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> Dans la cellule eucaryote, le transport intracy-
toplasmique entre les différents compartiments
s’effectue généralement par I'intermédiaire

REVUES

d’organites individualisés, le plus souvent sous
forme de vésicules. La formation de ces vési-
cules, leur transport et la fusion avec un com-

&

partiment cible nécessitent I"action de protéines

cytosoliques dont I’identité varie en fonction de
leurs constituants moléculaires ainsi que des
compartiments d’origine et de destination.

SYNTHESE

Certaines de ces protéines participent plus spé-
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Les interactions dynamiques entre les différents comparti-
ments de la cellule, entretenues par le transport vectoriel
d’organites de forme souvent vésiculaire, sont contrdlées
par des interactions entre protéines d’une part, et entre
lipides et protéines d’autre part. Les interactions pro-
téines-protéines engagées dans ces fonctions sont illus-
trées par I'interaction entre un récepteur transmembra-
naire et un complexe de protéines cytosoliques chargées de
recruter les constituants d’un manteau vésiculaire. Les
interactions lipides-protéines mettent en jeu des especes
souvent minoritaires de phospholipides membranaires. Ces
phospholipides sont les produits de 'action de protéines
cytosoliques controlant les enzymes spécifiques de leur
métabolisme. Lidentification de ces enzymes et I’étude du
contréle spatial et temporel de leur action constituent un
domaine de la biologie cellulaire qui s’est largement ouvert
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tion de mutants affectant le métabolisme des lipides
membranaires et interférant avec les voies de sécrétion
chez la levure. U'objectif de cette revue sera de présenter
les modifications lipidiques les plus impliquées dans la
dynamique des compartiments intracellulaires, en parti-
culier celles conduisant au bourgeonnement et a la fission
de vésicules.

Quels types de modifications lipidiques et
quelles enzymes?

Les modifications lipidiques qui affectent la dynamique des
membranes et plus particulierement la formation de vési-
cules intracytoplasmiques, concernent une famille de
phospholipides membranaires dérivés du phosphatidylino-
sitol, les phospho-inositides. Outre les phospholipases C
qui agissent sur les phospho-inositides et contrdlent la
production des seconds messagers, diacylglycérol (DAG) et
inositol polyphosphates, une cohorte d’enzymes contrélent
le degré de phosphorylation sur le groupement inositol des
phospho-inositides [1, 2] (Figure 14). Outre des régula-
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tions spatiales (nature du compartiment
membranaire et point local d’action au sein A

de la membrane délimitant ce comparti- Ptdins -3-P
ment), des régulations temporelles s’exer- Ptdins 3-kinases

cent puisque ces phosphoinositides sont (classes Il et 11)

soumis & I’action séquentielle de kinases et Ptdins
de phosphatases. Ces principes sont égale-
ment applicables a I'action d’autres
. T Ptdlns 4-kinase
enzymes cytosoliques impliquées dans la
formation de vésicules comme la phospho-
lipase D. Celle-ci peut agir non seulement

sur les phospho-inositides mais aussi sur
un lipide membranaire plus largement
représenté comme la phosphatidylcholine (Figure 1B).

. L S Ptdlns3 kinases
Parmi les phospho-inositides, le phosphatidylinositol-4,5- (classes | et II)
bisphosphate (PtdIns-4,5-P2) et le phosphatidylinositol-
3,4,5-trisphosphate (PtdIns-3,4,5-P3) sont impliqués plus Rl (P) Ptdins -3,4 -P2
particulierement, mais non exclusivement, dans la forma-
tion des vésicules mantelées émanant de la membrane
plasmique et du réseau trans-golgien et dans celles des ’ -phosphatases
ve5|cu|e.s |ntr(.1—g0|g|ennes et du phagosome ou vacuole Pedins-4P
macropinocytique du macrophage (Figure 14). Ces deux 5-kinase Synaptojanine SHIP

phospho-inositides sont formés, dans la majeure partie
des cas, par I'gjout successif de phosphates en position 4

puis 5, de Iinositol, par une Ptdins 4-kinase (assurant la

production du PtdIins-4-P), une Ptdins 4-P 5-kinase

(assurant la production du PtdIns-4,5-P) et, enfin, éven- Ptdlns 3-kinases

tuellement, une Ptdins 3-kinase (assurant la production (classes | et 1)

