoir long
et semé d’embiches. Elles sont toutes originales
et a ce titre comportent indubitablement une part
de risque et d’incertitude, mais elles sont aussi
porteuses d’espoir avec a la clé un enjeu impor-
tant en regard de I'impact de ces maladies. <
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Les maladies mitochondriales forment un groupe croissant
d’affections multiformes aux causes génétiques multiples
[1]. Cela ne constitue pas véritablement une surprise, si I’on
considére quoutre les 37 génes portés par le génome mito-
chondrial, plus de 1500 genes nucléaires sont nécessaires
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au bon fonctionnement

mitochondrial (Figu-
re1A). Il est aventureux
de chiffrer 'impact de
ces maladies. De plus,
il semble que le vieillis-
sement des organismes
aérobies (et les mala-
dies qui chez ’lhomme lui
sont associées) résulte
en grande partie de per-
turbations des fonctions
mitochondriales. On
assiste de fait a la nais-
sance d’une véritable
«médecine mitochon-
driale» avec comme
socle commun les per-
turbations de la synthése
d’ATP, de la manipulation
de 'oxygene et des inter-
médiaires carbonés [1].
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Face a ces maladies, les capacités d’interventions thérapeutiques espérées pour combattre ces maladies. Cette situation
restent quasi inexistantes. €n effet, a quelques rares exceptions a conduit de nombreux groupes a travers le monde,

pres, I'identification chez une partie des patients des génes porteurs en particulier en France, a imaginer des stratégies

de mutations n’a malheureusement pas réellement fourni les clés nouvelles pour tenter d’enrayer ces atteintes. La nou-
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Figure 1. Les génes codant pour les sous-unités des complexes de la chaine respiratoire. A. La
double origine nucléaire et mitochondriale de la centaine de protéines constituant la chaine
respiratoire participe a la complexité génétique des maladies mitochondriales. Un nombre
considérable de protéines additionnelles, plus de 1 500, sont en réalité nécessaires au bon fonc-
tionnement des mitochondries. Les composants de la chaine respiratoire synthétisés a partir de
’ADN mitochondrial sont indiqués en vert. B, C. Au cours de I’évolution, une bonne partie des
génes codant pour les constituants de la chaine respiratoire a migré depuis I’ADN mitochondrial
vers I’ADN nucléaire. C’est le cas du gene Cox2 qui dans la famille des Papilionacées est présent

a I’état actif dans I’'un ou I’autre des génomes. mt : mitochondrial ; nucl : nucléaire.
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veauté des stratégies retenues implique
une part de risque évidente et les obs-
tacles avant d’envisager leur mise en
ceuvre chez I’lhomme sont encore nom-
breux. Parmi ces approches nouvelles
figure I'idée d’importer dans les mito-
chondries du matériel exogéene, ADN,
ARN ou protéines ayant une activité
curative (Figure 2). Comme on peut bien
I’imaginer, importer chacun de ces types
de molécules impose des contraintes
propres. Des machineries trés élabo-
rées et maintenant bien caractérisées
permettent le transport des protéines a
travers les membranes mitochondriales
(Figure 3) [2]. €n revanche, I'import
de certains ARN dans les mitochondries
humaines et sa signification physio-
logique ont été longtemps un sujet de
controverse et les relations entre cet
import et celui des protéines restent
incertaines et probablement différentes
d’une espéce a 'autre. Finalement, les
mécanismes intervenant dans I'import
d’ADN dans les mitochondries sont pour
I’instant bien mystérieux.

