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Polarité cellulaire
et localisation
intracellulaire
des ARNm

de Pactine

Brigitte Lavoie, Eugenia Basyuk, Rémy Bordonné,
€douard Bertrand

> La localisation intracellulaire des ARN est,
dans de nombreuses especes, impliquée dans les
phénomeénes de polarité cellulaire. Le plus sou-
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vent, ’ARN se localise en fonction d’une pola-
rité préexistante et n’influence pas cette asy-
métrie. Cependant, dans le cas de I’actine 3 des
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vertébreés, le transport et la localisation de cet
ARN sont directement impliqués dans I’établis-
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sement et le maintien de la polarisation cellu-
laire. Cela est vrai dans des cellules fibroblas-
tiques en déplacement, mais aussi lors de la
croissance axonale des neurones immatures. De

maniere remarquable, une altération du trans-
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rentes régions de la
cellule [4]. Ainsi, les
ARNm de 'actine o et
Y sont présents dans
une zone périnucléaire,
tandis que celui de
Pactine B est localisé
a proximité des zones

Il existe de nombreux cas ou la localisation intracellu-
laire des ARN est impliquée dans les phénomeénes de
polarité cellulaire. Cependant, cette localisation est le
plus souvent un effecteur d’une polarité préexistante.

bertrand@igm.cnrs-mop.fr

lavoieb@ninds.nih.gov

Par exemple, dans les ceufs de drosophile et de xénope,
de nombreux ARN sont déposés au cours de 'ovogeneése
a 'un des péles de I'ceuf, alors que celui-ci est déja
polarisé. Ces ARN ne serviront que beaucoup plus tard,
apres la fécondation, lors de la mise en place des axes
de ’embryon [1]. Il existe peu de cas connus ol I’ARN
joue un role actif dans I’établissement de la polarité
cellulaire. Le cas le plus frappant est sans doute celui
des ARNm de 'actine.

Localisation des ARNm de ’actine
et polarisation de la mobilité cellulaire

Chez les plantes et les vertébrés, les ARNm de I’actine
sont localisés a des endroits précis du cytoplasme [2,
3]. Chez les vertébrés, notamment, les ARNm des diffé-
rentes isoformes de I'actine sont localisés dans diffé-

M/Sn°$5, vol. 20, mai 2004

riches en actine de la périphérie cellulaire, comme la
leading edge des fibroblastes, le cdne de croissance des
neurones immatures et les épines dendritiques des
régions postsynaptiques des neurones matures.

[l est possible de bloquer la localisation de ’ARNm de
Pactine B dans des cellules vivantes grdce a des oligo-
nucléotides antisens qui peuvent s’apparier in vivo a la
séquence de localisation de ’ARN et empécher sa fonc-
tion. Ainsi, il a été démontré que I'inhibition de la loca-
lisation de ’ARNm de P'actine 3 entraine une désorga-
nisation du cytosquelette d’actine dans les
fibroblastes, ainsi que I'incapacité de la cellule a se
mouvoir continiment dans une méme direction [5-7].
Ce phénomene intervient sans que la quantité totale
d’actine § soit modifée, indiquant que la localisation
de ’ARNm participe a la polarisation du cytosquelette.
De maniere intéressante, le pouvoir invasif des cellules
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cancéreuses augmente avec leur capacité a se déplacer
de maniere désordonnée, et avec leur incapacité a
localiser correctement "ARNm de "actine 3 [8].
Lorsque les fibroblastes se déplacent, I'actine de la
leading edge est soumise a des cycles rapides de poly-
mérisation/dépolymérisation, producteurs d’une force
capable de tirer la cellule, un peu a la maniere d’un
tapis roulant. La synthese locale d’actine, directement
a proximité des sites de polymérisation, permet proba-
blement de faciliter le processus [5-7]. Comme la loca-
lisation de PARNm de I’actine { est, dans les fibro-
blastes, dépendante des microfilaments d’actine
eux-mémes [9], PARNm de I’actine [} est automatique-
ment transporté a proximité de la leading edge et une
boucle de rétrocontrdle positive se met alors en place.
Cette boucle pourrait ainsi faciliter un mouvement
continu dans la méme direction.