du Ptdins-3,4,5-P3) (Figure 1A). Il existe plusieurs formes Ptdins -4,5 -P2 (P) Ptdins -3,4.5 -P3
de Ptdins 3-kinases [3, 4]. Limplication de Ptdlns 3-

kinases dans certaines étapes du trafic vésiculaire peut

étre testée par des drogues inhibant leur activité, la wort-

mannine et le Ly294002. Cependant, certains sous-types

Figure 1. Voies de synthése et modifications des phospholipides

impliqués dans les étapes de la formation de vésicules cyto-

plasmiques. A. Cycle des phospho-inositides (PtdIns) montrant B
différentes phospho-inositides-kinases (en rouge) et phos-

Choline, éthanolamine, sérine ou inositol

phatases (en bleu). SHIP (SH2 domain-containing inositol PLD '
polyphosphate 5-phosphatase) est une 5-phosphatase recru- P e

tée, par exemple, a la membrane du phagosome. Les voies

représentées en noir (non discutées dans cet article) ont été

mises en évidence principalement dans la dynamique des com-

partiments de I’endocytose impliquant la reconnaissance et la

fusion de vésicules de transport et de compartiments endocy-

tiques. B. Autres phospholipides dont le métabolisme conduit

également a la formation de lipides impliqués dans le trafic

vésiculaire. "action de la phospholipase D (PLD), le plus sou-

vent sur la phosphatidylcholine, libére "acide phosphatidique qui intervient dans le recrutement et I’activation de protéines cytosoliques incluant
des lipide-kinases, et le contrdle de la courbure membranaire. action de la phospholipase C (PLC) sur les phospho-inositides assure la formation
des seconds messagers inositol-polyphosphates et diacylglycérol. Ce lipide est également susceptible de contrdler la dynamique des membranes

intracellulaires, en interagissant avec la protéine kinase C par exemple.
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de PtdIns 3-kinases ne sont pas sensibles a ces drogues
alors que certaines PtdIns 4-kinases le sont.

Un autre phospholipide régulateur de la dynamique mem-
branaire contribuant a la formation de vésicules est 'acide
phosphatidique. 'acide phosphatidique peut étre formé
par plusieurs voies métaboliques dont deux au moins sont
impliquées dans la dynamique des membranes cellulaires.
La premiere met en jeu la phospholipase D utilisant princi-
palement la phosphatidylcholine comme substrat. Cette
voie a été initialement mise en évidence pour le transport
de vésicules golgiennes [5]. La seconde met en jeu les
endophilines, protéines qui exercent une activité de type
acyltransférase utilisant comme substrats I’acide lyso-
phosphatidique ainsi que des acides gras activés a longue
chaine carbonée (Acyl-CoA) [6]. 'acide phosphatidique,
produit de cette activité, serait impliqué dans la formation
de vésicules a manteau de clathrine a partir de la mem-
brane plasmique.

Les principes de recrutement de ces différentes enzymes du
métabolisme des phospholipides, impliquées dans la
dynamique des compartiments intracellulaires, ne sont
pas tous élucidés. Outre leur interaction avec des protéines
chargées de les recruter a la membrane, ces enzymes peu-
vent interagir directement avec des phospho-inositides.
Cela est également vrai pour des protéines cytosoliques
qui, en majeure partie, sont des protéines structurales
comme les constituants d’'un manteau, les manteaux de
clathrine et les COP (coat-proteins), par exemple, ou
d’autres protéines accessoires participant aux étapes de la
formation d’une vésicule. Linteraction directe avec la
membrane implique que ces protéines possédent un ou
plusieurs domaines permettant la reconnaissance plus ou
moins spécifique de sous-types de phospho-inositides.