Importer de I’ADN
dans les mitochondries

A priori 'idée d’importer de ’ADN dans
les mitochondries semble folle, un tel
phénomeéne n’ayant jamais été observé
a ce jour in vivo. Il existe cependant un
échange directionnel reconnu de matériel
génétique depuis ’ADN mitochondrial
(ADNmt) vers le noyau. Durant I’évolution,
une grande partie des genes initialement
portés par PADNmt se sont retrouvés dans
I’ADN nucléaire, ce transfert s’accom-
pagnant de nombreuses insertions de
pseudo-genes. Ces genes peuvent, selon
les especes, étre ou non présents dans les
deux génomes, mitochondrial et nucléaire.
Une illustration de ce transfert de certains
geénes entre mitochondries et noyau nous
est donnée chez les plantes (Figure 18, C)
[3]. Ainsi, dans la famille des Papiliona-



cées!, le géne cox2 codant pour une sous-unité du complexe IV (cyto-  nucléaire. Chez une espéce de plante trés voisine, la
chrome oxydase ; Figure 14) de la chaine respiratoire (CR) va se trouver  copie nucléaire est devenue active, alors que dans une
porté par "ADNmt et avoir une copie non fonctionnelle dans le génome  troisiéme espéce, la copie mitochondriale sera absente.
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Figure 2. Les différents types de molécules allotopiques possiblement importées dans les mito-
chondries. De ’ADN nu mis au contact des mitochondries est susceptible d’y étre importé par
un mécanisme encore inconnu, puis d’y étre utilisé pour synthétiser de I’ARN (A). Des ARN de
transfert cytosoliques peuvent étre importés dans les mitochondries, soit par I'intermédiaire du
complexe TOM/TIM normalement responsable de I'import des protéines (B), soit par un systéme
d’import spécifique RIC (RNA import complex) provenant d’un protozoaire (€). Un géne norma-
lement porté par ’ADNmt peut-étre recodé selon le code universel et ’ARNm correspondant
traduit a la surface des mitochondries pour assurer un import efficace de la protéine synthétisée
(D). Une protéine d’intérét, normalement absente chez I’homme, peut étre exprimée dans le but
de complémenter fonctionnellement un déficit mitochondrial (€). TOM : translocase of the outer

membrane ; TIM : translocase of the inner membrane.

M/S n° 5, vol. 23, mai 2007

La séquence des copies retrouvées dans le
noyau montre cependant que selon toute
probabilité, chez ces plantes, ce n’est pas
de ’ADN qui a quitté les mitochondries
mais plutdt de ’ARN édité (modification
post-transcriptionnelle de certains Cen U
fréquente dans les mitochondries végéta-
les). Uinsertion de ’ARN ainsi exporté des
mitochondries dans le génome nucléaire
résulterait d’une activité transcriptase
inverse. Chez I’homme, un phénomene
voisin implique des fragments d’ADNmt
appelés NUMT (nuclear DNA sequences
from mitochondrial origin), mais cette
fois, comme dans la levure Saccharomy-
ces cerevisiae, il semble bien qu’il s’agisse
réellement d’ADN inséré lors de la répa-
ration de cassures double brin de I’ADN
nucléaire [4]. Une telle translocation
d’ADN du cytoplasme vers le noyau pour-
rait intervenir lors de la désorganisation
de la membrane nucléaire intervenant
durant les divisions cellulaires ou grace a
un transport actif via les complexes for-
mant les pores nucléaires. Linsertion de
ces fragments de génes mitochondriaux
perturberait I’expression de génes nor-
malement portés par le génome nucléaire.
Elle semble se produire en effet de fagon
préférentielle dans des régions codantes
ou régulatrices et pourrait rendre compte
de certaines pathologies. Encore chez les
plantes et plus spectaculaire, le séquen-
cage du génome d’une crucifére (Arabi-
dopsis thaliana) a révélé une insertion de
la quasi-totalité du génome mitochon-
drial (367 kb) dans le chromosome 2 [5].
Inversement, les génomes mitochondriaux
des végétaux, dont la taille approche 600
kb, ont acquis des séquences nucléaires,
chloroplastiques ou virales, auxquelles
s’ajoute un grand nombre de séquences
d’origine et de fonction inconnues [6].
Des plasmides mitochondriaux autonomes
sont également présents dans beaucoup