Mécanismes généraux de localisation des ARNm

La localisation des ARN dépend de déterminants de
séquence présents sur ces ARN [10]. Les élements
importants de ces déterminants peuvent étre soit des
structures secondaires et tertiaires plus ou moins com-
plexes, soit des régions simple brin dont la séquence est
alors critique. Les facteurs agissant en trans sur ces
déterminants comprennent des protéines de reconnais-
sance de "ARN, des protéines adaptatrices et, dans la
trés grande majorité des cas, un ou plusieurs éléments
du cytosquelette [9]. Le rdle du cytosquelette est mul-
tiple: il peut a la fois servir de support pendant le
transport de I’ARN et de point d’ancrage une fois I’ARN
arrivé a destination. U'étape de transport permet d’ac-
célérer les mouvements de I’ARN, et elle participe
directement a la localisation de ’ARN grdce a sa direc-
tionalité. ’étape d’ancrage est essentielle, car c’est
elle qui détermine in fine la localisation précise de
I’ARN.

Les étapes de transport et d’ancrage peuvent dépendre
d’interactions assez directes, le complexe ARN-protéine
contactant alors un moteur ou le cytosquelette. A I'op-
posé, ces étapes peuvent dépendre de structures cellu-
laires variées comme le fuseau mitotique [11], les cen-
trosomes [12] ou certains domaines membranaires (le
réticulum cortical des embryons d’ascidie et de xénope
[1, 13], ou des compartiments endosomaux [14, 15]).
Dans ces cas, I’ARN est alors «opportuniste», et
«parasite» en quelque sorte ces structures pour assu-
rer sa localisation.

Cependant, dans de nombreux cas, I’ARN est capable
d’assembler une structure spécifiquement destinée a
son transport. Ces structures, appelées granules ou,
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plus récemment, locasomes, ont été mises en évidence
dans de nombreux systémes: la levure [16], les
embryons et cellules somatiques de drosophile [17], ou
encore les cellules somatiques de vertébrés, principale-
ment les neurones [18, 19]. Uassemblage d’une struc-
ture dévolue au transport de I"ARN procure plusieurs
avantages. D’une part, I'efficacité du transport est
augmentée, puisque pour chaque événement de trans-
port, c’est plusieurs molécules d’ARN qui vont étre
déplacées. D’autre part, "assemblage d’une telle struc-
ture permet le cotransport de protéines importantes
pour le devenir et la fonction de I’ARNm, ainsi qu’un
contrdle groupé de ces molécules. Ainsi, dans les oligo-
dendrocytes et les neurones, les granules d’ARNm
contiennent de nombreuses protéines importantes pour
la traduction de ’ARNm, comme des ribosomes, des
aminoacyl ARNt synthétases et des facteurs de traduc-
tion [20].

Mobilité des ARNm dans le cytoplasme

ARNm non localisés

Comme la localisation des ARNm dans des régions pré-
cises de la cellule est trés souvent liée a des propriétés
particuliéres de transport et d’ancrage, il est intéres-
sant de rappeler brievement ce que I’on sait sur ces pro-
cessus dans le cas d’ARN non localisés. Par des expé-
riences de fractionnement et de localisation par
immunofluorescence ou microscopie électronique, on a
pu montrer que la majorité des ARNm sont liés au cytos-
quelette dans les fibroblastes et les neurones [21-23].
Par ailleurs, Putilisation de traceurs fluorescents
comme les dextrans, non spécifiques mais de taille
similaire @ un ARNm, a permis de montrer que le cyto-
plasme est un milieu hétérogéne dont la viscosité est
proche de celle de 'eau [24]. Uanalyse de particules
lipidiques naturellement présentes dans le cytoplasme
a montré que celles-ci peuvent diffuser, mais de
maniere non linéaire, avec un coefficient apparent de
diffusion diminuant constamment lorsque des inter-
valles de temps de plus en plus longs sont considérés
[25]. Ce type de comportement peut étre di soit a I’hé-
térogénéité du milieu (par exemple si celui-ci est dyna-
mique et comporte des mailles de taille variable), soit &
des associations transitoires avec des éléments stables
de la cellule.

