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RESUME

Le recyclage de récepteurs et de lipides vers la membrane plasmique, est un
processus finement régulé, essentiel pour 'lhoméostasie de la membrane plasmique
et pour la migration cellulaire. Il requiére I'intervention des petites GTPases de la
famille Rabs et leurs effecteurs. La protéine MICAL-L1, effecteur de plusieurs Rabs,
comme Rab 8, 11, 13 et 35, a été impliquée dans le recyclage vers la membrane
plasmique. Dans cette étude, nous avons identifié¢ une nouvelle interaction entre
MICAL-L1 et la PACSINES, une protéine a domaine F-BAR capable de fagonner les
membranes intracellulaires et qui contribue a la génération d’endosomes de
recyclage tubulaires. MICAL-L1 est nécessaire pour la localisation de la PACSINE3
au niveau des membranes des endosomes. La perturbation du complexe MICAL-
L1/PACSINE3 affecte le recyclage du récepteur de la transferrine (TfR) vers la
membrane plasmique. Le complexe MICAL-L1/PACSINE3 est associé a des longs
tubules membranaires contenant la transferrine comme cargo. La dynamique de
ségrégation et de détachement des cargos Tf a partir des tubules contenant MICAL-
L1 et PACSINES, suggére que ce complexe contréle le tri/adressage des endosomes
de recyclage vers la membrane plasmique. Notre travail révéle un nouveau
mécanisme de régulation de la voie de recyclage vers la surface cellulaire.

ABSTRACT

The recycling to the plasma membrane of receptors and lipids is tightly regulated and
is essential for PM homeostasis, adhesion and cell migration. It requires small
GTPase Rab proteins and their effectors. The MICAL-L1 protein, an effector of
several Rabs including Rab 8, 11, 13 and 35, has been shown to play an important
role in the recycling. Here, we report a novel interaction between MICAL-L1 and the
BAR domain containing protein PACSIN3/Syndapin3 that contributes to generate
tubular recycling endosomes. MICAL-L1 is required for the localization of PACSIN3
to endosomal membranes. Importantly, disruption of MICAL-L1/PACSIN3 interaction
promotes the transferrin receptor (TfR) delivery back to the plasma membrane. The
MICAL-L1/PACSIN3 complex accumulates in elongated tubules that contain
transferrin carriers. The dynamic of transferrin positive endosomes segregation from
MICAL-L1/PACSINS3 tubules suggests that MICAL-L1/PACSIN3 complex controls
TfR recycling endosomes delivery to the plasma membrane. Our data provide novel
mechanistic insights on the dynamical regulation of the plasma membrane recycling
pathway.
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INTRODUCTION :

1) L’endocytose

a) Premiére observation d’'un phénomene d’endocytose

A la fin du XIXéme siécle, un large débat anime la communauté scientifique. En effet
de nombreux physiologistes se demandent comment un organisme peut se défendre
contre des corps étrangers. Ce débat oppose deux principales écoles: les
« cellularistes » (principalement frangais) et les « humoralistes » (majoritairement
allemands). C’est le zoologiste russe Elie Metchnikoff qui, en 1882, apporta de
nouveaux éléments de réponse. En effet, il travaillait a cette époque sur des larves
d’étoile de mer (totalement transparentes et donc trés faciles a visualiser sous un
microscope) et se demanda comment ces larves réagiraient pour se défendre en
présence d’un corps étranger. Il va alors simplement introduire des épines de rosiers
dans la peau des larves d’étoile de mer et constater la mobilisation de cellules au
contact des épines pour les digérer: c’est la phagocytose (du grec phagos et phagein
signifiant respectivement glouton et manger). Metchnikoff mit alors en évidence un
processus de défense immunitaire et donna avantage aux « cellularistes » quant a la
question du systéme de défense des organismes face a des corps étrangers. Deux
ans plus tard, en 1890, les anticorps furent mis en évidence a I'Institut Koch en
Allemagne dans la protection contre le tétanos. Cette découverte démontra
l'existence d'une substance soluble dans le sang assurant limmunité: les
organismes possédent donc deux moyens pour lutter contre les agressions
extérieures. « Cellularistes » et « humoralistes » détenaient chacun une part de
vérité. Les découvertes d’Elie Metchnikoff et Paul Ehrlich furent récompensées en
1908 par un prix Nobel commun pour leurs travaux sur 'immunité.

Du point de vue du biologiste cellulaire, les travaux de Metchnikoff sont les premiéres
observations d’'un processus d’endocytose, c’est a dire de mécanisme de transport
de particules ou molécules vers l'intérieur de la cellule. En plus de sa découverte
majeure en immunologie, Metchnikoff a donc aussi été le premier a rapporter la

capacité des cellules a introduire dans leur corps des particules venant de I'extérieur.
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Figure 1:  Elie Metchnikoff et ses dessins de phagocytose bactérienne par des
macrophages et des microphages.
Adapté de (Kaufmann, 2008).

b) L’endocytose sous toutes ses formes

Suite a la découverte de Metchnikoff, d’autres voies d’endocytose furent

caractérisées

i) 1931, découverte de la pinocytose par Warren Lewis

C’est en réalisant des films de macrophages en culture que Warren Lewis fit en 1931
'observation suivante : les macrophages engloutissaient de fagon discontinue de la
phase fluide, via leurs extensions membranaires ou pseudopodes. Ces derniers
rabattaient de la phase fluide vers la membrane cellulaire formant ainsi des vésicules
en forme de gouttelettes. Elles sont ensuite internalisées et se détachent de la
membrane plasmique formant des vésicules d’environ 1 a 2 microns de diamétre. Au
fur et @ mesure qu’elles migrent en direction de la région périnucléaire, ces vésicules
rétrécissent en taille, et son digérées. Ce phénomene fut baptisé par Warren Lewis la
pinocytose, venant du grec pind signifiant « je bois ». Cette appellation fut donnée en
référence a la découverte de la phagocytose, dans laquelle la cellule « mange » des

particules solides. Dans le cas de la pinocytose, le matériel ingéré est liquide.

ii) Les années 1950, découverte des cavéoles

En 1953, George Palade identifia - par microscopie électronique - des structures en

forme d’oméga inversé présentes au niveau de la membrane plasmique des cellules,
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les cavéoles. La structure des cavéoles est, de nos jours, mieux caractérisée mais
leurs fonctions restent encore débattues (et sera discutée dans la suite du

manuscrit).

iii) Les puits recouverts de clathrine

Thomas Roth et Keith Porter furent deux hommes importants dans le domaine de
'endocytose. Dans les années 1960 ils travaillaient tous deux sur 'accumulation du
vitellus dans les oocytes de moustique. En effet, le vitellus (qui est produit dans
d’autres parties de I'organisme de la femelle moustique) contient des protéines de
haut poids moléculaire qui parviennent a pénétrer dans l'oocyte. C'est en se
demandant comment cela pouvait se produire qu’ils remarquérent que pendant
'accumulation du vitellus dans I'oocyte, une augmentation des invaginations de la
membrane plasmique avait aussi lieu. lls suggérérent alors que les protéines du
vitellus étaient spécifiquement adsorbées a la membrane externe des cellules qui
forme, ensuite, une invagination de laquelle découlera la formation d’'une vésicule
intracellulaire tapissée d’un manteau. Ce n’est qu’'une dizaine d’années aprés que
Barbara Pearse caractérisa ce manteau en identifiant la protéine majeure qui le

compose : la clathrine. (Pearse, 1975; Pearse, 1976)

c) Classification actuelle des voies d’endocytose

Voici maintenant plus d’'un siécle que I'endocytose est décrite et de plus en plus
finement caractérisée. Tous les travaux de recherche menés jusqu’ici permettent de
déterminer la classification suivante : L’endocytose dépendante de la clathrine et
'endocytose indépendante de la clathrine regroupant les cavéoles, I'endocytose de
type CLIC/GEEC, la macropinocytose, la phagocytose, I'endocytose dépendante de
la flotilline ou d’Arf6, la voie d’endocytose de la sous-unité 3 du récepteur a I'lL2 ou

encore comme décrite trés récemment, la voie FEME (Figure 2).
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Figure 2 :  Différentes structures décrites comme étant impliquées dans des
événements d’endocytose.

Panneaux : images de microscopie électronique (a transmission ou a balayage) ou a
fluorescence. Adapté de (Doherty and McMahon, 2009).

d) L’endocytose dépendante de la clathrine

Elle est a I'heure actuelle la voie d’endocytose la mieux caractérisée. L’endocytose
dépendante de la clathrine correspond a l'internalisation de molécules et récepteurs
au niveau de la membrane plasmique de la cellule via des invaginations
membranaires et la formation de vésicules mantelées de clathrine. Des vésicules
recouvertes de clathrine peuvent étre formées au niveau d’autres compartiments
membranaires de la cellule, cependant le terme « endocytose dépendante de la
clathrine » est restreint aux vésicules recouvertes de clathrine issues de la

membrane plasmique.
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i) Premiére observation des manteaux de clathrine

Des vésicules recouvertes de clathrine ont été observées pour la premiére fois en
microscopie électronique dans des oocytes de moustique en 1964 par Thomas Roth
et Keith Porter (Roth and Porter, 1964). Sur les images de microscopie électronique
(Figure 3) il est donc possible d’observer un manteau protéique plus dense aux
électrons qui se trouvent au niveau d’invaginations membranaires, les puits mantelés
de clathrine (CCPs, clathrin coated pits), ou de vésicules entiérement recouvertes

elles aussi (CCVs, clathrin coated vesicles).

Figure 3:  Observation de puits et vésicules recouverts de clathrine.

Image de microscopie électronique (Grossissement X56500) du cortex d’un oocyte de
moustique. Il est possible d’y observer la fusion d’une vésicule non recouverte (NV) avec la
membrane de l'ceuf (PR). Des puits (P) ainsi que des vésicules (V) recouverts sont
observables a la membrane plasmique. On peut également noter la présence des
composants de l'appareil de Golgi (G) et des corps lipidiques (L). Adapté de (Roth and
Porter, 1964).

ii) La clathrine, clé de volte de [l'endocytose dépendante de la

clathrine

La clathrine est une protéine hexamerique composée de 3 chaines lourdes (190 kDa)
et de 3 chaines légéres (30 kDa) qui une fois assemblées donne a la clathrine une
organisation trés caractéristique en triskéle (Figure 4). Ces chaines légeéres

empéchent l'auto-assemblage des chaines lourdes a pH physiologique (Liu et al.,
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1995; Ungewickell and Ungewickell, 1991; Ybe et al., 1998). Chez les mammiféres,
deux classes (A et B) de chaines Iégéres existent et chacune d’elles posséde des
formes épissées (Kirchhausen and Harrison, 1981; Ungewickell and Branton, 1981).
Les triskéles de clathrine possédent la capacité de s’auto-assembler, formant alors
des cages vides en forme de « ballon de football » (avec en guise de « couture » les
triskeles de clathrine) (Figure 5) (Kanaseki and Kadota, 1969).

Chaine lourde
[I] Domaine de trimérisation
[l Jambe proximale
[ Jambe distale
[J Domaine N-terminal
Chaine légére
[l Région de liaison aux chaines lourdes
X Elements de régulation

Figure 4 :  Triskéle de clathrine.

Schéma représentant 'organisation des 6 sous-unités composant une molécule de clathrine.
Adapté de (Chen et al., 2002).

Figure 5:  Assemblage de molécules de clathrine.
Cage de clathrine composée de 36 triskeles. Adapté de (Kirchhausen et al., 2014).
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Les triskeles peuvent s’assembler de différentes maniéres et donner des pentagones
ou des hexagones, retrouvés a la surface des vésicules recouvertes ou a la surface
des membranes biologiques (Fotin et al., 2004b; Fotin et al., 2006).

En ce qui concerne la chaine lourde de la clathrine, elle posséde une jambe
proximale qui contient le domaine de liaison aux chaines légéres, une jambe distale
et un domaine N-terminal capable de lier différentes protéines adaptatrices.

La clathrine purifiée s’assemble spontanément en cages, méme en I'absence de
chaines légéres (Crowther and Pearse, 1981; Keen et al., 1979; Ungewickell and
Branton, 1981). A partir ces résultats, il a pu étre démontré que l'inhibition de
'expression des chaines Iégéres de clathrine par ARN interférence sur une culture
provenant de tissu, n’affecte pas I'endocytose (Chen and Brodsky, 2005; Poupon et
al., 2008; Wang et al., 2006a; Wilbur et al., 2008). Ces résultats démontrent que les
chaines légéres ont un réle régulateur dans I'assemblage de la clathrine. Ce rdle a
été mieux détaillé il y a quelques années dans une étude qui montre que les
interactions électrostatiques contrélent 'association des chaines légéres aux chaines
lourdes (Wilbur et al., 2010). Ceci favorise alors ou non I'assemblage des molécules
de clathrine. Ces conclusions permettent également d’expliquer la sensibilité de
'assemblage de la clathrine au pH environnant.

Si la clathrine peut s’assembler en cage de fagon spontanée in vitro, tel n'est pas le
cas en conditions physiologiques. En effet son assemblage nécessite la présence
d’autres facteurs, appelés protéines d’assemblage (Zaremba and Keen, 1983). Ces
derniéres sont les autres composants du manteau des puits et des vésicules et
existent environ au nombre de vingt. Parmi elles figurent les complexes
hétérotétramériques adaptateurs, APs (AP-2 dans le cas de [I'endocytose
dépendante de la clathrine), I'epsine, la sorting nexin 9 (SNX9) ou encore

'amphiphysine.

iii) Nucléation des vésicules recouvertes de clathrine

La premiere étape de la formation d’'une vésicule recouverte de clathrine est
'invagination de la membrane, formant un puits. Il a été proposé pendant longtemps
que l'initiation de la formation de ce puits se faisait via le recrutement du complexe
AP-2 au niveau de la membrane plasmique. Mais ces derniéres années, des études

faites chez la levure et dans des cellules de mammiféres semblent montrer qu’un
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module de nucléation se forme au niveau de la membrane plasmique, par interaction
avec le PI(4,5)P, et déterminerait alors le site ou la clathrine est recrutée, permettant
ensuite la bourgeonnement d’une vésicule. Ce module de nucléation inclurait les
protéines FCHo (FCH domains only) et Eps15 (EGFR pathway substrate 15) (Henne
et al., 2010; Reider et al., 2009; Stimpson et al., 2009) et semble nécessaire pour la
formation des CCPs. Cette hypothése s’appuie sur le fait que I'extinction de FCHo ou
d’Eps15 inhibe le recrutement du manteau de clathrine. De plus la protéine FCHo
posséde un domaine F-BAR (Bin/Amphiphysin/Rvs) capable de lier et déformer les
membranes ayant une faible courbure. Ceci laisse supposer que la génération d’une
courbure membranaire précéderait le recrutement de la clathrine. Cependant une
étude récente de I'équipe de Tom Kirchhausen a revisité cette hypothése et a conclu
que le complexe AP-2 arrive le premier sur le site d’endocytose, permettant ensuite
le recrutement de la clathrine et d’autres protéines accessoires (Cocucci et al., 2012).
Une autre étude, faite chez le poisson zébre, soutient indirectement cette hypothése.
Elle met en effet en avant un role plus spécifique de la protéine FCHo1 dans
'endocytose spécifique de récepteurs, plutét qu’un réle de nucléateur global de puits
de clathrine (Umasankar et al., 2012). A I'heure actuelle il n’est donc pas possible de

connaitre la cinétique du nucléation des CCPs (Figure 6).

A ,

S

B n— ~10s —»
: - &
- PR
. Ry ..
| CLASPs = Clathrine ““ FCHo
& AP-2 ! Récepteur
Figure 6:  Schémas représentant les deux hypothéses d’initiation de I'endocytose.

(A) AP-2 est recrutée a la membrane plasmique le premier, recrutant ensuite, clathrine et
protéines accessoires qui vont courber la membrane et initier la formation du puits. (B) FCHo
arrive la premiére sur le site d’endocytose, lie et courbe la membrane. Cette courbure permet
alors le recrutement du complexe AP-2 et des autres protéines accessoires qui vont
participer a la formation du puits. Adapté de (Merrifield, 2012).
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iv) Les complexes hétérotétramériques

Les complexes APs ont une place trés importante dans l'adressage de cargos
protéiques. lls en assurent le recrutement et la concentration dans des vésicules qui
sont ensuite prises en charge par les machineries de trafic vésiculaire et transportées
vers leur compartiment cible. Ceci s’effectue par la reconnaissance des signaux
spécifiques présents dans la queue cytoplasmique des protéines a transporter, ce qui
permet ensuite le recrutement de la clathrine et des protéines associées.

Jusqu’a présent 5 complexes AP ont été identifiés (AP-1, AP-2, AP-3, AP-4 et AP-5)
(Figure 7), chacun composé de deux grandes sous-unités (y/a/d/e/C et 1 a 5,
respectivement), une sous-unité de taille moyenne (u1 a 5) et une petite sous-unité
(o1 a 5) (Figure 8). Chacune de ces sous-unités possede une ou plusieurs activités
propres. Par exemple les sous-unités § des complexes AP-1 et AP-2 interagissent
avec le domaine N-terminal de la chaine lourde de la clathrine. Cette interaction a
lieu au niveau de motifs spécifiques appelés « clathrin box » qui permettent la
formation du manteau de clathrine (Dell'Angelica et al., 1998). Cependant des
travaux tres récents de résonnance magnétique nucléaire indiquent que deux autres
séquences présentes sur la chaine lourde de la clathrine peuvent étre reconnues par
les motifs « clathrin box » présents sur les complexes APs (Zhuo et al., 2015). Les
sous-unités u interagissent avec des motifs hydrophobes contenant notamment des
tyrosines. Les sous-unités a2 et y1 interagissent avec les lipides composant les
membranes mais également avec des motifs dileucines (LL). Bien qu’elles
interagissent avec des motifs dileucines, le réle des sous-unités o des complexes
AP-1 et AP-2 n’est pas clairement déterminé. Il est a noter que certaines de ces
sous-unités existent sous plusieurs isoformes codées par différents géenes. Par
exemple, AP-2 posséde 2 isoformes de sa sous-unité o, a A et aC. L’existence de
ces différentes isoformes permet [I'obtention de différentes combinaisons
d’association des sous-unités des complexes hétérotétramériques et permet des
expressions et fonctions spécifiques dans différents tissus (Farias et al., 2012; Folsch
et al., 1999; Folsch et al., 2003; Gravotta et al., 2012; Guo et al., 2013; Mattera et al.,
2011).
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Figure 7.  Localisation intracellulaire des différents complexes APs.

AP-1 est localisé au niveau du TGN et des endosomes de recyclage et régule le transport
bidirectionnel entre eux. Dans les cellules épithéliales polarisées le complexe AP-1 régule
également [l'adressage basolatéral. AP-2 joue un rbéle dans [I'endocytose clathrine
dépendante au niveau de la membrane plasmique. AP-3 est localisé au niveau des
endosomes et est impliqué dans la biogenése des LROs. AP-4 est présent au niveau du
TGN, et régule le trafic vésiculaire vers les endosomes ou la membrane plasmique
basolatérale. AP-5 est localisé au niveau des endosomes tardifs et sa fonction n’est pas
encore clairement identifiée. Adapté de (Park and Guo, 2014)

ol o2 a3 o4 o5
pl n2 n3 pd s
Corps Y a & € g
B1 p2 B3 £3 B5
Charniére _____
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AP-1 AP-2 AP-3 AP-4 AP-5
Figure 8:  Composition des complexes APs.

Tous les complexes APs sont composés d’un corps, d’une région charniere (sauf AP-5) et de
domaines globulaires ou oreilles. Le corps est responsable de la reconnaissance du cargo et
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de la localisation membranaire. La région charniere et les oreilles jouent un réle important
dans linteraction avec les manteaux protéiques et les protéines accessoires/régulatrices.
Adapté de (Park and Guo, 2014).

Dans le cas de I'endocytose dépendante de la clathrine, le complexe
hétérotétramérique impliqué est AP-2 (Ahle et al., 1988; Robinson and Pearse,
1986). AP-2 permet I'endocytose de récepteurs et molécules d’adhésion, mais
également de protéines virales (Holloway et al., 2013; Huang et al., 2012; Kamiguchi
et al., 1998; Mason et al., 2008; Mattera et al., 2011; Park and Guo, 2014; Rappoport
and Simon, 2009; Traub, 2009). Le recrutement du complexe AP-2 au niveau de la
membrane plasmique se fait via les interactions de ses sous-unités a and u2 avec le
P1(4,5)P, (phosphatidylinositol (4,5)-biphosphate) (Gaidarov and Keen, 1999;
Jackson et al., 2010). La protéine Arf6é (ADP-ribosylation factor 6) pourrait également
étre impliquée dans le recrutement d’AP-2 a la membrane plasmique (Paleotti et al.,
2005).

Le complexe AP-1 est localisé au niveau du TGN et des endosomes ; celui-Ci
interagit directement avec la protéine Arf1 et le PI(4)P (phosphatidylinositol 4
phosphate) (Ren et al., 2013; Wang et al., 2003; Zhu et al., 1999). Les différents
complexes AP-1A et AP-1B sont impliqués dans la biogenése des vésicules
sécrétoires et dans le transport bidirectionnel entre le TGN et les endosomes. llIs
participent également a l'adressage spécifique de cargos, dans les cellules
polarisées ; ils sont, par exemple, impliqués dans I'adressage de protéines au niveau
de I'axone dans les neurones, ou de protéines de la membrane basolatérale dans les
cellules épithéliales polarisées (Folsch et al., 1999; Folsch et al., 2003; Guo et al.,
2013; Stamnes and Rothman, 1993; Wang et al., 2003).

Comme le complexe AP-1, les complexes AP-3 et AP-4 sont retrouvés au niveau du
TGN et des endosomes ; leur recrutement membranaire est contrélé par Arf1
(Boehm et al.,, 2001; Faundez et al., 1998; Ooi et al, 1998). AP-3 est
préférentiellement retrouvé au niveau des compartiments endosomaux tubulaires ; il
permet le transport des endosomes tubulaires vers les endosomes tardifs ainsi que
la biogenése de LRO (Lysosome-related organelles). Le complexe AP-3B, spécifique
des cellules neuronales, a également été démontré comme étant impliqué dans le
relargage d’organelles d’exocytose (Blumstein et al., 2001; Faundez and Kelly, 2000;
Mullins et al., 2000; Scheuber et al., 2006; Voglmaier et al., 2006). AP-4 est quant a

lui responsable du transport du TGN vers les endosomes sans intervention de la
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clathrine. Mais il joue également un rbéle dans l'adressage spécifique dans les
cellules polarisées épithéliales et neuronales, tout comme AP-1 (Dell'Angelica et al.,
1999; Matsuda et al., 2008; Simmen et al., 2002).

Enfin, trés récemment, I'équipe de Margaret S. Robinson a identifié un cinquiéme
complexe AP, impliqué dans le tri endosomal (Hirst et al., 2011). Ce complexe, AP-5,
est retrouvé au niveau des endosomes tardifs et, comme AP-4, il n’est pas associé a
la clathrine. En revanche ce complexe interagit avec les protéines SPG11 (spastic
paraplegia type 11) et SPG15 (Hirst et al., 2013). Ces protéines, dont les prédictions
de structures en a-solénoides, similaires a la chaine lourde de la clathrine et COPI
(coatomer protein complex 1), sont de bonnes candidates pour I”"échafaudage du
complexe AP-5. Le recrutement d’AP-5 au niveau des membranes n’est toujours pas
clair. Sa localisation n’est pas sensible a I'effet de la BFA (bréfeldine A) suggérant
gu’il n’est pas recruté par Arf1 comme d’autres complexes hétérotétramériques. La
seule hypothése proposée serait que SPG15 faciliterait le recrutement d’AP-5 via son

interaction avec le PI(3)P (phosphatidylinositol 3 phosphate).

v) Assemblage du manteau de clathrine

Une fois le puits initié, la clathrine va s’accumuler et recruter différentes protéines qui
vont permettre la stabilisation du puits et ainsi son expansion jusqu’a quasi-fermeture
de ce dernier. Un complexe AP-2 ne possédant pas d’oreilles ne recrute pas les
protéines accessoires et aboutit a une trés forte proportion de puits qui ne
s’invaginent pas et deviennent abortifs (Aguet et al., 2013). Parmi ces protéines
accessoires, on retrouve Eps15, I'epsine, FCHo, l'intersectine ou encore CALM.
Nous allons maintenant nous intéresser plus en détails a chacune de ces familles de

protéines.

Eps15: La protéine Eps15 a été initialement caractérisée comme substrat de
'activité kinase du récepteur a 'EGF. Elle interagit constitutivement et directement
avec AP-2 (Benmerah et al., 1995) et contient environ 15 sites de liaison aux oreilles
de ce dernier. Eps15 est composée d'un domaine N-terminal comprenant
3 domaines EH (Eps15 homology), lesquels interagissent avec des motifs NPF
(asparagine-proline-phénylalanine). La région centrale d’Eps15 est composée de

répétitions formant des domaines en superhélices, responsable de
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I’homodimérisation d’Eps15 (Tebar et al., 1996), voire méme de son oligomérisation.
Cette oligomérisation est facilitée grace aux interactions entre Eps15 et FCHo (elle
aussi présente sous forme dimérique). Enfin, en C-terminal Eps15 posséde des
séquences DPF (acide aspartique-proline-phénylalanine) qui se lient au complexe
AP-2. L’inhibition d’Eps15 diminue de fagon trés importante I'endocytose des
récepteurs a 'EGF et a la transferrine. Cette protéine a donc une place trés
importante dans I'endocytose au niveau de la concentration et de I'échafaudage des
complexes AP-2. Elle a également d’autres réles dans des processus autres que

'endocytose que je ne détaillerai pas ici.

Les epsines : cette famille de protéines recense 4 membres : epsine-1, epsine-2,
epsine-3 et epsineR. L'epsine-1 a été découverte comme partenaire de la protéine
Eps15 (Chen et al., 1998). L'epsine-2 fut découverte peu apres (Rosenthal et al.,
1999). Ces 2 epsines sont localisées au niveau de la membrane plasmique (Chen et
al., 1998; Rosenthal et al., 1999). Elles sont exprimées de fagon ubiquitaire mais
présentent un enrichissement au niveau du cerveau. A l'inverse, I'epsine-3 (Spradling
et al., 2001) possede un profil d’expression trés restreint, incluant les kératinocytes,
les cellules gastriques pariétales et certains carcinomes (Coon et al., 2011; Ko et al.,
2010; Wang et al., 2006b). En plus de ces epsines classiques localisées a la
membrane plasmique, il existe des protéines epsine-like comme epsineR. EpsineR a
des partenaires protéiques et lipidiques différents de ceux des epsines et est
localisée au niveau du TGN et des endosomes. Elle participe au transport des
endosomes vers le Golgi (Duncan et al., 2003; Hirst et al., 2003; Kalthoff et al., 2002;
Mills et al., 2003; Wasiak et al., 2002).

Toutes les epsines possédent un domaine caractéristique, appelé ENTH (epsin N-
terminal homology domain), qui se lie au PI(4,5)P, et s’insere dans le feuillet
cytoplasmique des membranes (plasmique et des compartiments d’endocytose)
(Figure 9). Cette propriété du domaine ENTH induit une courbure de la membrane,
favorisant ainsi la formation des invaginations membranaires (formation des CCPs ou
méme des CCVs) (Ford et al.,, 2002; Itoh et al., 2001; Nossal and Zimmerberg,
2002).
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Figure 9: Modele d’insertion du domaine ENTH dans le feuillet cytoplasmique
membranaire.

La courbure membranaire est causée par une forte densité locale d’hélices amphipathiques
insérées de fagon asymétrique dans la bicouche lipidique. Adapté de (Kirchhausen, 2012).

CALM/AP180 : CALM (clathrin assembly lymphoid myeloid leukemia protein) est une
protéine ubiquitaire des cellules de mammiféres. Son homologue AP180 est quant a
lui cerveau-spécifique. La protéine CALM posséde un domaine ANTH (AP180 N-
terminal homology) structuralement et fonctionnellement similaire au domaine ENTH
de I'epsine. A la différence du domaine ENTH, le domaine ANTH n’induit pas de
courbure membranaire. Il jouerait plutét un réle dans le maintien et la polymérisation
du manteau de clathrine, en interagissant directement avec la clathrine mais aussi
avec Eps15 (Morgan et al., 2003; Morgan et al., 1999; Zhang et al., 1998). Des
travaux trés récents ont démontré que la protéine CALM régule la taille des CCVs,
grace a son domaine N-terminal, qui contient une hélice amphipathique interagissant
avec les membranes. Ce domaine joue un rble direct dans la détection de la
courbure membranaire ; il a donc une place importante dans la maturation des CCPs
(Miller et al., 2015).

L’intersectine : L’intersectine est une protéine multi-domaine qui sert d’échafaudage
(deux différentes isoformes, une courte et une longue, peuvent étre exprimées)
(Figure 10). Elle interagit avec plusieurs protéines impliquées dans I'endocytose
comme FCHo ou I'epsine. L'extinction de lintersectine induit une augmentation du
nombre de vésicules de taille aberrante dans la cellule. Elle jouerait alors un réle
organisateur dans la formation des complexes protéiques liés aux CCPs et CCVs en
recrutant correctement les partenaires nécessaires a I'appréciation de la courbure

des membranes auxquelles elle est associée (Hussain et al., 2001; Okamoto et al.,
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1999; Yamabhai et al., 1998). En plus de sa fonction dans le processus de formation
de CCPs/CCVs, lintersectine joue un role dans la régulation de plusieurs voies de
transduction (O'Bryan, 2010).

Homo sapiens

Figure 10 : Organisation des domaines des isoformes courte et longue de
l'intersectine.

La longue isoforme possede en plus des domaines DH (Dbl homology), PH (Pleckstrin
homology) et C2. Le module DH-PH conféere une capacité de facteur d’échange de
lintersectine pour la protéine de la famille Rho, Cdc42. Adapté de (O'Bryan, 2010).

vi) La sélection de cargo par le complexe AP-2

En paralléle de la formation du puits de clathrine, le recrutement massif du complexe
AP-2 (qui est le complexe le plus abondant des CCPs/CCVs aprés la clathrine
(Blondeau et al., 2004)) va permettre de « piéger » les protéines a internaliser au
niveau de linvagination membranaire. En effet, AP-2 lie directement des motifs
reconnus dans la queue cytoplasmique des récepteurs transmembranaires et le
Pl1(4,5)P, situé dans la membrane plasmique. Il peut également interagir
indirectement avec le cargo via des protéines adaptatrices (Collins et al., 2002; Kelly
et al., 2008). Ces protéines adaptatrices, en plus de leur réle structural et de
maturation du CCP, pourraient aussi intervenir dans l'interaction avec les cargos a
internaliser.

D’un point de vue global, nous pouvons penser que toutes les protéines adaptatrices
sont impliquées dans la courbure et la bonne formation du puits de clathrine, ce qui
assure une bonne endocytose de tous les cargos, quelles que soient les protéines

adaptatrices qui lui sont associées.
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vii) Fission du puits de clathrine et formation d’une vésicule mantelée

de clathrine.

La polymérisation de clathrine autour du puits en formation génére une force,
toutefois insuffisante pour séparer la vésicule presque formée de la membrane
plasmique. Le bourgeonnement de la vésicule recouverte de clathrine est dépendant
de l'action d’'une enzyme mécano-chimique, la dynamine. Il existe 3 isoformes de la
dynamine. La dynamine 1 est exprimée dans les cellules neuronales, la dynamine 3
est fortement exprimée au niveau des testicules, mais aussi des poumons, du cceur
et du cerveau. Enfin la dynamine 2 est exprimée dans la quasi-totalité des types
cellulaires. Elle est recrutée par des protéines contenant des domaines BAR qui ont
une affinité pour les membranes plus fortement courbées que les domaines
ENTH/ANTH ; elles vont donc étre préférentiellement retrouvées au niveau du cou,
ou aura lieu la scission entre la membrane et la vésicule. Parmi ces protéines, on
retrouve la SNX9 (sorting nexin 9), I'amphiphysine (Lichte et al., 1992) et
'endophiline (Simpson et al., 1999). Elles possedent toutes des domaines SH3 (Src
homology 3) qui interagissent avec le domaine riche en proline de la dynamine
(Figure 11) (Lundmark and Carlsson, 2004; Shpetner et al., 1996).

n . N . 5

Dynamine

Dbl

Intersectine \
MEMBRANE _—"_ Endophiline / ACTINE
PLASMIQUE “™—__ e

BAR CLAP ~ SH3 F

Amphiphysiy

CLATHRINE

Figure 11 : Organisation schématique de la dynamine et de ses interactions avec

les protéines a domaine BAR.
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Le domaine riche en prolines de la dynamine (PRD) interagit avec le domaine SH3 de
l'intersectine, de [I'amphiphysine et de [I'endophiline. L’intersectine sert de protéine
échafaudage. C’est elle qui recrute la dynamine au niveau du site d’endocytose.
L’amphiphysine et [I'endophiline contiennent des domaines BAR impliqués dans la
constriction du coup de la future vésicule. L’amphiphysine interagit également avec la
clathrine, suggérant qu’elle sert d’intermédiaire entre la dynamine et le manteau de clathrine.
Adapté de (Sundborger and Hinshaw, 2014).

Ces protéines sont sous forme de diméres, polymérisent et s’associent autour du cou
de la vésicule naissante. Il en résulte une accentuation du niveau de courbure qui va
faciliter la scission par la dynamine. La dynamine s’associe a la membrane via son
domaine PH, se dimérise, puis forme un tétramére. La dimérisation du domaine
GTPase est essentielle pour que la dynamine puisse hydrolyser le GTP et étre
fonctionnelle. De méme il a été démontré que la domaine « Middle » est nécessaire
pour la tétramérisation de la protéine (Ramachandran et al., 2007). Une fois liée au
GTP, la dynamine va exercer une force de constriction qui générera la fission

membranaire (Stowell et al., 1999; Sweitzer and Hinshaw, 1998) (Figure 12).

Yof  —

-

Polymérisation Dimérisation GTP-dépendante  Fission membranaire
de la dynamine des domaines G, et hydrolyse du

GTP provoquant la consctriction

de la membrane

Figure 12 : Schéma d’action de la dynamine.

La polymérisation de la dynamine est le résultat des interactions des monoméres puis des
dimeres de dynamine. La dimérisation GTP-dépendante des domaines G entre les anneaux
adjacents de I'hélice de dynamine serait responsable de la stimulation de l'activité GTPase.
Ceci a pour conséquence la constriction de la membrane jusqu’a fission membranaire.
Adapté de (Ferguson and De Camilli, 2012).

Le mécanisme d’action de la dynamine reste encore a préciser, méme si de récentes
études de biophysique ont permis d’apporter quelques réponses (Roux, 2014). Dans
ces travaux, il a été mis en évidence un dialogue entre la constriction exercée par la
dynamine et les courbure et tension membranaires (Roux et al., 2010; Roux et al.,
2006).
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Pour augmenter la tension membranaire, les protéines a domaine BAR et le
P1(4,5)P, recrutent également la protéine N-WASP (neuronal Wiskott-Aldrich
syndrome protein) qui est un NPF (Nucleation promoting factor). N-WASP est un
activateur du complexe Arp2/3 qui va déclencher une polymérisation massive
d’actine, mais qui va aussi aider au recrutement de la dynamine. D’autres protéines
sont elles aussi recrutées, telle que la cortactine qui va jouer un rdle dans la
stabilisation du réseau d’actine formé par Arp2/3.

Ce dialogue complexe entre dynamine, cytosquelette, protéines accessoires et
membrane permet une fission efficace du puits recouvert de clathrine, formant ainsi

une vésicule, présente a l'intérieur de la cellule (Figure 13).

Formation du CCP/CCV Temps

Membrane plasmique
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\ / SNX9 Dynamine

Figure 13: Seéquence de recrutement protéique nécessaire a la formation d'une
vésicule recouverte de clathrine.

