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> Un chafnon manquant dans la compréhension
des mécanismes de transport des récepteurs du
mannose 6-phosphate vient d’étre récemment
découvert a la suite de I’identification de la pro-
téine TIP47. Cette protéine, en association avec
Rab9-GTP, assure le retour de ces récepteurs des
endosomes tardifs vers le réseau trans-golgien.
Curieusement, la méme protéine, baptisée
PP17b, avait été décrite comme une protéine
placentaire il y a vingt ans et, plus récemment,
comme un marqueur d’évolution du cancer du col
de l'utérus. Non seulement la séquence de la
PP17b/TIP47 présente une forte homologie avec
celles de I’adipophiline et des périlipines, pro-
téines connues pour participer au trafic intracel-
lulaire des gouttelettes lipidiques, mais la
PP17b/TIP47 est aussi associée a ces derniéres.
Comment cette protéine peut-elle participer en
méme temps a des processus aussi différents que
le transport du récepteur du mannose 6-phos-
phate et la formation et/ou le transport des
gouttelettes lipidiques ? Une premiére hypothése
est proposée. <
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tardifs) ot ils les libe-

rent en réponse au pH acide local. Ils sont ensuite redi-
rigés vers le réseau trans-golgien pour un nouveau cycle
de transport (Figure 1).

Si les mécanismes de reconnaissance moléculaire qui
gouvernent le ciblage et le transport des enzymes lyso-
somiales a la sortie du réseau trans-golgien commen-
cent a étre relativement bien connus, ceux qui sont
impliqués dans le retour du récepteur du M6P vers ce
compartiment restaient a mettre en évidence. Une
bonne partie du voile a été levé par le groupe de S. Pfef-

Destinées aux lysosomes, les hydrolases nouvellement
synthétisées dans le réticulum endoplasmique sont
transportées vers "appareil de Golgi. Elles y acquierent
une modification post-traductionnelle spécifique:
Iajout de résidus terminaux mannose 6-phosphate
(M6P) sur un groupement oligosaccharidique [1]. Par-
venues au réseau trans-golgien, ces enzymes sont
reconnues spécifiquement par des protéines transmem-
branaires appelées récepteurs du M6P[2]. Deux récep-
teurs ont été décrits, un récepteur court (45kDa),
appelé récepteur dépendant des cations (CD) - les
cations divalents étant nécessaires a la liaison du
ligand sur son récepteur - et un récepteur long
(300kDa), appelé récepteur indépendant des cations
(C1) [3]. Les deux types de récepteurs du MéP transpor-
tent leurs ligands du réseau trans-golgien vers les com-
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fer qui a découvert une protéine spécifiquement res-
ponsable de cette fonction, TIP47 (tail-interacting pro-
tein of 47 kDa) [4]. Curieusement, la séquence de TIP47
est 100% similaire a celle de la PP17b (placental pro-
tein 17, une version longue de la protéine PP17q, une
protéine cytosolique placentaire de 38 kDa isolée dés
1983 mais dont le rdle physiologique reste toujours a
découvrir [5, 6]. Deux autres variants protéiques ont
aussi été mis en évidence: PP17c, un dimére (61kDa) de
PP17a, et PP17d (74 kDa) [5, 6] (Tableau I). Par
ailleurs, TIP47 présente une forte homologie avec I'adi-
pophiline et les périlipines, protéines associées aux
gouttelettes lipidiques (Figure 2). Une action bivalente
de TIP47 sur le transport des vésicules contenant le
récepteur du M6P d’une part, et celui des gouttelettes
lipidiques d’autre part, est discutée dans cet article.
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TIP47 est impliquée dans le

recyclage du récepteur

du mannose 6-phosphate des

endosomes tardifs vers le réseau trans-golgien

Dans un souci d’unification entre les termes TIP47 et PP17b, il a été
proposé le terme Sandrin (steroid and neutral lipid droplet-associated
protein) et leur géne SNDR [7]. Néanmoins, nous utiliserons dans cet
article TIP47, terme le plus souvent utilisé dans la littérature.

. (V)
. L . . quent que TIP47 joue un S
Poids moléculaire Spécificité tissulaire Cancer du col Placenta n .
role actif dans le recyclage g
PP17a / PP17 31,5 kDa Tissus stéroidosensibles ++ + des récepteurs du M6P w)
; o
PP17b / TIPAT 48 kDa Ubiquitaire bor Lo (Figure1). TIPAT et le
récepteur Cl du M6P sont
PP17c 60,9 kDa Tissus stéroidosensibles ++ + tous deux localisés dans les
PP17d 74 kDa Placenta a terme + - endosomes tardifs et le

Tableau I. Caractéristiques des différents variants de PP17. Les tissus sensibles aux stéroides sont I'utérus, le sein, les
testicules. Dans le cancer du col de 'utérus et dans le placenta a terme, une analyse semi-quantitative des protéines