Récemment, il a été possible d’analyser directement la
mobilité de molécules individuelles d’ARNm dans les
cellules vivantes [26], grdce & une technique qui utilise
des fusions de la GFP (green fluorescent protein) avec la
protéine coat du bactériophage MS2. Cette protéine se
lie avec une affinité élevée a une petite tige-boucle



particuliére (ms2), et des répétitions de ces sites ms?2
sont insérées dans la région 3’ non-traduite des ARN
rapporteurs que I’on veut observer ([16, 26];
Figure 1A). L'observation de molécules uniques d’un
ARNm codant pour lacZ, dans les cellules Cos de singe,
révéle qu’environ un tiers (35%) des ARNm sont immo-
biles, probablement attachés au cytosquelette. Le reste
des molécules a, dans sa trés grande majorité, un com-
portement diffusif, soit restreint (40%), de méme type
que celui des gouttelettes lipidiques, soit, plus rare-
ment, pas ou peu restreint (20%). Finalement, une
minorité d’ARNm (< 5%) montre des mouvements moto-
risés sur des microtubules (Figure 1B). Compte tenu de

ARNm rapporteur
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Figure 1. Mouvements des ARNm non localisés et de ’ARNm de
Pactine [3. A. Stratégie utilisée pour visualiser des molécules
uniques d’ARNm dans les cellules vivantes. Les cellules sont
transfectées avec deux plasmides (Pm), le premier codant pour
une protéine de fusion entre la GFP (green fluorescent protein)
et la protéine coat du bactériophage MS2, le second pour un
ARN rapporteur contenant des répétitions de sites de liaisons a
MS2 dans sa région 3’ non-traduite. La protéine de fusion (GFP)
contient également un signal de localisation nucléaire (NLS),
ce qui permet de diriger vers le noyau la protéine non liée a
I’ARN. Ainsi, seule la protéine attachée a I’ARN est visible dans
le cytoplasme. ORF: open reading frame. B. Comportement des
ARNm non localisés dans le cytoplasme de cellules Cos de
singe. Quatre comportements sont possibles, suivant I’environ-
nement de la molécule d’ARN. La liaison de la protéine ZBP1
(zipcode binding protein 1) (en rouge) sur la séquence zipcode
de "ARNm de I’actine (en rose) entraine une augmentation de

la fréquence et de la longueur de ses mouvements motorisés.
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la faible diffusion des ARNm dans le cytoplasme, ces
mouvements pourraient servir a répartir plus efficace-
ment les ARNm dans la totalité de 'espace cytoplas-
mique. Une telle fonction serait particuliérement
importante dans des types cellulaires comme les neu-
rones, ol les distances entre le noyau et la périphérie
cellulaire peuvent étre trés importantes.

ARNm de Pactine 3

La mobilité des ARNm de 'actine 3 a été analysée grdce
a la méme technique et dans le méme systéme cellulaire
[26] (Figure 1B). Les molécules uniques d’ARNm de
P’actine B montrent les mémes types de comportement
que les ARNm non localisés, avec cependant deux diffé-
rences majeures: la fréquence des mouvements motori-
sés est environ 4 fois plus élevée que celle des ARNm
non localisés (20% contre 5%), et ces mouvements
transportent ’ARNm sur des distances plus grandes
(7 um en moyenne contre 2,5). Ces observations mon-
trent que si les ARN localisés et non localisés ont des
catégories similaires de mouvement (pseudodiffusifs,
motorisés, ancrage), les ARN localisés les ont adaptés
sur le plan quantitatif afin d’obtenir une distribution
intracellulaire précise.