! Appelées aussi Léguminosées (Légumineuses) ou Fabacées.
Du latin papilio « papillon » , a cause des ses pétales inégaux
ressemblant @ Iinsecte. On compte dans cette famille aussi
bien des arbres et arbustes que des plantes herbacées dont
le fruit est une gousse.
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d’espéces végétales [7]. Le mécanisme & la base de tous ces échanges
est inconnu, cependant leur existence laisse a penser qu’un transfert
d’ADN a partir de, et vers, les mitochondries est possible. Une expérience
de mise en contact d’ADN nu avec des mitochondries isolées a ainsi mon-

tré que des mitochondries intactes extraites de végétaux
peuvent importer de ’ADN nu par des voies naturelles
[8]. De facon similaire, des mitochondries isolées de foie
de rat ou de cellules humaines se sont révélé étre com-
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Figure 3. Les complexes membranaires permettant I'import et la mise en place des protéines dans
les mitochondries. On distinguera les deux membranes mitochondriales, externe (me) et interne
(mi). La premiere porte le systéme TOM (translocase of the outer membrane) qui reconnait les
séquences d’adressage des protéines destinées a étre importées dans la matrice mitochon-
driale. Les protéines dites B-barrel sont distribuées dans la membrane externe par le systéme
TOB (topogenesis of mitochondrial outer-membrane [B-barrel proteins) (A). A cheval sur les
deux membranes grdce a sa sous-unité 23, le complexe TIM (translocase of the inner membrane)
assure, sous la dépendance du potentiel de membrane (AW) et en liaison avec les protéines
HSP70 agissant elles grdce a I’hydrolyse de ’ATP, I'import des polypeptides depuis I'espace
inter-membranaire (im) jusqu'a I’espace matriciel (B). Spécifiquement impliqué dans la mise
en place de protéines du type du transporteur des adénylates, TIM22 (C) apparaft distinct du
complexe TIM. Finalement, le complexe OXAl permet la redistribution a la membrane interne de
protéines synthétisées dans la matrice mitochondriale (D). Le systeme TOM/TIM permet I’import
de protéines allotopiques synthétisées dans le noyau a partir de génes mitochondriaux recodés
pour tenir compte des 5 différences existant entre le code génétique mitochondrial et le code
universel (en haut a gauche ; indiqué entre parentheéses). Le méme systéme est impliqué dans
’import d’ARN de transfert cytosolique grdce a une reconnaissance de protéines chaperons liant
’ARNt (en haut a droite).
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pétentes dans I'import d’ADN [9]. LADN
ainsi importé peut servir de matrice pour
re-synthétiser de I’ADN ou pour permettre
une transcription en ARN, résultant en un
ARN polycistronique pouvant ensuite subir
les étapes de maturation.

Bien que le mécanisme impliqué dans ce
transport d’ADN nu n’ait pas pu étre élu-
cidé a ce jour, il rappelle la compétence
naturelle de certaines bactéries, dont
des protéobactéries, a réaliser un tel
transport. Dans la mesure ou les mito-
chondries sont considérées comme ayant
évolué a partir de telles protéobactéries,
il est tentant d’imaginer que ce trans-
port représente la persistance d’une
voie ancestrale d’origine bactérienne.
Confortant cette idée, il a été montré
récemment que de ’ADN peut étre trans-
féré par conjugaison entre des bactéries
Escherichia coli et des mitochondries de
mammiféres [10].