Modifications lipidiques et recrutement
de facteurs cytosoliques

Unrdle essentiel joué par les phospholipides localisés au
sein de la partie cytosolique de la bicouche lipidique est
de recruter des protéines cytosoliques. Celles-ci contro-
lent des étapes successives de la formation d’une vési-
cule, le tri (ou sorting) de protéines transmembranaires
transportées par ces vésicules, le bourgeonnement de la
membrane et la fission. U'étude structurale des pro-
téines cytosoliques impliquées dans la dynamique des
membranes a révélé une série de séquences consensus,
souvent individualisées en domaines, assurant une spé-
cificité plus ou moins restreinte a un ou plusieurs phos-
pholipides, en particulier des phospho-inositides. Ces
domaines contrdlent des interactions protéines-lipides
engagées dans différentes étapes de la dynamique des
membranes, incluant également la locomotion cellulaire
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[71. A ce jour, deux domaines impliqués dans la liaison
des PtdIns-4,5-P2 et PtdIns-3,4,5-P3 ont été identifiés:
les domaines PH (pleckstrin-homology), domaines dont
la séquence a été initialement identifiée dans la plecks-
trine, un substrat plaquettaire de la protéine kinase C,
et les domaines PX (Phox domain), domaines initiale-
ment identifiés dans deux sous-unités du complexe oxy-
dase du phagocyte destiné a détruire des micro-orga-
nismes phagocytés [8-10]. Ces domaines comportent de
maniére consensuelle un ensemble de résidus basiques
ainsi qu’une hélice hydrophobe potentiellement impli-
quée dans linteraction avec la bicouche lipidique. La
tres grande majorité des domaines PH ne présente pas
de spécificité pour la liaison aux 3-phospho-inositides,
a Iexception d’un petit nombre parmi lesquels ceux
identifiés au sein de facteurs d’échange du GTP sur ARF
(ADP-ribosylation factor), nom générique d’une famille
de petites protéines se liant au GTP et contrdlant de
nombreuses étapes du trafic membranaire ainsi que la
structure des compartiments [11]. Les domaines PX,
comme les domaines PH, peuvent se lier a plusieurs
types de phospho-inositides, incluant PtdIns-4,5-P2.

Modifications lipidiques et tri des récepteurs

Le tri des récepteurs est I"étape qui contréle I'efficacité
d’incorporation de récepteurs et autres molécules trans-
membranaires au sein d’une structure membranaire, en
général destinée a étre véhiculée entre différents compar-
timents de la cellule, par exemple une vésicule de trans-
port. L'implication d’une PtdIns 3-kinase dans le tri au
niveau du réseau trans-Golgien a initialement été décrite
chez une souche de levure mutante pour le gene VPS34,
codant pour une Ptdlns 3-kinase insensible a la wortman-
nine [12]. Dans les cellules de mammiféres, I'efficacité de
Iincorporation du récepteur assurant le transport d’en-
zymes lysosomiales appelé récepteur de mannose-6-phos-
phate (cis-M6PR), au sein de vésicules mantelées a cla-
thrine émergeant du trans-Golgi, est une étape décrite
comme sensible & la wortmannine [13]. Les mécanismes
moléculaires permettant d’établir un lien entre cette acti-
vité PtdIns 3-kinase et le tri des cis-M6PR restent indéter-
minés. Un autre exemple est celui des [3-arrestines. Celles-
ciinterviennent comme régulateurs de I’internalisation des
récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques (voie
dépendante de la clathrine), et possédent un domaine
d’interaction avec le PtdIns-4,5-P2 et le PtdIns-3,4,5-P3.
Ce domaine est critique pour la concentration des com-
plexes récepteur-arrestine dans les formations membra-
naires précurseurs des vésicules a manteau de clathrine
[14]. €nfin, un certain nombre de protéines appelées
nexines et contenant un domaine PX susceptible de se lier
au PtdIns 3-P, contrdlent Iefficacité du tri de récepteurs a
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la surface cellulaire (le récepteur de la transferrine par
exemple) et leur parcours entre les différents comparti-
ments intracellulaires [10].

Modifications lipidiques et bourgeonnement vésiculaire
Le PtdIns-4,5-P2 et le PtdIns-3,4,5-P3 sont également
impliqués dans le bourgeonnement de vésicules contrdlé
par le manteau de clathrine.