La formation du puits est initiée par le complexe AP-2 et la protéine a domaine F-BAR FCHo
(capable d’induire de faibles courbures membranaires). L’epsine et la clathrine sont
concomitamment recrutées. D’autres protéines a domaine F-BAR (FBP17, PACSINEZ2) sont
recrutées, suivies par des protéines a domaine BAR capable d’induire de fortes courbures
membranaires (amphiphysine, endophiline ou encore SNX9). Ces protéines a domaine BAR
possédent également des domaines SH3, capable de recruter la dynamine et le facteur N-
WASP au niveau du CCP. N-WASP recrute a son tour le complexe Arp2/3 et va permettre
une polymérisation d’actine forte et locale pour stabiliser le CCP. Les actions des protéines a
domaine BAR, de la polymérisation d’actine et de la dynamine vont ensemble faciliter la
fission du CCP en CCV. Adapté de (Suetsugu et al., 2014).

viii) Désassemblage du manteau de clathrine

Une fois la vésicule internalisée, le désassemblage du manteau de clathrine
commence progressivement. Une des protéines qui favorise la dissociation du

manteau est une phosphatase lipidique, la synaptojanine Elle est recrutée par
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'amphiphysine au niveau des membranes et est capable de déphosphoryler le
phosphate en position 5 du PI(4,5)P,, aboutissant a la formation de PI(4)P (elle peut
aussi déphosphoryler le PI(3,4,5)P; en PI(3,4)P2) (de Heuvel et al., 1997; Haffner et
al., 2000). Cette déphosphorylation a pour conséquence d’affaiblir les interactions
entre la clathrine, les protéines accessoires d’assemblage et les vésicules.

Deux autres protéines jouent un réle important dans le processus de désassemblage
du manteau de clathrine : Hsc70 (heat shock protein cognate 70), une protéine
chaperonne, (Schlossman et al., 1984) et 'auxiline (Lemmon, 2001; Ungewickell et
al., 1995). L’auxiline, ou GAK (G-associated kinase, dans les tissus non neuronaux),
est recrutée juste aprés le bourgeonnement de la vésicule recouverte de clathrine et
s’associe a la clathrine. L’auxiline recrute ensuite Hsc70, laquelle interagit avec des
motifs spécifiques situés au niveau du domaine de trimérisation du triskele et d’ou est
initiée la réaction de désassemblage. Une molécule d’auxiline est recrutée par
triskéle, puis 3 molécules Hsc70 sont séquentiellement recrutées. Une nouvelle
molécule Hsc70 n’est recrutée que lorsque la précédente a fini d’agir, ce qui se
traduit par une consommation d’ATP (Fotin et al., 2004a; Massol et al., 2006;
Rapoport et al., 2008; Rothnie et al., 2011; Xing et al., 2010) (Figure 14).
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Figure 14 : Exemple de désassemblage d’'une cage de clathrine par les protéines

auxiline et Hsc70.
Adapté de (Rothnie et al., 2011).

Il est supposé que le désassemblage n’a lieu qu’au moment de la formation de la
vésicule car, a ce moment, la cage de clathrine n’est pas complétement fermée, ce
qui laisse un libre acces a l'auxiline. Une fois la vésicule dénuée de manteau, toutes
les protéines de la machinerie sont libérées dans le cytoplasme et peuvent étre
recrutées a nouveau pour un autre cycle de formation d’une vésicule recouverte de

clathrine.
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e) L’endocytose indépendante de la clathrine.

L’endocytose clathrine-dépendante reste la voie la mieux caractérisée de nos jours ;
cependant d’autres voies d’endocytose ont été mises en évidence au fil des années.
Certaines possédent d’autres manteaux protéiques, c’est le cas par exemple des
cavéoles. Certaines voies indépendantes de la clathrine sont constitutives, d’autres
nécessitent un signal spécifique, d’autres, enfin, sont mémes détournées a leur
avantage par des pathogénes. Toutes ces voies possédent donc des mécanismes,
des cinétiques et des machineries moléculaires spécifiques. D’'un point de vue global
'endocytose clathrine-indépendante regroupe d’'une part des voies d’internalisation
de grande capacité (de I'ordre du micron), c’est le cas de la phagocytose et de la
macropinocytose, d’autre part des voies d’internalisation de plus petite capacité

(inférieure a 200 nanométres) (Figure 15).

Petite capacité d’internalisation

Cavéole RhoA Flotilline Cdc42 Arf6
(IL-2R) (CLIC/
GEEC)

Grande capacité d’internalisation

Macropinocytose = Phagocytose

® Dynamine
/ Actine
Cavéoline/cavine

Figure 15 : Diversité des voies d’endocytose indépendantes de la clathrine.

Les voies peuvent étre classées selon différents criteres: la présence d’'un manteau
protéique, le recrutement de la dynamine, la polymérisation d’actine, et la structure/taille des
invaginations membranaires. Les voies dynamine-dépendantes sont associées avec des
vésicules de petite taille comme les cavéoles, tandis que les voies indépendantes de la
dynamine présentent des invaginations membranaires plus variées en terme de forme et de
taille. Adapté de (Mayor et al., 2014).

i) Les cavéoles

Les cavéoles sont des petites invaginations membranaires de 50-60 nm en forme de
bulbes ; elles constituent un composant important de nombreux types cellulaires

comme les adipocytes, les cellules endothéliales et musculaires. Si les premiéres

30



cavéoles ont été observées dans les années 1950 (Palade, 1953; Yamada, 1955), il
faudra toutefois attendre 40 ans pour que soit identifié un de leur composant, la
cavéoline-1 (Kurzchalia et al., 1992; Rothberg et al., 1992). Peu aprés, deux autres
homologues furent découverts : la cavéoline-2 et la cavéoline-3. Cette derniére est
spécifiguement exprimée au niveau des tissus musculaires (Scherer et al., 1996;
Way and Parton, 1996). Les cavéoles possédent un manteau protéique dont la forme

en spirale est trés caractéristique (Figure 16).

@ EHD2
D Cavine

U Cavéoline

Figure 16 :  Assemblage des cavéoles.

Sur le panneau de gauche, une image de microscopie électronique sur laquelle figure des
bulbes cavéolaires (ligne rouge en pointillé) a la surface d’'un fibroblaste. Sur la droite figure
un modéle simplifié du manteau des cavéoles. Les cavines sont les protéines membranaires
périphériques qui recouvrent le bulbe avec les cavéolines. Ces derniéres sont ancrées dans
la couche interne de la membrane. EHD2 est associé avec le cou de la structure et peut
moduler la dynamique des cavéoles. Adapté de (Kovtun et al., 2015)

On a longtemps pensé que ce manteau correspondait a la cavéoline, mais une
seconde famille de protéines abondantes dans les cavéoles fut mise en évidence :
les cavines (Hill et al., 2008; Vinten et al., 2005). On dénombre 4 cavines chez les
mammiféres : la cavine1 (ou PTRF) (Jansa et al., 1998) qui est essentielle pour la
formation des cavéoles et dont le profil d’expression est trés large, la cavine2 (ou
SDPR) (Burgener et al., 1990), la cavine3 (ou PRKCDBP) (lzumi et al., 1997) et la
cavine4 (ou MURC) qui est une isoforme spécifique des cellules musculaires (Ogata
et al., 2008). Des études récentes de microscopie électronique et de cristallographie
ont permis d’observer que le manteau protéique associé aux cavéoles ne serait en
réalité qu'une polymérisation de cavines (Gambin et al., 2014; Kovtun et al., 2014;
Ludwig et al., 2013). Il est établi que d’autres protéines s’associent aux cavéoles,
comme les protéines EHD2 et PACSINE2 (aussi connue sous le nom de
syndapine2). La composition de la membrane lipidique est importante pour le bon

recrutement des cavines, notamment le cholestérol, la phosphatidylsérine (PS) et le
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PI(4,5)P,. La polymérisation d’actine intervient également dans le processus
d’internalisation de ces vésicules.

Concernant leur potentiel d’endocytose, les cavéoles peuvent se détacher de la
membrane plasmique pour former une vésicule d’endocytose. On retrouve
principalement deux fractions de cavéoles, 'une immobile, présente en permanence
a la membrane plasmique, I'autre mobile, soumise a un cycle continu d’événements
de fusion et fission rapides, appelé « kiss and run » (Pelkmans and Zerial, 2005).
Cette étude a été menée en suivant la cavine-1 étiquetée avec la GFP (Green
fluorescent protein) par TIRFM (Total internal reflection fluorescence microscopy).
Une autre étude plus récente, utilisant la méme approche mais avec une lignée
cellulaire exprimant de fagon stable la cavine-1-GFP (avec un niveau d’expression
plus faible comparé a I'expression transitoire), a permis de démontrer que lors de
leur entrée en interphase, les cellules internalisent 85% de leurs cavéoles (Boucrot et
al.,, 2011). Cette étude a été complétée par une approche de microscopie
électronique, apportant des éléments de précision sur le bourgeonnement des
vésicules issues de cavéoles cavine-1-GFP positives. Une fois internalisée, une
partie des vésicules refusionne avec la membrane plasmique. Ce phénomeéne
« abortif » n’a pour le moment pas été mieux décrit et compris au niveau fonctionnel.
En revanche, l'autre partie des vésicules internalisées fusionne avec les endosomes
précoces ; les protéines composant les vésicules sont recyclées a la membrane
plasmique pour reformer une cavéole.

Les cavéoles sont donc des structures dynamiques qui peuvent étre régulées par
d’autres facteurs protéiques. Peu d’éléments sont, a I'heure actuelle, connus a ce
sujet. On sait que la dynamine est trés certainement impliquée dans le phénomeéne
de scission des vésicules internalisées. A contrario, les protéines EHD2 et
PACSINEZ2 ont un effet négatif sur 'endocytose et le bourgeonnement des vésicules
issues de cavéoles (Figure 17). En effet, I'extinction de la protéine EHD2 augmente
le nombre de ces événements (Moren et al., 2012; Stoeber et al., 2012), suggérant

fortement son implication dans la stabilité des structures cavéolaires.

32



Superposition

Figure 17 : EHD2 et PACSINEZ2 sont associées aux caveéoles.

Image de microscopie a fluorescence de cellules 3T3-L1 coexprimant myc-EHDZ2 et GFP-
cavine-1 avec immunomarquage de la cavéoline1 endogene (panneau haut) ou GFP-EHD?2
et RFP-cavéoline1 avec immunomarquage de la PACSINEZ2 endogéene (panneau bas). Les
sélections (rectangles jaunes) montrent une superposition des images. Les fléeches blanches
indiquent les structures positives pour les 3 protéines. Barre d’échelle 10 um. Adapté de
(Moren et al., 2012).

Méme si elles furent décrites initialement comme des structures d’endocytose, la
bonne connaissance de I'assemblage et de la dynamique des cavéoles permet
aujourd’hui de supposer, qu’elles sont également impliquées dans d’autres
processus biologiques. En effet, les cavéoles ne sont présentes que dans certains
types cellulaires, a une densité variable. De plus, elles ne servent pas a internaliser
des ligands spécifiques et sont plutdét détournées par des pathogénes pour faciliter
leur entrée dans la cellule (virus SV40, toxine cholérique).

Il a été démontré que l'utilisation de glycosphingolipides stimule I'endocytose des
cavéoles, qui est souvent associée a une internalisation massive de la p1-intégrine.
Un lien pourrait donc exister entre I'endocytose cavéole-dépendante et 'adhérence
cellulaire (Pelkmans et al., 2005; Sharma et al., 2005; Sottile and Chandler, 2005).
Ces données font des cavéoles des structures d’endocytose a manteau protéique

moins importantes que celles de clathrine. C’est pourquoi, depuis plusieurs années,
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les cavéoles sont associées a d’autres mécanismes, notamment dans la réponse au
stress mécanique, le métabolisme lipidique et la signalisation dans certains
carcinomes (Martinez-Outschoorn et al., 2015; Nassoy and Lamaze, 2012; Parton
and del Pozo, 2013).

i) La voie de la flotilline

Chez 'Homme on dénombre deux génes codant pour les flotillines 1 et 2 (les génes
flotilline 1 et 2, également connus respectivement sous le nom de Reggie 2 et 1)
(Babuke and Tikkanen, 2007). Les flotillines présentent une forte homologie de
séquence avec la cavéoline1, ce qui laisse supposer qu’elles pourraient jouer des
réles similaires. Les flotillines sont trouvées sous forme d'oligoméres dans des

microdomaines membranaires, dont sont exclues les cavéoles ; elles sont impliquées

dans I'endocytose de la protéine a ancre GPI CD59 et de la toxine cholérique (Figure
18) (Frick et al., 2007; Glebov et al., 2006).

Figure 18 :  Ultrastructure des invaginations membranaires induites par la flotilline.

Corrélation d’images de microscopie a fluorescence et électronique provenant de cellules
surexprimant les flotillines 1 et 2 fusionnées a la GFP. Les régions contenant les flotillines-
GFP présentent de nombreuses invaginations membranaires et vésicules sans manteau. A
l'inverse, les régions dénuées de fluorescence ne présentent pas de telles structures ou en
nombre trés réduit. Barres d’échelle 200 nm. Adapté de (Frick et al., 2007).
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Au niveau fonctionnel, aucune machinerie moléculaire n’a pour le moment été
identifiée. Il est donc difficile de définir clairement la fonction des flotillines endogénes

dans I'endocytose, ainsi que le mécanisme qui donne naissance aux vésicules.

iii) La voie d’endocytose du récepteur a l'interleukine 2 (IL-2R)

Comme les cavéoles, cette voie est indépendante de la clathrine, dépendante de la
dynamine, mais ne présente pas de manteau protéique. L’IL-2R est retrouvé
concentré dans des invaginations membranaires dépourvues de manteau. Il peut
étre internalisé sans avoir lié son ligand dans des vésicules d’environ 50 a 100 nm.
Le cholestérol est également important pour cette voie car les chaines composant
lIL-2R, et notamment la chaine 3, est retrouvée dans des microdomaines
membranaires (Lamaze et al., 2001). Dans ces microdomaines, une machinerie
actine-dépendante est mise en place, impliquant la cortactine et N-WASP. L’IL-2R va
activer, lors de son internalisation, la cascade de signalisation de la PI3K, ce qui va
faciliter le recrutement et I'activation de RhoA et Rac1. Rac1 recrute ensuite PAK (p-
21 activated kinase) qui phosphorylera elle-méme la cortactine, laquelle pourra alors
recruter N-WASP. N-WASP activera ensuite le complexe Arp2/3; une forte
polymérisation d’actine sera alors induite, facilitant I'internalisation du récepteur
(Figure 19) (Basquin et al., 2013; Gesbert et al., 2004; Grassart et al., 2008).
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Figure 19 : Acteurs de la voie d’endocytose de I'lL-2Rp.

L’IL-2Rf3, en association avec p85, activerait la PI3K, menant a l'induction de Vav2 et a
l'activation de Rac1. Rac1 pourrait ensuite étre recrutée au niveau du récepteur, grace a son
association avec p85. Ceci activerait alors la cascade Rac1/PAK1/N-WASP et la
polymérisation d’actine durant 'endocytose. Adapté de (Basquin et al., 2013).

Cette voie d’endocytose est donc trés bien caractérisée dans le cas de la chaine 8
de l'lL-2R. Cette chaine est également commune a I'IL-15R. Il a été démontré
également que la chaine y de I'lL-2R est internalisée via le méme mécanisme. Cette
derniere est en revanche partagée par un plus grand nombre de récepteurs aux
interleukines (IL-2R, IL-4R, IL-9R, IL-15R et IL-21) (Gesbert et al., 2004; Sauvonnet
et al., 2005). D'un point de vue physiologique, il est important de connaitre le
comportement de cette chaine, car de nhombreuses mutations sont responsables de
graves syndromes (immunodéficience sévere, schizophrénie). Enfin, une seule étude
a mis en évidence que la protéine APP (amyloid precursor protein), fortement
impliquée dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer, suivrait la méme voie

d’endocytose (Saavedra et al., 2007).

iv) La voie CLIC/GEEC

Elle correspond a la voie d’endocytose des protéines a ancre GPI. L'internalisation

se fait via des structures tubulaires insensibles a l'inhibition de la clathrine et de la
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dynamine, mais sensibles a l'inhibition de Cdc42, une petite GTPase de la famille
Rho (Kirkham et al., 2005; Sabharanjak et al., 2002). Les molécules internalisées via
cette voie sont retrouvées dans des GEECs (GPl-anchored protein-enriched early
endosomal compartments) ; ces GEECs sont le résultat de la fusion des structures
tubulaires sans manteau, les CLICs (clathrin-independent carriers). Le mécanisme
qui permet I'enrichissement en protéines a ancre GPI, au niveau du feuillet externe
de la membrane plasmique, n'est pas connu. Il semblerait que le processus soit initié
par le recrutement du facteur d’échange d’Arf1, GBF1. Par la suite, Arf1, la protéine a
domaine BAR GRAF1 (GTPase regulator associated with focal adhesion kinase 1),
Cdc42, cholestérol et actine ont été identifié<s comme facteurs intervenant de ce
processus d’endocytose. Le maintien du cycle de Cdc42 entre ses formes active et
inactive permet le recrutement dynamique de la machinerie de polymérisation
d’actine, nécessaire pour une endocytose efficace (Chadda et al., 2007; Gupta et al.,
2009; Kumari and Mayor, 2008; Lundmark et al., 2008).

Outre l'endocytose des protéines a ancre GPI, la voie CLIC/GEEC permet
'endocytose de la glycoprotéine de surface CD44 et de la dysférine ; elle serait
responsable du recyclage/renouvellement de la membrane plasmique (en moins de

15 minutes dans des fibroblastes embryonnaires de souris) (Howes et al., 2010).

v) La voie Arf6-dépendante

Cette voie, également clathrine et dynamine-indépendante, fut identifiée il y a
plusieurs années par son association avec Arf6 (Radhakrishna and Donaldson,
1997). Elle dépend en revanche du cholestérol et du cytosquelette d’actine. Comme
Cdc42 dans le cas de [l'endocytose CLIC/GEEC, le maintien du cycle
d’activation/inactivation d’Arf6 a la membrane plasmique est essentiel, non pour
linternalisation (dans la plupart des cas), mais pour le devenir intracellulaire des
vésicules via l'activation de la phosphatidylinosital-4-phosphate 5-kinase (Naslavsky
et al., 2003). En activant cette kinase, Arf6 augmente la quantité de PI(4,5)P; a la
membrane plasmique et facilite donc aussi I'endocytose clathrine-dépendante.

Les protéines internalisées via cette voie sont impliquées dans le transport de
nutriments (Glut1, CD98, Lat1), les fonctions immunitaires (CMH-I, CD1a) et des
protéines a ancre GPI (CD55 et CD59) (Eyster et al., 2009; Maldonado-Baez et al.,
2013).
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Cette voie Arf6 présente des similitudes avec la voie CLIC/GEEC ; cependant, ces
deux voies sont toujours considérées de fagon indépendante. La principale
distinction réside dans les mécanismes d’internalisation. Une étude en faveur de
cette hypothése a démontré que dans des cellules ou la voie CLIC/GEEC est
fonctionnelle, la voie Arf6 joue peu ou pas de rble dans l'internalisation des cargos
CLIC/GEEC-spécifiques (Kumari and Mayor, 2008).

vi) La voie FEME

Cette voie fut décrite ces derniers mois dans une étude d’Emmanuel Boucrot
(Boucrot et al., 2015). La voie FEME, pour Fast endophilin mediated endocytosis,
met en évidence le role de I'endophiline A (surtout décrite dans I'endocytose
clathrine-dépendante) dans un processus d’internalisation tubulaire rapide,
indépendant de la clathrine au niveau des fronts de migration cellulaires. Ce
mécanisme d’internalisation est également distinct d’autres marqueurs d’endocytose,
tels que la cévéoline-1, les flotillines 1 et 2 ou GRAF1. Plusieurs facteurs semblent
étre impliqués dans le processus d’internalisation: la dynamine, le cholestérol,
'actine, Rac, Rho, la PI3K et PAK1. De plus, le recrutement de I'endophiline A a la
membrane plasmique semblerait s’effectuer via la lamellipodine, laquelle interagit
avec le PI(3,4)P, retrouvé au niveau du front de migration.

La voie FEME intervient dans linternalisation de différents récepteurs, uniquement
aprés leur activation par leurs ligands respectifs. Parmi eux, on retrouve des
récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) comme le récepteur $1-adrenergique
(mais pas le B2), des récepteurs aux facteurs de croissance (EGF, HGF, FGF,
VEGF, PDGF, NGF et IGF-1 mais pas TGF- ni BMP2) ou encore le récepteur a
I'interleukine 2. Tous ces récepteurs sont retrouvés dans des structures contenant
'endophiline A apres stimulation au niveau du front de migration de la cellule. Il est
connu que I'endophiline A interagit directement avec le récepteur p1-adrenergique et
avec 'EGFR et 'HGFR via CIN85 et Cbl. En revanche, cette voie n’affecte pas
I'internalisation des protéines a ancre GPI.

La toute nouvelle voie FEME semble étre impliquée dans I'endocytose de nombreux
cargos et dans plusieurs processus cellulaires. Il faut maintenant attendre I'arrivée
d’études complémentaires pour mieux en comprendre les implications dans la

cellule.
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vii) Phagocytose et macropinocytose

Ces deux mécanismes indépendants de la clathrine se distinguent de tous les autres
par leur plus grande capacité d’internalisation, formant des vésicules pouvant
atteindre jusqu’a 5 microns (appelées phagosome et macropinosome). lls sont
préférentiellement retrouvés dans les cellules phagocytaires (macrophages, cellules
dendritiques et neutrophiles) et interviennent dans la surveillance immunitaire et
I'élimination de pathogénes. Ces deux voies peuvent également étre détournées par
des virus, afin d’entrer dans la cellule (Salmonella, Legionella, Mycobacterium,
Vaccinia virus...) (Mercer and Helenius, 2009; Sarantis and Grinstein, 2012).

La phagocytose est un mécanisme complexe de défense de I'immunité innée contre
'agression de pathogénes. Elle fait intervenir des récepteurs spécifiques, tels que les
récepteurs aux fragments cristallisables des immunoglobulines (RFc) ou le récepteur
du complétement CR3. Les cellules phagocytaires reconnaissent donc des particules
opsonisées par le complément ou des immunoglobulines. La phagocytose dépend
donc d’'un groupe de récepteurs appelés récepteurs phagocytaires, d’'une trés forte
polymérisation d’actine mais aussi d’apport de membrane intracellulaire au niveau du
site de phagocytose permettant une extension membranaire efficace (Botelho and
Grinstein, 2011; Flannagan et al., 2012). Les cellules phagocytaires, en particulier les
macrophages, jouent aussi un réle trés important d’'une part dans I'élimination de
cellules apoptotiques et de débris cellulaires, d’autre part dans I'homéostasie
tissulaire, enfin dans le processus de cicatrisation.

La macropinocytose est décrite comme la formation de grandes protrusions de la
membrane plasmique, qui vont ensuite se replier sur elles-mémes et fusionner. C’est
une méthode de capture en phase fluide a la périphérie cellulaire d’'une grande
quantité du milieu extracellulaire. Elle permet aux cellules d’échantillonner leur
environnement. C’est, par exemple, le cas des cellules dendritiques immatures qui
patrouillent dans notre organisme, a la recherche d’agents pathogénes via ce
mécanisme. Plusieurs éléments de la machinerie impliquée dans ce phénoméne ont
pu étre décrits. Les composants impliqués sont, le cholestérol, dont les
microdomaines permettent le recrutement de Rac1 qui interagit avec PAK1, mais
aussi plusieurs kinases activées via d’autre voies d’endocytose (PI3K, Src, Ras)
(Kerr and Teasdale, 2009; Swanson and Watts, 1995) (Figure 20).
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Figure 20 : Vue d’ensemble des voies de phagocytose et de macropinocytose.

La phagocytose a principalement lieu dans les macrophages grace a un mécanisme actine-
dépendant impliquant de nombreux récepteurs membranaires spécialisés (mannose,
immunoglobuline, complément). La particule souvent opsonisée est reconnue par ces
récepteurs et est internalisée dans une vésicule appelée phagosome. La fusion du
phagosome avec les compartiments lysosomaux de la voie d’endocytose aboutit a la
formation d’un phagolysosome ou les particules internalisées sont dégradées par digestion
enzymatique. La macropinocytose induit la formation de larges vésicules appelées
macropinosomes qui sont le résultat de protrusions membranaires rabattues sur la
membrane plasmique. Le contenu des macropinosomes est dégradé suite a la fusion avec
les lysosomes. Adapté de (Stern et al., 2012)

Enfin un dernier phénoméne d’internalisation de grande capacité a été décrit : les
vagues dorsales circulaires (Figure 21). Ce phénomeéne a été observé en présence
de forte concentration de facteur de croissance (EGF, HGF) et correspond a la
formation de vagues membranaires sur la face dorsale de la cellule ; il est associé
avec la formation de structures tubulaires d’endocytose. Le rbéle de ces structures
reste peu compris. Certaines études mettent en évidence des similitudes avec les
invadopodes et les podosomes qui, eux, sont trouvés sur la face ventrale des cellules
(Buccione et al., 2004).
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Figure 21 :  Structure d’'une onde dorsale circulaire.

(A) Image de microscopie électronique a balayage de fibroblaste de prépuce humain stimulé
avec du PGDF (patelet-derived growth factor) pendant 5§ min. Une créte en forme d’arc qui
déforme la membrane plasmique dorsale est observée (grossissement inférieur droit).
L’onde dorsale circulaire semble composée de nombreuses petites bosses uniformes qui
émanent de la membrane dorsale (tétes de fleches) et balayent toute la cellule en forme
d’arc. (B) Cellule fibroblastique NIH 3T3 fixée aprés stimulation au PGDF pendant 5 min et
immunomarquées avec un anti-cortactine (vert), anti-dynamine (rouge) et [lactine
filamenteuse (bleu). Une colocalisation importante des trois protéines (blanc) a lieu au
niveau antérieur et postérieur des ondes (tétes de fleches). Il est a noter que les fibres de
stress (bleu) sont présentes dans toute la cellules mais sont majoritairement absentes au
niveau des régions ou ont lieu les ondes dorsales. Adapté de (Buccione et al., 2004).

f) Endocytose : Que reste-t-il a découvrir ?

Comme nous venons juste de le voir, 'endocytose dépendante de la clathrine est un
processus complexe et finement régulé. Cependant, depuis plusieurs années,
d’autres voies indépendantes de la clathrine ont été décrites. Ces voies ne
nécessitent pas systématiquement de signal d’internalisation ou de manteau
protéique. D’'un point de vue global, on remarque souvent que les lipides, surtout le
cholestérol (et les microdomaines qu’il forme), ainsi que les machineries de
polymérisation d’actine (et les facteurs la régulant) sont trés importants dans ces
phénomeénes, tout comme le PI(4,5)P;, est essentiel dans I'endocytose dépendante

de la clathrine (Figure 22).
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Figure 22 : Cinétique d’interaction entre le PI(4,5)P2 et les protéines accessoires
impliquées dans I'endocytose dépendant de la clathrine.

La nucléation est le résultat de I'action de protéines précoces (FCHo, AP-2) avec la clathrine
au niveau de sites de la membrane plasmique riches en PI(4,5)P, (rouge) qui sont générés
par la phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase de type | (PIPKI). La maturation du CCP est
partiellement induite par la conversion du PI(4,5)P, en PI(3,4)P, (vert). Le PI(3,4)P, est issu
de la catalyse du PI(4)P (jaune) par la PI3K et facilite le recrutement de la SNX9. La
synthese du PI(3,4)P, peut étre accompagnée par la déphosphorylation du PI(4,5)P, en
PI(4)P par la synaptojanine ou par SHIP-2. Dans les neurones et possiblement dans d’autres
types cellulaires, la dissociation du manteau de clathrine requiert I'activité d’une isoforme
courte de la synaptojanine pour enlever le Pl(4,5)P,. Finalement, le PI(3,4)P, est converti en
PI(3)P (bleu) par la phosphatase INPP4A/B (effecteur de Rab5) lorsque la vésicule est
dirigée vers les endosomes précoces. Adapteé de (Posor et al., 2015).

Ces informations mettent en évidence le besoin d’études biochimiques et
biophysiques, concernant les lipides et les membranes cellulaires. Le débat
concernant la possibilité d’échafauder des puits d’endocytose sans clathrine et sans
cavéoline reste donc ouvert et les années a venir nous apporteront certainement de
nouvelles informations sur la mécanistique de ces processus (Posor et al., 2015)
(Johannes et al., 2015).

2) Trafic vésiculaire et adressage

Une fois formées, les vésicules d’endocytose vont suivre un parcours bien précis, qui
est régi par de nombreuses familles de protéines régulant le trafic intracellulaire.

Nous allons dans un premier temps explorer les principaux acteurs de cette
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machinerie complexe, avant de détailler les différentes voies vers lesquelles peuvent

étre adressées les cargos internalisés.

a) Petites GTPases, la superfamille Ras

i) Vue d’ensemble

La superfamille Ras est une superfamille composée de 5 branches principales : Ras,
Ran, Rab, Rho et Arf (Figure 23). Ces 5 familles de protéines sont impliquées dans la
quasi-totalité des processus du trafic intracellulaire. Ce sont toutes des petites
GTPases (Le qualificatif de « petite » provient de la comparaison avec les protéines
G trimériques qui sont de plus gros complexes, et de leur petit poids moléculaire
compris entre 20 et 25 kDa). Comme toutes les GTPases, elles existent sous une
forme active et sous une forme inactive. Toutes ces protéines possedent la méme

organisation générale de leurs domaines (Figure 24).
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Figure 23 :  Arbre phylogénétique de la superfamille Ras.
Adapté de (Rojas et al., 2012)
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Figure 24 : Domaines conservés chez les protéines de la superfamille Ras.
(modéle de présentation : Ras).
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Les motifs G (G1 a G5) (bleu) sont 5 courtes portions de séquence conservées. Les motifs
G1 et G3 contiennent des résidus essentiels dans la liaison et I'hydrolyse des nucléotides.
Le motif G2 comprend des résidus qui définissent le domaine effecteur (violet), site ou ont
lieu les interactions avec les effecteurs des la GTPase. Le domaine G5 contient des résidus
qui interagissent indirectement avec les nucléotides. En C-terminal est située une séquence
d’adressage membranaire (orange). Dans le cas des protéines des familles Ras et Rho, ce
domaine est appelé CAAX (C pour cystéine, A pour acide aminé aliphatique et X pour le
résidu C-terminal). Les protéines Rabs se terminent avec un motif CAAX, CC, ou CXC. Ces
motifs sont reconnus par des prényltransférases qui initient une série de modifications
critiques pour l'association des petites GTPases avec les membranes. Par exemple, les 2
cystéines des Rabs sont modifiées par l'addition d’un groupement géranylgéranyl. Cette
réaction est catalysée par une RabGGtase (Rab géranylgéranyltransférase). Adapté de
(Tetlow and Tamanoi, 2013).

i) Cycle d’activation des petites GTPases

Les petites GTPases alternent entre deux formes, l'une liée au GDP, l'autre liée au
GTP. Celle liee au GDP est dite inactive, celle liée au GTP est dite active car capable
de recruter des effecteurs. La liaison au GDP étant en général tres forte, et I'activité
GTPase intrinseque trés faible, deux familles de facteurs interviennent dans le
changement d’état des petites GTPases. La premiere famille est celle des facteurs
d’échange (Kolonko et al.) qui facilitent la dissociation du GDP. Une fois fixé sur les
GTPases, le GEF va faire diminuer l'affinité du nucléotide pour la protéine, en
déformant le site de fixation du phosphate. Ensuite, un nouveau nucléotide va a son
tour entrer en compétition avec le GEF et faire diminuer l'affinité du GEF pour la

protéine (Figure 25).
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Figure 25: Mécanisme d’échange de nucléotide induit par un GEF.

La réaction d’échange se produit au cours d’étapes successives et réversibles. Le nucléotide
(orange) interagit avec la protéine G (gris) grdce a sa base (B) et ses phosphates (P). Le
GEF (bleu) entre en compétition avec le nucléotide pour se lier avec la protéine G et stimule
I’échange nucléotidique. La compétition fait intervenir des interactions entre le GEF et le
nucléotide. Adapté de (Bos et al., 2007)
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Les petites G ont approximativement la méme affinité pour le GDP que pour le GTP.
Dans la cellule, en revanche, la concentration de GTP est environ 10 fois supérieure
a la concentration de GDP. Ceci explique pourquoi lorsqu’'un GEF agit, le GDP
dissocié va étre remplacé par un GTP dans la quasi-totalité des cas. Les GEFs
favorisent donc I'activation des GTPases.

A linverse, les GAPs (GTPase-activating proteins) sont des protéines qui stimulent
lactivité GTPases des petites G. En stimulant I'hydrolyse du GTP en GDP, ces
facteurs inactivent donc leur protéine cible.

GEFs et GAPs sont eux-mémes régulés via différents mécanismes qui régissent
I'état d’activation des petites GTPases et tous leurs effecteurs. De plus, certaines
petites GTPases possédent un groupement farnésyl ou géranylgéranyl dans leur
partie C-terminale, leur donnant la propriété de s’associer a des membranes. Leur
cycle GDP/GTP est alors respectivement associé a une localisation
cytosolique/membranaire. Cette association/dissociation des membranes est
modulée par un autre groupe de facteurs appelés GDIs (guanine dissociation
inhibitors) qui forment des complexes solubles avec les petites GTPases, en isolant
leur groupement lipidique (Figure 26). La dissociation des Rabs et des GDlIs se fait

grace a un facteur GDF (GDI displacement factor) (Dirac-Svejstrup et al., 1997).
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Figure 26 :  Cycle d’activation des petites GTPases.

Les petites GTPases existent dans un état d’équilibre entre une forme liée au GDP et une
forme liée au GTP. GEFs et GAPs régulent les proportions de chacune de ces formes. Les
GEFs stimulent I'échange du GDP en GTP, tandis que les GAPs stimulent I'hydrolyse du
GTP en GDP. Les GTPases sous leur forme GTP présentent de fortes affinités pour leurs
effecteurs, permettant la transmission de signaux. Adapté de (Cherfils and Zeghouf, 2013).
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iii) Principales fonctions des petites GTPases

A chaque famille de petites GTPases est associée une fonction cellulaire. Les
protéines de la famille Ras sont impliquées dans la prolifération et la croissance
cellulaire. Les protéines de la famille Rho régulent 'organisation du cytosquelette, la
motilité et l'invasion (Heasman and Ridley, 2008; Wennerberg et al., 2005). Les
principales protéines de cette famille sont Rho, Rac et Cdc42 (dont I'implication dans
les phénoménes d’endocytose a déja été détaillée auparavant). La famille Ran est
impliquée dans la translocation des ARN messagers et des protéines entre noyau et
cytosol a travers les pores nucléaires. On ne dénombre chez ’'Homme qu’une seule
protéine Ran (Clarke and Zhang, 2008; Scheffzek et al., 1995). Les protéines de la
famille Arf orchestrent le trafic vésiculaire et le métabolisme des phospholipides
(Burd et al., 2004; Kahn et al., 2006). Les principaux membres de cette famille sont
les protéines Arf1-6, Arfs-like et SAR. Enfin les protéines de la famille Rabs sont
impliqguées dans le trafic membranaire et assurent lidentité des différents
compartiments intracellulaires.