Importer de ’ARN
dans les mitochondries

Cette fois, méme s’il subsiste de nom-
breuses incertitudes, les données ne
manquent pas quant aux mécanismes
qui permettent d’importer de ’ARN dans
les mitochondries, puisque ces syste-
mes existent, en particulier pour les
ARN de transfert (ARNt), chez plusieurs
protozoaires, plantes et levures [11].
Les mitochondries de mammiféres n’im-
portent pas naturellement d’ARNt, mais
pourraient importer certains petits
ARN, en particulier I’ARN ribosomique
(ARNr) 55 [12]. Un mécanisme de trans-
port mitochondrial des ARNt serait néan-
moins présent de maniére cryptique dans
la cellule humaine. Ce systeme requiert
plusieurs protéines cytosoliques permet-
tant de cibler les ARNt vers les mitochon-
dries, étape suivie par une internalisa-
tion nécessitant I'intégrité du systéme
d’import des protéines (Figures 2 et 3)
[13]. Le processus d’import d’un ARNtY®



a été particulierement bien étudié chez la levure et ses facteurs essen-
tiels ont été identifiés [14]. Il est également possible d’introduire une

Figure 4. Complémentation fonctionnelle de déficits de la chaine respiratoire par
des protéines allotopiques. A. La chaine respiratoire des mammiféres permet au
cours du transfert des électrons d’établir un gradient électro-chimique a travers
la membrane interne des mitochondries. 'ATPase (complexe V) utilise le gradient
de protons ainsi établi pour synthétiser ’ATP a partir d’ADP et de phosphate
inorganique. B. Lexpression de la protéine Ndil de la levure Saccharomyces cere-
visiae permet a elle seule de court-circuiter les 46 sous-unités du complexe | de
la chaine respiratoire. C. De fagon similaire I’expression de I'oxydase alternative
(AOX) permet de court-circuiter la partie cytochromique de la chaine respiratoire.
D. Lexpression simultanée des protéines Ndil et AOX permet d’envisager la mise
en route d’une voie alternative de transfert d’électrons telle qu’elle existe chez les
plantes, totalement indépendante de la synthése d’ATP.
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ou plusieurs mutations dans un ARNt, jusqu’a changer
son identité (le faire charger par un autre acide aminé),
et garder sa capacité a étre importé dans les mitochon-
dries. Ces connaissances ont été exploitées pour mettre
au point le premier modele de complémentation d’une
mutation pathogénique dans un ARNt normalement
codé par I’ADNmt. Pour cela, deux versions d’ARNtY®
ont été exprimées dans des cellules humaines dont
PADNmt était muté. Il a été démontré que "expression
des ARNtY® importables de levure dans les cellules
humaines mutées dans le géne d’ARNtY* mitochondrial
(A8344G, cause reconnue du syndrome myoclonic epi-
lepsy with ragged red fibers ou MERRF?) permettait une
récupération partielle des fonctions mitochondriales
affectées par la mutation, comme I'activité des com-
plexes respiratoires, le potentiel de membrane, la syn-
thése des protéines [15]. Ainsi, ’existence de systémes
cryptiques d’import d’ARNt présents chez I"homme
permettent I'import d’ARNt provenant de levure et ainsi
la complémentation fonctionnelle de déficits liés a des
mutations d’ARNt mitochondriaux.

Un autre groupe d’organismes protozoaires, les
trypanosomatidés, possede un appareil d’import des
ARNt différent de celui de la levure. Indépendant
de I'appareil d’import des protéines, il est consti-
tué d’un complexe multi-protéique RIC (RNA import
complex) ancré dans la membrane interne des mito-
chondries. Il a été démontré que le systéeme d’import
RIC pouvait étre incorporé dans les mitochondries
isolées humaines et promouvoir un import trés effi-
cace d’ARNt (Figure 2) [16]. Plus récemment, en se
fondant sur ces résultats in vitro, il a été montré
que I’on pouvait forcer le complexe RIC a entrer dans
des cellules humaines par une voie contrdlée par la
cavéoline. Une fois dans les cellules, le complexe
RIC s’associe aux mitochondries et permet I'import
d’ARNt. Ainsi il est possible de complémenter fonc-
tionnellement des fibroblastes humains porteurs de
mutations dans I’ARNtY* mitochondrial associées aux
syndromes MERFF et KSS (Kearns-Sayre syndrome,
une maladie systémique ol s’observent souvent
une ophtalmoplégie, une rétinite pigmentaire, une
dysphagie, une faiblesse musculaire proximale, une
surdité, une ataxie cérébelleuse et des défauts de
conduction cardiaque) [17].