[l existe deux types de vésicules a manteau de clathrine qui
se distinguent avant tout par la membrane a partir de
laquelle elles se forment, et par le type d’adaptateur a cla-
thrine mis en jeu [15]. Dans le cas de vésicules formées a
partir de la membrane plasmique, il a été montré que
nombre de protéines cytosoliques impliquées dans I'assem-
blage du manteau de clathrine interagissent avec des phos-
pho-inositides et plus spécifiquement le PtdIns-4,5-P2. Tel
est notamment le cas pour le complexe AP2, recruté par I'in-
termédiaire d’un domaine amino-terminal riche en résidus
de lysine, pour les protéines CALM (clathrin assembly lym-
phoid myeloid leukemia protein) et AP180 (homologue de
CALM exprimé dans le systéme nerveux central), qui sem-
blent jouerunrdle dans les étapes précoces de I'assemblage
de la clathrine et pour I'epsine, ces trois derniéres étant
recrutées par le PtdIns-4,5-P2 via un domaine récemment
caractérisé: le domaine ENTH (epsin NH2-terminal homo-
logy). La délétion de ces domaines ENTH inhibe la fonction
de ces protéines dans I’endocytose montrant que la liaison
au PtdIns-4,5-P2 est essentielle au processus [16, 17].
Des données récentes viennent de montrer également I'im-
plication d’une phosphatidylinositol 3-kinase de classe Il
(C2a, insensible a la wortmannine), dans la formation des
vésicules a manteau de clathrine a partir de la membrane
plasmique et du réseau trans de I'appareil de Golgi [18].
Cette kinase, outre le fait qu’elle soit recrutée a la mem-
brane par I'intermédiaire d’une interaction avec le PtdIns-
4,5-P2, via un domaine PX, est capable d’interagir spécifi-
quement avec la clathrine, trés probablement avec un -
voire plusieurs - motifs localisés a son extrémité amino-
terminale. Cette interaction semble, au moins in vitro,
favoriser plus spécifiquement la formation du Ptdlns-
3,4,5-P3. La production du PtdIns-3,4,5-P3, dans le
feuillet cytosolique de la vésicule mantelée en formation,
pourrait intervenir dans le recrutement du complexe AP2
qui, au moins in vitro, semble avoir une meilleure affinité
pour le Ptdlns-3,4,5-P3 que pour le Ptdins-4,5-P2 [19].
Elle pourrait également augmenter 'affinité des adapta-
teurs pour leurs récepteurs et recruter des protéines impli-
quées dans les étapes sucessives conduisant a la fission.
Le recrutement du manteau de clathrine passe donc par un
effet coopératif des deux types d’événements que sont
I'interaction protéine-protéine et I'interaction protéines
cytosoliques-phospholipides membranaires.
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Les vésicules mantelées ne sont pas les seules vésicules
d’endocytose dont la formation dépend de la production
locale des 3-phospho-inositides. Tel est également le
cas pour I'organite endocytique des cellules phagocy-
taires, le phagosome [20]. Une formation rapide et
transitoire du PtdIns-3,4,5-P3 a la membrane du pha-
gosome contrdle le recrutement de protéines cytoso-
liques réglant la dynamique du cytosquelette d’actine.
Cette étape est indispensable pour I’encapsulation de la
particule a ingérer par la membrane plasmique [21].
Deux protéines se présentent comme des candidats
potentiels, recrutés par PtdIns-3,4,5-P3 et impliqués
dans le réarrangement de I’actine: Vav et ARNO (ARF
nucleotide-binding site opener), deux facteurs activa-
teurs de I’échange du GTP, respectivement sur Racl et
ARFé6, et capables de se lier spécifiquement au Ptdlns-
3,4,5-P3 par I'intermédiaire de leur domaine PH. Par
ailleurs, P'utilisation d’une protéine de fusion entre la
GFP et le domaine PH de la PLCO (domaine qui reconnaft
spécifiquement le PtdIns-4,5-P2), a non seulement per-
mis de visualiser la formation de ce phospho-inositide
lors de la phagocytose, mais également la disparition,
contemporaine de la fission [22].

Il apparait donc que Ptdins-4,5-P2 et PtdIns-3,4,5-P3
contrdlent le bourgeonnement de divers types de vésicules
endocytiques. Limplication des deux phospholipides, dans
des événements concomitants ou séquentiels, reste a
démontrer.

Modifications lipidiques et fission

’étape finale conduisant a Iindividualisation d’une
vésicule dans le cytoplasme est I’étape ol les deux
bicouches adjacentes fusionnent; c’est la fission. Le
PtdIns-4,5-P2 est potentiellement impliqué dans cette
étape, en particulier pour les vésicules dont la fission
est dépendante de I'activité GTPasique d’une protéine
cytosolique appelée dynamine: les vésicules a manteau
de clathrine et les vésicules endocytiques a micro-
domaines lipidiques telles que les cavéoles. Bien que le
mode de fonctionnement de la dynamine dans la fission
soit encore débattu, cette protéine pourrait étre ancrée
au point de fission membranaire par interaction avec le
PtdIns-4,5-P2, par I'intermédiaire d’un domaine PH
[23]. Ce domaine ayant peu de sélectivité pour Ptdlns-
4,5-P2 par rapport a Ptdlns-3,4,5-P3, I'identité du (ou
des) phospholipides impliqués dans le mode d’action de
la dynamine dans la fission reste a déterminer.