Nous allons maintenant rentrer plus en détail dans la description de cette famille.

b) Rabs et trafic vésiculaire :

Les cellules de mammiféres sont composées de plusieurs organelles membranaires
qui permettent la coexistence au sein de la méme cellule d’environnements
chimiques isolés. La communication et les échanges de matériel entre chaque
compartiment sont assurés par un systéme de transport tubulo-vésiculaire (vésicules
d’environ 40 a 80 nm de diamétre). La sélection des régions membranaires a
échanger se fait via des manteaux et complexes protéiques reconnus spécifiquement
dans le cytosol. La déformation de ces régions donne ensuite naissance a une
vésicule de transport (Figure 27) (Bonifacino and Glick, 2004; Faini et al., 2013).
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Figure 27 :  Vue d’ensemble du trafic vésiculaire dans une cellule de mammifére.
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Le schéma représente les compartiments des voies lysosomale, d’endocytose et de
sécrétion. Les étapes de ftransport sont symbolisées par des fléeches. Les couleurs
représentent la localisation des principaux manteaux protéiques : COPII (bleu), COPI (rouge)
et la clathrine (orange). Les manteaux de clathrine sont hétérogénes et contiennent
différentes protéines accessoires au niveau de différentes membranes. Les fonctions les
mieux connues sont celles de COPIl dans l'export du réticulum endoplasmique et de la
clathrine dans I'endocytose dépendante de la clathrine. En revanche les fonctions de COP/
au niveau du compartiment intermédiaire entre réticulum endoplasmique et Golgi (ERGIC
pour Endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment) et du Golgi, ainsi que les
fonctions de la clathrine au niveau du TGN, endosomes précoces et granules de sécrétion
immatures sont beaucoup moins bien documentées. Le mécanisme d’acheminement au
travers de I'appareil de Golgi est toujours un domaine de recherche trés actif. Il semblerait
que ce transport soit une combinaison de transport vésiculaire dépendant de COPI et de
maturation des citernes. Adapté de (Bonifacino and Glick, 2004)

Une fois formées, les vésicules doivent étre identifiées et adressées correctement a
leur compartiment accepteur (Zerial and McBride, 2001).

Les protéines Rabs contribuent a définir I'identité de chaque compartiment et
agissent en amont de nombreuses protéines, comme la famille des SNAREs (soluble
N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor). Les SNAREs, ainsi
que d’autres facteurs, ont une place importante dans les événements de fusion entre

vésicules et compartiments accepteurs (McNew et al., 2000; Shi et al., 2012).

i) Les protéines Rabs

Les Rabs GTPases furent associées pour la premiére fois au transport vésiculaire
lors de l'analyse de mutants chez la levure. En effet, ces mutants possédaient un

systéme de sécrétion défectueux, lié a I'absence de la protéine Sec4, orthologue de
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1980; Salminen and Novick, 1987). De
nombreuses autres Rabs ont été identifiées consécutivement a cette découverte
1987; Zahraoui 1989). Rapidement,
considérées comme des marqueurs moléculaires des différents compartiments
1990). A ce jour, 66 Rabs ont été

identifiées chez 'Homme, la fonction de certaines n’étant toutefois toujours pas

Rab8 chez 'Homme (Novick et al.,

(Touchot et al., et al, les Rabs ont été

membranaires de la cellule (Chavrier et al.,

décrite (Figure 28).
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Figure 28 :  Présentation globale de limplication des Rabs dans lidentité des
compartiments membranaires et dans le trafic intracellulaire (représentation d’'une
cellule épithéliale).

Rab1 est localisée au niveau des sites de sortie du réticulum endoplasmique et du
compartiment intermédiaire pré-golgien, ou est localisée Rab2. Elles interviennent dans le
transport entre réticulum et Golgi. Rab 6, 33 et 40 régulent le trafic intra-Golgi. Rab33, avec
Rab24, est également impliquée dans la formation des autophagosomes. Rab8 joue un réle
dans le transport constitutif entre le TGN et la membrane plasmique, participe a la
translocation des vésicules GLUT4 (avec Rab10 et Rab14) et intervient dans la ciliogenése
(avec Rab17 et Rab23). Rab 3, 26, 27 et 37 régulent différents événements d’exocytose ;
Rab27 est également impliquée dans le transport des mélanosomes vers la périphérie.
Rab32 et Rab38 jouent un rble dans la biogenése des mélanosomes. Rab32 contrble
également la fission des mitochondries. Rab13 régule 'assemblage et le recyclage des
jonctions serrées des cellules épithéliales. Rab18 contréle la formation des gouttelettes
lipidiques. Rab22 est impliquée dans le transport bidirectionnel enfre TGN et endosomes
précoces. Rab5 est localisée au niveau des endosomes précoces, phagosomes,
caveosomes ; elle contrdle la fusion des CCVs, la macropinocytose (avec Rab34) et la
maturation des phagosomes précoces (avec Rab 14 et 22). Rab21 régule 'endocytose des
intégrines. Rab 4,11 et 35 régulent différentes voies de recyclage (lente ou rapide) partant
des endosomes de recyclage, ou directement des endosomes précoces, en direction de la
membrane plasmique. Rab15 est associée au trafic entre endosomes précoces et
endosomes de recyclage et au trafic des endosomes de recyclage vers la membrane
plasmique basolatérale. Rab17 et Rab25 contrélent le transport des endosomes de
recyclage apicaux vers la membrane plasmique apicale. Rab7 est associée aux endosomes
tardifs et régule la maturation des endosomes et phagosomes ainsi que leur fusion avec les
lysosomes. Rab9, une autre Rab associée aux endosomes tardifs, est impliquée dans le
trafic entre endosomes tardifs et TGN. Adapté de (Stenmark, 2009).

Une fois activée, chaque Rab est capable de recruter des effecteurs a la surface des
différents compartiments membranaires. Ces effecteurs peuvent intervenir dans la
formation de vésicule de transport, lier des moteurs moléculaires, étre impliqués
dans la motilité vésiculaire ou encore reconnaitre des protéines d’ancrage, facilitant
ainsi 'adressage des vésicules a leurs compartiments cibles respectifs.

Les Rabs s’associent aux membranes via un ou deux groupements prényl qui sont
attachés a une cystéine située en C-terminal de la protéine. Les facteurs GDlIs
reconnaissent les Rabs sous leur forme associée au GDP et permettent leur
extraction des membranes, c’est pourquoi les Rabs inactifs sont principalement
cytosoliques. L'adressage des Rabs aux différents compartiments de la cellule n’est
pas encore clairement compris. Des études montrent que le simple adressage des
GEFs au niveau de la mitochondrie permet de relocaliser les Rabs liées a ce facteur
d’échange (Blumer et al., 2013; Gerondopoulos et al., 2012). Les GEFs semblent
donc contribuer a la bonne localisation de chaque Rab dans son compartiment

respectif, mais ne sont néanmoins pas suffisants pour effectuer cette tache. Le
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processus de modulation des Rabs par leurs GEFs et GAPs au bon endroit et au bon
moment reste donc un large champs d’investigation (Barr and Lambright, 2010). En
revanche, certaines études concernant la cinétique d’action des Rabs ont démontré
qu'une Rab activée peut recruter le GEF d’'une autre Rab voisine et ainsi agir en
cascade (Kinchen and Ravichandran, 2010; Nordmann et al., 2010; Ortiz et al., 2002;
Pusapati et al., 2012). A l'inverse le recrutement de GAPs permet de conserver une

bonne ségrégation des compartiments (Figure 29).
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Figure 29 : Schéma d’activation en cascade des Rabs.

Rab A, activée par son GEF (GEFA), active ses effecteurs, dont GEF B fait partie. GEF B va
activer Rab B qui va alors recruter ses effecteurs. Parmi eux est retrouvé GEF C, qui va
activer Rab C. Rab C recrute a son tour ses effecteurs incluant GAP A, qui va inactiver Rab
A et permettre d’arréter l'activation en cascade. Il est a noter que d’autres modes d’activation
existent, comme 2 Rabs partageant le méme GEF ou une Rab recrutant son propre GEF
pour créer une boucle d’amplification positive. Adapté de (Mizuno-Yamasaki et al., 2012).

La trés grande sensibilité de ce systéme de régulation provient de I'action ciblée des
GEFs et GAPs, qui sont spécifiques d’une seule Rab ou d'un groupe de Rabs
(Delprato et al., 2004; loannou et al., 2015; Yoshimura et al., 2010). Les mécanismes
précis d’activation, maturation, inactivation restent inconnus de nos jours, car trés
complexes a analyser. Mais il est évident que toute cette machinerie posséde un
systéme de régulation gigantesque, permettant par exemple d’éviter que GEF et
GAP d’'un méme Rab ne soit en conflit d’interaction au méme endroit, ce qui n'a

aucun intérét au niveau énergétique pour la cellule.
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Les Rabs agissent donc en amont de nombreux effecteurs, comme les SNAREs ou

les moteurs moléculaires, auxquels nous allons maintenant nous intéresser.

i) Les SNAREs

Les SNAREs, dont 38 ont été identifices chez 'Homme, sont classées en deux
groupes : celles présentes sur la membrane du compartiment cible, appelées t-
SNAREsSs (target), et celles présentes sur la membrane de la vésicule de transport,
appelés v-SNAREs. Il est a noter qu'une protéine peut étre t-SNARE dans un
événement de fusion donné et v-SNARE dans un autre, la classification n’étant pas
exclusive. Les principales protéines SNAREs connues sont celles des familles Vamp,

syntaxine et SNAP. Elles possédent toutes un ou deux motifs SNARE (Figure 30).

peptide-N| | Ha = Hb . Hc jm motif SNARE = TM = Syntaxine 1,2,3,4,5,7,12,13,16,17,18
Ha m HDb m HC motif SNARE == TM = Vitla,b, GS27,28, Syntaxine 6,8,10
Longine — motif SNARE — TM = Vamp7, Sec22a,b,c
- : motif SNARE =TM = Slt1/Use1, Sec20
signal TGN | - motif SNARE = TM = Vamp4
- motif SNARE = TM = Vamp1,2,3,5,8, GS15, Bet1
peptide-N| 3 Ha = Hb m HC motif SNARE - Syntaxine 9/19,11 (avec Cys pouvant étre palmitoylées)
Longine - motif SNARE - Ykt6 (C-terminal avec prenylation et palmitoylation)
- motif SNARE - motif SNARE - SNAP-23,25,29,47 (avec Cys pouvant étre palmitoylées)

Figure 30 :  Organisation des domaines des différentes protéines SNAREs.
Adapté de (Hong and Lev, 2014).

t-SNAREs et v-SNAREs forment un complexe, le complexe trans-SNARE.
L’association de 4 motifs SNARE donne a ce complexe une conformation favorisant
le rapprochement des deux membranes a fusionner (complexe cis-SNARE), puis elle
catalyse la fusion membranaire (Chen and Scheller, 2001; Hanson et al., 1997). Une
fois la fusion réalisée, les SNAREs restant sur les membranes fusionnées se
désassemblent. Cette réaction est catalysée par une ATPase, appelée NSF (N-
ethylmaleimide-sensitive fusion protein), et son cofacteur SNAP (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein), ce qui permet le recyclage de

SNARESs pour un nouveau cycle de fusion (Figure 33) (Jahn et al., 2003; Sollner et
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al.,, 1993). En général, les couples V/{--SNARE ne sont pas spécifiques. Les
possibilités d’associations sont multiples, ce qui permet leur implication dans un
grand nombre d’événements de fusion, tout en préservant une spécificité d’action
(Hong, 2005; Malsam et al., 2008). La fusion membranaire a été un phénoméne
largement décrit par le Dr James E. Rothman. Ses importants travaux ont été
récompensés en 2013 par un prix Nobel partagé avec les Dr Thomas Sudhof et
Randy Shekman (Bonifacino, 2014; Pfeffer, 2013; Rothman, 2014).
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Figure 31: Mécanisme d’action des SNAREs.

Les SNAREs sont organisées en petits groupes et s’assemblent pour former un complexe
accepteur. Cet assemblage peut nécessiter I'intervention de protéines. Ce complexe interagit
avec la v-SNARE et forme le complexe trans. Le complexe trans passe d’'un état relaché a
tendu, ce qui est suivi par 'ouverture du pore de fusion. Durant la fusion, le complexe trans
se relache dans une conformation appelée cis. Ce dernier est désassemblé grace a
I'’ATPase NSF et aux protéines SNAPs. Les différentes SNAREs sont ensuite séparées par
des mécanismes de tri. Adapté de (Jahn and Scheller, 2006).

iii) Facteurs d’attache

Le processus d’attachement des membranes, lors de leur rapprochement, fait appel
a de larges molécules effectuant la liaison entre les membranes (Gillingham and
Munro, 2003). Ces facteurs peuvent étre divisés en deux groupes : les protéines

homodimériques a long domaine en hélice a et les complexes d’attache a plusieurs
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sous-unités (MTCs). Beaucoup de protéines homodimériques a long domaine en
hélice a appartiennent a la famille des golgines (GM130, Golgine-45, Golgine-97,
Golgine-245, p115...) et sont localisées au niveau de I'appareil de Golgi. D’autres
protéines telles qUEEA1 (early endosome antigen 1), Rabaptine-5 et Rabénosyne-5
sont localisées au niveau des compartiments endosomaux.

Les MTCs sont eux composés de 3 a 10 sous-unités et ont des poids moléculaires
compris entre 250 et 800 kDa. lls peuvent étre divisés en deux classes majeures :
CATCHR (complexes associated with tethering containing helical rods) et les
complexes Vps (vacuolar protein-sorting) de classe C. La famille CATCHR comprend
'exocyste, DSL1, COG (conserved oligomeric Golgi) et GARP (Golgi-associated
retrograde protein) et la famille des complexes Vps de classe C réunit HOPS
(homotypic fusion and protein sorting) et CORVET (class C core vacuole/endosome
tethering) (Figure 37).
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Figure 32: Vue globale des MTCs.
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Localisation des 8 principaux MTCs : Complexe Sx18 (Syntaxine 18) (appelé Dsl1 chez la
levure), COG (Conserved oligomeric Golgi complex), CORVET (Class C core
vacuole/endosome tethering complex), ERGIC (endoplasmic reticulum-golgi intermediate
compartment), GARP (Golgi-associated retrograde protein complex), HOPS (Homotypic
fusion and vacuole protein sorting) et TRAPP (Transport protein particle). Adapté de (Yu and
Hughson, 2010).

Toutes ces protéines et tous ces complexes sont régulés par les petites GTPases
des familles Rab et Arf (Barr and Short, 2003; Goud and Gleeson, 2010; Yu and
Hughson, 2010). L’adressage des facteurs d’attache aux différents compartiments
intracellulaires se fait par des motifs d’adressage spécifiques, des interactions avec
des phospholipides ou encore des interactions avec des petites GTPases.

Nous reviendrons plus en détail sur la fonction de certains de ces facteurs/complexes
et sur leur implication dans le trafic intracellulaire.

Combinés ensemble, Rabs (et Arfs), SNAREs et facteurs d’attache permettent une

régulation des échanges membranaires dans la cellule (Figure 33).
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Figure 33 :

compartiment cible.

Résumé général du trafic vésiculaire d’'un compartiment donneur a son

(1) Initiation de 'assemblage du manteau. Les composants (bleu) du manteau sont recrutés
au niveau du compartiment donneur par liaison avec une GTPase (rouge) associée a la
membrane et/ou un phosphoinositide spécifique. Les cargos transmembranaires et les
SNAREs commencent également a se rassembler au niveau du manteau en cours de
formation. (2) Bourgeonnement. Les composants distaux du manteau (vert) s’ajoutent a la
structure et polymérisent formant un maillage. (3) Scission. Le cou, compris entre la vésicule
et le compartiment donneur, est coupé par action du manteau ou par des protéines
accessoires. (4) Démantélement. La perte du manteau est causée par linactivation des
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petites GTPases, I'hydrolyse de phosphoinositides et I'action d’enzyme de démantélement.
Les composants du manteau sont alors cytosoliques et sont recyclés dans un autre procédé
de formation de vésicule. (5) Attachement. La vésicule dénuée de manteau approche de son
compartiment accepteur, probablement guidée par le cytosquelette, et se lie a ce
compartiment grdce a la combinaison d’une Rab activée et de facteurs d’attache. (6)
Ancrage. Les SNAREs s’assemblent pour former le complexe trans. (7) Ce complexe stimule
la fusion des bicouches lipidiques de la vésicule et du compartiment accepteur. Le cargo est
transféré au compartiment accepteur et les SNAREs sont recyclées. Adapté de (Bonifacino
and Glick, 2004).

C’est ainsi que des cargos internalisés par endocytose vont, dans un premier temps,
atteindre les endosomes précoces. Ces derniers sont des compartiments qui
constituent de vastes plateformes de tri, mais aussi de signalisation. Les cargos vont
y étre concentrés au niveau de microdomaines, qui détermineront leur adressage.
Nous allons maintenant nous intéresser a ces compartiments et aux différents

scénarios envisageables pour les molécules internalisées par endocytose.

c) Endosomes précoces, plateformes de tri et de signalisation

Les endosomes précoces (EP) ont été initialement décrits comme étant le premier
compartiment recevant les cargos et fluides internalisés. De nos jours, ils sont
considérés comme de véritables plateformes de tri des voies d’endocytose
(dépendante et indépendante de la clathrine). L'origine de ces compartiments n’est
pas clairement identifiée, mais il semblerait qu’ils dérivent de la fusion de plusieurs
vésicules primaires d’endocytose. Plusieurs protéines présentes dans le cytosol sont
associées aux endosomes précoces. La petite GTPase Rab5 est un des marqueurs
identifiant les EP. L'un de ses effecteurs, un complexe de la PI3K (Vps34/p150), a
également une place importante car il génére le PI(3)P qui contribue a l'identité des
EP (Christoforidis et al., 1999). Les endosomes précoces sont hétérogénes en terme
de morphologie, localisation, composition et fonction mais la majorité d’entre eux
sont de petite taille et localisés a la périphérie de la cellule, proche de la membrane
plasmique (Lakadamyali et al., 2006; Miaczynska et al., 2004; van Meel and
Klumperman, 2008). Leur distribution globale dépend du type cellulaire. Considérés
individuellement, les endosomes précoces présentent une ultrastructure avec des

domaines vacuolaires et tubulaires (Figure 34).

56



- & » \? k . A -t A‘. i
ST Pl e | N

Figure 34 :  Structure des endosomes précoces.

Photo de microscopie électronique d’endosomes précoces périphériques contenant de la
transferrine conjuguée a la HRP. Le couplage avec la HRP permet de mettre en évidence la
structure tubulaire des compartiments précoces ainsi que la partie vacuolaire. Barre
d’échelle 500 nm. Adapté de (Huotari and Helenius, 2011).

La plus grande partie de la surface de la structure est située au niveau des tubules,
tandis que la plus grande partie du volume est retrouvée au niveau des vacuoles. La
membrane limitante des endosomes précoces contient une mosaique de sous-
domaines de différentes compositions, leur procurant des fonctions spécifiques. Sont
présents par exemple des microdomaines enrichis en Rab5, Rab4, Rab11,
Arf1/COPI, rétromére (Zerial and McBride, 2001). Ces microdomaines procurent a
'endosome précoce sa fonction de tri moléculaire par génération de vésicules de
transport, qui peuvent étre adressées a différentes organelles comme la membrane
plasmique, les endosomes de recyclage, les endosomes tardifs et lysosomes ou
encore le TGN (Bonifacino and Rojas, 2006; Grant and Donaldson, 2009). Les
molécules comprises dans la partie vacuolaire des endosomes précoces, quant a
elles, vont voir leur environnement chimique modifié, grace aux échanges continus
entre ces compartiments et le TGN. Ces échanges sont notamment régulés par des
protéines comme Rab7a, Rab7b, Rab9 ou le complexe appelé rétromere. Ce sont
ces échanges qui permettent la maturation de 'endosome précoce en endosome
tardif (ou corps multivésiculaire), en apportant des composants favorable a la
maturation d’'une part, en retirant des composants caractéristiques de I'endosome
précoce d’autre part (Bonifacino and Hurley, 2008; Pfeffer, 2009; Progida et al.,
2010). Ces cargos suivront une voie les menant finalement a leur dégradation
(Figure 35).
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Figure 35: Tri et adressage sélectif de cargos.

Les différents cargos internalisés sont adressés vers différentes voies. Sont présentés ici
des cargos dits « modéles » car empruntant tous majoritairement une voie spécifique. Le
récepteur a 'EGF (EGFR) suit la voie de dégradation, tandis que le récepteur a la
transferrine (TfR) est recyclé a la membrane plasmique. Enfin le récepteur au mannose 6-
phosphate cation-indépendant (CI-MPR) cycle entre endosome et TGN. Adapté de (Cullen,
2008).

d) La voie de dégradation

Cette voie correspond a la maturation de 'endosome précoce en endosome tardif, ou
corps multivésiculaire. Les endosomes tardifs dérivent donc directement des
domaines vacuolaires des endosomes précoces. Leur lumen contient des ligands
dissociés de leur récepteur, ainsi que des protéines et solutés internalisés présents
dans le fluide. Des vésicules intraluminales, générées par les complexes ESCRT
(endosomal sorting complexes required for sorting), sont également retrouvées dans
la partie vacuolaire (C’est également dans la partie vacuolaire que sont retrouvés

certains virus entrant dans la cellule).
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i) Les complexes ESCRT

Les complexes ESCRT comptent plus de 30 protéines, qui sont impliquées dans une
série d’événements essentiels pour la fission de membranes. Parmi les fonctions
principales de ces complexes, on retrouve le bourgeonnement de virus et vésicules a
la membrane plasmique, I'abscission lors de la cytocinése, mais surtout la formation
de vésicules intraluminales au niveau des endosomes (Katzmann et al., 2001). A la
différence de la fission de vésicules dans I'endocytose par la dynamine, qui a lieu au
niveau de I'extérieur du cou formé, la fission a ici toujours lieu du cété cytoplasmique,
au niveau de fins tubules préalablement formés. La machinerie ESCRT est, en
quelque sorte, un complexe de fission inversée. L'existence de ce complexe fut mise
en évidence lors de l'observation de vésicules situées elles-mémes a l'intérieur
d’autres vésicules (les ILVs dans les MVBs). Les composants du complexe ESCRT
ont ensuite rapidement été identifiés et sous-classés en plusieurs complexes,
appelés ESCRT -0, I, -Il, -1l et Vps4 AAA ATPase. Chaque complexe posséde des
propriétés biochimiques particulieres. Nous ne détaillerons que I'implication de ces
complexes dans la formation des vésicules intraluminales des corps
multivésiculaires.

Le complexe ESCRT-0, composé d’hétérodiméres de protéines Hrs et STAM, permet
la reconnaissance des cargos ubiquitinés qui vont étre incorporés dans les ILVs
(Bache et al., 2003). L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle, qui
permet au complexe ESCRT-0 de reconnaitre, sélectionner et concentrer les cargos
portant cette marque, via des domaines UBD (ubiquitin-binding domain). Ce
processus a lieu au niveau de microdomaines membranaires, d’ou naitront les
vésicules. Certaines études ont démontré que le complexe ESCRT-0 peut également
s’associer avec certains cargos non ubiquitinés (Yamashita et al., 2008).
L’ubiquitination n’est donc pas un facteur obligatoire de sélection pour le complexe
ESCRT. Le complexe ESCRT-0 facilite également la courbure de la membrane en
interagissant directement avec le PI(3)P présent sur les endosomes, via un domaine
FYVE (Raiborg et al., 2001). Enfin, il recrute le complexe ESCRT-I en liant la sous-
unité Tsg101 de ce dernier et interagit également avec la protéine Eps15b, protéine
importante pour la dégradation de récepteurs (Roxrud et al., 2008). Le complexe
ESCRT-I est composé des protéines Tsg101, Vps28, Vps37 et MVB12 et peut lier a
la fois ESCRT-Il et ESCRT-O0, les ubiquitines et la protéine ALIX (Kostelansky et al.,
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2007). Dans la voie canonique, ESCRT-I recrute ESCRT-Il et, ensemble, ils créent
ou stabilisent le cou de la future vésicule (Wollert and Hurley, 2010). ESCRT-II
connecte ESCRT-I et ESCRT-IIl. C’est un hétérotétramere composé de Vps36,
Vps22 et deux Vps25 (Babst et al., 2002b; Teo et al., 2004). Une étude suggére
aussi que ce complexe via son interaction avec la protéine RILP, capable elle-méme
d’interagir avec des moteurs moléculaires, pourrait connecter les MVBs aux
microtubules (Progida et al., 2007).

Le complexe ESCRT-IIl est différent des trois précédents. Il est composé de
protéines monomériques solubles, qui polymérisent sous forme de filaments lors de
leur recrutement a la membrane, via des interactions avec des composants des
autres complexes (Babst et al., 2002a). Enfin ESCRT-III recrute Vps4, une ATPase
AAA+ fonctionnant en dodécamére en forme d’anneau pour désassembler
progressivement le complexe ESCRT-III (Figure 38). Le mécanisme sous-jacent a la
polymérisation des sous-unités du complexe ESCRT-Ill, puis a la constriction
membranaire, ensuite a la formation d’un cou, enfin a la fission finale de la vésicule,

reste encore obscur.
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Figure 36 : Formation des ILVs.

Le panneau supérieur se concentre sur les étapes de déformation membranaire, qui se
produit pendant la formation des ILVs. Une membrane plane (1) s’invagine (2) puis mature
en une vésicule qui est toujours attachée au niveau d’un cou (3). Le cou peut subir une
constriction (4) suivie d’une fission (5) pour finaliser le processus de formation de la vésicule.
Le panneau central se place au niveau des protéines ESCRT. ESCRT-0 initie le mécanisme
en reconnaissant les cargos ubiquitinés (1). ESCRT-I et ESCRT-II s’associent aux cargos et
entre eux pour former une zone enrichie en complexes (2). ESCRT-II stimule I'assemblage
d’ESCRT-III (3), qui contrdle le bourgeonnement de la vésicule (4). Il est désassemblé par le
complexe Vps4-Vtal (5). Le panneau inférieur se focalise sur le cargo qui est tout d’abord
reconnu par les domaines UBD d’ESCRT-0 (1) et groupé par les complexes ESCRT-0, -/ et
-l (2). L’assemblage d’ESCRT-IIl recrute la machinerie de désubiquitination (3) et
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rassemble les cargos dans la vésicule en cours de maturation (4), avant d’étre triés au
moment du bourgeonnement (5). Adapté de (Henne et al., 2011).

ii) Conversion des endosomes précoces en endosomes tardifs

Le signe majeur de cette conversion est la formation de domaines Rab7a (dans la
suite du manuscrit j'utiliserai Rab7 pour me référer a Rab7a). Rab7 est recrutée par
Rab5 sous sa forme active, ce qui génére de fagon transitoire des endosomes
hybrides contenant a la fois Rab5 et Rab7. Dans ce modeéle de conversion, on
assiste a un appauvrissement de Rab5 a mesure du recrutement de Rab7 (Rink et
al., 2005).

Cependant, un autre modele a été proposé dans lequel Rab5 recrute Rab7, faisant
bourgeonner de I'endosome précoce des compartiments ne contenant que Rab7
(dépendant de la dynamine) (Mesaki et al., 2011; Vonderheit and Helenius, 2005).
Dans les deux cas, les réles de Rab5 et 7 sont centraux et, d’'une fagon générale,
nous pouvons affirmer que les compartiments propres a chaque Rab s’assemblent
les uns a coté des autres (Cabrera and Ungermann, 2010).

En paralléle de ce changement d’identité membranaire, Rab5 sous sa forme active a
un autre effecteur : le MTC CORVET. Ce complexe permet la fusion homotypique
des endosomes précoces, via le facteur d’attache EEA1 ; il leur procure le matériel

membranaire nécessaire a la formation des MVBs.

iii) Maturation des endosomes tardifs

La maturation des endosomes tardifs a pour signature le changement de
composants membranaires (conversion du PI(3)P en PI(3,5)P2 par I'enzyme
PIKfyve), la migration des compartiments vers la région périnucléaire, le changement
des partenaires de fusion, la chute progressive du pH Iluminal (de 6 a 4,9),
I‘acquisition de composants lysosomaux, le changement de morphologie et
'augmentation du nombre de vésicules intraluminales (Il est a noter que des ILVs
sont déja présentes au stade endosome précoce, mais en faible nombre; par
comparaison, un endosome tardif en contient souvent plus de 30). Une des fonctions
des ILVs dans les MVBs serait de présenter les cargos membranaires sous une

forme plus facilement digérée par les hydrolases.
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Parmi les modifications subies par les endosomes tardifs, on retrouve - par exemple -
l'acquisition de glycoprotéines membranaires a la membrane limitante du
compartiment. L’'une des plus caractéristiques est certainement la protéine Lamp1
(Lysosomal-associated membrane protein 1), qui confére une résistance aux
hydrolases acides présentes dans le compartiment. La migration des compartiments
vers la région périnucléaire permet leur rapprochement avec les lysosomes, facilitant
la fusion homotypique des endosomes tardifs, mais aussi leur fusion avec les
lysosomes. Ces fusions permettent aux endosomes tardifs d’acquérir des enzymes
de dégradation (hydrolases acides par exemple), mais également de modifier leur
environnement chimique, devenant plus acide. Ces fusions sont réalisées par un
effecteur de Rab7: le complexe HOPS. Ce complexe partage des sous-unités
communes au complexe CORVET. Toutefois I'un et l'autre disposent tous deux de
sous-unités qui leur sont propres, leur permettant ainsi d’agir a des niveaux distincts

dans la cellule (Figure 37).
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Figure 37 :  Composition et spécificité des complexes CORVET et HOPS.

Ce schéma représente le devenir d’un ligand associé a son récepteur, passant par la voie
d’endocytose avant leur éventuelle dégradation. Les vésicules d’endocytose sont attachées
aux endosomes précoces grdce a des facteurs d’attache comme Vaci1, EEA1 ou
Rabénosyneb. La fonction du complexe CORVET, en association a Rabb, favorise la fusion
endosome-endosome. Lorsque Rabb est remplacée par Rab7 au cours de la maturation de
I'endosome, c’est le complexe HOPS. Cet effecteur de Rab7 continue a promouvoir la fusion
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entre endosomes, compartiments tardifs et lysosomes. Adapté de (Balderhaar and
Ungermann, 2013).

La mise en place de toutes ces modifications dans la cellule a pour but d’arréter les
évenements de fission émanant des structures tubulaires des endosomes précoces
et de favoriser la fusion des endosomes tardifs avec des compartiments facilitant la
dégradation des cargos. Une conversion similaire a lieu au niveau des phagosomes,

des autophagosomes et probablement des macropinosomes.

Le cargo de référence pour étudier cette voie est le récepteur a 'EGF. En effet, apres
liaison de son ligand, dimérisation et internalisation, le récepteur va transmettre des
signaux dans la cellule aussi bien au niveau de la membrane plasmique que dans les
endosomes. Afin de réguler ces signaux et d’éviter une trop forte stimulation de la
cellule, le récepteur est ubiquitiné et intégré dans des ILVs, 'empéchant d’interagir
avec des protéines du cytosol. L’acidification du compartiment va engendrer la
dissociation du ligand, puis la fusion finale avec les lysosomes qui dégradent aussi
bien le récepteur que son ligand. Ce n’est pas la seule voie que peut suivre le
récepteur a I'EGF aprés son internalisation mais c’est celle qu’il emprunte
majoritairement. La dégradation peut étre plus ou moins importante selon la

concentration de ligand utilisée (Figure 38).
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Figure 38 :  Endocytose du récepteur a 'EGF.

Apres liaison avec son récepteur, le récepteur a 'lEGF (EGFR) est soumis aux mécanismes
d’endocytose dépendant (coin supérieur droit) ou indépendant (coin supérieur gauche) de la
clathrine. La voie d’endocytose empruntée dépend de la concentration en ligand utilisée.
Dans tous les cas, les récepteurs sont adressés vers les endosomes précoces, d’ou ils
peuvent étre envoyés dans des ILVs au niveau des MVBs pour finalement étre dégradés au
niveau des lysosomes (quand le récepteur est ubiquitiné); ils peuvent également étre
recyclés a la membrane plasmique (récepteur non-ubiquitiné). L’ubiquitine est donc un signal
essentiel pour 'adressage du récepteur vers la voie de dégradation. Avant l'insertion du
récepteur dans les ILVs, il est désubiquitiné sans pour autant pouvoir s’échapper de
l'adressage auquel il est destiné. Adapté de (Haglund and Dikic, 2012).

e) Le transport rétrograde

Ce mécanisme correspond au transport de protéines depuis les endosomes vers le
TGN. C’est une voie spécialisée qui n’est empruntée que par une faible partie des
glycoprotéines de surface. Les principaux cargos d’étude de ce processus sont le
récepteur au mannose 6-phosphate cation-indépendant (CI-MPR), la protéine
TGN38, qui cycle entre les endosomes et le TGN (mais dont la fonction demeure
inconnue), la furine, qui est une protéase, et les toxines Shiga (STx) et cholérique
(CTx), qui rentrent dans la cellule et sont transportées des endosomes au réticulum
endoplasmique en passant par le Golgi (Bonifacino and Rojas, 2006; Johannes and
Popoff, 2008). Selon le cargo considéré, le chemin emprunté des endosomes

précoces vers le TGN peut étre différent.

i) Le transport des CI-MPRs

Le CI-MPR a pour fonction principale d’adresser les enzymes lysosomales
synthétisées dans le réticulum endoplasmique. En effet, ces enzymes dégradatives
ne doivent pas emprunter la voie sécrétoire une fois présentes dans le TGN. Pour
éviter qu’elles ne se soient sécrétées, elles sont étiquetées avec un résidu mannose
6-phosphate qui est reconnu par les MPRs. Il existe deux formes de MPRs: un
récepteur dépendant des cations Mn?*, appelé CD-MPR, et un récepteur
indépendant des cations, appelé CI-MPR. Tous deux fonctionnent en homodimeres,
et nous ne nous intéresserons ici qu'au CI-MPR. Le transport de ce récepteur des
endosomes vers le TGN a longuement été débattu. L’hypothése initiale s’orientait
vers un transport direct des endosomes précoces vers le TGN (Arighi et al., 2004;

Meyer et al., 2000; Seaman, 2004). Mais des études plus récentes ont montré

64



limplication des petites GTPases Rab7b et Rab9 (marqueurs des endosomes
tardifs), et celle de leurs effecteurs dans ce transport. Rab7b a aussi été rapportée
comme importante pour le recrutement du complexe rétromére (Rojas et al., 2008;
Seaman et al.,, 2009). De plus, et afin de se dissocier des enzymes qu’ils
transportent, les CI-MPRs doivent étre mis en présence d’'un pH plus acide que celui
des endosomes précoces (Griffiths et al., 1988; Tong and Kornfeld, 1989). Toutes
ces données démontrent que, pour aller des endosomes précoces vers le TGN, les
CI-MPRs passent par les endosomes tardifs. Ce chemin est également emprunté par

la furine.

ii) Le transport des toxines bactériennes

Les toxines bactériennes (CTx et STx) emprunteraient une voie différente. En effet,
leur transport vers le TGN est indépendant de Rab9. Initialement, une étude a
démontré que le la toxine Shiga, est adressée directement des endosomes précoces
au TGN, sans transit intermédiaire (Mallard et al., 1998). Cependant ces dernieres
années, d’autres études ont montré que la Shiga toxine et d’autres toxines peuvent
transiter par les endosomes de recyclage avant d’atteindre le TGN. La protéine
TGN38, qui colocalise avec ces toxines au niveau des endosomes précoces, ne
passerait par les endosomes de recyclage et serait directement adressée des
endosomes précoces au TGN (Johannes and Wunder, 2011; Lieu et al., 2007; Lieu
and Gleeson, 2010). Si les mécanismes de ces différents transports ne sont pas
précisément connus, il est établi qu’un tri est effectué entre les toxines et les CI-MPR
(et peut étre méme le TGN38). Il est proposé que ce tri a lieu au niveau des
endosomes précoces. Le facteur commun de ces différentes voies du transport
rétrograde est I'implication du rétromére (Figure 39). Cependant, ces derniers mois,
une étude a démontré que le transport rétrograde ne serait pas nécessaire pour la
translocation de la Shiga toxine, dans les cellules présentatrices d’antigenes (Garcia-
Castillo et al., 2015).
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Figure 39 :  Différentes voies du transport rétrograde.