Fondements moléculaires du transport
des ARNm de I’actine 3

Les mécanismes de localisation de I’ARNm de I’actine §
ont été étudiés en détail. Dans les fibroblastes, I’ARNm
est intimement lié au cytosquelette d’actine et dépend
de ce réseau pour sa localisation [9]. €n revanche,
dans les neurones, cet ARNm est préférentiellement
associé aux microtubules, et les requiert pour se locali-
ser [27]. La distribution périphérique de I’ARNm de
P’actine 3 dépend d’une séquence de 54 nt de sa région
3’ non-traduite, le zipcode. A I’heure actuelle, cing pro-
téines se liant au zipcode ont été isolées et identifiées
[28]. Certaines de ces protéines, comme ZBP1 et ZBP2
(zipcode binding protein), sont de la famille des hnRNP
(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein). ZBP1,
conservée au cours de I’évolution, est par exemple
nécessaire dans le xénope pour le transport de I’ARNm
Vgl au pble végétatif de I"ceuf [29, 30].

Dans des lignées déficientes pour ZBP1, ’ARNm de I’ac-
tine B est délocalisé dans le cytoplasme périnucléaire.
Cependant, I"expression forcée de ZBP1 induit la reloca-
lisation de PARNm endogene dans ces cellules [31]. De
plus, lorsque la localisation de ZBP1 est dirigée artifi-
ciellement vers un nouveau compartiment cellulaire,
par exemple en fusionnant ZBP1 a une protéine mem-
branaire, I’ARNm suit la distribution de ZBP1 [31]. Ces

&

541

REVUES

N

SYNTHESE



542

données démontrent que ZBP1 est directement impli-
quée dans la localisation de ’ARNm de I’actine 3.
Dans les fibroblastes, ZBP1 est localisée principalement
dans le cytoplasme ou elle se colocalise, avec I’ARNm
de P'actine 3, a proximité des zones riches en actine. De
maniére surprenante, ZPB1 se lie a la fois aux microfila-
ments et aux microtubules, et est capable de former
des granules qui montrent des mouvements motorisés
sur les deux types de structures [31]. ZBP1 peut ainsi
utiliser les deux types de supports pour transporter
PARNm de I'actine 3, avec cependant des préférences
cellulaires: les microfilaments dans les fibroblastes
[31], et les microtubules dans les neurones [32]. Le
bloquage de la localisation de ’ARNm de 'actine 3 a
I’aide d’oligonucléotides antisens du zipcode entraine
la délocalisation de ZBP1, ce qui suggere que I’interac-
tion ARN-protéine est essentielle au transport du com-
plexe ribonucléoprotéique.
Les événements nucléaires sont déterminants dans la localisation
cytoplasmique de ’ARN de P'actine 3. D’une part, une étude dynamique
de la localisation de ZBP1 montre que celle-ci est présente en tres
faible concentration dans le noyau, et y séjourne brievement pour s’as-
socier @ ’ARN immature durant la transcription [31]. €n accord avec
ces données, ZBP1 posséde des signaux d’import et d’export nucléaire
[28]. D’aure part, ZBP2, la deuxiéme protéine qui se lie au zipcode, est
localisée principalement dans le noyau. ZBP2 affecte aussi la localisa-
tion de I’ARNm de P'actine B [33], et les observations
actuelles suggerent que ZBP1 et 2 se lient séquentielle-

rétrogrades des cones de croissance. Une diminution de
la concentration de I'actine dans les c6nes de crois-
sance est aussi observée, indiquant que la synthése
locale de la protéine est essentielle au processus nor-
mal de croissance.