Modifications lipidiques et régulation

de la dynamique du cytosquelette d’actine

Un des mécanismes moléculaires récurrents dans la for-
mation de vésicules est la participation et/ou la modifi-



cation du cytosquelette d’actine [24, 25]. Comme nous
I"avons vu dans le cas de la formation du phagosome,
I"actine est impliquée dans I’élaboration des protrusions
membranaires encapsulant la particule mais sa polymé-
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Figure 2. Réles des phospho-inositides dans le recrutement de protéines cytosoliques et les étapes successives de la
formation d’une vésicule. Le PtdIns-4,5-P2 recrute et stimule I’activité de la phospholipase D (PLD). Uacide phos-
phatidique formé par action de la phospholipase D, stimule la PtdIns 4-P 5-kinase. Une boucle de rétrocontréle posi-
tif conduit a amplifier la production de PtdIns-4,5-P2. Cette réaction est également stimulée par le recrutement de
facteurs d’échange nucléotidique sur ARF (ARF-GEF, guanine nucleotide exchange factors). PtdIns-4,5-P2 peut étre
également produit indépendamment de la phospholipase D, par stimulation directe par ARF (sous forme liée au GTP),
de deux phospho-inositides kinases. PtdIns-4,5-P2 et PtdIns-3,4,5-P3 sont deux phospho-inositides clés pour le
recrutement de protéines cytosoliques impliquées dans les étapes successives de la formation d’une vésicule. A. le
bourgeonnement, B. I’étape précédant directement la fission, C. 'individualisation, aprés fission, de la vésicule
dans le cytosplasme et la perte du manteau. Cette derniére étape est contr6lée par I’action d’une 5’-phosphatase
déphosphorylant PtdIns-4,5-P2. Dans ce schéma, la formation des vésicules synaptiques par voie d’endocytose est
prise en exemple; la 5’-phosphatase impliquée est la synaptojanine. Les différentes étapes de la formation d’une
vésicule mettent en jeu des variations dans la coubure membranaire. Une courbure membranaire « positive » (indi-
quée en violet) est favorisée par I"assemblage des constituants du manteau et des protéines telles que I'amphiphy-
sine et "endophiline qui, en se liant a des phospholipides acides, induisent des déformations de la membrane. Une
courbure membranaire « négative » (indiquée en rouge), pourrait étre contrdlée par 'activité acyltransférase de

I’endophiline utilisant I"acide lysophosphatidique comme substrat.
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risation pourrait également exercer une contrainte mécanique dans la
fission. Ces aspects nécessitent le réarrangement du réseau d’actine
mettant en jeu de trés nombreuses protéines contrdlant I’élongation
des filaments, leur organisation et leur stabilité. Nombre de ces pro-

téines possedent des sites
d’interaction avec les
phospholipides membra-
naires [26]. Par exemple,
la gelsoline (protéine
cytosolique séquestrant
’actine  monomérique)
jouerait un rdle dans la
formation de vésicules
provenant du trans-Golgi,
en controlant I’état poly-
mérisé du cytosquelette
d’actine entourant la
membrane golgienne
[27]. La gelsoline serait,
dans ce cas, recrutée par
interaction  avec le
PtdIns-4,5-P2 a la mem-
brane golgienne, aprés
stimulation de la phos-
pholipase D par ARF
(Figure 2). Cette voie,
dépendante de la phos-
pholipase D, s’integre
dans une boucle rétroac-
tive d’amplification dans
laquelle P'action de la
phospholipase D libére
I’acide phosphatidique.
Ce dernier stimule alors la
formation de PtdIns-4,5-
P2 par activation d’une
Ptdins-4 5-kinase. Le
PtdIns-4,5-P2 ainsi formé
stimule a nouveau la
phospholipase D [28]. I
existe néanmoins une
seconde voie conduisant &
la formation de PtdlIns-
4,5-P2, mise également
en évidence au niveau de
la membrane golgienne.
Cette voie, indépendante
de la phospholipase D, est
par ARFl qui
recrute et contrle direc-
tement une PtdIns-4-0H