Tous les cargos, CI-MPR, TGN38 et toxines bactériennes, sont présents au niveau des
endosomes précoces et sont tries avant d’étre convoyés vers le Golgi. Les toxines
bactériennes transitent ou non par les endosomes de recyclage, avant d’étre adressées au
Golgi. Ce mécanisme implique majoritairement Rab11 mais pourrait aussi faire intervenir
Rab 21 et 22. Le CI-MPR transite dans des compartiments tardifs, dépendamment de Rab 7
et 9. La molécule TGN38 est transportée directement des endosomes précoces au Golgi.
Ces 3 voies d’adressage vers le Golgi font intervenir le rétromere. La seule étape commune
étant la sortie des endosomes précoces, il est proposé que le rétromere facilite la sortie des
cargos de ces compartiments. Adapté de (Pfeffer, 2009).

iii) Le rétromére
Ce complexe, identifié chez la levure, est composé de 5 sous-unités qui peuvent étre
séparées en 2 sous-groupes : le trimére Vps26, Vps29, Vps35, responsable de la
reconnaissance des cargos, et le dimére Vps5, Vps17, impliqué dans la déformation
membranaire (Seaman et al., 1997; Seaman et al., 1998). Chez les mammiféres, le
cceur du complexe (Vps26, Vps29 et Vps35) est conservé (Bachhawat et al., 1994;
Edgar and Polak, 2000; Haft et al., 2000) ; cependant le complexe de déformation
membranaire est différent de celui de la levure. En effet, celui-ci est composé de
protéines de la famille des sorting nexins (SNX), lesquelles sont des protéines a
domaine BAR. Elles fonctionnent en diméres et, dans le cas du rétromeére, on
retrouve les SNX1 ou SNX2 associées a la SNX5 ou SNX6, offrant ainsi au moins

quatre combinaisons d’association (Wassmer et al., 2007; Wassmer et al., 2009). Il a
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également été rapporté que le coeur du complexe peut étre associé a la SNX3,
suggérant l'existence de plusieurs complexes avec différentes fonctions.
L’association avec la SNX3 a été mise en évidence dans la sélection et dans le tri
spécifigue du morphogéne Wnt et de son récepteur Whntless, présent dans des
compartiments dépourvus du CI-MPR. Ceci permet une bonne maintenance du
gradient de Wnt en modulant le recyclage de Wntless (Harterink et al., 2011; Zhang
et al., 2011).

Le rétromére est également un effecteur de la petite GTPase Rab7, marqueur des
endosomes tardifs. Cependant, les SNX qui composent le complexe interagissent
avec le PI(3)P, préférentiellement retrouvé sur les endosomes précoces. Ce sont
donc les proportions de Rab5 et Rab7 et des différentes SNX impliquées dans le
complexe qui vont déterminer le moment ou le rétromére va étre recruté (au cours de
maturation des endosomes précoces) (Figure 40) (Nakada-Tsukui et al., 2005; Rojas
et al., 2008; Seaman et al., 2009).

Partie
tubulaire

Figure 40 :  Cinétique de recrutement du rétromere.

Le schéma représente la maturation d’un endosome de Rabb vers Rab7 et la cinétique de
recrutement du rétromere. Du fait de ses interactions avec le PI(3)P (endosomes précoces)
et Rab7 (endosomes tardifs), le recrutement du rétromere est supposé avoir lieu durant une
étape de transition trés spécifique du compartiment. Les différents composants des parties
vacuolaire et tubulaire des endosomes peuvent jouer un réle dans ce recrutement. Adapté
de (Rojas et al., 2008; Seaman, 2012).

Les SNX composant le rétromeére recrutent ensuite des moteurs moléculaires. Les
dynéines recrutées interagissent avec le réseau de microtubules et générent une
force permettant I'’élongation du tubule en cours de formation. Il a également été
démontré que le rétromeére peut recruter un autre complexe, appelé WASH. Ce

complexe, qui fait partie de la famille WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein), est
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un régulateur d’actine. Son rbéle n’est pas encore clairement identifié, mais |l
semblerait qu’il permette de stabiliser des microdomaines membranaires via une
polymérisation d’actine (Harbour et al., 2010; Harbour et al., 2012). Nous pouvons
également supposer que la polymérisation d’actine génére une force mécanique
permettant de tirer sur le tube et de favoriser son élongation. Cette derniére est aussi
favorisée par l'interaction avec des moteurs moléculaires liés aux microtubules, qui
vont également tirer sur le tube. Enfin, une fois le tubule formé gréce aux actions de
WASH et des moteurs moléculaires, des évenements de fission pourront avoir lieu et
permettre la naissance d’une vésicule, qui sera finalement adressée au TGN. Les
protéines intervenant dans le phénoméne de scission du tubule ne sont pas encore
clairement identifiées. Cependant, il semblerait que le rétromére puisse recruter la
protéine EHD1, laquelle peut s’assembler en oligomeres et favoriser la rupture
membranaire (Figure 41) (Derivery et al., 2009; Gomez and Billadeau, 2009; Jia et
al., 2010; Lenz et al., 2009; Naslavsky and Caplan, 2011).
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Figure 41: Modele proposé de tubulation/scission par le rétromeére.

L’activation et la sélection du cargo sont effectuées par le coeur du complexe composé des
sous-unités Vps 26, 29 et 35 au niveau des endosomes en cours de maturation.
L’incorporation d’autres cargos dans le complexe nucléé se fait par des adaptateurs
spécifiques ; puis le dimere SNX-BAR rentre en jeu par interaction directe et/ou mouvement
latéral le long de I'endosome. Ceci a pour conséquence 'augmentation de la concentration
en rétromére, remodelant ainsi la membrane et initiant la formation de tubules. Cette région
fortement concentrée permet d'une part de séquestrer de nombreuses protéines
accessoires, d’autre part de finaliser le remodelage membranaire. La polymérisation d’actine
et l'action de moteurs moléculaires génerent des forces opposées facilitant la fission de la
vésicule de transport, en augmentant la tension membranaire avec ou sans l'appui
d’enzymes comme la dynamine ou EHD1. Directement apres la fission, les protéines
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présentes a la surface de la vésicule de transporteur se désassemblent, probablement par
une consommation d’ATP ou inactivation de Rab7. Adapté de (Cullen and Korswagen,
2012).

Nous avons donc vu que la maturation des endosomes précoces est un mécanisme
faisant intervenir différents complexes protéiques, lesquels permettent une bonne
ségrégation des cargos au niveau de microdomaines. Ces cargos seront ensuite pris
en charge spécifiquement et adressés a leur compartiment cible. D’'un cété, le
domaine vacuolaire de I'endosome va poursuivre sa maturation jusqu’a fusionner
avec des lysosomes et dégrader le matériel qu’il contient. De l'autre, les parties
tubulaires de I'endosome sont formées grace a des protéines déformant les
membranes. La fission en vésicule permet ensuite au contenu de rejoindre un autre
compartiment. Le transport rétrograde fait partie de ce systéme, mais un autre
mécanisme majeur, complexe et largement étudié, intervient également, permettant

le recyclage des cargos sélectionnés a la surface de la membrane plasmique.

3) Les voies de recyclage

Les voies de recyclage sont associées aux mécanismes d’endocytose et permettent
de contréler la composition de la membrane plasmique. Une grande partie des
connaissances actuelles ont été collectées grace au récepteur a la transferrine, qui
est le cargo modéle pour étudier le recyclage. Cependant ces derniéres années,
différents facteurs modulant le recyclage ont été identifiés. Ces facteurs mettent en
évidence la présence de structures tubulaires permettant la ségrégation des cargos
puis leur recyclage vers la membrane plasmique. Ces mécanismes jouent un réle
trées important dans des processus comme le recyclage de récepteurs aux
nutriments, la cytocinése, la migration, I'adhérence cellulaire, la phagocytose... Ces
machineries de recyclage peuvent également étre détournées au profit de certains
pathogenes intracellulaires lors de leur infection (Figure 42). Il a également été
démontré, dans le cas des cellules neuronales, que le recyclage est impliqué dans
l'apprentissage et la mémorisation. Le recyclage est un phénoméne hautement
dynamique : il a été estimé qu’'une cellule internalise I'équivalent de 1 a 5 fois sa
surface par heure, ce qui montre 'importance d’'un systéme de retour a la membrane
plasmique efficace et finement régulé (Steinman et al., 1983). Quelle que soit la voie

d’endocytose empruntée (clathrine dépendante ou indépendante), toutes les
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vésicules d’endocytose primaires fusionnent et forment les endosomes précoces (ou
de tri).

Recyclage de
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Figure 42 :  Fonctions des voies de recyclage.

Les voies de recyclage lente et rapide interviennent dans plusieurs fonctions cellulaires. Les
endosomes de recyclage sont importants pour l'adhérence et la migration cellulaire, la
cytocinese, le recyclage de récepteurs, le transport de la rhodopsine, la formation de
neurites, la potentialisation a long terme ou encore I'oogenése. Adapte de (Welz et al., 2014)

Il existe deux voies principales conduisant les cargos des endosomes de tri vers la
membrane plasmique. Certaines molécules sont adressées directement de
'endosome de tri vers la membrane plasmique, tandis que d’autres transitent par un
compartiment de recyclage ou ERC (endocytic recycling compartment). Tous ces
mécanismes de recyclage sont hautement conservés, comme par exemple dans les

cellules HelLa, Cos, MCF7, lymphocytes B, cellules dendritiques ou encore l'intestin
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de Caenorhabditis elegans (Chen et al., 2006; Gong et al., 2007; Shi et al., 2007;
Walseng et al., 2008; Zimmermann et al., 2005). Les principaux régulateurs de ce
systéme sont les petites GTPases Rabs et Arfs, ainsi que leurs effecteurs, comme

les protéines RAB11-FIPs ou EHDs sur lesquelles nous reviendrons plus tard.

a) La voie de recyclage rapide

Cette voie correspond au retour de cargos a la membrane plasmique, comme le
récepteur a la transferrine ou encore de glycosphingolipides directement depuis les
endosomes précoces (ou méme de vésicules primaires d’endocytose).Les premieres
études ont identifié la petite GTPase Rab4 comme essentielle pour le recyclage de
ces cargos depuis les endosomes de tri. La fonction de Rab4 dans le recyclage
rapide n’est pas clairement définie. La surexpression de Rab4 favorise le recyclage
du TfR et augmente son niveau d’expression a la membrane plasmique (McCaffrey
et al., 2001; van der Sluijs et al., 1992). A l'inverse, la surexpression d’'un dominant
négatif de Rab4 ou d'un GAP de Rab4 (TBC1D16) inhibe le recyclage du TfR
(Cormont et al., 2003; Goueli et al., 2012). De fagon inattendue, I'extinction via
l'utilisation d’ARN interférence de Rab4 augmente le recyclage du TfR (Deneka et al.,
2003). La surexpression d’effecteurs de Rab4, comme Rabip4 ou D-AKAP2, induit un
mélange d’endosomes précoces et de recyclage, et inhibe le recyclage du TfR
(Eggers et al., 2009). Il est difficile de conclure sur le role exact de Rab4 dans le
recyclage rapide, et ceci peut partiellement étre expliqué par le fait que les études
n‘ont pas été faites sur les mémes types cellulaires, et qu’il existe 2 protéines trés
proches Rab4a et Rab4b, pour lesquelles la spécificité des effecteurs étudiés n’a pas
été testée. Méme si de nombreuses études ont utilisé Rab4a, il a été montré que
Rab4b est aussi impliquée dans le recyclage du TfR (Perrin et al., 2013).

Par la suite, des études d’ARN interférence ont prouvé que Rab35, qui se trouve
localisée au niveau de la membrane plasmique et des endosomes précoces, est
également impliquée dans le recyclage rapide du récepteur a la transferrine (Kouranti
et al., 2006). La surexpression de TBC1D10C, un GAP de Rab35, ou I'extinction de
Rab35, perturbe également le recyclage du TfR, mais aussi la formation des
synapses immunologiques, en déréglant le recyclage du TCR, (T cell receptor)
composant précoce et majeur de ces structures (Patino-Lopez et al., 2008). Ceci met

en évidence une fonction ciblée du recyclage rapide dans des cellules spécialisées.
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En plus de ces fonctions dans le recyclage rapide, Rab35 a été largement impliquée
dans la cytocinése et, spécifiquement, dans le phénomeéne d’abscission qui consiste
en la rupture finale du pont intracellulaire reliant cellules mére et fille (Chesneau et
al., 2012; Dambournet et al., 2011).

b) La voie de recyclage lent

Cette voie a été nommeée ainsi par opposition a la voie de recyclage rapide. Elle est
caractérisée par le passage du cargo d’abord dans les endosomes de tri, puis dans
les compartiments de recyclage, enfin a la membrane plasmique. Dans la plupart des
cellules, le compartiment de recyclage est proche du centre organisateur des
microtubules, au centre de la cellule, proche du Golgi. Les exceptions les plus
courantes sont les cellules polarisées. L’ERC proviendrait des extensions des
microdomaines tubulaires des endosomes précoces, via I'échange de Rab5 par
Rab4 ou Rab11 (Sonnichsen et al., 2000).

i) Des endosomes de tri vers 'lERC

Plusieurs facteurs ont été identifiés comme étant importants dans le positionnement
de 'ERC, ainsi que dans le transport des cargos internalisés vers ce compartiment.
Des protéines de la famille des EHDs sont impliquées dans ce transport. EHD4
intervient dans I'export de 'endosome précoce vers 'lERC (mais également vers les
endosomes tardifs) (Sharma et al.,, 2008). EHD3 interagit avec deux effecteurs de
Rab5 et Rab11, qui sont respectivement Rabénosyne 5 et Rab11-FIP2. Cela
suggere qu’EHD3 établit une connexion entre les endosomes de tri et de recyclage
(Naslavsky et al., 2006). Rab11-FIP5, un autre effecteur de Rab11, est important
pour le mouvement du TfR des endosomes de tri vers 'ERC. L’extinction de Rab11-
FIP5 inhibe le transport du TfR entre endosomes précoces et de recyclage, et
augmente le recyclage de ce dernier, probablement par lintermédiaire d’une
compensation de la voie rapide de recyclage. Rab22a est aussi impliquée dans le
transport du TfR des endosomes précoces vers 'ERC, l'inhibition de son expression
par ARN interférence entrainant l'inhibition du recyclage lent du TfR (Magadan et al.,
2006). Rab11-FIP3, un partenaire de Rab11 et Arf6, est impliqué dans le
positionnement du compartiment de recyclage a proximité du noyau (Horgan et al.,

2007). Enfin, une autre petite GTPase, Rab10, a également un réle dans le transport
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des endosomes précoces vers I'ERC, mais spécifiguement dans les cellules
épithéliales polarisées (Babbey et al., 2006).

La SNX4 est aussi une protéine clef dans le mouvement des endosomes précoces
vers les compartiments de recyclage. La sorting nexin 4 est retrouvée associée aux
deux types de compartiments, mais son extinction conduit a 'adressage du TfR vers
les endosomes tardifs en vue de sa dégradation. Cet adressage se fait grace a
l'interaction de la SNX4 et d’une dynéine (par l'intermédiaire de la protéine KIBRA),
permettant le mouvement de I'endosome précoce vers la région périnucléaire.
L’extinction de la protéine KIBRA engendre une distribution périphérique du TfR,
mais pas sa dégradation, ce qui suggere que la SNX4 coordonne la sortie du
récepteur avec la dynéine, 'empéchant ainsi d’atteindre les endosomes tardifs (tout
comme les SNX1, 2, 5 et 6 sont impliquées dans le transport rétrograde) (Traer et al.,
2007). Enfin, une derniére étude concernant le transport des endosomes précoces
vers les endosomes de recyclage a mis en évidence une communication indirecte
entre endocytose dépendante et indépendante de la clathrine. Méme si la voie
d’internalisation n’est pas ce qui détermine directement et spécifiguement
'adressage des protéines internalisées, il a été prouvé que I'absence du complexe
AP-2 augmente la quantité de CMH-I| et de la p-intégrine adressée aux lysosomes
sans modifier leur internalisation). L’adressage de ces deux cargos, internalisés de
facon indépendante de la clathrine, est sensible a I'extinction d’'un complexe
essentiel de la voie dépendante de la clathrine. Ceci suggére que la voie dépendante
de la clathrine apporterait avec elles des composants nécessaires pour le recyclage

de certains cargos de la voie clathrine indépendante (Lau and Chou, 2008).

ii) De I'ERC vers la membrane plasmique

Plusieurs voies de recyclage partant de 'ERC et allant jusqu’a la membrane
plasmique sont connues. Dans les cellules HelLa, le TfR emprunte une voie distincte
d’autres cargos. Les protéines centrales du recyclage de 'ERC vers la membrane
plasmique sont Rab11 et ses partenaires (principalement les Rab11-FIPs). Leur
perturbation entraine une altération du recyclage ou une délocalisation de 'ERC. Le
recyclage du TfR est dépendant de Rab11, de méme que celui du CMH-| ou de la -
intégrine (Naslavsky et al., 2003; Powelka et al., 2004; Weigert et al., 2004). Au

niveau de 'ERC, Rab11 peut, par exemple, recruter la kinésine KIF13A, qui grace a
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son association avec les microtubules, permet de tirer la membrane de 'ERC et de
former ainsi des tubules. Des études récentes ont montré que ces tubules peuvent
ensuite donner naissance a des vésicules, par I'action de la spastine et du complexe
ESCRT. La régulation du réseau Rab11 utilise donc différents mécanismes pour
I'extension des tubules et leur fractionnement en vésicules (Baetz and Goldenring,
2013; Delevoye et al., 2014). Ce sont a I'heure actuelle les seuls mécanismes mis en
évidence pour le transport de cargos des endosomes de recyclage vers la membrane
plasmique. Une autre étude récente suggeéere que la phosphatidylsérine, est aussi
impliquée dans le recrutement de Rab11 et de ses partenaires Rab11-FIPs.

En dehors de Rab11, d’autres protéines interviennent pour assurer un recyclage
efficace. Dans le cas du recyclage du CMH-I et de la p1-intégrine, Arf6 active la
phospholipase D2 (PLD2), ce qui permet la production d’acide phosphatidique (PA)
et de diacylglycérol (DAG) (Jovanovic et al., 2006). L’acide phosphatidique est
impliqué dans la fission membranaire et peut aussi faciliter la libération des vésicules
de transport ; le DAG, pour sa part, intervient dans la fusion membranaire, ce qui
pourrait faciliter la fusion des vésicules de transport avec la membrane plasmique.
Arfé active également la PI(4)P5 kinase, permettant la production de PI(4,5)P-
présent au niveau de la membrane plasmique et au niveau des extrémités des
tubules membranaires (Brown et al., 2001). Le PI(4,5)P, permet ensuite le
recrutement de nombreux facteurs requis pour la formation et la fusion de vésicules,
ainsi que la polymérisation d’actine. Par exemple, Arf6 peut interagir avec JIP3 et
JIP4 (Jun N-terminal kinase), des protéines d’échafaudage recrutant des moteurs
moléculaires. Grace a ses interactions, Arf6é peut contrdler la direction du transport le
long des microtubules (Montagnac et al., 2009). Les interactions Arf6/JIP sont trés
importantes notamment pendant la cytocinése. Ces mémes compartiments de
recyclage dépendant d’Arf6 modulent I'actine corticale lors de I'étalement et de la
migration cellulaire au cours d’expérience de cicatrisation, ou dans le cas des
métastases (D'Souza-Schorey and Chavrier, 2006).

D’autres protéines Rabs sont liees au recyclage depuis 'ERC vers la membrane
plasmique. Au rang de celles-ci figure Rab22a, dont I'implication dans le transport
des endosomes de tri vers 'ERC a été discutée. Rab22a est aussi cruciale dans le
retour a la membrane plasmique du CMH-I et du CD1a (Barral et al., 2008). Rab8 est
également présente au niveau des tubules des endosomes ; elle peut en effet

recruter des effecteurs pour promouvoir le recyclage et la formation de protrusions
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membranaires, ces derniéres dépendant de l'actine et de l'action des protéines
MICAL-L1 et EHD1 (Cai et al., 2013; Hattula et al., 2006; Kobayashi et al., 2014b; Lin
et al., 2001; Rahajeng et al., 2012; Reinecke et al., 2014; Roland et al., 2007; Xie et
al., 2014). Nous discuterons de ce mécanisme infra. Enfin, il a été démontré
'implication de Rab13 et Rab10, qui présentent toutes deux une trés forte homologie
avec Rab8, dans des événements de recyclage, Lorsque tel est le cas, ces protéines
interviennent dans des fonctions cellulaires spécialisées : Rab13 dans le recyclage
des protéines de jonction des cellules épithéliales, et Rab10 dans le recyclage au
niveau des cellules intestinales de Caenorhabditis elegans (Chen et al., 2006;
Morimoto et al., 2005; Nokes et al., 2008).

Il existe donc plusieurs voies de recyclage provenant de 'ERC, en direction de la
membrane plasmique. L’ERC semble donc organisé en différents domaines,
recrutant des machineries spécifiques parfois partagées pour un méme cargo
(Kobayashi and Fukuda, 2013a) (Figure 43).

Le bilan de ces études permet, semble-t-il, de distinguer, au niveau des endosomes
de recyclage, deux groupes de protéines, alternativement associées a des domaines
enrichis en Rab11 ou en Rab8. Ces domaines gouverneraient donc la mise en place
de structures tubulaires, responsables du transport des cargos vers la membrane

plasmique.
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Figure 43 : Vue globale des voies classiques de recyclage.

Ce schéma représente les différentes voies d’endocytose (violet péle) et de recyclage
(rouge), ainsi que les différentes petites GTPases (bleu) et leurs effecteurs (vert). Adapté de
(Mayor et al., 2014).

iii) Recyclage dépendant du rétromere

Ces dernieres années, le rétromére - initialement identifié pour son réle dans le
transport rétrograde - a été identifié comme étant impliqué dans plusieurs
mécanismes de recyclage directs ou indirects. Il intervient dans le retour du
récepteur p2-adrénergique ($2AR) et du transporteur de fer DMT1-Il (divalent metal
transporter 1) a la membrane plasmique. Dans le cycle de capture du fer par la
cellule, DMT1-1l et le TfR sont fonctionnellement couplés. DMT1-Il permet I'entrée de
fer de facon dépendante du pH au niveau de la membrane de I'endosome de ftri.
Comme nous 'avons déja vu, le TfR va majoritairement étre adressé aux endosomes
de recyclage, puis va rejoindre directement la membrane plasmique. DMT1-Il va
suivre un parcours différent: elle est d’abord reconnue par le rétromere (par
intermédiaire du trimere Vps26/29/35), puis successivement transportée vers le

TGN, les endosomes de recyclage et la membrane plasmique. A ce stade, TfR et
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DMT1-1l peuvent étre engagés dans un nouveau cycle de capture de transferrine
(Figure 44) (Canuel et al., 2008; Tabuchi et al., 2010).
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¢ c
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Figure 44 : Recyclage du DMT1-Il a la membrane plasmique via le TGN.

DMT1-II et le TfR sont fonctionnellement associés pour réaliser une assimilation de fer pH-
dépendante au travers de la membrane des endosomes ; les 2 molécules sont recyclées
entre la membrane plasmique et les endosomes. Le TfR est directement transporté vers la
membrane plasmique (domaine Rab4), ou ftransite par les endosomes de recyclage
(domaine Rab11), alors que DMT1-Il est reconnue par le rétromére et transite par le Golgi,
avant d’étre redirigé vers les endosomes de recyclage. Une fois recyclées, les 2 molécules
sont disponibles pour effectuer un nouveau cycle. Adapté de (Tabuchi et al., 2010).

Le recyclage du récepteur f2AR fait intervenir le rétromére, mais aussi la SNX27 et
le complexe WASH. LA SNX27 contient un domaine PDZ (post synaptic density
protein (PSD95)/Drosophila disc large tumor suppressor (DIg1)/Zonula occludens-1
protein (zo-1)) capable de reconnaitre le domaine C-terminal du f2AR. La SNX27
joue donc le rbéle d’adaptateur et permet de lier le récepteur au rétromére.
Initialement, la SNX27 avait été décrite comme interagissant avec le rétromére par

lintermédiaire de WASH (Temkin et al., 2011), mais des études récentes de
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protéomique ont montré depuis que SNX27 pourrait faire partie du rétromére lui
méme (McGough et al., 2014; Steinberg et al., 2013). Le recyclage du 2AR ne se
fait pas par le TGN, comme dans le cas de DMT1-ll, mais directement a la
membrane plasmique par un mécanisme faisant intervenir Rab4 (Lauffer et al.,
2010). Ces mémes etudes montrent que le B2AR n’est pas le seul ligand qui pourrait
emprunter cette voie de recyclage (le transporteur de glucose GLUT1, le transporteur
MCT1, le récepteur GPCR-like CD97, la metalloréductase STEAP3, la protéine
KIDINS220, le transporteur de cuivre ATP7A, le transporteur de zinc ZnT1 et bien
d’autres). Ces études a grande échelle confirment aussi que le rétromere est
impliqué dans le recyclage de différents cargos, certains étant dépendants de
SNX27, d’autres non.

Il faut désormais confirmer I'implication du rétromére et du complexe WASH et
déterminer si le recyclage de ces cargos se fait directement (via Rab4) ou passe par

le TGN avant d’atteindre la membrane plasmique.

c) Recyclage et fonctions cellulaires

i) Recyclage et cytocinese

Au début de la division cellulaire, le recyclage est momentanément arrété, mais pas
'endocytose. Ceci conduit a une accumulation de fractions de la membrane
plasmique dans des endosomes. Il en résulte une réduction de la surface de la
cellule, ce qui explique que la cellule devienne ronde (Boucrot and Kirchhausen,
2007). Le recyclage intervient ensuite, au moment de I'abscission. A ce moment, les
endosomes de recyclage présentent une organisation caractéristique influencée par
la réorganisation du réseau de microtubules dans la cellule (Figure 45). Ce
mécanisme implique les compartiments Rab11, Rab35 et Arf6. lls véhiculent des
protéines nécessaires pour le remodelage cellulaire, comme I'organisation lipidique
(qui est complétement modifiée au cours de la division cellulaire) via la phosphatase
OCRL (ou INNPPSF), une PI(4,5)P, 5-phosphatase. Il a été démontré que cette
phosphatase permet d’hydrolyser le PI(4,5)P, enrichi (et nécessaire) au niveau du
pont intracellulaire, afin d’arréter le recrutement de facteurs par le P1(4,5)P,. OCRL

est recrutée par Rab35 et permet également un remodelage du cytosquelette
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d’actine, qui est crucial pour une bonne abscission (Boucrot and Kirchhausen, 2007;
Chesneau et al., 2012; Dambournet et al., 2011; Echard and Haucke, 2015; Kouranti
et al., 2006).

Centrosome

Figure 45: Réorganisation des endosomes de recyclage au cours des étapes
finales de la cytocinése.

Image de microscopie a fluorescence représentant des cellules HelLa en fin de cytocinése.
On retrouve d’une part 4 groupes de vésicules correspondant au Golgi, marquées avec un
anticorps anti-giantine (rouge), d’autre part les endosomes contenant la Tf (vert) organisés
autour du Golgi de part et dautre du pont intracellulaire reliant les 2 cellules. Les
microtubules sont marqués avec un anticorps anti-tubuline a (bleu). Barre d’échelle 5 um.
Adapté de (Montagnac et al., 2008).

ii) Recyclage et adhérence cellulaire

Le recyclage intervient dans différents processus modulant I'adhérence cellulaire.
Les deux principaux processus sont le recyclage de la E-cadhérine, molécule
d’adhésion impliquée dans la formation des jonctions adherens dans les cellules
épithéliales, et le recyclage des intégrines, responsables de I'adhérence de la cellule
avec la matrice extracellulaire permettant la migration.

Une fois internalisée, I'envoi de la E-cadhérine vers la dégradation ou le recyclage
est un choix crucial pour 'adhérence cellulaire, ainsi que la morphogenése. Dans ce
mécanisme, les protéines Rab11, Arf6 et SNX1 régulent le recyclage de la E-
cadhérine vers la membrane plasmique. La SNX1 stimule I'envoi de la E-cadhérine
vers le transport rétrograde jusqu’au Golgi, avant d’étre prise en charge par des
compartiments de recyclage contenant Rab11 et Arf6. La E-cadhérine est convoyée
alors vers la membrane plasmique (Bryant et al., 2007; Chung et al., 2014; Lock and
Stow, 2005; Palacios et al., 2001). Les derniéres études dans ce domaine montrent
que la SNX4 et Rab4 seraient elles aussi impliquées dans le recyclage des
molécules de jonction intercellulaire, mais cela doit étre mieux caractérisé (de Madrid

et al., 2015; Solis et al., 2013). L’assemblage et le recyclage des jonctions serrées
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fait intervenir la protéine Rab13, et un de ses effecteurs, la PKA (protein kinase A).
En effet, Rab13 peut interagir directement avec la PKA, ce qui a pour effet d’inhiber
sa capacité a phosphoryler VASP, une protéine impliquée dans le remodelage de
'actine. VASP, mais aussi les protéines constituant les jonctions serrées (claudine-1
et ZO-1 (zonula occludens protein 1)) ne sont alors pas recrutées, et 'assemblage
de la jonction n’a pas lieu (Kohler et al., 2004; Kohler and Zahraoui, 2005; Marzesco
and Zahraoui, 2005; Zahraoui, 2005).

Concernant les intégrines, la voie canonique comprend deux chemins distincts,
spatialement et temporellement, appelés cycle court et cycle long. Le recyclage par
cycle court est dépendant de Rab4 ; il permet un retour rapide des intégrines a la
membrane plasmique. En revanche, les récepteurs empruntant le cycle long,
impliqguant Rab11, sont relocalisés au niveau de 'ERC avant de retourner a la
membrane plasmique. Ces deux cycles facilitent le renouvellement des molécules
d’adhésion et procurent a la cellule une fraction d’'intégrines prétes a étre engagées
dans une interaction avec la matrice extracellulaire, pour générer de nouvelles
adhésions (Figure 46) (Caswell and Norman, 2006; De Franceschi et al., 2015;
Morgan et al., 2009; Scita and Di Fiore, 2010). De récentes études ont également
révélé le réle de la SNX17, Rab35 et Arf6 dans le recyclage des intégrines (Allaire et
al., 2013; Osborne et al., 2015; Steinberg et al., 2012). De plus, les intégrines ne sont
pas les seules molécules qui sont recyclées pendant la migration cellulaire. C’est
aussi le cas des récepteurs tyrosine kinase, qui jouent un réle dans la guidance de la
cellule et sont régulés de concert avec les molécules d’adhésion et la signalisation
cellulaire (Hirata et al., 2014; Maritzen et al., 2015; Parachoniak et al., 2011).
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Figure 46 : Voies de recyclages impliquées dans les contacts intercellulaires et
'adhérence a la matrice extracellulaire.

Les sites de contacts intercellulaires ou entre cellules et matrice extracellulaire sont régulés
par l'internalisation des molécules d’adhésion, telles que les intégrines et la E-cadhérine, qui
peuvent étre adressées a la voie de dégradation ou recyclées a la membrane plasmique. De
plus, le trafic vésiculaire procure des facteurs facilitant le désassemblage des points focaux
d’adhésion mais aussi la modulation de la matrice extracellulaire. Adapté de (Maritzen et al.,
2015).

iif) Recyclage et fusion cellulaire

La fusion des myoblastes est un phénomeéne nécessitant l'intervention d’événements
de recyclage. Cette fusion est indispensable lors du développement mais aussi au
cours de la croissance et de la régénération des muscles squelettiques. Un des
facteurs important pour que la fusion soit effective est Rac1. Rac1 est enrichie au
niveau des contacts cellule-cellule, avant la fusion cellulaire ; elle est certainement
responsable du remodelage local du cytosquelette d’actine, permettant d’induire la
fusion cellulaire. La protéine Arf6 et un de ses GEF (ArfGEP100) interviennent aussi
en stimulant I'apport des cargos des endosomes de recyclage vers le site de fusion.
La perturbation d’Arf6, ou de son GEF, altére la localisation et I'activation de Rac1,
partant la fusion cellulaire. En effet Rac1 est activée au niveau de la membrane des
endosomes, puis transportée dans une vésicule sous l'action d’Arf6. Enfin, d’autres

protéines comme EHD2 ou la myoferline ont aussi un impact sur la fusion cellulaire.
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Cependant, leur effet sur 'accumulation de Rac1 au niveau des contacts n’est
toujours pas démontré (Benjamin et al., 2011; Chen et al., 2003; Doherty et al., 2008;
Palamidessi et al., 2008). Malgré ces études, l'implication des machineries de
recyclage est évidente dans ces événements, mais reste trés peu documentée. De
plus, la plupart des études ont été menées chez Drosophila melanogaster et doivent

étre confirmées dans des cellules de mammifére.

iv) Recyclage et potentialisation a long terme

Le remodelage des connections synaptiques est une étape clé dans les processus
d’apprentissage et de mémorisation. Ces processus peuvent étre mis en évidence
grace a l'étude du remodelage des épines dendritiques dans I'hippocampe de
mammifére. L’activation de NMDAR (N-methyl-D apsartate receptor) durant la
potentialisation a long terme provoque une augmentation des épines, mais
également du nombre dAMPARs (a-amino-3-hydroxy-5methyl-4isoxazole propionic
acid receptors) résidents. Ces deux modifications caractéristiques sont dépendantes
de la fonction des endosomes de recyclage positifs pour Rab11 et EHD1. La
myosine Vb joue un réle majeur dans ce mécanisme. Dans des conditions de faible
concentration en calcium, la myosine Vb est dans une conformation fermée, ne
pouvant s’associer aux endosomes de recyclage. En revanche, en présence d’'une
concentration en calcium plus élevée, la myosine Vb est activée et associée aux
endosomes de recyclage grace a son interaction avec Rab11-FIP2, ce qui conduit a
une augmentation du recyclage et, dés lors, une augmentation dAMPARs a la
membrane plasmique. L’association des AMPARs dans la membrane plasmique
semble étre régulée par la protéine Rab8, au niveau des épines dendritiques (Figure
47) (Brown et al., 2007; Chung et al., 2009; Derkach et al., 2007; Gerges et al., 2004;
Park et al., 2004; Wang et al., 2008).
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Figure 47 : Vue d’ensemble du rble de la machinerie de recyclage dans la
potentialisation a long terme.

Au niveau des membranes post-synaptiques, la potentialisation a long terme dépendante
des NMDAR nécessite la myosine Vb, qui est un partenaire de Rab11-FIP2. L’activation des
NMDARs provoque un influx de calcium, provoquant l'activation de la myosine Vb et la
translocation des endosomes de recyclage et de leurs cargos, au niveau des épines. La
surface de ces régions s’en trouve augmentée et accroit la densité des AMPARSs. La densité
du canal potassium Kir3.4 est également augmentée au niveau des épines dendritiques. Le
transport final de 'endosome de recyclage vers la surface de I'épine est dépendant de
l'action de Rab8. Adapté de (Grant and Donaldson, 2009).

v) Recyclage et polarisation cellulaire

Dans les cellules polarisées, les compartiments intracellulaires présentent une
nomenclature différente (Figure 48). On distingue, notamment au niveau des
compartiments de recyclage, les compartiments de recyclage communs et les
compartiments de recyclage apicaux. Les compartiments de recyclage communs

peuvent faire transiter des cargos destinés aussi bien a la membrane basolatérale
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qu’a la membrane apicale, alors que les compartiments de recyclage apicaux sont
restreints aux cargos destinés a la membrane apicale de la cellule épithéliale. Par
exemple, certains cargos provenant du TGN n’accédent a la membrane plasmique
que par un passage obligatoire par ces compartiments de recyclage. Ce transport
repose principalement sur les petites GTPases Rab8, Rab10 et Rab13 (Ang et al.,
2004; Cramm-Behrens et al., 2008; Cresawn et al., 2007; Nokes et al., 2008;
Zahraoui et al., 1994). Rab10 joue un rdle direct dans le retour a la membrane
plasmique, tandis que Rab8 et Rab13 ont plus un réle organisateur au niveau de
'endosome de recyclage (Babbey et al.,, 2006; Henry and Sheff, 2008). Le TfR
transite du TGN vers la membrane plasmique de facon directe ou par les endosomes
de recyclage, selon le degré de polarisation de la cellule, suggérant ainsi une
réorganisation du trafic intercellulaire pendant la mise en place de la polarité
(Gravotta et al., 2007). Le recyclage depuis les endosomes précoces peut faire
intervenir les deux types de recyclage rapide et lent. Dans le cas du recyclage lent,
les cargos peuvent étre adressés du compartiment de recyclage commun vers la
membrane basolatérale, alors que les cargos destinés a la membrane apicale vont
étre d’abord dirigés vers les compartiments de recyclage apicaux puis a la
membrane plasmique apicale. De plus, deux autres petites GTPases, Rab17
(spécifiquement exprimée dans les cellules épithéliales) et Rab25 semblent
impliquées dans des phénoménes de transcytose et sont retrouvées au niveau des
endosomes de recyclage apicaux (Hunziker and Peters, 1998; Jerdeva et al., 2010;
Tzaban et al., 2009).
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Figure 48 :  Trafic intracellulaire dans une cellule polarisée.