La localisation des ARNm au niveau postsynaptique et la
synthése locale de protéine sont I’objet de nombreux tra-
vaux étudiant les mécanismes sous-jacents de la plasti-
cité synaptique [34]. Outre son rdle dans la croissance
neuronale, I'actine B joue un réle important dans la
maturation des épines dendritiques, suggérant qu’elle
intervient dans la plasticité synaptique. La stimulation
excitatrice par le glutamate affecte la dynamique de
I’actine dans les épines dendritiques. Parallelement,
I’actine joue un r6le important dans la réorganisation, ou
clustering, des récepteurs glutamatergiques. 'ARNm de
I'actine 3 et ZBP1 sont présents dans les régions postsy-
naptiques, dont les épines dendritiques, et une sous-
population de ZBP1 est colocalisée avec I’ARNm [35].
U'induction d’une activité neuronale entraine une reloca-
lisation de "ARNm de I’actine 3 en paralléle avec un
changement de distribution de ZPB1 [35]: apres dépola-
risation neuronale par du KCl, une augmentation rapide
de la protéine ZBP1 et de ’ARNm de I’actine 3 est obser-
vée dans les régions proximales, médiales et distales des
dendrites, ainsi que dans les épines dendritiques, et on

ment a I’ARN, plutdt que simultanément (Figure 2).

Localisation des ARNm
de P’actine 3 dans les neurones

L'importance de I'actine lors du développement neuro-
nal et de la maturation de la synapse suggére un réle
important pour la localisation de cet ARNm dans les
neurones. Effectivement, une étude récente a démontré
’importance de la localisation de ’ARNm de I’actine B
dans les cones de croissance des neurones en dévelop-
pement [32]. UARNm de I'actine 3 et ZBP1 sont tous
deux présents dans la zone centrale des cones de crois-
sance. Des facteurs de croissance comme la neurotro-
phine-3 (NT-3) induisent I’avancée du céne de crois-
sance, par un mouvement qui dépend de la
polymérisation rapide de I’actine dans cette région. La

Microfilaments

/

ARNm Microtubules
e ¢ ° > =
[ ]
° © 1BP1
[ ] [ )
1BP2

x
o e——

Cables d’actine

stimulation avec des facteurs de croissance augmente
aussi la quantité totale d’ARNm de I'actine 3 présente
dans les dendrites et les axones en croissance. La pré-
sence d’oligonucléotides antisens spécifiques du zip-
code durant la stimulation par NT-3 entraine une délo-
calisation de PARNm de I’actine 3 et de ZBP1 vers le
corps cellulaire [32], et des mouvements réduits ou
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Figure 2. Mécanisme de localisation de "ARNm de I’actine [3 dans les fibro-
blastes. UARNm I’actine { se lie aux protéines ZBP1 et ZBP2 (zipcode binding
protein I et 2) dans le noyau, peut-étre de maniére séquentielle. Dans le cyto-
plasme, ZBP1 et 2 forment des granules capables de se déplacer sur les micro-
tubules et les filaments d’actine a I"aide de moteurs moléculaires. Une fois
arrivé a proximité des zones riches en actine de la périphérie, ’ARNm s’ac-

croche sur ces filaments et y est traduit.



note une augmentation de la colocalisation de I’ARN et
de la protéine ZBP1 dans les granules. Cette induction est
bloquée par la préincubation des cellules avec un inhibi-
teur des récepteurs au NMDA (N-méthyl-d-aspartate),
indiquant que cette induction est assurée au moins en
partie par une stimulation glutamatergique.

Conclusions

L’étude de la localisation de ’ARNm de 'actine 3 s’est
révélée fascinante et pleine de surprises. L'une des der-
niéres observations réalisées concerne une maladie
génétique neuromusculaire tres fréquente chez
I’lhomme, la SMA (spinal muscular atrophy, amyotrophie
spinale), qui pourrait trouver son origine dans un défaut
de transport de cet ARNm [36]. Il ne fait nul doute que
I’avenir réserve encore de belles découvertes. ¢

SUMMARY

Cell polarity and actin mRNA localization

In many species, intracellular mRNA localization is lin-
ked to cell polarity. In many cases however, mRNAs
become localized as a result of a pre-existing cell-pola-
rity, and they do not modify it. Remarkably, in the case
[ actin mRNA in vertebrate, it has been shown that the
transport and localization of this RNA is required for the
establishment and maintenance of cell polarity. This
occurs in fibroblasts, but, very interestingly, in imma-
ture neurons as well. This review will describe the func-
tions and mechanisms of actin mRNA localization. ¢
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