kinase [ ainsi qu’une

activée

&
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PtdIns 4-P 5-0H kinase contribuant finalement a la for-

mation de Ptdlns-4,5-P2 [29] (Figure 2). L'intercon-

nexion entre ces deux voies dans les étapes du transport

golgien reste encore a déterminer mais la formation de

PtdIns-4,5-P2 est proposée comme contrélant la dyna-
mique de Iactine. Plus spécifiquement, la voie indépendante de la
phospholipase D pourrait conduire au recrutement de la spectrine, une
protéine structurale susceptible de contrdler le va-et-vient des vési-
cules intra-golgiennes en transit [27]. Cette voie semble trouver un
équivalent dans le contréle de la formation de vésicules golgiennes
chez la levure [30].

Modifications lipidiques et influence de la géométrie
des lipides formés dans les déformations de la membrane
Contrdle de la courbure

Lorsqu’une vésicule se forme, des modifications dans la courbure mem-
branaire ont lieu. Lors de Iétape initiale, le bourgeonnement a partir d’une
surface plane et allant jusqu’a I’hémisphere se traduit par une augmenta-
tion de la surface membranaire de courbure positive (Figure 24). Dans les
étapes précédant la fission, la géométrie de la bicouche peut aussi com-
porter une composante de courbure négative, au moins dans 'une des trois
dimensions de I'espace délimité par le « cou » de la vésicule en formation
(Figure 2B). La courbure positive peut étre induite par
translocation (& partir du feuillet interne de la bicouche)

[34]. Les mécanismes physico-chimiques par lesquels ces
deux protéines induisent des déformations membranaires
restent a définir. Une hypothese serait I'insertion des deux
protéines dans la bicouche, laquelle augmenterait I"asy-
métrie du feuillet cytosolique par rapport au feuillet
interne.

Outre ces propriétés, I'endophiline posséde une activité
acyltransférase utilisant I’acide lysophosphatidique et des
acides gras activés sous forme complexée au coenzyme A
comme substrats (activité LPAAT) [6] et formant de 'acide
phosphatidique. Ce dernier, chargé négativement, pourrait
servir de point d’ancrage pour I’endophiline et I’'amphiphy-
sine afin que ces protéines exercent leur action directe sur
la membrane (Figure 24, B). De plus, I"'endophiline pourrait
recruter I"acide lysophosphatidique a partir d’un pool cyto-
solique, soit soluble, soit complexé a une autre protéine, et
Iinsertion de I'acide lysophosphatidique au sein du feuillet
cytosolique pourrait ainsi contribuer a I"asymétrie mem-
branaire [33]. €nfin, activité LPAAT de I’endophiline pour-
rait contribuer @ augmenter le nombre de phospholipides
dont la géométrie favoriserait une courbure négative de la
membrane (Figure 3). Cette possibilité a été retenue car
I’endophiline favorise la formation des vésicules mantelées

ou addition nette d’un lipide (en provenance de lipides
complexés a des protéines cytosoliques). €lle peut égale-
ment résulter de Iinsertion d’'un domaine protéique dans
le feuillet cytosolique. Ces différents processus sont géné-
rateurs d’une asymétrie membranaire [31]. La courbure
négative pourrait, par exemple, résulter du transfert de
chaines acylées poly-insaturées sur des lipides de la par-
tie cytosolique de la bicouche [6] (Figure 3).

Deux mécanismes sont actuellement proposés pour un réle
direct des lipides et de leurs modifications dans les varia-
tions de courbures membranaires. Le premier propose la
participation de lipides chargés négativement (phospho-
inositides, acide phosphatidique, phosphatidylsérine) et
assurant le recrutement de protéines exergant une

%'Ii) < LPA

Courbure
membranaire
négative

PA Dynamine

/ assemblée

Endophiline

Courbure
membranaire
positive

contrainte mécanique sur la membrane [32]. Le second
met en jeu des protéines dont I'action enzymatique sur
certains phospholipides modifie leur géométrie [6]
(Figure 2).