Protéines, lipides et fluides sont internalisés depuis les membranes apicale (1a) ou
basolatérale (1b) et atteignent les endosomes précoces apicaux ou les endosomes précoces
basaux. Les cargos peuvent étre recyclés a la surface cellulaire (2a/b) ou étre adressées aux
MVBs (3a/b), puis aux lysosomes, ou étre convoyeés vers les endosomes de recyclage
communs (4a/b). Il pourrait également exister une voie directe allant des endosomes
précoces apicaux vers les endosomes de recyclage apicaux (4c). Les cargos des
endosomes de recyclage communs sont envoyés vers la surface de la cellule (5), ou vers les
endosomes de recyclage apicaux (6), d’ou ils pourront atteindre la membrane plasmique
apicale (7a). La transcytose pourrait faire transiter ses cargos des endosomes de recyclage
apicaux vers les endosomes de recyclage communs (7b). Lors de leur synthese, au niveau
du réticulum endoplasmique, les protéines atteignent le TGN, d’ou elles peuvent étre
directement adressées a la membrane apicale (8) ou basolatérale (10) ou, indirectement, en
passant par les endosomes de recyclage apicaux (9) ou communs (11). Les transports
correspondant a I'endocytose sont représentés par des fleches noires et la voie de sécrétion
par des fléeches rouges. L’encart illustre un complexe de jonction intercellulaire (JC) composé
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de la zonula occludens (ZQO), de la zonula adherens (ZA) et de la macula adherens (MA).
Adapté de (Apodaca et al., 2012).

vi) Recyclage et métabolisme

Les machineries de recyclage interviennent dans le transport de différents
transporteurs/récepteurs des voies métaboliques. Le TfR, par exemple, joue un role
primordial dans le métabolisme du fer; il a été décrit supra. Le transporteur de
glucose GLUT4 est également affecté, nous reviendrons plus en détail infra. Enfin le
récepteur aux LDL (low density lipoproteins) est lui aussi soumis a des régulations
par les machineries de recyclage. Une des seules protéines identifiée aujourd’hui
dans le recyclage des LDLRs est la SNX17. Il a été démontré que la SNX17
s’associe au LDLR par un motif NPxY, mais qu’elle peut également s’associer avec
d’autres récepteurs de la famille de LDL, incluant le récepteur aux LVDL, LRP1 et
ApoERZ2. La liaison de la SNX17 au LDLR accélére I'endocytose du récepteur d’'un
facteur 2, sans toutefois modifier le niveau d’expression en surface : ceci suggére
que cette liaison n’affecte pas la dégradation du récepteur, mais accélére son
mouvement a travers les compartiments de recyclage. L’autre facteur intervenant
dans le recyclage des LDLRs est Rab13. En effet, cette GTPase module le trafic du
récepteur entre le TGN et les endosomes de recyclage ; sa perturbation empéche le
bon adressage du LDLR a la membrane plasmique basolatérale (Burden et al., 2004;
Donoso et al., 2009; Shah et al., 2013; Sotelo et al., 2014; Stockinger et al., 2002;
Yamamoto et al., 2003).

vii) Machineries de recyclage et pathologies

Les différentes protéines impliquées dans les machineries de recyclage sont donc
sollicitées dans de nombreuses fonctions dans la cellule, ce qui renforce I'intérét de
les étudier afin de mieux comprendre les mécanismes. De plus, certaines d’entre
elles, comme Rab4, ou Rab11 sont impliquées dans différentes pathologies. Rab4
(et Rab5) peuvent étre impliquées dans le phénotype invasif d’une tumeur et
favoriser sa dissémination (Frittoli et al., 2014). Rab11, qui est le centre organisateur
du recyclage lent, est également impliquée dans la progression de maladies
neurodégénératives comme Alzheimer ou Huntington, mais aussi dans des

pathologies liées au métabolisme, tel que le diabéete de type Il. Rab25, qui est trés
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proche de Rab11, est impliquée dans de nombreux cancers (sein, colon, poumon,
rein, prostate...). Rab11 peut, outre son implication directe dans des pathologies, étre
détournée de ses fonctions par des agents pathogénes intracellulaires, comme
Salmonella typhimurium, Salmonella flexneri, Chlamydia trachomatis ou le virus
Andes (lversen et al.). Par exemple, la bactérie Chlamydia trachomatis détourne
Rab11 et certains de ses effecteurs, afin de fragmenter le Golgi (Bhuin and Roy,
2015; Guichard et al., 2014; Hsiao et al., 2015; Welz et al., 2014).

Ces derniéres années, de nouvelles protéines impliquées dans le trafic intracellulaire
et le recyclage ont été identifiées. Les protéines MICAL-Like en font partie : nous

allons maintenant décrire leurs rdles connus a ce jour.

4) Les protéines MICALs, une nouvelle famille impliquée dans

’endocytose

a) La famille de protéines MICALs

Les protéines MICALs pour « molecule interacting with CasL » sont une famille de
protéines contenant plusieurs domaines conservée au cours de I'évolution. Elles
s’expriment dans de nombreux tissus chez 'lHomme (cerveau, poumon, foie, rein).
La protéine humaine MICAL-1, et celle de Drosophila melanogaster Mical, furent
découvertes en 2002 (Suzuki et al.,, 2002; Terman et al., 2002). MICAL-1 fut
identifiée lors d’un crible des partenaires de CasL (d’ou son nom) et lors de la
recherche de molécules associées au domaine cytoplasmique des plexines. Les
plexines sont les principaux récepteurs des sémaphorines. Ces molécules
transmettent des signaux régulant différentes GTPases, comme Ras (les plexines
possédent dans leur queue C-terminale un domaine jouant le réle de GAP pour Ras)
ou Rho, et sont donc largement impliquées dans les modulations, du réseau de
microtubules, du cytosquelette d’actine et de I'adhérence cellulaire. Ces récepteurs
sont fortement impliqués au cours du développement cardio-vasculaire, neuronal, et
osseux. lls ont récemment été impliqués dans le systéme immunitaire, aussi bien au
niveau physiologique (développement et migration des thymocytes, migration des

cellules dendritiques vers les organes lymphoides secondaires, activation des
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lymphocytes B...) que pathologique, notamment dans la carcinogenése (Jongbloets
and Pasterkamp, 2014; Muzes and Sipos, 2014).

Consécutivement a la découverte de MICAL-1, deux autres protéines (MICAL-2 et
MICAL-3) (Figure 49) ont été identifiées chez ’lHomme et les rongeurs. On retrouve

8 homologues chez le Poisson-zébre.

A D-Mical | FAD H’CH | LIM | cc
h-MICAL1 o Fap | et fof um | co
h-MICAL2 | FAD | j“CH " LIM
h-MICAL3 | Fa0 | cr || um | cc
B % d'aa D-Mical/h-MICAL1 D-Mical/h-MICAL2 | D-Mical/h-MICAL3
Conservés 35.4% 39.4% 22.1%
Identiques 27.1% 30.5% 17.6%

Figure 49 :  Organisation des protéines MICALs humaines et de drosophile.

(A) Structure des différentes protéines MICALs humaines et (B) comparaison de séquences
avec la protéine Mical de Drosophila melanogaster. Adapté de (Giridharan et al., 2012b).

Les protéines MICALs sont impliquées dans différents processus physiologiques et
pathologiques. Chez la drosophile, Mical est impliquée dans le routage des axones,
dans la distribution des boutons synaptiques, dans la taille des dendrites durant le
développement neuronal, mais aussi dans la formation du poil et la distribution des
myofilaments (Beuchle et al., 2007; Hung et al., 2010; Kirilly et al., 2009; Terman et
al., 2002). Chez les vertébrés, les protéines MICALs jouent également un réle dans
le développement neuronal, dans la régénération du systeme nerveux central et
dans les phénoménes d’apoptose et d’exocytose (Ashida et al., 2006; Bron et al.,
2007; Fischer et al., 2005; Grigoriev et al., 2011; Morinaka et al., 2011; Pasterkamp
et al., 2006; Schmidt et al., 2008; Weide et al., 2003; Zhou et al., 2011).

Outre ces protéines MICALs, un groupe de protéines MICAL-Like (Mical-L) a été
décrit. Une seule protéine Mical-L est retrouvée chez la drosophile, deux chez
'’Homme, MICAL-L1 et MICAL-L2 (aussi appelée JRAB) (Terai et al.,, 2006).
Contrairement aux protéines MICALs, les MICAL-Ls ne possédent pas de domaine
monooxygenase a leur extrémité N-terminale. MICAL-L1 et MICAL-L2 présentent

30% d’homologie de séquence ; cependant MICAL-L1 posséde deux motifs « NPF »
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(asparagine proline phénylalanine), absents chez MICAL-L2 et chez toutes les
protéines MICALs. Ces motifs permettent a MICAL-L1 de lier les protéines EHDs,

impliquées dans le trafic membranaire (Figure 52).

NPF NPF

1

MICAL-L1 -:

1 903

MICAL-L2 - LIM 8-

Figure 50 :  Organisation des protéines MICAL-Ls.

CH : calponin homology, LIM : Lin11/Isl1/Mec3, PRD : proline rich domain, RBD : Rab
binding domain, CC : coiled-coil.

b) Les différents domaines des protéines MICALs et MICAL-Ls :

i) Domaine monooxygénase

Situé en extrémité N-terminale, ce domaine flavoprotéine monooxygénase a une
activité enzymatique qui catalyse I'addition d’'un atome d’oxygéne sur son substrat,
avec comme cofacteurs la flavine et le couple NAD(P)H/NAD(P)" (Palfey and
McDonald, 2010). Ce domaine contient un motif de liaison au FAD (flavin adenine
dinucleotide), qui est retrouvé chez les autres protéines contenant un domaine
flavoprotéine monooxygénase (Siebold et al., 2005). L’actine filamenteuse (F-actine)
peut directement s’associer a ce domaine. Ce domaine est capable in vitro de
dépolymériser des filaments d’actine en oxydant la méthionine en position 44 des
unités globulaires d’actine. La méthionine en position 47 peut également étre
oxydée, mais sans impact sur la stabilité de I'actine polymérisée. La réversion de cet
effet peut étre induit par la protéine SelR (Hung et al., 2011; Hung et al., 2013). La
mutation du domaine FAD de Mical perturbe la guidance axonale chez la drosophile.
De méme, chez I'Homme, les domaines FAD de MICAL-1 et MICAL-3 sont
respectivement impliqués dans la guidance axonale et la fusion de vésicules de

sécrétion a la membrane plasmique.
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ii) Domaine calponin homology

Le domaine monooxygénase est suivi par un domaine calponin homolgy (CH). Ce
domaine fut décrit pour la premiére fois dans la calponine, une protéine régulant la
contractilité musculaire et la motilité dans les cellules nhon musculaires (Rozenblum
and Gimona, 2008). Il existe 3 principaux types de domaine CH. Le type 1 peut
directement lier I'actine, ce qui n’est pas le cas du type 2. Ce dernier posséde en
revanche un site de liaison au PI(4,5)P,, intervenant dans la régulation de la F-
actine. Le type 1 est principalement retrouvé dans des molécules du cytosquelette ou
de signalisation. Le type 3 est retrouvé, en copie unique, sur des protéines de
signalisation et du cytosquelette. En revanche, I'association des types 1 et 2, forme
le domaine ABD (Actin-binding domain) de nombreux partenaires de la F-actine. Des
études structurales ont démontré que le domaine CH des protéines de la famille
MICAL est de type 2. Il ne lie donc pas directement l'actine, et n’est pas non plus
nécessaire pour la liaison de Mical a la F-actine. Son rdle serait plutét de faciliter la
fixation du domaine monooxygénase a la F-actine. Enfin, ces études révélent que la
conformation tridimensionnelle de ce domaine pourrait étre impliquée dans
l'interaction avec d’autres protéines que l'actine (via des résidus hydrophobes) ;
toutefois aucune étude n’a démontré a ce jour la nécessité du domaine CH pour
l'interaction d’une protéine MICAL avec un de ses partenaires (Fraley et al., 2005;
Fukami et al., 1992; Gimona et al., 2002; Korenbaum and Rivero, 2002; Sun et al.,
2006).

iii) Domaine LIM

Le domaine LIM (Lin11, Isl-1 and Mec3) est un autre domaine d’interaction avec des
éléments du cytosquelette. Ce domaine jouerait le réle de point d’attache pour
d’autres protéines. Par exemple, le domaine LIM de MICAL-1 module les interactions
avec CRMP-1 et les kinases NDR (nuclear Dbf-2 related). Ce domaine confére
également une interaction intramoléculaire aux protéines MICALs. En s’associant
avec l'extrémité C-terminale de la protéine, il la maintient dans une conformation
d’auto-inhibition, bloquant les interactions avec de nombreux partenaires (Bach,
2000; Dawid et al., 1998; Schmidt et al., 2008; Zhou et al., 2011).
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iv) Région riche en proline

Les régions riches en proline permettent a la fois la bonne conformation des
protéines mais ont également un fort potentiel d’interaction avec d’autres protéines
(Kay et al., 2000; Williamson, 1994). L’interaction de MICAL-1 et CasL se fait entre
un motif PPKPP, présent dans la région riche en proline de MICAL-1, et le domaine
SH3 de CasL. Ces régions varient d’'une protéine MICAL a l'autre, et déterminent la
spécificité d’'interaction de certaines d’entre-elles. Ce méme motif PPKPP n’est pas
retrouvé dans MICAL-2 et MICAL-3.

v) Domaine en superhélices (« coiled-coil »)

Ce type de domaine est ubiquitaire et prend part a I'assemblage des protéines
(Burkhard et al., 2001; Wolf et al., 1997). Chez les protéines de la famille MICAL, il
est situé au niveau de I'extrémité C-terminale. C’est ce domaine qui maintient les
protéines MICALs dans une conformation fermée, en liant le domaine LIM. De
nombreuses protéines Rabs interagissent avec ce domaine (Rab1, Rab7, Rabs,
Rab10, Rab13, Rab15, Rab35 et Rab36) et, de ce fait, les protéines MICALS sont
considérées comme des effecteurs des Rabs. Pour cette raison, ce domaine sera
dénommé RBD (Rabs binding domain) infra. Enfin, c’est aussi grace a ce domaine
que les protéines MICALs peuvent s’associer a différentes membranes plasmiques
(Kobayashi et al., 2014b; Zahraoui, 2014).

c) Protéines MICALSs, trafic membranaire et cytosquelette d’actine.

i) MICALS3 et fusion des vésicules d’exocytose

Comme nous venons de le voir, les protéines MICALs sont capables de s’associer
avec plusieurs Rabs. Rab6 et Rab8 interviennent avec MICAL-3 dans le processus
d’ancrage et de fusion de vésicules de sécrétion. Rab6, localisée au niveau du Golgi-
TGN, intervient dans l'adressage des vésicules de sécrétion a la membrane
plasmique. Dans un premier temps, Rab6 recrute Rab8 au niveau de ces vésicules,
puis Rab8, en association avec MICAL-3, interagit avec la protéine ELKS. La
protéine ELKS est une protéine corticale qui permet l'ancrage des vésicules

d’exocytose a la membrane plasmique. Une fois associée a Rab8 et MICAL-3,
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'ensemble facilite la fusion des vésicules avec la membrane plasmique. Deux sites
distincts contenus dans le domaine RBD de MICAL-3 sont responsables de la
formation de ce complexe. En conclusion, linteraction de Rab6 avec le complexe
Rab8-MICAL3-ELKS promeut la fusion de vésicules sécrétoires (Grigoriev et al.,
2011).

ii) MICAL et croissance du céne axonal

Lors du développement neuronal, la guidance des axones est soumise a des
phénoménes de chimio-attraction et chimio-répulsion. Ceci implique des
remodelages rapides et efficaces de la membrane et du cytosquelette d’actine ; ces
remodelages sont synchronisés avec des événements d’endocytose et d’exocytose.
L’interaction des plexines avec les sémaphorines provoque une rétraction du céne en
cours d’extension. Cette rétraction est associée a une dépolymérisation rapide
d’actine. Les protéines MICALs peuvent s’associer aux sémaphorines, mais aussi a
la F-actine, et induire sa dépolymérisation directe. Lors du contact
sémaphorine/plexine, MICAL est alors recrutée et peut dépolymériser I'actine au
niveau du cbne, induisant la rétractation du céne. MICAL joue un rdle de plateforme,
reliant le cytosquelette avec un couple ligand/récepteur (Figure 51). En revanche,
aucune étude n’a démontré, a I'heure actuelle, I'implication potentielle de MICAL
dans les événements d’endocytose et d’exocytose qui se produisent en paralléle de
la rétraction du céne (Hung et al., 2010; Mann and Rougon, 2007; Nadella et al.,
2005).
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Figure 51 : Schéma d’action de Mical-SelR dans la rétraction du cone axonal.

La sémaphorine-1a (rouge) transmet un signal a travers la plexine A (orange) pour induire la
dépolymérisation des filaments d’actine (rose) dépendante de Mical (jaune), ce qui entraine
la rétractation du filopode. L’actine oxydée (Ox) est réduite par SelR (vert) et recyclée dans
le cytosol, disponible pour de nouveaux événements de polymérisation. Les réactions de
polymérisation/dépolymeérisation aux antipodes du cbéne permettent son éloignement de la
source répulsive. Adapté de (Aberle, 2013).

d) Rodles des protéines MICAL-Ls dans le trafic membranaire

i) MICAL-L2 et recyclage membranaire

MICAL-L2, exprimée de fagon exogéne dans des cellules Hela, est localisée dans
des vésicules alignées le long des cables d’actine (Figure 52). C’est un effecteur de
Rab13 et Rab8 qui intervient dans I'assemblage des jonctions serrées et adherens,
en régulant le recyclage des occludines, claudines et E-cadhérines vers la
membrane plasmique (Sakane et al., 2012; Sakane et al., 2013; Terai et al., 2006;
Yamamura et al.,, 2008). MICAL-L2 est recrutée au niveau des jonctions
intercellulaires, par la protéine a-actinine-4 (Nakatsuji et al., 2008). En dehors de

la-actinine-4, MICAL-L2 peut également s’associer avec ['a-actinine-1. Les
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a-actinines sont des protéines localisées au niveau des fibres de stress, des
protrusions cellulaires et des sites d’adhésion ; elles sont capables d’organiser les

filaments d’actine en faisceau (Sjoblom et al., 2008).

GFP-I\/HCAL-L haIIonine-Rhodamine

G \
A

Figure 52 : MICAL-L2 est localisée le long des filaments d’actine.

Images de microscopie a fluorescence de cellules HelLa qui expriment de fagon transitoire
GFP-MICAL-L2 et dont les filaments d’actine ont été immunomarqués a laide de la
phalloidine-rhodamine. Les cellules transfectées sont indiquées avec une étoile jaune. La
colocalisation entre les vésicules de MICAL-L1 et les filaments d’actine est indiquée par des
fleches blanches sur la superposition des deux canaux de fluorescence. Barre d’échelle 10
um. Adapté de (Giridharan and Caplan, 2014)

MICAL-L2 a, elle aussi, la capacité de lier directement I'actine et permet de stabiliser
les cables. En effet, une perte de MICAL-L2 entraine un relachement de ces
derniers. Lorsque MICAL-L2 est sous sa conformation fermée, elle n’interagit pas
avec les filaments d’actine ; en revanche, lorsque la protéine est activée, sa liaison
avec I'a-actinine-4 empéche celle-ci de lier et d’'organiser les cables d’actine. MICAL-
L2 a donc plusieurs réles vis a vis de lactine et est indispensable pour

I'établissement et le maintien des contacts intercellulaires (Figure 53).
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Figure 53 : MICAL-L2 dans le recyclage des molécules d’adhésion.

L’interaction de MICAL-L2 et Rab13 contréle le transport des claudines-1 et occludines a la
membrane plasmique, alors que le complexe MICAL-L2/Rab8 régule le recyclage des E-
cadhérines. Adapté de (Rahajeng et al., 2010a).

D’autres phénomeénes, comme la croissance des neurites, la dispersion des cellules
épithéliales, I'étalement cellulaire et la sécrétion de vésicules GLUT4, font intervenir
MICAL-L2 (Kanda et al., 2008; Sakane et al., 2013; Sakane et al., 2010). Dans le cas
de I'étalement cellulaire, MICAL-L2 réarrange le cytosquelette d’actine de fagon
indépendante des a-actinines, en interagissant avec les filamines. En revanche,
'implication de MICAL-L2 dans la translocation des vésicules GLUT4 fait intervenir,
en partie, le méme mécanisme moléculaire : Rab13 est activée dans la cascade de
signalisation du récepteur a l'insuline, qui va ensuite recruter MICAL-L2 qui recrute a

son tour l'a-actinine-4, permettant ainsi un réarrangement du cytosquelette d’actine
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et facilitant I'arrivée des vésicules GLUT4 a la membrane plasmique (Figure 54)
(Antonescu et al., 2014; Foley and Klip, 2014; Klip et al., 2014; Sun et al., 2014).

PI3K

® Q A Monomeéres

AS160 Cycle
d’actine
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Translocation de GLUT4 '

Figure 54 : MICAL-L2 dans la signalisation du récepteur a linsuline dans les
cellules musculaires.

La signalisation de l'insuline entrainant la translocation des vésicules contenant GLUT4 est
composée de 2 branches principales : Une voie d’activation de Rac et une voie d’activation
d’Akt2. La voie d’activation de Rac contrble la polymérisation d’actine et génere des zones
d’ancrage au niveau de la membrane plasmique. La voie d’activation d’Akt2 permet de
connecter AS160 avec les protéines Rab8 et Rab13, lesquelles engagent le moteur
moléculaire myosine Va, MICAL-L2, et la protéine d’attache myosine 1C. Ceci permet de
connecter tout le systéme au cytosquelette d’actine ainsi qu’a ses régulateurs et d’induire la
translocation des vésicules contenant GLUT4 a la surface des cellules musculaires en
réponse a la stimulation par 'insuline. Adapté de (Klip et al., 2014)
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i) MICAL-L1 et la dégradation de 'lEGFR

Dans les cellules épithéliales polarisées, MICAL-L1 est associée aux endosomes
contenant Rab7, Rab8 et Rab13. Dans ces cellules, 'absence de MICAL-L1 n’affecte
pas la distribution des protéines des jonctions intercellulaires. En revanche, la
cinétique de dégradation de 'EGFR est affectée. L'extinction de MICAL-L1 entraine
une stimulation de la dégradation du récepteur; sa surexpression entraine un
blocage partiel du récepteur dans les compartiments Rab7 (Figure 55). Cette étude a
également permis de mettre en évidence linteraction intramoléculaire du domaine
LIM de MICAL-L1 avec son domaine RBD C-terminal. L’action de Rab13 permet de
lever cette inhibition et activerait I'interaction de MICAL-L1 avec d’autres partenaires.
(Abou-Zeid et al., 2011).

GFP-Rab7 mCh-MICAL-L1

EGFR Superposition

Figure 55: Colocalisation de 'lEGFR dans les compartiments Rab7-MICAL-L1.

Cellules MDCK coexprimant mCherry-MICAL-L1 (rouge) et GFP-Rab7 (vert) stimulées
pendant 15 min avec de 'EGF, qui est ensuite chassé pendant 3 h. Les cellules sont fixées,
perméabilisées et marquées avec un anti-EGFR (bleu). La triple colocalisation est indiquée
par la couleur blanche. L’EGFR est fortement accumulé dans les compartiments contenant
mCherry-MICAL-L1. Un chevauchement partiel des 3 compartiments est observé, montrant
une accumulation d’EGFR dans les compartiments tardifs des cellules MDCK. Barre
d’échelle 10 um. Adapté de (Abou-Zeid et al., 2011)

iii) Partenaires de MICAL-L1

MICAL-L1 est une protéine exprimée dans de nombreux types cellulaires. La
protéine est localisée au niveau de vésicules et de tubules dans la cellule. Grace a
ses motifs NPF, MICAL-L1 a la capacité de s’associer avec la protéine EHD1 qui est
localisée au niveau des mémes tubules, qui émanent des endosomes de recyclage.
Comme il a été discuté supra, EHD1 joue un réle important dans le recyclage de

certains récepteurs, comme la pl-intégrine, et serait notamment impliquée dans la

97



fission des vésicules de recyclage. En I'absence de MICAL-L1, la protéine EHD1
présente un défaut de recrutement au niveau des compartiments tubulaires,
impliquant la protéine MICAL-L1 dans le recrutement dEHD1. Cependant, le role de
ce couple de protéines dans des phénomeénes de recyclage plus généraux comme le
TfR n’a pas été précisément étudié. De plus, MICAL-L1 est aussi un effecteur de
Rab8, qui colocalise au niveau des mémes tubules qu'EHD1. L’interaction de Rab8
avec MICAL-L1 faciliterait donc le recrutement d’EHD1 et servirait d’'intermédiaire
entre Rab8 et EHD1. En terme de cinétique d’interaction, il n’est pas clairement
prouvé que Rab8 recrute MICAL-L1 ou que, d'une fagon non conventionnelle,
MICAL-L1 recrute Rab8 au niveau de compartiments tubulaires. La génération de
ces tubules fait intervenir la PACSINE2 (ou syndapine2), une protéine a domaine
BAR, qui a la capacité d’interagir a la fois avec MICAL-L1 et avec EHD1. De plus,
PACSINE2 et MICAL-L1 ont toutes deux la capacité de lier 'acide phosphatidique.
Le modéle actuel suggére que I'acide phosphatidique initie la tubulation en recrutant
MICAL-L1 et PACSINEZ2. Chacune de ces protéines sert ensuite de plateforme pour
recruter d’autres effecteurs, comme, par exemple, le facteur WASP qui lie

directement la PACSINEZ2 et permet de moduler la polymérisation d’actine.

iv) MICAL-L1 et croissance des neurites

La stimulation des neurones par le NGF (neuronal growth factor) induit une forte
croissance des neurites. Ce procédé fait intervenir la protéine Rab35. En effet, la
stimulation par le NGF induit une relocalisation de Rab35 au niveau de
compartiments de recyclage positifs pour Arf6. Une fois relocalisée, Rab35 recrute
MICAL-L1, qui peut jouer son réle de plateforme d’interaction et recruter a son tour
d’autres Rabs, comme Rab8, Rab13 et Rab36 au niveau des compartiments de
recyclage (Figure 56). Dans les cellules neuronales stimulées par le NGF, le
processus de croissance des neurites implique donc un schéma non conventionnel
des Rabs et de leurs effecteurs. En effet, Rab35 joue le réle de « super» Rab
capable de recruter et activer son effecteur MICAL-L1 au niveau des compartiments
de recyclage ; MICAL-L1, effecteur de Rab8, Rab13 et Rab36, est ensuite capable
de les recruter a son tour. Il est rare de voir un effecteur recruter, au niveau d’un
compartiment, sa propre Rab. C’est toutefois ce qui semble étre observé ici, avec

une hiérarchisation des interactions de MICAL-L1 avec différentes Rabs. Ceci laisse
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supposer que, dans la cellule, I'affinité de MICAL-L1 pour les différentes Rabs est
variable d’'un processus a l'autre et d’'un type cellulaire a I'autre. Nous pouvons
émettre I'hypothése que [linteraction avec Rab35 est un prérequis pour
'association/recrutement de Rab8, Rab13 et Rab36 (Kobayashi et al.,, 2014a;
Kobayashi et al., 2014b; Kobayashi and Fukuda, 2012; Kobayashi and Fukuda,
2013b). En plus de I'implication de MICAL-L1, une autre étude a démontré le réle de
MICAL-L2 et Rab13 dans la croissance des neurites (Sakane et al., 2010).

fob3 ] 1 : Activation de Rab35

@

3 : Recrutement de Rab8, Rab13 et Rab36
Endosome

de recyclage
(Arf6)

Centaurine 2

4 : Recrutement des effecteurs
Effecteur

de Rab8 )

Effecteur Signalisation et trafic issus des Rabs
de Rab13

JIP4

Figure 56 : Recrutement de MICAL-L1 par Rab35 au niveau des compartiments
Arf6 et cascade de signalisation.

En réponse a la stimulation par le NGF, Rab35 s’accumule au niveau des compartiments de
recyclage périnucléaires (contenant Arf6). Rab35 recrute ensuite MICAL-L1, qui sert
d’échafaudage pour Rab 8,13 et 36. Ces Rabs recrutent ensuite leurs effecteurs au niveau
des mémes compartiments de recyclage. Il en résulte une plateforme de signalisation,
massive, simultanée et locale des Rabs. Adapté de (Kobayashi et al., 2014b).
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v) MICAL-L1 et mitose

Comme nous l'avons vu supra, Rab35 est impliquée dans des phénoménes de
recyclage, mais également dans des processus plus larges comme la cytocinése.
Une étude trés récente a montré I'implication de MICAL-L1 et EHD1 dans la division
cellulaire (Figure 57). En effet, leur extinction perturbe le cycle cellulaire dans des
cellules HelLa et engendre une augmentation du nombre de cellules binucléées.
MICAL-L1 et EHD1 permettent I'apport de vésicules issues de compartiment de
recyclage au niveau du site d’abscission. Cependant, le recrutement de MICAL-L1 au
niveau du pont reliant les cellules mére et fille est indépendant ’EHD1, Rab11 ou
Rab35 ; aucun facteur n’a été identifi¢ comme intervenant dans ce recrutement.
Enfin, en sus du processus d’abscission, MICAL-L1 et EHD1 jouent aussi un réle
dans la formation du fuseau mitotique. Rab35 et EHD1 semblent moduler
I'orientation du fuseau, tandis que MICAL-L1 contrble sa longueur. Cependant, aucun
mécanisme moléculaire n'a été formellement mis en lumiére dans cette étude
(Reinecke et al., 2015).

Abscission

Figure 57 :  Colocalisation des protéines EHD1 et MICAL-L1 au niveau du site
d’abscission.

Cellules HelLa comarquées avec des anticorps anti-EHD1 (vert) et anti-MICAL-L1 (rouge). La
superposition des 2 canaux (cadre de droite) est indiquée par la couleur jaune. Il est possible
d’'observer ici une colocalisation d’EHD1 et MICAL-L1 lors des phases tardives de la
cytocinese, au niveau du pont intracellulaire. Barre d’échelle 10 um. Adapté de (Reinecke et
al., 2015)

Quelques études de crible ont montré que MICAL-L1 (mais aussi MICAL-L2), qui
présente de nombreux sites de phosphorylation, peut interagir avec le domaine PBD

(polo-box-domain) de la kinase PIk1 (Polo-like kinase 1) par lintermédiaire de

100



sérines et thréonines phosphorylées. Cette kinase, intervenant dans le cycle de
division cellulaire, pourrait donc étre recrutée par MICAL-L1. De plus, MICAL-L1 peut
étre phosphorylée par la Cdk2 (cyclin-dependant kinase 2), qui régule la progression
du cycle cellulaire. (Chi et al., 2008; Lowery et al., 2007). Ces informations confortent

le r6le de MICAL-L1 dans le processus de division cellulaire.

MICAL-L1 est donc une protéine capable d’interagir avec de nombreuses Rabs et,
dés lors, potentiellement impliquée dans divers processus cellulaires. Outre les
interactions avec les GTPases, MICAL-L1 est aussi capable de recruter de nombreux
effecteurs, tels que les EHDs et les PACSINEsS.

5) Les PACSINEs et EHDs, effecteurs de MICAL-L1 et leur implication

dans les déformations membranaires

a) Les PACSINEs

Les PACSINEs (protein kinase C and casein kinase Il interacting proteins), ou
syndapines, sont des protéines a domaines F-BAR (Fes-CIP4 homology Bin-
amphiphysin-Rvs) et SH3. Le domaine SH3 est responsable de I'auto-inhibition des
PACSINEs via une interaction intramoléculaire avec le domaine BAR. Quand I'auto-
inhibition est levée, le domaine SH3 permet de nombreuses interactions protéiques.
Il existe trois isoformes chez les mammiféres. La PACSINE1 est exprimée dans les
neurones et les cellules dendritiques plasmacytoides, alors que la PACSINE3 est
principalement exprimée dans le cceur, les muscles squelettiques et le foie. La
PACSINE2 est exprimée de fagon ubiquitaire dans tous les tissus (Esashi et al.,
2012; Qualmann et al., 1999; Ritter et al., 1999; Sumoy et al., 2001). Les trois
isoformes ont pour partenaires communs la dynamine, la synaptojanine, la synapsine
et N-WASP. Seules les PACSINE1 et 2 possédent des motifs NPF, leur permettant

de s’associer avec les protéines EHDs (Figure 58).
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Figure 58 :  Organisation des PACSINEs et interactions connues.

Les fleches indiquent les interactions connues des différents domaines des PACSINEs (sans
précision sur l'isoforme impliquée) ainsi que leurs fonctions. La protéine peut s’oligomériser
de fagon autonome grace a son domaine F-BAR, ce qui permet a la protéine d’interagir avec
de nombreux partenaires et d’avoir différentes fonctions au sein d’'un méme type cellulaire
(PH, pleckstrin homology; MD, middle domain; GED, GTPase effector domain; TLR7/9, toll-
like receptor 7/9; PDE6c, phosphodiesterase 6 gamma; NR3A, NMDA receptor subunit 3A;
WH1; WASP-homology 1 domain; V, verprolin-homology domain; C, cofilin-homology
domain; A, acidic domain). Adapté de (Quan and Robinson, 2013).

Toutes les PACSINEs ont un rdle dans le trafic membranaire et sont capables
d’inhiber 'endocytose et de réorganiser le cytosquelette d’actine par leur interaction
avec N-WASP (Modregger et al., 2000; Qualmann and Kelly, 2000). La PACSINE1
intervient dans I'endocytose spécifique donnant naissance aux vésicules pré-
synaptiques, appelée macroendocytose (ou « bulk endocytosis »), en incorporant
des volumes plus grands que I'endocytose dépendante de la clathrine. La PACSINEZ2
est impliquée dans I'endocytose dépendante de la clathrine, dans la formation des
cavéoles, le trafic golgien, le trafic des endosomes de recyclage et la migration
cellulaire (Andersson et al., 2008; Anggono et al., 2013; Hansen et al., 2011; Meng et
al., 2011; Schneider et al., 2014; Wu et al., 2014; Yao et al., 2014). Nous étudierons
infra la PACSINES3, aprés avoir évoqué au préalable le role des protéines BAR dans

la cellule.
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i) Les protéines a domaine BAR

Les protéines a domaine BAR sont reparties en trois classes selon leur séquence :
BAR (N-BAR), F-BAR et I-BAR. Toutes ces protéines sont composées d’'un faisceau
d’hélices. Les trois hélices d'un monomeére sont capables de se dimériser, pour
former un faisceau a six hélices, qui leur procure un degré spécifique de courbure
intrinséque, en forme caractéristique de banane. La surface du dimére est enrichie
en résidus chargés positivement, qui vont permettre la reconnaissance du site de
contact avec la membrane. Cette derniére contient des lipides chargés négativement.
A I'exception des domaines I-BAR, ce site de contact est retrouvé du coté concave
du dimeére. In vitro, toutes ces protéines sont capables d’'induire la tubulation de
membrane. Puisqu’il est difficile de différencier les mesures de reconnaissance des
membranes et de déformation, nous ne savons pas aujourd’hui si, dans le contexte
cellulaire, les domaines BAR jouent un réle de déformation directe des membranes
ou si ils reconnaissent les membranes avant de recruter des protéines capables de
former des tubules membranaires. Certaines protéines a domaine BAR, comme les
PACSINE1 et 2 (mais pas la PACSINE3), possédent des hélices amphipathiques
permettant leur insertion dans les membranes. Ces hélices procurent la capacité aux
protéines de former des vésicules a partir de tubules. Méme si les protéines a
domaine BAR sont connues pour former des tubules, la présence de ces insertions
membranaires leur permet également de générer des vésicules, selon la
concentration de la protéine considérée et du nombre d’hélices amphipathiques
qgu’elle posséde. La PACSINE3 est donc la seule des trois isoformes a ne générer
que des tubules.