? La prévalence de cette pathologie en Europe est de 0,9 cas pour 100 000, elle
semble un peu plus élevée aux Etats-Unis. La maladie débute, le plus souvent &
I'adolescence ou chez de jeunes adultes, par une épilepsie myoclonique, parfois
associée a une surdité neurosensorielle, une atrophie optique, une petite taille ou
une neuropathie périphérique. Le diagnostic du syndrome de MERRF repose sur la
mise en évidence d’une accumulation de lactate dans le sang ou, plus souvent, dans
le liquide céphalo-rachidien et sur la biopsie musculaire qui montre la présence de
fibres déficitaires en cytochrome c oxydase et de fibres rouges déchiquetées (D
Lombes, Orphanet).
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A coté de ces manipulations permettant I’adressage artificiel
d’ARNt, les mitochondries humaines, comme noté plus haut, ont
la compétence d’importer, de fagon naturelle cette fois, PARNr 5S
[12]. Cet import requiert de I’énergie sous forme d’ATP et la pré-
sence de protéines additionnelles, suggérant que, comme celui
des ARNt, ce transport s’effectue par le biais du systeme d’import
des protéines. Il serait tentant d’exploiter cette voie pour déve-
lopper un autre systéme de complémentation, en adressant dans
les organites des ARNr 5S recombinants ayant une activité thé-
rapeutique.

Importer des protéines dans les mitochondries

Deux stratégies ont été développées afin d’importer cette fois
des protéines dans les mitochondries en utilisant les systemes
d’import naturellement présents (Figure 3) [18,19]. Dans le but
de complémenter le dysfonctionnement d’une protéine norma-
lement codée par un gene porté par I’ADNmt, on a tenté - apres
avoir changé le code du gene pour le rendre compatible avec le
systeme de traduction cytosolique - d’exprimer ce gene dans le
noyau des cellules [18]. Lorsqu’elle est pourvue d’une séquence
d’adressage mitochondriale, la protéine nucléaire produite peut
gtre reconnue par le systéme TOM (translocator of the outer
membrane) puis TIM (translocator of the inner membrane) et
étre importée dans les mitochondries. 'efficacité est néanmoins
relativement faible, car les protéines codées par le génome
mitochondrial humain sont connues pour leur forte hydrophobi-
cité [19]. La nature hydrophobe de ces protéines s’oppose @ un
trafic intracellulaire efficace permettant leur distribution aux
mitochondries. Pour résoudre ce délicat probléme, certains ont
proposé I'addition de séquences permettant d’adresser I’ARN
messager (ARNm) aux ribosomes associés aux mitochondries ce
qui favoriserait la synthese des protéines a la surface de ces
organites [20]. Ainsi, les protéines synthétisées ne transitent
plus dans la phase aqueuse cytosolique, mais sont prises en
charge par le systeme TIM/TOM, permettant une complémentation
efficace des déficits de la chafne respiratoire.