La formation des vésicules @ manteau de clathrine est de
ce point de vue le processus le mieux étudié. Deux pro-
téines cytosoliques, I"amphiphysine et I’endophiline,
jouent un role dans le bourgeonnement de la membrane,
en contrélant vraisemblablement I’expansion de la mem-
brane de courbure positive en phase d’invagination [33-
35]. Cette propriété est conférée aux deux protéines par
une hélice amphipatique localisée en leur extrémité
amino-terminale qui permet leur liaison @ la membrane
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Figure 3. Modele possible de ’action de I’endophiline dans la fission membranaire.
Ce mode d’action met en jeu I'interaction de "endophiline, par I'intermédiaire d’un
domaine SH3 (Src-homology 3 domain) localisé dans sa partie carboxy-terminale,
avec le domaine riche en résidus de proline de la dynamine. La dynamine est
assemblée, sous forme d’un anneau, autour du cou de la vésicule en formation. La
conversion de I'acide lysophosphatidique (LPA) en acide phosphatidique (PA),
catalysée par ’endophiline, permettrait de transformer un lyso-lipide en forme de
cone inversé (LPA, cone bleu), en un lipide en forme de cone (PA, cone rouge) dont
la géométrie pourrait favoriser une augmentation de la courbure négative de la
membrane, au cou de la vésicule en formation (surtout lorsque la chaine lipidique
transférée sur le LPA est 'acide arachidonique, lipide poly-insaturé; voir aussi
[6]). Cela pourrait, soit de facon concomitante avec I'action mécanique de la

dynamine, soit indépendamment, entrainer la fission membranaire.



a clathrine d’autant plus lorsqu’elle est mise en présence
d’acides  gras activés  poly-insaturés  comme
I’arachidonylCoA [6]. Cela suggere donc que la géométrie
de I'acide phosphatidique formé, en particulier lorsque
celui-ci est porteur d’un acide gras insaturé en position sn-
2, controle I'efficacité de formation de la vésicule en favo-
risant des courbures négatives de la membrane. Cette
action pourrait se localiser a I'interface du bourgeon et de
la surface plane de la membrane et/ou au niveau du cou de
la vésicule (Figure 24, B). Ainsi, I'endophiline contrdlerait
la géométrie de la membrane dans une étape qui, soit pré-
cede, soit est directement impliquée dans la fission. Cette
derniere hypothese est renforcée par le fait que I’endophi-
line interagit avec la dynamine qui, elle-méme, est recru-
tée a la membrane par interaction avec des phospho-
inositides et joue un rdle dans la fission (Figure 3).

Réversibilité des modifications lipidiques :
un exemple de son réle dans le recyclage
des vésicules synaptiques

Dans la dynamique des compartiments intracellulaires,
toute modification des lipides en un point donné d’une
membrane est contrdlée dans le temps et de fait est réver-
sible. Tel est le cas pour les dérivés phosphorylés du phos-
phatidylinositol, soumis & I'action de phosphatases [31].
Un des systemes les plus exploités dans ce domaine est
celui de la dynamique des organites de neurosécrétion
(granules et vésicules synaptiques), qui libérent leur
contenu dans I'espace extracellulaire et en particulier dans
la fente synaptique. La fusion et le recyclage des vésicules
de neurosécrétion comportent une étape préliminaire
d’acquisition de la compétence pour la fusion, la fusion
avec la membrane plasmique et le recyclage par endocy-
tose. Au moins deux de ces trois étapes (la premiere et la
derniére) sont dépendantes du métabolisme des phospho-
inositides et en particulier du PtdIns-4,5-P2 [36].
U'acquisition de la compétence pour la fusion est une étape
nécessitant I’ATP qui servira aux phosphorylations succes-
sives du phosphatidylinositol pour former du PtdIns-4,5-
P2. Celui-ci servira de point d’ancrage a une protéine
controlant une des étapes conduisant a la fission et sen-
sible a I’élévation de la concentration en calcium cytoso-
lique. U'augmentation du PtdIns-4,5-P2, localisé égale-
ment au niveau de la partie cytosolique de la membrane
plasmique, est un des événements assurant un
« couplage » entre Iexocytose et I’endocytose des consti-
tuants moléculaires de la vésicule ayant fusionné avec la
membrane pré-synaptique. Une étude récente sur le recy-
clage des vésicules synaptiques suggere que c’est la for-
mation du PtdIns-4,5-P2 qui contrdlerait le recrutement
de protéines accessoires du manteau, interagissant avec
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les parties cytosoliques de protéines transmembranaires
des vésicules réinternalisées « en bloc », par endocytose.
Dans ce cas, PtdIns-4,5-P2 serait formé par I'action d’une
PtdIns 4-P 5-kinase Y de type I, une phosphatidylinositol
kinase majoritairement exprimée a la synapse [37]. Une
fois la vésicule formée, nombre de protéines recrutées, en
particulier celles constituant le manteau, se dissocient de
la membrane. Ce désarrimage rapide du manteau assure
une constance dans I’efficacité de I'endocytose de nou-
velles vésicules et nécessite I'action de la synaptojanine,
une phosphatase de type Il hydrolysant le groupement
phosphate en position 5 du Ptdlns-4,5-P2 (Figure 2C).
U'invalidation du gene codant pour la synaptojanine 1,
enzyme enrichie dans la synapse, a révélé une augmenta-
tion du nombre de vésicules mantelées a la synapse et de la
densité du cytosquelette d’actine, témoignant de I'impli-
cation de la phosphatase dans le contrdle du relargage du
manteau et dans le contrdle de la polymérisation de 'ac-
tine [38].