En dehors des protéines a domaine BAR, d’autres types de domaines sont capables
d’'induire la courbure des membranes (domaine ENTH) ou de s’insérer dans les
membranes (domaine PH). Les différentes déformations membranaires se
produisant dans la cellule, ainsi que les différents modes d’action de déformation
membranaire, sont résumés dans les figures 59 et 60 (McMahon and Boucrot, 2015;
Suetsugu et al., 2014).
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Figure 59 : Modes de déformation des membranes.

Les domaines protéiques, capables de reconnaitre et de lier les lipides, sont classés en
4 catégories (décrites de gauche a droite). (1) Interaction simple, dépendante des charges
de la protéine sans reconnaissance spécifique de lipide. (2) Domaines de reconnaissance
spécifique de lipides. (3) Reconnaissance de la membrane et insertion d’hélices
amphipathiques ou de boucles hydrophobiques. (4) Protéines dont la structure permet la
déformation membranaire (protéines a domaine BAR). Adapté de (Suetsugu et al., 2014)
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Vue globale des protéines et domaines induisant des déformations

membranaires dans la cellule.

Les déformations membranaires sont nécessaire dans de nombreux processus cellulaires
présentés ici : I'endocytose (formation des cavéoles et CCPs), le tri endosomal, la formation
de vésicules de sécrétion au niveau du Golgi et la formation de structures impliquées dans
I'adhérence et la migration cellulaire (lamellipode et filopode). Les principaux acteurs sont
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illustrés dans chacun cas évoqués supra, ainsi que le type de phosphoinositide mis en jeu.
Adapté de (Suetsugu et al., 2014).

i) Fonctions de la PACSINE3

La PACSINE3 module le trafic du transporteur de glucose GLUT1 dans les
adipocytes. De plus, GLUT1 a été identifi€ comme cargo associé aux compartiments
de recyclage dépendant de la voie Arf6, ce qui suggére I'existence d’une fonction de
la PACSINE3 au niveau des endosomes et de, fagon non exclusive, aux cargos
internalisés par la voie dépendante de la clathrine (Eyster et al., 2009; Roach and
Plomann, 2007). La PACSINE3 régule également TRPV4, un canal a cations qui
répond a des stimuli incluant les forces mécaniques, la température et la liaison de
son ligand. La PACSINE3 lui sert de protéine auxiliaire, capable d’influencer sa
localisation subcellulaire et ses fonctions. L’association de TRPV4 a la membrane
plasmique est modifiée dans des cellules rénales lorsque les cellules sont soumises
a la chaleur, a un choc hypotonique ou activées par l'acide arachidonique
(Cuajungco et al., 2006; D'Hoedt et al., 2008). Enfin, les derniéres études réalisées
montrent que la PACSINE3 a un effet spécifique, que n’ont ni la PACSINE1, ni la
PACSINE2 dans la sécrétion de neurotransmetteurs dans les cellules

neuroendrocrines de souris (Quan and Robinson, 2014; Samasilp et al., 2014).

b) Les protéines EHDs

Les protéines EHDs (C-terminal Eps15 homology domain), sont au nombre de 4
chez les mammiferes et régulent les différentes étapes du transport intracellulaire.
Ces protéines partagent avec les Rabs des effecteurs communs et sont
caractérisées par la présence d’'un domaine EH (epsin homolgy) capable d’interagir
avec des motifs NPF et un domaine GTPase, ressemblant a celui de la dynamine.
Les protéines EHDs peuvent donc former des oligoméres et étre associées a des
événements de tubulation et fission membranaires.

EHD1 est le membre qui présente la plus grande homologie de séquence avec le
seul orthologue retrouvé chez les invertébrés, ce qui peut expliquer qu’il soit le mieux
caractérisé aujourd’hui. EHD1 intervient dans le recyclage d’'un grand nombre de
récepteurs : le récepteur a la transferrine, le CMH-I, la p-intégrine, le transporteur de
glucose GLUT4, les AMPARs, le CMH-II (Caplan et al., 2002; Guilherme et al.,
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2004b; Jovic et al., 2007; Lin et al., 2001; Park et al., 2004; Walseng et al., 2008)...
EHD1, qui interagit avec la protéine Rab11-FIP2, est localisée au niveau des
endosomes périphériques ; elle a des fonctions proches de celles de Rab35, ce qui
suggere qu’EHD1 controle le transport des endosomes précoces, vers le
compartiment de recyclage., Une étude a montré quUEHD1 est associée a des
moteurs moléculaires (dynéines) qui régulent le transport des endosomes de tri vers
les endosomes de recyclage par l'intermédiaire d’'un complexe incluant MICAL-L1 et
Crmp2 (collapsin response mediator protein-2) (Allaire et al., 2010; Naslavsky et al.,
2006; Rahajeng et al., 2010b). D’autres études montrent la trés grande probabilité
d’hétéro-oligomérisation des protéines EHDs. Seule la protéine EHD2 est capable de
former des homo-oligomeres (Daumke et al., 2007; Galperin et al., 2002; Lee et al.,
2005). La fonction précise d’EHD2 n’est pas encore connue. Elle interagit avec la
protéine EHBP1 (EH domain binding protein 1). EHBP1 et EHD2 sont toutes deux
liees a linternalisation du TfR et de GLUT4, probablement en reliant la machinerie
d’endocytose aux filaments d’actine (via le domaine CH de EHBP1). Dans d’autres
types cellulaires, EHD2 semble avoir une fonction redondante de celle ’EHD1. Ses
fonctions mériteraient d’étre précisées (Doherty et al., 2008; George et al., 2007,
Guilherme et al., 2004a). EHD2, tout comme EHD1 est exprimée dans de nombreux
tissus, EHD3 étant pour sa part plus fortement exprimée dans le cerveau, le foie et
les reins et les myocytes de souris (Blume et al., 2007; Gudmundsson et al., 2010).
Malgré une faible expression dans les cellules HelLa, I'extinction d’EHD3 entraine
une accumulation de récepteurs dans les endosomes de tri périphériques, qui
n’‘arrivent pas a atteindre le compartiment de recyclage (Naslavsky et al., 2009;
Naslavsky et al., 2006). EHD3 a aussi été impliquée dans le transport rétrograde des
endosomes précoces vers le Golgi. Elle a été associée a l'altération morphologique
du Golgi et un défaut de transport d’enzymes lysosomales. D’'un autre cbété, EHD3
présente une trés forte homologie de séquence avec EHD1, ce qui laisse supposer
une redondance dans les fonctions des deux protéines. En effet, il semble qu'EHD3
coopére avec EHD1 et Rab8 pour interagir avec la myosine Vb (Roland et al., 2007).
En effet, I'expression de Rab8 et d'un fragment de la myosine Vb induit la
délocalisation d’'EHD 1 et 3 au niveau d’'un compartiment de recyclage ou est
retrouvé le CMH-I. Un des moyens d’étudier les fonctions d’EHD1 et EHD3 serait
d’éteindre I'expression de I'une ou l'autre, dans les cellules, et d’en examiner les

conséquences sur le trafic vers la membrane plasmique. Enfin, EHD4 est localisée
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au niveau d’'un groupe d’endosomes précoces et est impliquée dans la régulation du
transport de récepteurs vers le compartiment de recyclage, mais aussi vers les
lysosomes. L’extinction de la protéine EHD4 entraine la formation d’endosomes
précoces geants, signature d’'une activité de Rab5 trop importante. EHD4 peut former
des hétéro-oligoméres avec EHD1, mais des études sur des lignées cellulaires
suggérent qUEHD4 intervient en amont d’EHD1. Dans les neurones, EHD4 est
impliquée dans l'internalisation des récepteurs TrkA et TrkB, mais aussi dans le
contréle de I'endocytose de NgCAM quand elle est associée a EHD1 (George et al.,
2007; Shao et al., 2002; Sharma et al., 2008; Valdez et al., 2005; Yap et al., 2010).

L’ensemble de ces données montrent que les protéines EHDs, sont exprimées dans
différents tissus, a des niveaux différents et peuvent, pour certaines, former des
homo ou hétéro-oligomeres (Figure 61). De plus chacune peut s’associer avec des
partenaires différents leur permettant de réguler de nombreuses étapes du trafic

membranaire.
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Figure 61 : Fonctions des protéines EHDs dans le transport intracellulaire.

Les récepteurs internalisés atteignent les endosomes précoces et sont triés vers au moins
4 voies différentes. Les récepteurs destinés a la dégradation sont compris dans des
microdomaines contenant EHD4, Rab5 et Rabénosyne-5 et transportés vers les endosomes
tardifs puis les lysosomes. D’autres protéines, comme la toxine Shiga, sont transportées vers
le Golgi via le transport rétrograde, faisant intervenir EHD1 et/ou EHD3. Les protéines
recyclées a la membrane plasmique peuvent I'étre directement depuis les endosomes
précoces (recyclage rapide, dépendant de Rab4) mais beaucoup de récepteurs transitent
vers le compartiment de recyclage périnucléaire (recyclage lent). Ce recyclage lent présente
plusieurs régulateurs dont Rab5, Rab11, Rab8a, Rab13 et Rab35, ainsi que leurs effecteurs
qui sont respectivement Rabénosyine-5, Rab11-FIP2 et MICAL-L1 et les protéines EHDs.

Adapté de (Naslavsky and Caplan, 2011).
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OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE

Nous avons constaté que le systéme de régulation du transport intracellulaire est
composé de différents acteurs, plus ou moins bien caractérisés.

Ces derniéres années, les protéines de la famille MICAL-L ont fait I'objet de plusieurs
études. Ces protéines sont en effet capables de former des complexes avec de
nombreux partenaires comme les Rabs, PACSINEs et EHDs.

Au laboratoire, nous avons identifi€ par un crible double-hybride, 2 protéines,
PACSINE3 et EHD3, qui interagissent avec MICAL-L1. C’est pourquoi, durant mes
travaux de thése, j'ai étudié le réle des interactions entre MICAL-L1 et PACSINE3 ou
EHD3 dans le trafic membranaire.

Ces travaux ont pour but de mettre en évidence de nouveaux mécanismes et
partenaires protéiques impliqués dans le recyclage de récepteurs a la membrane

plasmique.
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RESULTATS

1) Résumé des principaux résultats soumis a publication

Dans cette partie sont résumés les principaux résultats soumis a publication de mon
projet de thése, portant sur I'implication de MICAL-L1 et de son partenaire

PACSINES dans le recyclage membranaire du récepteur de la transferrine.

a) Interaction de MICAL-L1 et PACSINES3

Afin de vérifier de précédents résultats de double hybride, jai confirmé dans un

premier temps l'interaction de MICAL-L1 et PACSINE3 par co-immunoprécipitation.
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Figure 62 : MICAL-L1 et PACSINES interagissent dans la cellule.

Des lysats de cellules Hela, coexprimant de fagon transitoire GFP-MICAL-L1 et myc-
PACSINES3, ou GFP-MICAL et myc, ou GFP et myc-PACSINES3, sont préparés. Les lysats
sont immunoprécipités soit avec un anti-GFP, soit avec un anti-myc. Le matériel précipité est
analysé par immunoblot avec les anticorps anti-GFP ou anti-myc.

Lorsque la protéine GFP-MICAL-L1 est précipitte, myc-PACSINE3 co-
immunoprécipite. De méme, lors de la précipitation de myc-PACSINE3, GFP-MICAL-
L1 co-immunoprécipite. Ces résultats nous permettent de mettre en évidence
l'interaction de GFP-MICAL-L1 et myc-PACSINES.

Dans un deuxiéme temps, j'ai cherché a identifier les domaines de MICAL-L1 et

PACSINE3 impliqués dans linteraction de ces 2 protéines. J'ai donc généré
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différentes constructions de la protéine de fusion GFP-MICAL-L1 et produit le
domaine SH3 de la PACSINES, fusionné a la GST, afin de réaliser un GST « pull-

down ».
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Figure 63 : Deux motifs PxxP de MICAL-L1 sont nécessaires et suffisants pour
l'interaction avec le domaine SH3 de la PACSINES.

Sur le panneau de gauche sont présentées les différentes constructions de MICAL-L1 qui
ont été réalisées, ainsi que l'organisation générale de la protéine MICAL-L1 (CH : calponin
homology, LIM : Lin-11, Isl-1,Mec-3, PRD : proline rich domain, RBD : Rab binding domain).
Sur le panneau de droite, des lysats de cellules HelLa exprimant de fagon transitoire ces
différentes constructions ont été incubés en présence de GST-PACSINE3-SH3. Le matériel
fixé est révélé par immunoblot avec un anticorps anti-GFP. Les lysats totaux, ainsi que le
contréle effectué avec la GST seule, sont présents dans l'article soumis a publication (Figure
1C et S1).

Ces expériences ont mis en évidence I'importance de 2 motifs PXXP (PLPP, appelé
P1 et PRAP, appelé P2) dans l'interaction avec la PACSINES. En effet, exprimés de
facon individuelle, les mutants P1 ou P2 interagissent avec le domaine SH3 de la
PACSINE3. Toutefois, la mutation des prolines des 2 motifs en alanines dans la
protéine MICAL-L1 sauvage entraine une perte de cette interaction, révélant que les
2 motifs sont nécessaires pour la formation du complexe MICAL-L1/PACSINES3. Ces
2 motifs sont aussi impliqués dans linteraction des protéines MICAL-L1 et
PACSINE2 (Giridharan et al., 2013).

b) MICAL-L1 et PACSINE3 colocalisent dans des compartiments de

recyclage

Aprés m’étre intéressé a l'interaction de MICAL-L1 et PACSINES, jai déterminé la

localisation de ces 2 protéines dans la cellule. Les cellules HeLa ont été transfectées
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avec les protéines de fusion GFP-MICAL-L1 et mCherry-PACSINES3. Les
2 partenaires présentent une colocalisation quasi-parfaite (coefficient de Pearson

=0,940,05), au niveau de structures vésiculo-tubulaires.
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Figure 64 : MICAL-L1 et PACSINE3 colocalisent dans des structures vésiculo-
tubulaires.

Des cellules Hela, coexprimant de fagon transitoire GFP-MICAL-L1 (vert) et mCherry-
PACSINES3 (rouge), ont été fixées et analysées par microscopie a champs large. Une pile
d’images en trois dimensions est acquise et déconvoluée. Les projections de chaque canal
sont combinées en une seule image, présentée dans la troisieme colonne (superposition). La
colocalisation des deux protéines est révélée par la couleur jaune. Barre d’échelle 10 um. La
colocalisation des deux protéines a été quantifiee a l'aide du coefficient de Pearson (n=50
cellules).

Afin d’identifier les compartiments intracellulaires auxquels MICAL-L1 et PACSINES3
sont associées, les cellules transfectées ont été marquées avec un anti-EEA1
(endosomes précoces), un anti-TfR (endosomes précoces et de recyclage) ou un
anti-Lamp1 (endosomes tardifs et lysosomes). Les structures positives pour GFP-
MICAL-L1 et mCherry-PACSINES colocalisent faiblement avec EEA1 et Lamp1, mais
présentent, en revanche, une association relativement forte avec les compartiments
contenant le TfR (coefficient de Pearson =0,59+0,10). Ces résultats démontrent que
MICAL-L1 et PACSINE3 sont associées a des endosomes de recyclage. Nous avons
donc ensuite étudié le réle de PACSINE3 et MICAL-L1 dans le recyclage du TfR.

c) MICAL-L1 et PACSINES s’associent avec 'acide phosphatidique.

Afin de comprendre comment les tubules membranaires de MICAL-L1 sont générés,
nous avons examiné le type de lipide avec lequel MICAL-L1 et PACSINE3
s’associent. Pour cela, plusieurs tests d’association aux lipides ont été réalisés. De
ces expériences, nous avons conclu que MICAL-L1 et PACSINE3 ne s’associent pas

aux phosphoinositides. En revanche, les deux protéines ont la capacité de lier I'acide
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phosphatidique, et il semblerait également que MICAL-L1 puisse lier la
phosphatidylsérine, avec une spécificité moindre.

L’acide phosphatidique et la phosphatidylsérine, sont 2 lipides dont I'implication dans
certains phénoménes de recyclage a déja été vérifiée. Nous reviendrons sur ces

exemples infra dans la discussion.

d) MICAL-L1 et PACSINES stimulent le recyclage du TfR

Dans le but d’étudier le processus de recyclage, nous avons utilisé une approche de
détection d’évenements d’exocytose par microscopie a onde évanescente. Nous
avons suivi le recyclage a la membrane plasmique du récepteur de la transferrine,
fusionné a un fluorochrome sensible au pH, dérivant de la GFP, appelé pHluorine. Au
pH des endosomes (environ 5,5) la molécule n’est pas fluorescente. En revanche a
pH neutre, et lors de la fusion des vésicules de recyclage avec la membrane
plasmique, la protéine devient fluorescente. Les cellules sont cotransfectées avec le
TfR-pHIluorine et avec différents ADNcs codant la mCherry seule, mCherry-MICAL-
L1, mCherry-PACSINE3, mCherry-MICAL-L1MPBM et mCherry-MICAL-L1ARBD).
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Figure 65: MICAL-L1 et PACSINES stimulent le recyclage du TfR.

Quantification des événements d’exocytose du TfR-pHI par TIRFM dans des cellules
exprimant transitoirement soit la mCherry seule (n=39 cellules), soit mCherry-MICAL-L1
(n=58 cellules), soit mCherry-PACSINE3 (n=40 cellules), soit mCherry-MICAL-L1ARBD
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(n=32 cellules), soit mCherry-MICAL-L1MPBM (n=43 cellules). Les valeurs p, indiquées pour
chaque condition, sont comparées au contréle ou a mCherry-MICAL-L1.

Les événements d’exocytose sont détectés a l'aide d’un algorithme adapté de
(Boulanger et al., 2010a). Chaque point correspond au nombre d’événements
d’exocytose du TfR-pHIluorine. Les cellules surexprimant mCherry-MICAL-L1
présentent une augmentation significative des événements d’exocytose, comparées
aux cellules contrbéles, montrant le réle de MICAL-L1 dans le phénoméne de
recyclage du TfR. Il en est de méme avec les cellules qui surexpriment mCherry-
PACSINES3, mais avec un degré d’implication significativement moins important. En
invalidant I'interaction de PACSINE3 avec MICAL-L1, grace la construction MICAL-
L1TMPBM, le recyclage du TfR reste significativement élevé, suggérant que la
PACSINES atténue l'effet de MICAL-L1 sur le recyclage. Cependant, on ne peut
exclure que l'expression du mutant MICAL-L1MPBM favorise linteraction avec
d’autres partenaires, pour stimuler le recyclage du récepteur de la transferrine. Enfin,
la surexpression de MICAL-L1ARBD (incapable de s’associer aux Rabs et aux
endomembranes) inhibe I'exocytose du TfR-pHluorine. Le nombre d’événements
d’exocytose est significativement moins élevé, comparé aux cellules controles. Ceci

souligne également I'importance des protéines Rabs dans le processus de recyclage.

e) Les extinctions des protéines MICAL-L1 et PACSINE3 inhibent le

recyclage

Le méme protocole a été réalisé sur des cellules HelLa dont le niveau des protéines
MICAL-L1 ou PACSINE3 a été réduit par ARN interférence, respectivement d’environ
80% et 60%.
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Figure 66 : L’extinction de MICAL-L1 ou PACSINES inhibe le recyclage du TfR.

Quantification des évenements d’exocytose du TfR-pHI par TIRFM dans des cellules dont
I'expression de MICAL-L1 (n=45 cellules) ou PACSINE3 (n=55 cellules) a été réduite a 'aide
de 2 séquences spécifiques d’ARN interférence, ou dans des cellules transfectées avec un
ARN interférent ciblant la GFP (n=36 cellules) comme contréle. Les valeurs p, indiquées
pour chaque condition, sont comparées au contréle.

L’extinction de I'expression des protéines MICAL-L1 ou PACSINE3 inhibe le
recyclage du TfR-pHIluorine ; l'effet de [I'extinction de la PACSINE3 est plus
prononce. Ces résultats confirment I'implication des 2 protéines dans le recyclage du

récepteur de la transferrine.

f) La PACSINES stimule la formation des tubules contenant MICAL-L1

Les phénoménes de tubulation et fission des membranes sont des phénomeénes
importants pour le tri et 'adressage des cargos au cours de I'endocytose. C’est
pourquoi nous avons développé, en collaboration avec la plateforme d’imagerie
(Institut Curie), un programme permettant de détecter les tubules, afin de les
dénombrer et de les mesurer. La cotransfection de GFP-MICAL-L1 et mCherry-
PACSINE3 augmente le nombre de tubules contenant MICAL-L1 et PACSINES, en

comparaison avec la surexpression de GFP-MICAL-L1 seule.
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Figure 67 : PACSINE3 augmente le nombre et la taille des tubules formés par
MICAL-L1.

Quantification du nombre de tubules et du nombre de tubules dont la longueur est >2,6 um
dans des cellules surexprimant de fagon transitoire GFP-MICAL-L1 sauvage, ou GFP-
MICAL-L1 et mCherry-PACSINE3, ou GFP-MICAL-L1MPBM, ou dans des lignées cellulaires
exprimant de fagon stable un court ARN en épingle a cheveux spécifique de la séquence de
MICAL-L1 et réexprimant une forme resistante de mCherry-MICAL-L1MPBM (2 séquences
différentes ont été testées) (n=30 cellules par condition). Les valeurs p, indiquées pour
chaque condition, sont comparées a la condition GFP-MICAL-L1.

PACSINES permet donc d’accroitre le nombre et la longueur des tubules contenant
MICAL-L1, suggérant que la PACSINE3 coopére avec MICAL-L1 dans la formation
et I'élongation des tubules. Enfin, la réexpression du mutant MPBM dans des cellules
HelLa exprimant de fagon stable un shRNA inhibant la production de MICAL-L1,
diminue de fagon trés significative le nombre et la longueur des tubules formés par
MICAL-L1.
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Figure 68 : L’extinction de PACSINE3 n’affecte pas les tubules formés par MICAL-
L1.

Quantification du nombre de tubules et du nombre de tubules >2,6 um dans des lignées
cellulaires exprimant de fagon stable de courts ARN en épingle a cheveu ciblant
spécifiquement les séquences de MICAL-L1 ou PACSINES3 ou exprimant de fagon stable un
court ARN en épingle a cheveu contréle (n=20 cellules). Les valeurs p, indiquées pour
chaque condition sont comparées au contréle.

En revanche, ['utilisation d’ARN interférence ciblant la PACSINE3 n’affecte
significativement ni la longueur, ni le nombre de tubules positifs pour MICAL-L1.
Cette absence d’effet sur la formation de tubules pourrait s’expliquer par une
compensation de la PACSINE3 par la PACSINEZ2.

La PACSINE3 est donc nécessaire a la bonne formation des tubules contenant
MICAL-L1 (et trées certainement la PACSINE2 qui doit avoir certaines fonctions
redondantes avec la PACSINE3).

La PACSINE3, surexprimée seule, présente une distribution au niveau
d’endomembranes et en dessous de la membrane plasmique. Sa coexpression avec
MICAL-L1, la relocalise totalement au niveau des structures vésiculo-tubulaires
contenant MICAL-L1. Enfin, la coexpression de GFP-PACSINE3 et de mCherry-
MICAL-L1-ARBD, un mutant de MICAL-L1 incapable d’interagir avec les Rabs ou de
s’associer avec les membranes, relocalise totalement la PACSINE3 dans le
cytoplasme. Cette localisation cytoplasmique est celle que présente mCherry-MICAL-

L1ARBD lorsqu’elle est exprimée seule.

120



A GFP mCh-PACSINE3

GFP-MICAL-L1 mCh-PACSINE3

B GFP mCh-MICAL-L1ARBD

Figure 69 : MICAL-L1 délocalise la PACSINES.

Des cellules HelLa on été cotransfectées avec (A) la GFP seule et mCherry-PACSINE3, ou
avec GFP-MICAL-L1 et mCherry-PACSINES, ou (B) la GFP seule et mCherry-MICAL-L1-
ARBD, ou GFP-PACSINE3 et mCherry-MICAL-L1ARBD. Les cellules ont été fixées,
immunomarquées et analysées par microscopie a champ large. Une pile d’images en trois
dimensions est acquise et déconvoluée. Les projections de chaque canal sont combinées en
une seule image, présentée dans la troisieme colonne (superposition). La colocalisation des
deux protéines est révélée par la couleur jaune. Barre d’échelle 10 um.
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Tous ces résultats montrent que MICAL-L1 est essentielle pour la localisation de la
PACSINES, au niveau des endosomes tubulaires de recyclage, et que le recrutement

de la PACSINES3 contribue a la génération et a I'élongation des structures tubulaires.

122



2) Article soumis a publication

Dans cette partie figure I'article qui va étre soumis a publication au journal : The
Journal of Cell Biology.
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Abstract

The recycling of receptors and lipids is tightly regulated and is essential for plasma
membrane homeostasis, adhesion and cell migration. It requires small GTPase Rab
proteins and their effectors. The MICAL-L1 protein, an effector of several Rabs is
important for the recycling. Here, we report a novel interaction between MICAL-L1
and the BAR domain containing protein PACSIN3/Syndapin3 that contributes to the
generation of tubular recycling endosomes. Our results implicate PACSIN3 in the
recycling. MICAL-L1 is required for the localization of PACSIN3 to tubular endosome
membranes. Importantly, disruption of the MICAL-L1/PACSINS interaction affects the
transferrin receptor delivery back to the plasma membrane. MICAL-L1 and PACSIN3
bind phosphatidic acid and the MICAL-L1/PACSIN3 complex accumulates in
elongated tubules that contain transferrin carriers. The dynamic of transferrin positive
endosomes segregation from MICAL-L1/PACSINS tubules suggests that the MICAL-
L1/PACSIN3 complex is rather involved in cargo sorting to the plasma membrane.
Our data provides novel mechanistic insights on the dynamical regulation of the

plasma membrane recycling pathway.



Introduction

Endocytosis and recycling are tightly regulated processes important for plasma
membrane (PM) homeostasis, adhesion, cell migration, cytokinesis, cell polarity,
phagocytosis and signal transduction. Proteins and lipids at the plasma membrane
are either internalized via clathrin-coated vesicles (Doherty and McMahon, 2009), or
by other clathrin independent mechanisms (Bantel-Schaal et al., 2009; Naslavsky et
al., 2004; Nichols and Lippincott-Schwartz, 2001; Nonnenmacher and Weber, 2011).
In both cases, the internalized vesicles deliver their cargo to early endosomes which
are a major “station” where internalized cargoes are sorted and targeted either to late
endosomes and lysosomes for degradation, recycled back to the plasma membrane
through the recycling endosomes, or routed to the Trans Golgi Network (Grant and
Donaldson, 2009). Endocytic recycling pathways are controlled by a large number of
regulatory proteins, including the small GTPase Rab proteins, Rab4, Rab10, Rab11,
Rab8, Rab13 and Rab35 (Babbey et al., 2006; Grant and Donaldson, 2009; Kouranti
et al., 2006; Linder et al., 2007; Marzesco et al., 2002; Terai et al., 2006; Ullrich et al.,
1996; van der Sluijs et al.,, 1992). Different Rab effectors play key roles in
coordinating endosome trafficking and recycling. The receptor mediated
endocytosis1 (RME-1) family of Eps15 homology domain containing proteins, EHD1
to 4, which are scaffolding and membrane tubulating proteins regulate endocytic
recycling (Grant and Caplan, 2008). Depletion of EHD1 affects the recycling of
transferrin receptor, MHC class |, GLUT4 transporters and beta1 integrin (Caplan et
al., 2002; Daumke et al., 2007; Guilherme et al., 2004; Jovic et al., 2007).
Importantly, EHD3, a member of EHD proteins, binds to NPF motifs in two Rab
effectors, Rabenosyn5, an effector of Rab5, and FIP, an effector of Rab11,
suggesting a role for EHD3 as a linker between the RAB5-associated early

endosome and the RAB11-associated recycling endosomes (Braun et al., 2005;



Gidon et al., 2012; Naslavsky et al., 2006; Shi et al., 2007). Rab11-FIP3 interacts
with both Rab11 and ARF6 and is crucial for perinuclear positioning of the recycling
endosomes (Hickson et al., 2003). Rab22A regulates vesicles transport between
early endosomes and recycling compartments (Magadan et al., 2006; Weigert et al.,
2004). Rab10, a small GTPase closely related to Rab 8 and 13, controls clathrin-
dependent and clathrin-independent membrane traffic between early and recycling
endosomes (Babbey et al., 2006). Rab 8 and 13 have been implicated in the
recycling to the plasma membrane in fibroblasts and polarized epithelial cells (Kohler
et al., 2004; Linder et al., 2007; Marzesco et al., 2002; Morimoto et al., 2005). More
recently, the Rab effector MICAL-L1, a protein that interacts with several Rabs
including Rab 8, 11, 13 and 35, has also been associated with the recycling
regulation (Abou-Zeid et al., 2011; Giridharan et al., 2012; Sharma et al., 2009).
MICAL-L1 / Rab35 interaction promotes the recruitment of Rab8, Rab13, and Rab36
to Arf6-positive recycling endosomes during neurite outgrowth (Kobayashi et al.,
2014). MICAL-L1 interacts with EHD1 which functions in the fission of tubulo-
vesicular structures destined to be returned back to the plasma membrane from the
recycling endosomes (Sharma et al., 2009). Finally, MICAL-L1 also binds PACSIN2
(also known as Syndapin2), a F-BAR protein that induces membrane bending and
curvature (Giridharan et al., 2013). PACSINZ2 also partially colocalizes with caveolin1
at the plasma membrane and mediates membrane sculpting by caveolin-1 (Senju et
al., 2011).

Although evidence indicates that MICAL-L1 associates with membrane tubular
recycling endosomes, the biogenesis of these membrane tubules is still unclear. We
and others have shown that MICAL-L1 expression induces the formation of tubules in

different cell lines (Abou-Zeid et al., 2011; Rahajeng et al., 2012; Reinecke et al.,



2015). MICAL-L1 has a calponin homology (CH), LIM, proline rich regions and RBD
domain which binds Rab proteins.

Using a two hybrid screen, we identified PACSIN3 as a MICAL-L1 partner. PACSIN3
differs from the other family members, PACSIN1 and PACSINZ2, in having a short
proline-rich domain and lacking asparagine-proline-phenylalanine (NPF) motifs
required for the interaction with EHD proteins. MICAL-L1 interacts with PACSING in
vitro and in vivo. Our data indicates that MICAL-L1 and PACSIN3 are important for
the generation of tubular recycling endosomal membranes. They also reveal that
MICAL-L1/PACSIN3 interaction is a key regulator of transferrin receptor recycling to

the plasma membrane.



Results

MICAL-L1 interacts with PACSIN3

To identify targets of MICAL-L1, we used the truncated form of MICAL-L1 lacking the
C-terminal Rab Binding Domain (RBD) as a bait in a yeast two-hybrid screen.
Several clones were isolated. Sequence analysis of these clones revealed that they
were derived from the same gene and encoded PACSIN3/Syndapin3 protein (not
shown).

To confirm the interaction between PACSIN3 and MICAL-L1, we performed
coimmunoprecipitation assays using HelLa cells expressing GFP-MICAL-L1 and myc-
PACSIN3. As shown in Figure 1A, the anti-mycPACSIN3 pulled down GFP-MICAL-
L1 proteins from cells coexpressing both proteins, but not from cells that expressed
myc alone and GFP-MICAL-L1. Inversely, the anti-GFP coimmunoprecipitated myc-
PACSIN3 from cells expressing both proteins, but not from cells expressing GFP
alone and myc-PACSINS. This indicates that MICAL-L1 and PACSIN3 were isolated
as a complex from Hel.a cells.

MICAL-L1contains a proline rich domain (PRD), whereas PACSIN3 contains a SH3
domain. Thus, a PRD-SH3 interaction could mediate the formation of the MICAL-L1-
PACSIN3 complex. To test this hypothesis, we performed GST or GST-PACSIN3-
SH3 domain pull down assays using HelLa cell lysates expressing different constructs
of MICAL-L1 (Figure 1B-D). GST-PACSIN3-SH3 domain interacted with MICAL-L1
protein as well as with the PRD domain of MICAL-L1 containing several PXXP motifs
(Figure 1D). However, no interaction was detected between GST-PACSIN3-SH3 and
the CHL or RBD domains of MICAL-L1 or GST alone (Figure S1).

In a second approach, we identified the binding motifs for PACSIN3 in the MICAL-

L1-PRD. As shown in Figure 1B, two PRD constructs of MICAL-L1 containing two



PACSINS-binding regions, PLPP at amino acid position 385 and PRAP at residue
480, are required for the interaction with PACSIN3. To check whether one or both of
these PXXP motifs are necessary for MICAL-L1 binding to PACSIN3, we generated 3
mutants of the MICAL-L1: P1, in which the PLPP was mutated to ALPA, P2: PRAP
was mutated to ARAA motifs, and a double mutant called MICAL-L1/PACSIN3
binding motif (MPBM) that bears two point mutations in the first and second motif
(PLPP-ALPA and PRAP-ARAA). GST-pull down assays revealed that the MICAL-
L1P1 or MICAL-L1P2 mutants did not alter the binding of MICAL-L1 to PACSIN3
compared with MICAL-L1FL, whereas the double mutant, MPBM, almost completely
abolished MICAL-L1 binding to PACSIN3 (Figure 1D). This result strongly suggest
that PLPP and PRAP motifs in MICAL-L1 are required for the efficient MICAL-
L1/PACSIN3 interaction. Together, these data provide evidence for a novel and

specific interaction between MICAL-L1 and PACSINS.

PACSIN3 colocalizes with MICAL-L1 in recycling endosomes

We examined the subcellular localizations of the mCherry-MICAL-L1 and GFP-
PACSIN3 in HelLa cells with low/moderate level of expression. As shown in Figure
2A, a highly significant overlap between MICAL-L1 (green) and PACSIN3 (red)-
positive tubulo-vesicular structures was observed (Pearson coefficient > 0.9; Figure
2B). Further analysis of the colocalization of the two proteins by high resolution
structured illumination microscopy strengthened this tubulo-vesicular localization.
Both proteins were found at the periphery of vesicular structures. In addition, MICAL-
L1/PACSIN3 are associated with long connected tubules (Figure 2C). The
colocalisation of the two proteins was also confirmed in live cells. Time-lapse
confocal video microscopy showed that GFP—PACSIN3 and mCherry-MICAL-LA1

were present within vesicles and tubules (video 1). The tubules exhibited linear,



bidirectional, saltatory motion. In the typical sequence from which thumbnails (Figure
2D) were extracted, 6 frames were collected by confocal spinning disk microscopy at
500 ms intervals over a total time period of 3 min. In the resulting 2D maximum
intensity projection, tubules appeared to move rapidly in the cytoplasm although with
frequent pauses. They often encountered other tubulovesicular structures.
Immunofluorescence experiments indicated that the MICAL-L1/PACSIN3 tubulo-
vesicular structures did not colocalize with EEA1, an early endosomal marker, and
Lamp1, a late endosomes-lysosomes protein. In contrast, MICAL-L1/PACSIN3
exhibited significant colocalization with the transferin receptor (early-recycling
endosomes marker) (Figure 2E-F, Pearson coefficient =0.591£0.10). Together, these
results reveal that GFP-PACSIN3 and mCherry-MICAL-L1 are mainly present in a
dynamic tubulo vesicular network which corresponds to the recycling endosomal

compartments.