Autre approche, I'import de protéines normalement absentes chez
I’lhomme et dont la fonction peut permettre de court-circuiter des
segments non fonctionnels de la chaine respiratoire (CR) (Figure 4).
Ainsi, il existe chez les plantes et chez certains micro-organismes, en
particulier la levure S. cerevisiae, une protéine qui, a elle seule, est
susceptible de transférer les électrons du NADH mitochondrial vers le
pool des quinones [21]. Importée dans la mitochondrie, cette protéine,
nommée Ndil chez la levure, peut permettre de contourner le complexe
| [22]. Ndil peut ainsi complémenter fonctionnellement des cellules
humaines déficitaires en complexe | [23]. Les plantes et certains ani-
maux possédent aussi une oxydase alternative (AOX), susceptible de
transférer les électrons depuis le pool de quinones jusqu’a I'oxygene
pour former de 'eau [24]. Cette voie permet de court-circuiter tout
le segment cytochromique terminal de la CR. Les conditions d’acti-
vation de cette voie sont particulierement intéressantes puisqu’elles
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impliquent une forte réduction du pool des quinones
[25] et la présence d’acides organiques tels que le
pyruvate [26] : deux conséquences reconnues des défi-
cits touchant la CR. Il a été démontré récemment que
I’AOX pouvait étre exprimée sans effets néfastes détec-
tables dans des cellules humaines en culture, cellules
dont la respiration devient alors insensible au cyanure
(inhibiteur de la cytochrome oxydase) [27] et dont les
mitochondries produisent moins de superoxydes en cas
de blocage de la CR. Les travaux visent désormais a
complémenter des cellules déficitaires en cytochrome
oxydase par la protéine AOX, alors que plusieurs équipes
unissent leurs forces pour créer différents modeles ani-
maux (souris et mouches) porteurs de cette protéine.
Finalement, il a été montré dans des cellules en culture
que I'import dans les mitochondries d’une enzyme de
restriction, en Ioccurrence Smal, coupant spécifique-
ment ’ADNmt muté dans le géne ATPase 6 (T8993G),
permettait de détruire PADN muté [28].

Conclusion

Il apparaft qu’importer du matériel exogene dans les
mitochondries se révele des maintenant une stratégie
productive et prometteuse pour I’avenir. Dans un pre-
mier temps, elle révéle et exploite des propriétés des
mitochondries encore largement inconnues. La place
de ces derniéres dans nombre de pathologies confére
a ces informations nouvelles toute leur valeur. Mais
outre ces aspects fondamentaux, elle ouvre une voie
nouvelle pour mieux comprendre ces pathologies, la
complémentation fonctionnelle de tout ou partie des
déficits permettant en particulier de mieux en appré-
cier les différents composants. Ainsi, si ’expression des
protéines Ndil et AOX va permettre le rétablissement
du flux d’électrons vers I’oxygene, elle ne restituera que
partiellement le gradient de protons nécessaire a la
synthése d’ATP (Figure 4).

Bien sir, il n’est pas question de prétendre ici que ces
approches vont déboucher demain sur des thérapies.
Les obstacles restent nombreux, en particulier dans
le cas de maladies pluri-systémiques comme peuvent
I’étre parfois les maladies mitochondriales. Pourtant,
ces études ouvrent une nouvelle approche vers la thé-
rapie de ces maladies qui nous laissent tres démunis.
Bien entendu, elles vont rencontrer en outre les pro-
blemes inhérents a toute thérapie génique - ciblage
des cellules atteintes, rejet par I"organisme, difficulté
de production des vecteurs, contrdle de 'innocuité des
manipulations effectuées, etc. - mais elles préparent
les outils thérapeutiques de demain pour vaincre les
maladies mitochondriales. ¢



SUMMARY

Targeting allotopic material to the mitochondrial compartment:
New tools for better understanding mitochondrial physiology

and prospect for therapy

Mitochondrial disorders can not be ignored anymore in most medical
areas. They include specific and widespread organ involvement, with
tissue degeneration or tumor formation, being the target of numer-
ous viruses, e.g. the HIV. Primary or secondary actors, mitochondrial
dysfunctions are also supposedly playing a role in the ageing process.
Despite the progresses made in the identification of their molecular
bases, nearly all remains to be done as regards therapy. Research
dealing with mitochondrial physiology and pathology has a long history
in France and is thus not a surprise if four French teams, coming from
these fundamental domains, are involved in the challenge to find ways
to fight these diseases. The directions described are working tracks
which promise to be long and full of pitfalls. Being original, they share a
part of risk and uncertainty, but they are also with great potential with
high stakes if considering the impact of these diseases. ¢
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