Conclusions

Les modifications des caractéristiques biochimiques des
phospholipides membranaires, si elles jouent un role dans la
formation de vésicules de transport, sont également essen-
tielles a d’autres étapes de la dynamique des membranes
cellulaires. une de ces étapes est la reconnaissance et la
fusion de vésicules de transport avec des compartiments
cibles. Par ailleurs, les modifications des lipides ne sont pas
les seules voies exploitées pour exercer un controle sur la
membrane. Ainsi, outre les changements dans la composi-
tion lipidique de la membrane d’un compartiment par
transfert cytosolique de certains lipides, I"échange de
lipides d’un feuillet a "autre de la bicouche parait égale-
ment jouer unréle. Ce dernier processus, effectué par trans-
location, a été décrit comme force génératrice d’asymétrie
membranaire pouvant avoir lieu au cours de I’endocytose.
Le trafic membranaire est un processus dynamique essen-
tiel au fonctionnement de la cellule eucaryote, qui préserve
et entretient 'identité des compartiments intracellulaires.
Outre le role des interactions entre protéines, la cellule a
puisé dans les ressources qu’offre la diversité des lipides
membranaires pour assurer la fidélité, a la fois dans I'es-
pace et dans le temps, de ces fonctions. Des progres signi-
ficatifs dans la compréhension de la dynamique des mem-
branes nécessiteront des outils, par exemple des sondes
fluorescentes, permettant de visualiser, in situ, la chrono-
logie des événements moléculaires qui la contrdlent.
L'identification de nouveaux domaines assurant le recrute-
ment spécifique des protéines cytosoliques par interaction
avec des sous-types de lipides membranaires devrait pou-
voir fournir de tels outils moléculaires. ¢
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SUMMARY

Role of lipid modifications

in vesicle biogenesis and fission

Vesicular traffic is essential for the maintenance of cel-
lular functions as well as inter-cellular communication.
Sequential steps of vesicular traffic require the action of
cytosolic proteins that are involved in spatial and tem-
poral control of budding, fission, vectorial transport,
and fusion with the target compartment. Some of these
proteins have been identified as lipid-modifying
enzymes that regulate vesicular traffic from, and bet-
ween the different compartments in the cell.
Phosphorylated derivatives of phosphatidylinositol are
the most widely used membrane lipids that are acting as
specific recruitors and activators of cytosolic proteins
among which the members of vesicular coats, proteins
that are involved in the regulation of actin dynamics as
well as other enzymes involved in lipid metabolism. Here
are described, in particular, the roles of phosphatidyli-
nositol-4,5-bisphosphate and phosphatidylinositol-
3,4,5-trisphosphate, two of the most relevant phospho-
inositides involved in sequential steps of vesicular bud-
ding and fission, from both the Golgi apparatus and the
plasma membrane. In addition, this review presents new
concepts on the mechanism of action of cytosolic pro-
teins that are binding to, and catalyzing the formation
of, acidic membrane lipids. By doing so, these proteins
may contribute, through biophysical principles that still
remain to be determined and are discussed here, to
deform the target membrane, hence promoting mem-
brane budding and fission. ¢
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