PACSIN3 and MICAL-L1 bind phosphatidic acid

BAR (Bin/amphiphysin/Rvs) domain-containing proteins bind lipid bilayers and
participate in cellular membrane remodeling (Qualmann et al., 2011; Quan and
Robinson, 2013) . The F-BAR proteins generate low curvature tubules. In the
PACSIN proteins, the F-BAR domain from PACSIN 1 and 2 induce both high and low
curvature membrane tubules. In contrast, PACSIN 3 can only induce low curvature
membranes (Bai et al., 2012). MICAL-L1 has recently been shown to bind
phosphatidic acid (Giridharan et al., 2013), whereas little is known about the ability of
PACSIN3 to bind lipids. The RBD of MICAL-L1 is required for the association of the
protein with endosome tubules in HelLa cells and binds phosphatidic acid (PA) and
Rab proteins (Abou-Zeid et al., 2011; Giridharan et al., 2013). To investigate the lipid

binding, we purified the His-MICAL-L1 C-terminal region (His-MICAL-L1 C-ter)



encompassing the PACSINS binding and the RBD domains and GST-PACSIN3. We
then performed liposome flotation assays. The purified tagged proteins were
incubated with rhodamin-labeled liposomes that contain different lipids and subjected
to a stepwise sucrose gradient. After ultracentrifugation, more than 80% of the
liposomes were present in the top layer. Under these conditions, we observed that
both GST-PACSIN3 and the His-MICAL-L1 C-ter domain were detected at the top
fraction in PA-containing liposomes but not in liposomes lacking PA (figure 3A). This
strongly suggests that PACSIN3 and MICAL-L1 bind PA.

To determine whether MICAL-L1 and PACSINS3 associated with PA in cells, we used
a GFP-PASS (phosphatidic acid biosensor with superior sensitivity), a well
characterized PA specific probe (Zhang et al., 2014). GFP-PASS probe and
mCherry- MICAL-L1 or mCherry-PACSIN3 were transiently expressed in HelLa cells
and their distributions were analyzed by immunofluorescence microscopy. Figure 3B
shows that mCherry-MICAL-L1 and mCherry-PACSIN3 partially co-localized with PA
probe on vesicular structures whereas a mutant incapable of PA binding (mRFP-
PASS 4E) was cytosolic and showed no codistribution with MICAL-L1 or PACSIN3
(Figure S2A). Interestingly, when mCherry-MICAL-L1 and myc-PACSIN3 were
coexpressed with GFP-PASS in Hela cells, the three proteins colocalized in vesicles
but also in long tubules (Figure 3B). All together, the data suggests that PACSINS,
MICAL-L1or MICAL-L1/PACSIN3 complex are able to associate with phosphatidic
acid.

Given that MICAL-L1 C-ter protein binds phosphatidic acids, and according to the in
vivo observations, our lipid mixture was composed of DOPC/DOPE/DOPS/Egg
PA/Egg Rhod PE (33/33/13/20/0.8). Without addition of the protein to the GUVs, no

tubulation was observed. Upon addition of fluorescent MICAL-L1 C-ter, the vesicles



displayed a drastic morphological change marked by the formation of floppy
membrane tubes growing outward from the GUVs. We observed tubes with varied
lengths, some of them were even longer than the diameter of the corresponding
GUVs. Furthermore, we observed protein clusters located between the tubes and the

corresponding vesicles (Figure S2B and videos 2 and 3).

MICAL-L1/PACSIN3 complex regulates TfR recycling

The association of MICAL-L1/PACSIN3 complex with recycling compartments
suggested that it functions from recycling endosomes to the PM. To test this
possibility, we used total internal reflection fluorescence microscopy (TIRFM) to
investigate the recycling to the PM of pHluorin tagged transferrin receptor. The TfR
was a fusion construct with a pH sensitive GFP variant pHluorin attached to the
extracellular domain of transferrin receptor (TfR-pHI) and transiently expressed in
HelLa cells (Gidon et al., 2012; Merrifield et al., 2005). We checked that mCherry-
MICAL-L1 and TfR-pHI partially colocalized in tubulo-vesicular structures (Pearson
coefficient = 0.6+0.11, Figure 4A-B). HelLa cells expressing TfR-pHI and either
MICAL-L1, PACSIN3, PACSIN3-binding mutant of MICAL-L1 (MPBM) or MICAL-
L1ARBD (MICAL-L1 without RBD) were imaged using an illuminating evanescent
field with an approximate depth constant of 100 nm. Upon recycling to the cell
surface, the TfR-pHI fluorescence appears as bright and sudden spots by TIRFM
(videos 4-6), which can be quantified. Cells expressing the mCherry-MICAL-L1 or
mCherry-PACSIN3 showed a substantial increase in TfR-pHI recycling events
compared to control cells (Figure 4C). Intriguingly, cells expressing MPBM mutant
exhibited a high significant increase in the number of TfR recycling events compared
with control cells (Figure 4C, p 0.00000107). Relative to control cells, the MPBM

mutant displayed approximately two fold increase in TfR recycling spots, indicative of
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a substantial stimulation of TfR recycling to the PM. In contrast, expression of
mCherry-MICAL-L1ARBD inhibited the recycling of TfR events to the PM compared
with MICAL-L1 cells, indicating that the RBD domain of MICAL-L1 is important for the
recycling of TfR carriers.

Interestingly, mapping exocytosis sites in single cells indicated that the sites for TfR-
pHIluorin recycling back to the plasma membrane mostly concentrated at the cell
periphery in control cells as well as cells expressing MICAL-L1 or PACSINS (Figure
4D and videos 4-6). These data show that the expression of MICAL-L1 or PACSIN3
affect the overall recycling activity but does not impact the distribution of preferential
sites of recycling where TfR-pHI carriers fuse with the plasma membrane.

To visualize the recycling of transferrin (Tf) from MICAL-L1 /PACSIN3 tubules, HelLa
cells were transiently transfected with GFP-MICAL-L1 and myc-PACSIN3 and
pulsed-chased with Tf-AlexaFluor 555 to label recycling endosomes. We checked
that all cells that expressed GFP-MICAL-L1 also expressed myc-PACSIN3 (not
shown). Live cells were then imaged by spinning-disk confocal microscopy. Tf cargo
localized in MICAL-L1/PACSIN3 tubules. Tubules length varied widely, but the
majority of tubules were longer than 1-2 um. Tf labeled tubules were dynamic (videos
7-8, Figure 5). Tf fluorescent structures segregating and detaching from MICAL-
L1/PACSIN3 tubules were often observed. Moreover, Tf labeled endosomes
established and maintained contacts with MICAL-L1/PACSIN3 tubules. The
dynamics of Tf endosomes segregation from tubules suggest that the MICAL-
L1/PACSIN3 complex controls Tf recycling endosomes delivery to the plasma

membrane.
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Depletion of MICAL-L1 or PACSINS inhibits TfR recycling

To shed light on the function of MICAL-L1, we used siRNAs to reduce MICAL-L1 and
PACSINS expression in HelLa cells. Two different siRNAs targeting human MICAL-
L1, PACSIN3 mRNA sequences and a control sequence were transiently expressed
in HeLa cells. Transfected siRNAs sequences induced depletion (more than 60 to 80
%) of MICAL-L1 and PACSINS3 proteins (Figure 6A-B). MICAL-L1-siRNA, PACSINS3-
siRNA, and the control were used for subsequent studies. We first investigated
whether depletion of MICAL-L1 and PACSIN3 affects the dynamics of TfR-pHI
recycling using TIRFM. Knocking down MICAL-L1 or PACSIN3 significantly reduced
the number of TfR-pHI recycling events. However, the effect of PACSIN3 depletion
was higher than that of MICAL-L1 (Figure 6C). We have previously shown that knock
down of MICAL-L1 promoted EGFR degradation in epithelial cells (Abou-Zeid et al.,
2011). Ligand binding to EGFR at the cell surface leads to rapid internalization of
EGF-EGFR complexes in early endosomes. Receptors can be targeted to lysosomes
for degradation (Roxrud et al., 2008). We used vectors encoding short hairpin RNAs
(shRNAs) to reduce MICAL-L1 and PACSIN3 expression in HelLa cells. The shRNA
vector contains a GFP reporter gene that was used as a marker for transfected cells.
Two different shRNAs targeting human MICAL-L1, PACSIN3 mRNA sequences and
a control sequence were expressed in stably transfected HelLa cells. We selected two
clones corresponding to two different shRNA sequences that showed strong
depletion (more than 80 %) of MICAL-L1 and PACSINS proteins (Figure 7A). Those
clones were chosen for subsequent studies. We assessed the biochemical EGFR
degradation in HelLa cells expressing shRNAs control or targeting human MICAL-L1
or PACSINS. Cells depleted of MICAL-L1 and PACSIN3 exhibited a substantial

increased EGFR degradation (>25 %) compared with control cells (Figure S3).
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The MICAL-L1/ PACSIN3 complex mediates tubulation of recycling endosomes
The interaction of MICAL-L1/PACSINS and their association with membrane tubules
raised the question of whether MICAL-L1 and PACSIN3 act in concert for formation
of endosome tubules in HelLa cells. Overexpression of mCherry-PACSINS in cells
producing GFP-MICAL-L1 led to a 1.3-fold increase in tubule number and length of
more than 2.6 um (Figure 7B-E) compared with GFP-MICAL-L1 expressing cells,
indicating that PACSIN3 weakly stimulates MICAL-L1 tubule formation and
elongation. The expression of MICAL-L1MPBM mutant unable to interact with
PACSINS did not significantly affect MICAL-L1 tubules number and length compared
with MICAL-L1 expressing cells. However, the expression of a shRNA-resistant
mCherry-MICAL-L1MPBM mutant in cells depleted of endogenous MICAL-L1 led to a
dramatic reduction in the number and length of tubules of more than 2.6 um,
compared with MICAL-L1 expressing cells (figure 7C-E), strengthening the notion
that the interaction of MICAL-L1 with PACSINSs is important for tubules formation and
elongation.

All together, these results indicate that the MICAL-L1/PACSIN3 complex controls the
formation and elongation of MICAL-L1 membrane tubules.

Consistent with these observations, depletion of MICAL-L1 in HelLa cells induced a
reduction in the number and length (>2.6 um) of tubules compared to control cells.
However, PACSIN3-shRNA depletion did not significantly affect MICAL-L1 tubule
number or length (>2.6um, Figure 8A-C) in comparison with mock cells, suggesting
that the effect of PACSIN3 is compensated by other PACSINs such as PACSIN2
which also interacts with MICAL-L1 through the same PLPP and PRPP motifs

(Giridharan et al., 2013).
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To clarify the relationship between MICAL-L1 and PACSIN3, we examined the effect
of PACSIN3 shRNA depletion on the localization of the MICAL-L1. PACSIN3
depletion did not affect MICAL-L1 localization; mCherry-MICAL-L1 still localized to
tubulo-vesicular structures (Figure 8A). In cells expressing GFP as control, mCherry-
PACSIN3 was mainly associated with a network of vesicles spread throughout the
cytoplasm and at the cell periphery (we were not able to detect endogenous
PACSIN3 because anti-PACSIN3 antibodies yielded a significant background).
Interestingly, overexpression of GFP-MICAL-L1 induced mCherry-PACSIN3
redistribution and recruitment to tubulo-vesicular structures (Figure 8D). Furthermore,
the expression of a truncated form of MICAL-L1, mCherry-MICAL-L1ARBD, induced
the mislocalization of PACSIN3 whose distribution is mainly diffuse in the cytoplasm
similar to that of MICAL-LARBD (figure 8E). All together, the data supports the notion
that MICAL-L1 plays a crucial role in the localization of PACSIN3 to tubular
endosomes and that PACSIN3 recruitment to membranes contributes to the

generation of tubular structures.
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Discussion

In this study, we describe a novel interaction between MICAL-L1 and the BAR
domain containing protein PACSIN3/Syndapin3. The data reveals that the interaction
is mediated by the SH3 domain of PACSIN3 and two PXXP motifs in the PRD of
MICAL-L1. Previous studies showed that PACSIN2/Syndapin2 interaction with
MICAL-L1, stabilized their association with membranes, allowing for nucleation of
tubules by syndapin2 and highlighting a new role for phosphatidic acid in endocytic
recycling (Giridharan et al., 2013). MICAL-L1 / PACSIN3 binds PA and the MICAL-
L1/PACSIN3 complex colocalizes with PA in tubules in cells. While the role of PA in
recycling endosomal tubule biogenesis remains ambiguous, it is possible that PA
supports the generation of long, wide, and stable MICAL-L1/PACSIN containing
tubules. It has been implicated in membrane fission and so might also promote the
release of recycling carriers (Jovanovic et al., 2006). Although the MICAL-L1 C-ter
domain does not encompass any obvious amphipathic helice sequences or display
homology to BAR domains, we detected lipid tubular structures when this domain
was incubated with GUVs.

Our finding that another protein of the Syndapin family, PACSINS, is also a MICAL-L1
partner emphasizes an important function of MICAL-L1/PACSIN complexes in
membrane bending and curvature and hence in the regulation of recycling to the
plasma membrane. Interestingly, in addition to the function of PACSINs in inhibiting
transferrin uptake (Modregger et al., 2000), our results implicate PACSIN3 in the
recycling. Moreover, we show that the major site of action of the MICAL-L1/PACSIN3
complex is recycling endosomes. Indeed, both proteins are mainly colocalized in
recycling endosomes, Furthermore, interference with the MICAL-L1/PACSIN3

interaction affects transferrin receptor recycling. Thus, this study reveals not only an
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interaction between two components of the TfR trafficking machinery, MICAL-L1 and
PACSINSG, but also the function of this complex in the recycling of the TfR from

endosomes to the plasma membrane.

MICAL-L1/PACSIN3 complex functions at the recycling pathway

The observed effect of MICAL-L1 on TfR recycling is supported by the fact that this
scaffolding protein is known to associate with several small GTPase Rab proteins
that regulate the recycling pathway (Abou-Zeid et al., 2011; Kobayashi et al., 2014;
Rahajeng et al., 2010; Rahajeng et al., 2012). The fact that MICAL-L1 binds Rab8a
and Rab11, but not Rab4 (Abou-Zeid et al., 2011), suggests that it is implicated in the
regulation of the slow recycling pathway.

To our knowledge, PACSIN3 has not been previously implicated in the recycling of
internalized receptors from recycling endosome compartments. Our data shows for
the first time a role for PACSINS in the TfR recycling process via its association with
MICAL-L1. In addition, the specificity of this interaction at the recycling endosomes is
supported by the fact that the inhibition of the MICAL-L1/PACSIN3 interaction
stimulates TfR recycling to the plasma membrane. This suggests that PACSIN3
attenuates MICAL-L1’s effect on the recycling. However, we cannot rule out the
possibility that inhibiting the binding of MICAL-L1 to PACSINs favors the association
with other proteins to stimulate TfR recycling. Indeed, MICAL-L1 associates with
EHD1 to connect various proteins to recycling endosomes (Giridharan et al., 2012;
Sharma et al., 2009). Alternatively, MICAL-L1/PACSIN3 recruitment on recycling
membranes functions as a regulating switch or modulator for membrane recycling
activity, allowing the cell to respond to physiological external cues, such as adhesion,

migration or cell differentiation.
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Consistent with our overexpression studies, depletion of MICAL-L1 or PACSIN3
inhibits the TfR recycling events at the plasma membrane. In MICAL-L1 knock down
cells, there is a significant reduction of TfR recycling events. Intriguingly, knocking
down MICAL-L1 or PACSINS also stimulates EGFR degradation. It is possible that
depletion of MICAL-L1 or PACSINS3 impairs the recruitment of key endosomal
recycling proteins, such EHDs, Rabs or other proteins leading by default to the
degradative pathway. Taken together, our results highlight the notion that the MICAL-
L1/PACSIN3 complex serves an essential function in TfR delivery to the plasma
membrane. Moreover, our data extends the sites of PACSIN3 function to another
intracellular compartment, the recycling endosomes.

The generation of membrane tubules and their subsequent fission to transport
vesicles is required for sorting of cargo molecules. A striking observation is that
MICAL-L1/PACSIN3 cooperates for membrane tubules formation. In cells knocked
down for MICAL-L1, the numbers and length of membrane tubules of more than 2.6
um is much lower than in control cells. Consistent with this finding, we noticed a clear
effect of MICAL-L1MPBM mutant expression on the number and length of MICAL-L1
tubules in MICAL-L1 depleted cells. Confocal video spinning microscopy revealed
that these tubules contained labeled Tf. The tubules in MICAL-L1/PACSIN3
expressing cells rarely fragmented over minutes. Video microscopy showed that Tf
cargo segregated from those tubules suggesting that MICAL-L1/PACSIN3 are rather
involved in cargo sorting to the plasma membrane.

Our results reveal for the first time that MICAL-L1 play a key role in PACSIN3
localization, since MICAL-L1ARBD expression induces PACSIN3 redistribution to the
cytosol. PACSIN3 depletion does not affect MICAL-L1 tubule number and length,

suggesting that PACSIN3 function can be compensated by another PACSIN, such as
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PACSINZ2. Importantly, the expression of MICAL-L1MPBM, that is unable to interact
with PACSIN3, does not significantly alter MICAL-L1 tubules number or length
(compared with MICAL-L1 producing cells), suggesting that the effect of the mutant is
counterbalanced by the endogenous MICAL-L1. Indeed, expression of a shRNA-
resistant MICAL-L1MPBM mutant in cells depleted of MICAL-L1 reduces the total
number and length of tubules > 2.6 um. We propose that the MICAL-L1MPBM
mutant is targeted to the RE through its RBD domain which is required for the correct
localization of MICAL-L1. Furthermore, this mutant may interact with other MICAL-L1
partners, such as EHD1 which interacts with PACSINZ2 (Giridharan et al., 2013), to
fulfill its recycling function.

PACSINs are implicated in the regulation of endocytic events (Modregger et al.,
2000). The ability of F-BAR domain proteins to induce tubular invaginations of
membranes is enhanced by disruption of the actin cytoskeleton, suggesting a close
interplay between the actin dynamics and those that mediate membrane invagination
and fission (Itoh et al., 2005). RABS8, a partner of MICAL-L1, is also present on
tubular endosomes where it might function with MICAL-L1 to promote recycling and
cortical actin-driven plasma membrane protrusions (Hattula et al., 2006).

Taken together, our data strongly suggests that MICAL-L1 is essential for membrane
tubule biogenesis and recruits PACSIN3 to the recycling endosomes where
PACSIN3 may help in shaping membranes.

Our data provides strong evidence for a function of MICAL-L1 in tubule biogenesis
process. Moreover, MICAL-L1 and PACSIN3 cooperate for the formation of
membrane tubules. We speculate that MICAL-L1, by recruiting PACSINs to tubular

endosomes, stabilizes those tubules and organize a PA membrane rich subdomain
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which constitutes a platform for sorting/targeting carriers from recycling membranes

to the cell surface.
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Materials & Methods

Constructs

TfR-pHIuorin was provided by Dr David Perrais (IINS, Bordeaux, FR), GFP-PASS
and mRFP-PASS4E by Guangwei Du (university of Texas, USA). The myc-PACSIN3
was provided by Marcus Plomann (University of Kéln, Germany). Cloning of MICAL-
L1 into pEGFP-C1 and pmCherry-C1 vector was previously described (Abou-Zeid et
al., 2011). The EcoRI-BamHI mouse PACSIN3 cDNA fragment was inserted into the
corresponding sites of pEGFP-C2 and pmCherry-C2 vectors to generate GFP-

PACSIN3 and mCherry-PACSINS proteins.

Lipids reagents

All the reagents and B-casein from bovine milk (>99%) were purchased from Sigma-
Aldrich (Sigma-Aldrich, France). DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphatidylcholine), DOPS (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine), DOPE
(1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylethanol- amine), Egg PA (L-a-phosphatidic
acid) and Egg Rhod PE (L-a-phosphatidylethanolamine-N-(lissamine rhodamine B
sulfonyl) were purchased from Avanti Polar Lipids, Inc ( Avanti Polar Lipids, U.S.A.).
Stock solutions of the lipids were in chloroform at a concentration of 10 mg/mL and
were stored at —20°C in amber vials (Sigma-Aldrich, France). Lipid stock solutions
were mixed to achieve the desired molar ratio of DOPC/DOPE/DOPS/Egg PA/Egg
Rhod PE (33/33/13/20/0.8) at a total concentration of 1 mg/ml in chloroform. After
use, argon was added to the vials before sealing them with paraffin film (Parafilm,

USA) to prevent lipid oxidation.
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Antibodies

The purified His-MICAL-L1 C-terminal protein (amino acids 520-863 of MICAL-L1)
was injected into rabbits to generate polyclonal antibodies (Covalab. Villeurbanne,
FR). The resulting antiserum was affinity purified against His-MICAL-L1 C-ter protein.
Anti-EEA1 monoclonal antibody was purchased from BD Biosciences (San Jose,CA).
Anti-EGFR polyclonal antibody from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).
Anti-GFP and anti-c-myc monoclonal antibodies from Roche (Basel, CH). Anti-Lamp1
monoclonal antibody from BD Pharmingen (San Diego, CA). Anti-PACSIN3
polyclonal antibody from Abcam (Cambridge, UK), anti-transferrin receptor from
Curie Institute (CNRS UMR144, recombinant antibodies facility, Paris, FR), and
Donkey-affinity purified antibodies conjugated to Cy2, Cy3, or Cy5 were from

Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA).

Cell culture and transfection

HelLa cells were grown in DMEM containing 10% fetal calf serum (FCS) (Gibco.
Watham, MA) supplemented with 10% fetal calf serum, 2 mM glutamine, 100 U/ml
penicillin, and 10 mg/ml streptomycin. The cells were incubated at 37°C under a 5%
CO, atmosphere. Stable HelLa cells expressing shRNA of MICAL-L1 and PACSIN3
were generated. Positive clones were selected in the same medium supplemented
with 0.3 ug/ml zeocin (Gibco. Waltham, MA). Stably transfected clones were
maintained under selection in 0.1 ug/ml of zeocin. The shRNA sequences that
efficiently inhibited proteins expression were as follow : MICAL-L1 shRNA oligo-sens,
5-ACCTCGTGGAGCCTAGAGTGGAACAATC

AAGAGTTGTTCCACTCTAGGCTCCACTT-3’; MICAL-L1 shRNA oligo-antisens , 5" —

CAAAAAGTGGAGCCTAGAGTGGAACAACTCTTGATTGTTCCACTCTAGGCTCCA
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CG-3’ ; PACSIN3 shRNA oligo-sens , 5-ACCTCGGCTTGTTCTAGCGTGTATTATCA

AGAGTAATACACGCTAGAACAAGCCTT-3’; PACSIN3 shRNA oligo-antisens , 5'-
CAAAAAGGCTTGTTCTAGCGTGTATTACTCTTGATAATACACGCTAGAACAAGCC
G-3'. HelLa cells were transfected with Lipofectamine 3000 according to the

manufacturer’s protocol (Invitrogen).

siRNA duplexes for MICAL-L1 and PACSIN3 were designed using siRNA Wizard
(InvivoGen) and were transfected using Lipofectamine RNAiMax (Invitrogen). The
siRNA sequences that efficiently inhibited protein expression were as follows :
MICAL-L1 siRNA oligo-sens 1, 5-GTCCCAGTATTACAACCACTT-3"; MICAL-L1
siRNA oligo-antisens 1, 5-AAGTGGTTGTAATACTGGGAC-3'; MICAL-L1 siRNA
oligo-sens 2, 5-GTGGAGCCTAGAGTGGAACAA-3'; MICAL-L1 siRNA oligo-
antisens 2, 5-TTGTTCCACTCTAGGCTCCAC-3’ ; PACSIN3 siRNA oligo-sens 1, 5'-
GGACAATCAGCCGGAAAGAGA-3’; PACSIN3 siRNA oligo-antisens 1
TAATACACGCTAGAACAAGCC; PACSIN3 siRNA oligo-sens 2 , 5-
GGCTTGTTCTAGCGTGTATTA-3'; PACSIN3 siRNA oligo-antisens 2

TCTCTTTCCGGCTGATTGTCC .

Immunoblot and coimmunoprecipitation

HelLa cells were lysed in the buffer, 20 mM Tris HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.5% NP-
40 with a protease cocktail inhibitor (sigma Aidrich). Solubilized material was
recovered by pelleting at 18.000 g for 15 min at 4°C and supernatants were
collected. Protein amounts were determined using the Pierce BCA assay (Life
Technologies) and equal amounts of proteins were separated by SDS-PAGE and
transferred electrophoretically to polyvinylidene fluoride filters. Immunoblot was

performed using anti-MICAL-L1, anti-PACSIN3 or anti-EGFR antibodies and
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enhanced chemiluminescence according to the manufacturer’'s protocol (Thermo
Scientific, Rockford, IL). For immunoprecipitation, cells were plated, transfected with
GFP-MICAL-L1 and myc-PACSIN3 cDNAs and extracted in IP buffer (100 mM Tris
HCI pH7.7, 500 mM NaCl, 50 mM EDTA pH 8.0, 1% Triton X100 with a protease
cocktail inhibitor. After centrifugation, supernatants were incubated with anti-GFP or
anti-myc for 4 hours. Protein G agarose beads (GE Healthcare) were added for 2
hours and the beads were washed 3 times with IP buffer. Bound material was
solubilized with SDS-PAGE sample buffer and analyzed by immunoblotting with anti-

GFP or anti-myc antibodies.

GST pull-down assay

The GST-SH3 fusion protein was generated by inserting a BamHI-EcoRI fragment
containing the SH3 domain of PACSINS into the corresponding sites of pGEX2T
expression vector. GST-fusion proteins were expressed in E. coli and purified
according to the manufacturer’s protocol (Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden).
Purified GST or GST-PACSIN3 were bound to gluthatione beads (GE Healthcare)
and incubated 4 hours with cell extract from HelLa cells expressing GFP alone or
different constructs of GFP-MICAL-L1. Beads were washed 3 times and bound
proteins were analyzed by SDS-PAGE and immunoblot using monoclonal anti-GFP

antibody.

The cDNA encoding His-MICAL-L1 C-ter (amino acids 520-863) was inserted in
pPET15b expression vector using Ndel-Xhol restriction sites. The His-MICAL-L1-C-ter
fusion protein was produced in E. coli and purified on Ni2-beads according to the

manufacturer’s protocol (Novagen, Cambridge, MA).
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Immunofluorescence staining

Cells on coverslips were fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min at room
temperature and permeabilized using 2% FCS and 0.05% saponin for 20 min at room
temperature in PBS. Cells were then incubated with primary antibody in 2% FCS,
0.05% saponin in PBS for 1 hour at room temperature and then incubated with
secondary conjugated antibody for 45 min at room temperature in the same buffer.
Cells were washed 3 times with 2% FCS, 0.05% saponin in PBS. After washing in
PBS, samples were mounted in fluoromount G (Interchim) and analyzed with a 3D

microscope (see next section) and further processed with Image J software.

Fixed cell wide-field imaging

Images were acquired using either a Leica DMI 6000 inverted fluorescence
microscope with a HCX PL APO 1.4NA 100x objective and a ORCA-Flash4.0 Digital
CMOS camera (Hamamatsu) or a NiU Nikon camera CCD DS-Ri1, 1280 x 1024,
cooling and color camera illumination: Intensilight, mercury-fiber illuminator 100x
APO VC NA 1,4 oil Deconvolution (Sibarita, 2005). They were acquired using
Metamorph software (Molecular Devices) with the following protocol, a Z stack of 25-
35 plans (0.3 microns step) was acquired. Images were then generated by compiling

three-dimensional maximum intensity projections of 20 plans using Image J software.

Live cell imaging setup

Confocal spinning videomicroscopy sequences were acquired on an Eclipse Ti
inverted microscope with a CFl Plan Apo VC 1.4NA 100x objective and a piezo
motorized (Pl), for fast Z displacement, equipped with a temperature and CO,

controller. GFP/pHIluorin and mCherry were respectively excited with a 491 and
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561nm laser. Fluorescent emissions were captured on a CoolSNAP HQ2 CCD
camera (Roper Scientific). Image sequences were generated with the following
protocol, a Z stack of five plans (0.3 microns) was acquired in stream mode, every
500 ms, illuminated 50 ms per plan, total duration of the acquisition was from 1 to 3
min. Movies were then generated by compiling three-dimensional maximum intensity

projections.

For transferrin-AlexFluor555 time-lapse video, cells were starved for 30 min in the
medium without FCS before the addition of labeled transferrin and subsequent
acquisition. Acquired videos were denoised using NdSafir software (Boulanger et al.,

2010b).

Structured lllumination Microscopy (SIM)

Acquisitions were performed in 3D SIM mode, with a N-SIM Nikon microscope before
image reconstruction using the NISElements software (Gustafsson et al., 2008). The
system is equipped with an APO TIRF 100x 1.49NA oil immersion, a laser
illumination (488nm 200mW and 561nm 100mW) and an EMCCD DU-897 Andor
camera. Images were acquired with the following protocol, a Z stack of 25 plans (0.13
microns step) was acquired. Images were then reconstructed using Nikon elements
software and three-dimensional maximum intensity projections of 7 plans were

generated using Image J.

Total internal reflection fluorescence microscopy (TIRFM)

TIRF microscopy sequences were acquired on a Nikon Eclipse Ti inverted
microscope equipped with a NA1.47 100x TIRF objective, a TIRM arm and a

temperature controller. pHluorin and mCherry were excited with a 491 and 560 nm
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laser, respectively (Roper Scientific). Simultaneous fluorescent emissions were
captured using a image splitter (Dual View) in front of a QuantEM 512SC EM CCD
camera (Ropper Scientific). The system was driven by the Metamorph software.

Image sequences were recorded in stream mode, during 1 min at 100 ms frame rate.

Exocytosis events counting

Exocytosis events were counted from movies generated by TIRF microscopy using

an algorithm previously described (Boulanger et al., 2010a).

Tubule length measurement

To measure the length of the tubules, a score map is defined as a function of the

Eigen values (l4 and |2 with |11 < I2) of the Hessian (2nd order derivative matrix) of the

l
— == ifly <=6
image by, /e+l% '
0 otherwise

The score map is then thresholded and the pixels linked to reconstruct filaments.
Subsequently, a subpixel localization is obtained by alternating a Mean Shift
algorithm along the orthogonal direction of the filament and a curvilinear regular

resampling.

Colocalization analysis

Pearson’s coefficient was calculated on Icy software (http://icy.bioimageanalysis.org)

using “Colocalization Studio” plugin.
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Liposome flotation assay

Liposomes were prepared in mass ratio composition of 87% POPC, 3% Lissamine
rhodamine phosphatidyl ethanolamine and 10% of POPC, POPA or POPS in
Hepes/NaCl buffer (25 mM Hepes pH 7.3, 150 mM NacCl). 800 nM of GST-PACSIN3
or His-MICAL-L1 C-term purified proteins were incubated with 500 yM of each
liposome preparation for 30 min at room temperature. Samples were adjusted to 55%
sucrose and loaded at the bottom of a Beckman SW55 Ti centrifugation tube.
Samples were then overlaid by a discontinuous sucrose gradient (50%, 40%, 30%,
20%) and Hepes/NaCl buffer was added on the top of the tube. Liposomes were
centrifuged at 150,000 x g for 4 hours at 4°C. Fractions were collected from the top
and separated by SDS-PAGE and analyzed by immunoblot using Rabbit polyclonal

anti-MICAL-L1 and anti-PACSIN3 antibodies

Preparation of giant unilamellar vesicles (GUVs)

GUVs were prepared by the electroformation method using conducting Indium Tin
Oxide coated glass slides (ITO, Prazisions glas & optik GmBH, Germany)(Mathivet et
al., 1996; Meleard et al., 2009; Morales-Penningston et al., 2010). A lipid solution of
10 pyL was deposited on the ITO slides by using a 5 ul Hamilton syringe to make a
dry lipid film as thin as possible. The lipid coated ITO slides were dried under vacuum
for 45 min at room temperature. The lipid coated ITO glass slides were assembled by
using sigillum wax (Vitrex, Denmark). The lipid films were then hydrated with a
sucrose/tris growth buffer (100mM of sucrose and 10mM of tris, at pH 7.4) by
applying a sine AC current at 1V (peak to peak) and frequency of 10 Hz for 45-90
min at room temperature. GUVs were extracted by pipetting directly from GUV-rich

regions from the formation chamber. The collected GUVs were then transferred in a
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NaCl/tris observation buffer (70 mM of NaCl and 10 mM of tris, at pH 7.4) with an

osmolarity of 10-20 mmol/kg higher than that of the growth buffer.

Protein-membrane binding assay

Observation chambers were prepared by using 60x24mm coverslips (Menzel-Glaser,
Germany) and 40x22mm coverslips (VWR International, France). Before using, the
chambers were passivated by a 5 mg/mL B-casein solution (100mM of NaCl and
10mM tris, at pH7.4) for a 15-30 min to prevent GUVs from adhering to the glass
surface. The chamber was then rinsed several times and filled with the observation
buffer. GUVs were incubated with MICAL-L1 at a concentration of 0.5 pM in the
observation buffer. The protein was allowed to bind to the GUVs for 20-40 min on ice

before observation.

GUVs were observed with a spinning disk confocal microscope equipped on an
inverted Nikon Eclipse Ti-E microscope with 100x oil objective. Images were
recorded with an EM-CCD Evolve camera. The exposure time for all the images was

50 ms.

EGFR degradation assay

Cell were serum starved for 3 h in the presence of 40 ug/ml cycloheximide (Sigma)
and then stimulated with 100 ng/ml EGF in presence of cycloheximide for 15 min at
37°C. Cell were washed and chased in medium with FCS plus CHX for the indicated
time points. Cells were lysed and cell extracts were separated by SDS-PAGE and
analyzed with polyclonal anti-EGFR antibodies. Protein bands were quantified using

Image J software.
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Statistical analysis

Data sets were analyzed by Student’s Test two tailed-paired t test analysis. The p

values are indicated for each experiment.
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Figure 1, Interaction of MICAL-L1 and PACSIN3
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(A) HelLa cells cotransfected with GFP-MICAL-L1 and myc-PACSIN3, pcDNA3-myc and pEGFP
vector were subjected to immunoprecipitation with anti-GFP or anti-myc antibodies and analyzed by
immunoblotting with anti-GFP or anti-myc antibodies. (B) Schematic domain organization of MICAL-
L1, CH (Calponin Homology domain); LIM (Lin11, Isl-1, Mec-3 domain); PRD (Prolin Rich Domain);
RBD (Rab Binding Domain). P1 and P2 are mutants of MICAL-L1 protein. P1 mutation: PLPP into
ALPA (amino acids 385-388); P2 mutation, PRAP into ARAA (amino acids 480-483); MPBM (MICAL-
L1- PACSIN3 Binding Motif) were generated by mutation of PLPP to ALPA and PRAP to ARAA. (C)
input showing the expression of different GFP-MICAL-L1 constructs. (D) GST-SH3-PACSIN3 pull-
down experiments, HelLa cell lysates expressing GFP-MICAL-L1FL or different MICAL-L1 constructs
were incubated with (Figure S1B) GST or (D) GST-SH3 domain of PACSIN3 beads. After washing,
bound proteins were analyzed by immunoblot with monoclonal anti-GFP antibody.
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Figure 2, MICAL-L1 and PACSIN3 colocalize in a tubulo-vesicular network.

Coverslips of HelLa cells coexpressing GFP-MICAL-L1 and mCherry-PACSIN3 were fixed and
analyzed by immunofluorescence (A) wide-field microscopy, 3D stacks were acquired and images
were deconvoluted. (B) GFP-MICAL-L1 and mCherry-PACSIN3 colocalization was quantified using
Pearson’ coefficient (n=50 cells). (C) Cells were imaged using SIM microscopy. Images show MICAL-
L1/PACSIN3 membrane tubules structures in the cytoplasm. The projections were combined into a
single color image in the third column (merge). Colocalization of the two fluorophores (green and red)
was revealed by the yellow color resulting from their overlapping emissions. Three-dimensional
projections of images are shown. Bars, 10 um. (D) Gallery of images taken from live videomicroscopy
(500 ms interval) of HelLa cells cotransfected with GFP-MICAL-L1 and mCherry-PACSIN3 (see
video1). Arrows indicate tubules movement over time. Bar, 2 um (E) Coverslips of cells expressing
GFP-MICAL-L1 and mCherry-PACSIN3 were processed for immunofluorescence using mouse
monoclonal anti-EEA1, anti-TfR and anti-Lamp1 antibodies. Three-dimensional projections of images
were collected. The projections were combined into a single color image in the third column (merge).
The colocalization of MICAL-L1 and TfR was emphasized in the 2.0 x insets. Bar, 10 um and (F)
quantification of MICAL-L1/PACSIN3 colocalization (using Pearson’s coefficient) with EEA1, TfR and
Lamp1 (n=20 cells). The distribution of MICAL-L1 and PACSINS3 is significantly correlated with that of
the TfR. Person’s coefficient was performed on full image fields of reconstituted MIP of 3D stacks. At
least five double-labeled cells were analyzed in each field. Average quantification as shown in bar
graphs was done on at least three different experiments. Data represent mean £ SEM.
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Fig. 3, MICAL-L1/PACSIN3 complex binds phosphatidic acid.
(A) Purified His-MICAL-L1 C-terminal (C-ter) and GST-PACSIN3 were incubated with liposomes
enriched in PA, PS or PC as control. After incubation material was submitted to a flotation assay and
centrifuged. Different fractions were collected and analyzed by western blot using anti-MICAL-L1 or
anti-PACSIN3 antibodies. (B) Coverslips of HelLa cells were cotransfected with GFP-PASS and
mCherry-MICAL-L1 or GFP-PASS and mCherry-PACSIN3 or GFP-PASS, mCherry-MICAL-L1 and
myc-PACSIN3. Cells were fixed and analyzed by immunofluorescence. Three-dimensional stacks
were acquired and images were deconvoluted. Three-dimensional projections of images are shown.
Bars, 10 ym.
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Figure 4, MICAL-L1 and PACSIN3 stimulate TfR recycling.

(A) HelLa cells coexpressing TfR-pHluorin and mCherry-MICAL-L1 were fixed and analyzed by
immunofluorescence. Three-dimensional stacks were acquired by 3D deconvolution microscopy.
Three-dimensional projections of images are shown. mCherry-MICAL-L1 and TfR-pHluorin
colocalization was emphasized in the 2.0 x insets. Bar 10 um. (B) Colocalization of TfR-pHluorin and
mCherry-MICAL-L1 was quantified using Pearson’s coefficient (n=20 cells). (C) TfR exocytosis events
in cells coexpressing TfR-pHIluorin and either mCherry alone as a control (n=39 cells), mCherry-
MICAL-L1 (n=58 cells), mCherry-PACSIN3 (n=40 cells), mCherry-MICAL-L1ARBD (n=32 cells), or
mCherry-MICAL-L1MPBM mutant (n=43 cells) were imaged by TIRF microscopy and exocytosis
events were quantified as indicated in the method section. P values are indicated. (D) Density maps of
exocytosis events in single cells coexpressing TfR-pHluorin and either mCherry alone, mCherry-
MICAL-L1 or mCherry-PACSIN3. Green spots represent the hot spots sites where exocytosis of TfR-
pHIuorin occurs.
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Figure 5, MICAL-L1/PACSIN3 and Tf-AlexaFluor555 are associated with a dynamic tubulo-
vesicular network.

HeLa cells transiently coexpressing GFP-MICAL-L1 and myc-PACSIN3 were starved for 30 min and
transferrin-AlexaFluor555 was added at 10 ug/ml. Cells were imaged by video spinning confocal
microscopy at 37°C. Images were collected at 500 ms intervals (50 ms exposure per channel). A
gallery of a sequence of eight images (from 54 to 111 seconds) indicates the dynamic of Tf-
AlexaFluor555 positive endosomes and MICAL-L1/PACSINS tubules. Arrows denote Tf-AlexaFluor555
cargoes which segregate from a MICAL1/PACSIN3 tubule. Bar, 5 ym. A movie containing these
images (0—2 min) highlights an example of GFP-MICAL-L1 /mycPACSIN3/ Tf-AlexaFluor555 positive
recycling endosomes behavior is shown (videos 7-8).
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Figure 6, MICAL-L1 and PACSIN3 depletions inhibit TfR recycling.

(A) HeLa cells were transfected with 2 different siRNA targeting human MICAL-L1 mRNA sequence or
human PACSIN3 mRNA sequence. Control cells were transfected with siRNA targeting GFP. Cells
were lysed and analyzed by western blot using anti-MICAL-L1 or anti-PACSIN3 antibodies. Equal
amounts of proteins were loaded for immunoblotting (B) Expression level of MICAL-L1 and PACSIN3
proteins was quantified and compared to control cells using image J. (C) Quantification of TfR-pHI
exocytosis events in cells expressing TfR-pHIuorin and silenced for MICAL-L1 (n=45), PACSIN3
(n=55) and GFP as control (n=36), using TIRF microscopy. P values are indicated for each conditions
compared with control.
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Figure 7, Cooperation of PACSIN3 and MICAL-L1 in membrane tubules formation.

(A) HelLa cells stably expressing 2 different shRNAs targeting human MICAL-L1, human PACSINS or
scrambled (shCtrl) sequences were lysed and analyzed by western blot using anti-MICAL-L1 or anti-
PACSIN3 antibodies respectively. Depletion of the proteins is > 80%. (B) HelLa cells were transfected
with  GFP-MICAL-L1, GFP-MICAL-L1 and mCherry-PACSIN3, GFP-MICAL-L1MPBM mutant. (C)
HeLa cells stably expressing shRNA targeting human MICAL-L1 (MICAL-L1 kD) were transfected with
shRNA resistant mCherry-MICAL-L1MPBM. Cells were fixed and analyzed by immunofluorescence.
Three-dimensional stacks were acquired and images were deconvoluted. Three-dimensional
projections of images are shown. Bars, 10 um. (D-E) Quantification of tubules number and length from
three independent experiments performed as in B-C; (D) tubules number and (E) tubules length > 2.6
um in cells expressing GFP-MICAL-L1, GFP-MICAL-L1 and mCherry-PACSIN3, GFP-MICAL-
L1MPBM or in cells knocked-down for human MICAL-L1 and expressing shRNA resistant mCherry-
MICAL-L1MPBM (n=30 cells per condition).
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Figure 8, MICAL-L1 is required for membrane tubules formation and for PACSIN3 localization
(A) HeLa cells stably transfected with shRNA targeting human scrambled (control), MICAL-L1 or
PACSIN3 were fixed and analyzed by immunofluorescence with anti-MICAL-L1 antibody. Three-
dimensional stacks were acquired and images were deconvoluted. Three-dimensional projections of
images are shown. Bars 10 uym. (B-C) Quantification of tubules number and length from three
independent experiments performed as in A. (B) MICAL-L1 tubules number and (C) MICAL-L1 tubules
length >2.6 um were quantified (n=20 cells per condition) in control cells or in cells knocked down for
MICAL-L1 or PACSINS. Silencing MICAL-L1 reduced the number and length of membrane tubules.
(D-E) Cells were cotransfected with (D) GFP and mCherry-PACSIN3 or GFP-MICAL-L1 and mCherry-
PACSINS or (E) GFP and mCherry-MICAL-L1ARBD or GFP-PACSIN3 and mCherry-MICAL-L1ARBD.
Cells were fixed and analyzed as indicated in A. Three-dimensional projections of images are shown.
Bars, 10 pm.
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Figure S1, PACSINS3 interacts with the PRD domain of MICAL-L1 but not with CH/LIM and RBD
domains

(A) HelLa cells were transfected with GFP alone or with different constructs of MICAL-L1 fused to GFP
(FL, full length; CH/LIM, CH and LIM domains, RBD, RBD domain), input showing the expression of
GFP-MICAL-L1 constructs. Cell extracts were incubated with (A, right panel) GST-PACSIN3-SH3
beads or (B) GST alone. (C) Control experiments for figure 1D. GST pull-down experiments were
performed with GST alone using HelLa cells lysates from cells expressing different constructs of
MICAL-L1 (figure 1B). Bound material was analyzed by immunoblot with anti-GFP antibody.
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Fig. S2, (A) Coverslips of HelLa cells expressing GFP-MICAL-L1 and mRFP-PASS4E or GFP-
PACSIN3 and mRFP-PASS4E were fixed and analyzed by immunofluorescence. Three-dimensional
stacks were acquired and images were deconvoluted. Three-dimensional projections of images are
shown. Bars, 10 um. (B) PA-containing GUVs were incubated with or without MICAL-L1 C-ter coupled
to AlexaFluor488. Samples were imaged by spinning confocal microscopy. Images of MICAL-L1 C-ter
(green), GUVs (red), and merge (yellow) are shown. Bar, 10 um
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Fig. S3, Knocking down MICAL-L1 and PACSIN3 stimulate EGFR degradation

(A) HelLa cells stably expressing shRNA targeting human MICAL-L1, human PACSIN3 or control
sequences were serum starved for 3h in the presence of 40 ug/ml cyclohexamide and then stimulated
with 100 ng/ml EGF in the presence of cyclohexamide. They were washed and chased for 1 and 2 h,
then lysed and endogenous EGFR was analyzed by western blot using anti-EGFR antibody. (B)
Quantification of 3 independent experiments performed as in A. Undegraded EGFR was quantified
using Image J.



Video legends

Video 1, MICAL-L1 and PACSIN3 colocalizes in living cells.

HelLa cells transiently coexpressing GFP-MICAL-L1 and mCherry-PACSIN3 were
imaged by video spinning confocal microscopy at 37°C. Images were collected at
500 ms intervals (50 ms exposure per channel). A representative double color movie
is presented for GFP-MICAL-L1 (green) and mCherry-PACSIN3 (red) as a maximum

Z projection of 5 planes (7 fps; 3 min of acquisition).

Videos 2-3, MICAL-L1 C-ter induces tubulation of PA-containing GUVs

In vitro tubulation assays were performed with PA-containing GUVs and MICAL-L1 C
ter coupled to AlexaFluor 488. After incubation, samples were imaged by video
spinning confocal microscopy at room temperature. Images were collected at 100 ms
intervals (50 ms exposure per channel). Representative movies are presented for

GUVs (video 2) and MICAL-L1 C-ter (video 3), (15 fps; 20-s of acquisition).

Videos 4-6, MICAL-L1 and PACSIN3 stimulate TfR recycling.

HelLa cells transiently coexpressing TfR-pHI and (video4) mCherry, (video5)
mCherry-MICAL-L1, and (video6) mCherry-PACSIN3 were analyzed by TIRF
videomicroscopy. Movies are presented as single color movies of TfR-pHI

fluorescence (10 fps; 1 min acquisition).

Videos 7-8, MICAL-L1/PACSIN3 tubules contain labeled transferrin.

HelLa cells transiently coexpressing GFP-MICAL-L1 and myc-PACSIN3 were starved

for 30 min and then incubated at 37°C with 10 ug/ml of transferrin-AlexaFluor555.



Cells were imaged by video spinning confocal microscopy at 37°C. 2 representative
movies are presented for GFP-MICAL-L1 (green) and transferrin-AlexaFluor555 (red)
as a maximum Z projection of 5 planes (15 fps; 2 min acquisition). We checked by
immunofluorescence that cells expressing GFP-MICAL-L1 also express myc-

PACSINS (not shown)



3) EHD3, un autre partenaire de MICAL-L1 dans le recyclage

membranaire

MICAL-L1 a de nombreux partenaires, dont les protéines EHDs. Cette famille de
protéines a déja été décrite comme impliquée dans des événements de recyclage
membranaire, notamment la protéine EHD1. EHD1 est capable de former des
hétérodimeres avec EHD3. Le couple MICAL-L1/EHD1 a été bien caractérisé dans la
littérature ; cependant, aucune étude ne s’est vraiment intéressée au couple MICAL-
L1/EHD3 et a son implication dans le recyclage membranaire. C’est pourquoi, en
paralléle de mon étude sur MICAL-L1/PACSINE3, jai réalisé des travaux portant sur
MICAL-L1 et EHD3. Cette étude est encore en cours de réalisation ; elle devrait étre
publiée prochainement. Dans la partie qui va suivre seront présentés les résultats

obtenus.

a) Caractérisation de l'interaction MICAL-L1/EHD3

Les résultats du double hybride, qui ont permis d’identifier PACSINE3 comme
partenaire de MICAL-L1, ont également révélé la protéine EHD3 comme partenaire
de MICAL-L1 (données non présentées). Les protéines EHDs interagissent avec les
motifs NPF contenus dans la séquence de leurs partenaires. La protéine MICAL-L1,
a la différence de MICAL-L2, posséde deux motifs NPF, NPF1 et NPF2, susceptibles
d’interagir avec les protéines EHDs (Figure 1A). Il a déja été montré que MICAL-L1
interagit avec EHD1 par l'intermédiaire de son domaine NPF1 (Sharma et al., 2009).
Des expériences de co-immunoprécipitation ont été réalisées avec des cellules HelLa
surexprimant de facgon transitoire GFP-MICAL-L1 sauvage et myc-EHD3. Elles
confirment que MICAL-L1 interagit aussi avec EHD3. Pour déterminer le domaine
impliqué dans linteraction entre les deux protéines, myc-EHD3 a également été
coexprimée avec des formes mutantes ANPF1, ANPF2, ANPF1+2 de GFP-MICAL-L1
(Figure 9A et B).
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Figure 70 : Le motif NPF1 de MICAL-L1 est nécessaire a I'interaction avec EHDS3.

(A) Organisation schématique de la protéine MICAL-L1. CH : calponin homology, LIM : Lin-
11,Isl-1,Mec-3, PRD : proline rich domain, RBD : Rab binding domain, les positions des
motifs NPF1 et NPF2 sont indiquées. (B) Des lysats de cellules HelLa coexprimant de fagon
transitoire la GFP seule, GFP-MICAL-L1 sauvage, ANPF1, ANPF2 ou ANPF1+2 et myc-
EHD3 ont été incubés avec un anti-GFP. (C) La matériel co-immunoprécipité est révélé avec
des anticorps anti-GFP et anti-myc.

Toutes les constructions s’expriment dans les cellules. Lorsque GFP-MICAL-L1 est
immunoprécipitée avec un anticorps anti-GFP, myc-EHD co-immunoprécipite. Myc-
EHD ne co-immunoprécipite avec la GFP seule. L'interaction MICAL-L1/EHD3 est
aussi observée quand myc-EHD3 et le mutant GFP-MICAL-L1ANPF2 sont exprimés.
En revanche l'absence du motif NPF1 diminue drastiguement linteraction entre
MICAL-L1 et EHDS3. L’interaction est totalement abolie si les motifs NPF 1 et 2 sont
mutés (Figure 9C). Ces résultats, en plus de permettre de confirmer l'interaction de
MICAL-L1 et EHDS3, indiquent que le motif NPF1 de MICAL-L1 est requis pour
l'interaction, tandis que le motif NPF2 pourrait avoir un réle dans la régulation de

I'interaction.

b) MICAL-L1 et EHD3 colocalisent dans des structures tubulaires.

Aprés avoir confirmé l'interaction de MICAL-L1 avec EHD3, et I'importance du motif
NPF1 dans cette interaction, nous avons observé la localisation intracellulaire des
deux protéines. Des cellules HeLa ont été cotransfecté avec myc-EHD3 et GFP-

MICAL-L1 ou la GFP seule comme contréle. EHD3 est retrouvée au niveau de
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tubules dans la cellule. Lorsque MICAL-L1 est coexprimée, EHD3 colocalise trés
fortement avec MICAL-L1 (coefficient de Pearson =0,83+0,03) (Figure 10A et B). De
plus, comparée a l'expression de MICAL-L1 seule, la coexpression d’EHD3
augmente le nombre de tubules ainsi que le nombre de tubules >2,6 um de fagon
trés significative. Ces résultats mettent en avant un réle de la protéine EHD3 dans la

formation et I'’élongation des tubules ou est recrutée MICAL-L1.
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Figure 71 :  EHD3 colocalise avec MICAL-L1 et stimule la formation de tubules.

(A) Des cellules coexprimant de fagon transitoire GFP-MICAL-L1 et myc-EHD3 sont fixées,
permeéabilisées puis immunomarquées avec un anticorps anti-myc et analysées par
microscopie a champs large. Une pile d’image en ftrois dimensions est acquise et
déconvoluée. Les projections de chaque canal (vert et rouge) sont combinées en une seule
image, présentée dans la troisiéme colonne (superposition). La colocalisation des deux
protéines est révélée par la couleur jaune. Barre d’échelle 10 um. (B) Quantification de la
colocalisation de GFP-MICAL-L1 et myc-EHD3 a l'aide du coefficient de Pearson (n=30
cellules). (C) Des cellules HelLa coexprimant de facon transitoire GFP-MICAL-L1 et myc
seul ou myc-EHD3 sont fixées, perméabilisées puis immunomarquées avec un anticorps
anti-myc et analysées par microscopie a champs large. Une pile d’images en trois
dimensions est acquise et déconvoluée. Les projections du canal de la GFP sont
présentées. Barre d’échelle 10 um. (D) Quantification du nombre de tubules et (E) du
nombre de tubules >2,6 um dans des cellules exprimant GFP-MICAL-L1 (n=11 cellules) seul
ou coexprimant GFP-MICAL-L1 et myc-EHD3 (n=41 cellules). Les valeurs p sont indiquées.

c) Le domaine NPF2 de MICAL-L1 est important pour la fission des tubules
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Les protéines EHDs sont des ATPases jouant un réle dans la formation de tubule et
dans la fission de vésicules de transport. Nous avons voulu quantifier le nombre de
tubules induits par I'expression de MICAL-L1 sauvage, comparée aux mutants
ANPF1, ANPF2 et MPBM (mutant ne pouvant pas interagir avec les PACSINEs 2 et
3). Surexprimée de fagon transitoire, la protéine MICAL-L1 présente une distribution
vésiculo-tubulaire. La méme distribution est observée pour les mutants de MICAL-L1
ANPF1 et MPBM. En revanche, I'expression du mutant MICAL-L1ANPF2 induit la
formation des tubules plus longs, comparés a ceux formés dans les autres cellules

(Figure 11A).
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Figure 72 : L’absence du motif NPF2 de MICAL-L1 géneére la formation de longs

tubules.

(A) Des cellules HelLa exprimant de facon transitoire GFP-MICAL-L1 sauvage, ANPF1,
ANPF2 ou ANPF1+2 sont fixées et analysées par microscopie a champs large. Une pile
d’images en trois dimensions est acquise et déconvoluée. Les projections du canal de la
GFP sont présentées ainsi qu’un masque du marquage avec le contour de chaque cellule.
Barre d’échelle 10 um. (B-C) Quantification du (B) nombre de tubules et de la (C) longueur
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moyenne des tubules contenant GFP-MICAL-L1 sauvage ou mutée. Les valeurs p, indiquées
dans chaque condition, sont comparées a GFP-MICAL-L1 sauvage.

Pour mieux apprécier ces observations, les tubules ont été quantifiés et leur longueur
déterminée. Dans toutes les conditions, le nombre de tubules par cellules est le
méme. En revanche, le mutant ANPF2 présente une augmentation trés significative
de la longueur moyenne des tubules, comparé a toutes les autres conditions qui ne
présentent pas, elles, de variations majeures (Figure 11B-C). Ces résultats mettent
en avant un role du motif NPF2. Bien qu’il ne soit pas impliqué dans I'interaction avec
EHD3, NPF2 participe a la fission des tubules ou du moins, permet de contrdler leur

longueur.

d) L’interaction de MICAL-L1 avec les EHDs régule le recyclage du TfR

Les tubules formés par MICAL-L1 sont impliqués dans le recyclage du TfR-
pHluorine. L’influence des différents partenaires de MICAL-L1 sur la genése des
tubules peut moduler ce recyclage. Nous avons supra que la PACSINES, effecteur
de MICAL-L1, peut stimuler le recyclage du TfR. Les cellules HelLa ont été
cotransfectés avec le TfR-pHluorine, ainsi que mCherry-MICAL-L1 sauvage ou ses
mutants ANPF 1, 2 ou 1+2. Le nombre d’événements d’exocytose du TfR-pHluorine

a été quantifié dans les différentes conditions (Figure 12).

175



500+ (1] p=0. 104
} p=4.48e-4

' p=9.47e-10
400 - ! p=8.41e-13
p=0.0558

p=1.54e-7 b
300 — '
n

200 | !

]
: ]
B (|
1 1
. i
100 — “ '

Nombre d’événements d’exocytose

o N < e s
s S ¥ S
© ﬁ\ \/’\’ '\b$ ,\:\
((\c;(\ S\\Ov S B
\\° \C)?\ Q\
((\O \(\,@ ((\O\«
<O

Figure 73 : Les deux motifs NPF de MICAL-L1 sont importants pour le recyclage
du TfR.

Quantification du nombre d’événements d’exocytose du TfR-pHI de cellules Hela
coexprimant de facon transitoire le TfR-pHI et mCherry seule (n=37 cellules), mCherry-
MICAL-L1 sauvage (n=59 cellules), ANPF1 (n=36 cellules), ANPF1+2 (n=18 cellules) ou
ANPF2 (n=28 cellules). Les valeurs p, indiquées pour chaque condition, sont comparées au
contréle et a mCherry-MICAL-L1 sauvage.

Les cellules surexprimant de fagon transitoire mCherry-MICAL-L1 présentent une
augmentation du nombre d’événements d’exocytose du TfR-pHI. En revanche, dans
les cellules surexprimant les mutants mCherry-MICAL-L1-ANPF 1, 2 ou 1+2, le
nombre d'événements d’exocytose est inférieur a celui des cellules contréles,
suggérant une inhibition du recyclage. L'interaction de MICAL-L1 avec les protéines
EHDs est donc nécessaire pour le recyclage du TfR. Les mutants ANPF1 et 1+2,
incapables d’interagir avec EHD3, inhibent le recyclage. De fagon surprenante, le
mutant ANPF2, qui n’est pas impliqué dans l'interaction avec EHD, inhibe aussi le

recyclage du TfR.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Dans ce travail de thése, jai décrit de nouvelles interactions protéiques. Celle entre
MICAL-L1 et la protéine a domaine F-BAR PACSINE3 et celle entre MICAL-L1 et la
protéine a domaine « dynamine-like » EHD3. Les résultats démontrent que
I'interaction avec la PACSINE3 requiére 2 motifs, PLPP et PRAP, contenus dans le
domaine riche en proline (PRD) de MICAL-L1 et le domaine SH3 de la PACSINES.
MICAL-L1 contient également 2 motifs NPF, capables d’interagir avec les protéines
EHDs. Jai démontré que le motif NPF1 de MICAL-L1 est nécessaire a l'interaction
avec EHD3. Mes travaux ont mis en avant I'importance du complexe MICAL-
L1/PACSINE3 dans la formation et I'élongation de tubules de compartiments de
recyclage facilitant le transport du TfR a la membrane plasmique. De fagon
intéressante, j’ai pu démontrer que la PACSINE3, en plus de son rdle dans I'inhibition
de l'internalisation de la Tf (Modregger et al., 2000), est également impliquée dans le
recyclage. De plus, I'inhibition de l'interaction de MICAL-L1 avec EHD 1 et 3 abolit
complétement le recyclage vers la membrane plasmique. Enfin, MICAL-L1 est
retrouvée associée aux Rabs 8, 11, 13 et 35, impliquées dans la voie de recyclage
lent, mais pas avec Rab4, associée a la voie de recyclage rapide. Ceci suggére donc
que MICAL-L1 et ses effecteurs sont impliqués dans la voie de recyclage lent.

En conclusion, mes travaux de thése ont permis de mettre en lumiere les interactions
de MICAL-L1/PACSINE3 et MICAL-L1/EHD3 et I'importance de ces complexes dans

la régulation du recyclage du TfR vers la membrane plasmique.

1) MICAL-L1/PACSINEs/EHDs : de nouveaux complexes impliqués dans
le recyclage

Une étude précédente, a mis en évidence un autre complexe, composé de MICAL-L1
et PACSINE2 (Giridharan et al., 2013). Dans ces travaux, MICAL-L1, PACSINEZ2 et
la protéine EHD1 forme un « ménage a trois », permettant de générer un réseau
vésiculo-tubulaire au niveau des compartiments de recyclage. L'’interaction de
MICAL-L1 avec le domaine SH3 de PACSINE 2 et 3 implique les mémes motifs,
PLPP et PRAP de MICAL-L1, Dans I'étude du Dr Steve Caplan, I'extinction de la
PACSINEZ2 délocalise MICAL-L1 qui n’est plus associée aux structures tubulaires. De

méme, I'extinction de I'expression de la PACSINE2 provoque la redistribution de
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MICAL-L1, suggérant que la localisation de MICAL-L1 et PACSINE2 sont
interdépendantes. Nos études montrent que l'extinction de la PACSINE3 n’a pas
d’effet sur la localisation de MICAL-L1. Cependant, nous n’avons pas pu déterminé la
distribution de la PACSINE3 endogéne, car les anticorps commerciaux anti-
PACSINE3 ne marchent pas dans les expériences dimmunofluorescence. En
revanche, nous avons montré que la coexpression de MICAL-L1 et de la PACSINE3
augmente le nombre et la longueur des tubules, formés par MICAL-L1. Il est a noter
que la PACSINE2 posséde des motifs NPFs qui lui permettent, indépendamment de
MICAL-L1, d’interagir avec EHD1 et peut étre avec EHD 2, 3 et 4. Les protéines
EHDs, pourraient faciliter la formation de tubules membranaires ou méme intervenir
dans la scission des structures tubulaires. La PACSINES3, ne posséde pas de motifs
NPFs et ne pourrait former des complexes avec les EHDs que par l'intermédiaire de
MICAL-L1. Le réle des PACSINEs dans le recyclage vers la membrane plasmique
peut résulter, au moins en partie, de leurs interactions avec MICAL-L1 et/ou EHDs.
Ces informations mettent en évidence I'implication de la protéine MICAL-L1 dans
différent complexes de recyclage, d’'une part, un complexe faisant intervenir la
protéine PACSINE?2 liée, ou non, avec les EHDs ; d’autre part, un autre complexe
mettant directement en jeu la protéine PACSINE3. Ces deux complexes sont
préférentiellement retrouvés au niveau des domaines membranaires enrichis en
acide phosphatidique qui joue également un réle dans le recyclage du récepteur a la
transferrine (Giridharan et al., 2013)

L’acide phosphatidique, et plus généralement les lipides, ont la capacité de recruter
des protéines et peuvent de cette facon moduler, spatio-temporellement, la
composition des membranes. || a été impliqué dans plusieurs événements de
recyclage (CMH-I, vésicules synaptiques) ou d‘exocytose (Hatton et al., 2015;
Jovanovic et al., 2006; Pelletan et al., 2015; Tu-Sekine et al., 2015; Xie et al., 2014).
L’acide phosphatidique est présent en tres faible quantité dans la cellule, cependant
c’est le seul glycérophospholipide possédant 1 ou 2 charges négatives. Cette
propriété unique de l'acide phosphatidique permet le recrutement de protéines
chargées positivement (Ammar et al., 2014).

J’'ai également montré que MICAL-L1 peut lier la phosphatidylsérine. Cette liaison
pourrait étre plus complexe que celle avec I'acide phosphatidique. En effet, certaines
protéines ne sont capables de lier la phosphatidylsérine qu’a partir d’'une certaine

concentration et avec des conditions de courbures membranaires spécifiques (Lee et
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al., 2015). Tres récemment, il a été démontré que les fonctions d’EHD1 dans le
recyclage, sont dépendantes de son recrutement par une phosphatidylsérine
translocase. Cette enzyme, en favorisant I'exposition de la phosphatidylsérine au
niveau du feuillet externe des endosomes de recyclage, permet un recrutement
efficace d’EHD1, ce qui favorise une fission optimale des vésicules contenant de la
transferrine. EHD1 peut aussi interagir avec le PI(4)P et le PI(4,5)P, (Jovic et al.,
2009; Lee et al., 2015).

Au niveau fonctionnel, nous avons démontré que l'utilisation d’'un mutant incapable
d’interagir avec les PACSINE 2 et 3 stimule le recyclage du TfR. Il est possible que
inhibition de l'interaction MICAL-L1/PACSINEs, favorise l'interaction de MICAL-L1
avec d’autres partenaires comme les protéines EHDs, ou autres qui peuvent
compenser l'effet des PACSINEs. Une autre explication est que MICAL-L1 forme
des homodimeres (entre forme mutante et sauvage) permettant le recrutement
minimal des PACSINEs et donc le maintien du recyclage. En effet, la production du
mutant MPBM dans les cellules, dont I'expression de MICAL-L1 endogéne est
éteinte, provoque une diminution significative du nombre et de la longueur des
tubules contenant MICAL-L1. L’interaction MICAL-L1/PACSINE est donc nécessaire
a la formation et a I'élongation des tubules membranaires, aidé ou non des protéines

EHDs, selon le cas de figure.

2) Les tubules membranaires seraient le site de tri/recyclage

Les structures tubulo-vésiculaires que forment MICAL-L1 et PACSINES, et de fagon
plus générale, les protéines a domaine BAR, sont régulées par des évenements de
nucléation, d’élongation et de fission membranaires. La capacité de tubulation de
certaines protéines comme les PACSINESs a été testé in vitro. Toutes les PACSINEs
induisent la tubulation de liposomes. La PACSINE3 forme des tubules dont le
diameétre est d’environ 100 nm, ce qui n’est pas le cas des PACSINE 1 et 2, dont le
diamétres des tubules varie entre 0 et 200 nm (Bai et al., 2012). La détermination
des paramétres précis des tubules (longueur, diamétre...) de MICAL-L1, en présence
ou en absence de la PACSINES3, pourrait apporter de nouvelles informations sur la
corégulation, par ces protéines, des tubules membranaires impliqués dans le
recyclage vers la membrane plasmique. Des expériences in vitro, basées sur

l'utilisation de GUVs (Giant unilamellar vesicles) et de protéines purifiées
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fluorescentes, sont en cours en collaboration avec le laboratoire du Dr. Patricia
Bassereau (Institut Curie). Le but est de comprendre la contribution de MICAL-L1 et
PACSINES3, ainsi que la séquence d’événements, dans la genése des tubules a
partir de liposomes.

Nos expériences de coexpression ou d’extinction des protéines MICAL-
L1/PACSINE3 révélent que les 2 protéines coopérent pour générer des tubules
membranaires dans la cellule. La vidéomicroscopie confocale montre que le réseau
tubulo-vésiculaire est dynamique et qu’il contient la transferrine fluorescente. De
plus, on constate que les cargos de transferrine ségrégent et se détachent a partir
des tubules, suggérant que ces tubules MICAL-L1/PACSINE3 participent au tri des

vésicules adressées a la membrane plasmique.

3) Importance des domaines NPFs de MICAL-L1

Nous avons vu que MICAL-L1 a de nombreux partenaires, capables de moduler
'adressage de cargos a la membrane plasmique. Le couple MICAL-L1/EHD1 a déja
été identifié comme impliqué dans le recyclage des intégrines, 'adhérence cellulaire
et la formation des neurites (Kobayashi et al., 2014a; Reinecke et al., 2014; Sharma
et al., 2009). En revanche, plusieurs études ont été faite sur EHD3, mais peu
d’études se sont intéressées précisément au couple MICAL-L1/EHD3. Mes travaux
ont permis d’apporter de nouvelles connaissances sur les capacités d'EHD3 a
augmenter le nombre et la longueur de tubules contenant MICAL-L1.

Il serait intéressant de tester I'implication d’EHD3 dans le recyclage du TfR-pHI, par
TIRFM, soit dans des cellules exprimant de fagon transitoire la protéine EHD3
fusionnée a mCherry, soit dans des cellules ou I'expression de EHD3 est inhibée par
ARN interférence. Ainsi, il sera possible de définir le réle de MICAL-L1 et EHD3 dans

la régulation du recyclage vers la surface cellulaire.

Le motif NPF1 de MICAL-L1 est responsable de I'interaction avec EHD1 (Sharma et
al., 2009) et EHD3. Cependant la protéine MICAL-L1 posséde un second motif
NPF2, qui n’est pas impliqué dans l'interaction avec les protéines EHDs. En effet,
'expression dans les cellules HeLa, du mutant GFP-MICAL-L1ANPF2 n’inhibe pas
l'interaction avec EHD3. En revanche, I'expression du mutant ANPF1+2, abolit

totalement linteraction avec EHD3. De plus, nous avons démontré que la
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surexpression de GFP-MICAL-1 mutantes, ANPF1 et ANPF1+2, ne modifie, ni le
nombre de tubules, ni leur longueur. En revanche, et de fagon surprenante, la
surexpression de GFP-MICAL-L1ANPF2, augmente tres fortement la longueur des
tubules contenant MICAL-L1, sans toutefois modifier leur nombre. Ces résultats
révélent un nouveau réle du motif NPF2 de MICAL-L1 dans la genése/fission des
tubules. Il serait alors intéressant d’identifier les partenaires de ce domaine, car
jusqu’ici, les études publiées mettent en évidence des partenaires du motif NPF1,
mais pas ceux du NPF2. Le motif NPF2 pourrait réguler finement linteraction de
MICAL-L1 avec les protéines EHD 1 et 3. Il pourrait également avoir des partenaires
permettant d’augmenter la tension membranaire, tels que des régulateurs de la
polymérisation d’actine ou des moteurs moléculaires, qui faciliteraient ensuite la

fission des tubules.

4) EHDs, modification post-traductionnelles

Les protéines EHDs présentent une large expression dans différents tissus humains.
Tous les tissus expriment les 4 EHDs, avec des niveaux plus ou moins forts et
certaines protéines EHDs peuvent interagir entre elles. De plus dans les cellules de
mammifére, les EHDs présentent des distributions spécifiques, avec des
chevauchements ; EHD1 colocalise partiellement, avec EHD 3 et 4 ; EHD2 avec
EHD4 ; EHD3 avec EHD 1 et 4 ; EH4 avec EHD 1,2 et 3. De plus, EHD 1, 3 et 4 sont
majoritairement associées a des compartiments de recyclage (Rab11 positifs)
(George et al., 2007).

Toutes ces interactions établissent un large réseau de connections entre les EHDs et
leur partenaires, leur permettant ainsi de réguler de nombreux événements de
transport intracellulaire. Il a déja été démontré qu’'EHD 1 et 4 sont impliquées dans
'endocytose de la molécule d’adhésion NgCAM dans les neurones (mais pas EHD3)
(Yap et al., 2010), Récemment, EHD1 et EHD3 ont été identifiées comme protéines
clé de l'assemblage du cil primaire (Lu et al., 2015). Les EHDs peuvent étre
phosphorylées sur des résidus sérines. Cependant, seule EHD1 présente une
augmentation de son niveau de phosphorylation en présence de sérum, ainsi
qu’apres stimulation de I'endocytose clathrine-dépendante. Il serait donc intéressant

de connaitre le rble des sites de phosphorylation des autres protéines EHDs, et si la
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phosphorylation peut moduler leur localisation intracellulaire, ou leur réseau

d’interactions, comme, par exemple, avec MICAL-L1 et la PACSINES.

5) Conclusion générale

Les travaux réalisés au cours de ma thése et dautres issus de différents
laboratoires, impliquent MICAL-L1 dans des événements de tri et d’adressage vers la
membrane plasmique. Les domaines PRD et RBD, ainsi que les motifs NPF, en font
une protéine d’échafaudage complexe qui module le trafic membranaire. Les
interactions directes de MICAL-L1 avec différentes Rabs impliquées dans la voie de
recyclage, avec les protéines a domaine F-BAR, PACSINEs, et avec les protéines
EHDs, permettent de modifier la structure tubulo-vésiculaire des compartiments de
recyclage. |l serait intéressant d’identifier les protéines interagissant avec les
domaines CH et LIM pour compléter le schéma du réseau d’interaction de MICAL-L1
et probablement établir le lien entre MICAL-L1 et la dynamique du cytosquelette
d’actine requis pour le recyclage/exocytose.

La protéine MICAL-L1 coordonnerait, avec ses partenaires, Rabs, PACSINEs,
EHDs, ..., 'organisation de microdomaines riches en acide phosphatidique requis
pour le tri/adressage de protéines membranaires vers la surface cellulaire. Prises
ensemble, ces connaissances font de la protéine MICAL-L1 et plus généralement
des protéines de la famille MICAL, de nouveaux acteurs majeurs du trafic

intracellulaire.
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