PP17 a été réalisée a partir d’études immunohistochimiques (d’apres [6]).
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plus, in vitro, un anticorps
anti-TIP47 inhibe le retour
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trans-golgien. Enfin, la
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Figure 1. Cycle du récepteur du mannose 6-phosphate. Les hydrolases possédant un résidu terminal mannose-6 phos-
phate (M6P) sont reconnues par la partie luminale des récepteurs du Mé6P du réseau trans-golgien. Une vésicule conte-
nant le complexe récepteur-ligand est formée a partir d’un puits recouvert de clathrine, elle perd rapidement son man-
teau de clathrine et fusionne avec un endosome tardif. Le pH acide local provoque la dissociation du ligand. Les
récepteurs peuvent alors étre recyclés vers le réseau trans-golgien par un mécanisme qui fait intervenir TIP47 et Rab9-
GTP. La fraction de TIP47 associée aux membranes ne représente que 20 % du total de la protéine contenu dans la cel-
lule. Le reste est présent dans le cytosol sous forme d’oligoméres d’un poids moléculaire de I'ordre de 300 kDa. Cette
oligomérisation (induite par un domaine situé dans la partie aminoterminale de la protéine, acides aminés 1 a 133) ne
serait pas utile a la reconnaissance du récepteur du M6P, mais interviendrait dans la formation d’'un manteau protéique

(baptisé rétromere) nécessaire au transport du récepteur des endosomes vers le réseau trans-golgien [37-39].
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dégradé [4].

La rétention dans les
endosomes du récepteur
CD du M6P est essentielle-
ment assurée par le motif
Phe-Trp porté par son
domaine cytoplasmique,
la mutation de ce motif
conduisant a I'adressage
du récepteur vers les lyso-
somes [8]. Ce motif Phe-
Trp est en fait responsable
de la fixation de TIP47 sur
le récepteur [4, 9]. Le rdle
d’un doublet d’acides
aminés  aromatiques
comme étiquette d’adres-
sage vers le réseau trans-
golgien a été souligné par
G.Blot et al. [10]. Ces
auteurs ont montré que le
domaine cytoplasmique
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de la glycoprotéine Env du virus HIV-1 contient un motif
di-aromatique Tyr-Trp, responsable de son interaction
avec TIP47 et nécessaire @ son transport entre les endo-
somes tardifs et le réseau trans-golgien. Dans le cas du
récepteur Cl du M6P, des expériences de mutation-délé-
tion ont permis de mettre

vaux ont déclenché une vigoureuse polémique avec I’équipe de S. Pfef-
fer [17], mais depuis, "association de TIP47 au transport des lipides a
été confirmée par différentes techniques et dans différents types cel-
lulaires [7, 18, 19]. Deux protéines sont spécifiquement associées aux
gouttelettes lipidiques qui sont formées a partir de la membrane du

en évidence un domaine

heptapeptidique de 2
séquence Pro-Pro-Ala- PP17b/TIP47 MSADGAEADGSTQVTVEEPVQEPS! SMELISSECDMVS. 50
Pro-Are-Pro-Gly indis- Adipophiline ---------- MASVAVDP---@PSHVT LELVESEYDLMSSARL 37
0-Arg-rro-bly s Périlipine  ----- MAVNKGLTLLDGDLPEQENNLORMLOL CECFOKTHT 45
pensable a la fixation de
TIP47 sur son domaine PP17b/TIP47 ESYBHVK RTLT. SGAQPILS TASHESE 100
cytoplasmique [11]. Adipophiline DQYBYLKS KTITS SALBIIQ IAVENTYHEC 87
g o Périlipine EAHBLVASHENA OSASSLEAWSME STRETABNELEC 95
D’autres protéines, en
association avec TIP47, PP17b/TIP47 PBRKLEENLBIEOOBTEKVLADTRELVSSKVSGAQEMVSSEKDTVATQLSEA 150
sont nécessaires au Adipophiline BRIEBERLEIBNORSTOIVANARGAVTGAKDAVTTTVT SVASTITGV 137
, Périlipine HLEEKIBABOYEPEKIASELEDTIS--—-—-- TRLRSERNSISVPIAST 138
retour du récepteur du
, PPl7a =
Mé6P vers le réseau trans-
gien. L . PP17b/TIP47 it 0SGVDKTKSHIVTGGVESVMGSRLGOMVLSEVD TVGKSEEWA 200
golgien. La petite pro- Adipophiline MBKT GSVEKTKSNMVSGSINTVLGSEMMOLVSSEVENARTKSELLY 187
téine G Rab9 sous sa Périlipine S GCELAW TAEFAANTRAGRLAS GSIEKVV 188
forme active - couplée a
du GTP - forme un com- PP17b/TIP47 DNHEBLTDABLARIATSLDG----FDVASVQQQRQEQEY SHSERE 246
| . Adipophiline EQYBELTEERLEKEAKKVEG----FDLV------ OKPEY SHSTKE 227
plexe ternaire avec TIP47 Périlipine EYLEBADKESSAPAPGHQQAQKSP——---——-— KAKPELLS| TNTl 229
et le récepteur du M6P, et
accroft d’un facteur trois PP17b/TIP47 RQHAYEHSLGKLRATKORAQEALLQISQATSEMETVKQ---GVDEKLVEG 293
Iaffinité de TIPAT pour le Adipophiline HSRAYQQALSRVKEAKQOKSQQTISQLHSTVHMIEFARKNVYSANBKIQDA 277
) , Périlipine  SR----YTVQTMARALEQGHTVAMWIPGVVPESSLAQWGASV VSRR 275
récepteur [12]. La fixa-
ion 9ali run
tio d? Rab alieusuru PP17b/TIP47 QEKLHOMEILSWNQKQLOGPEKEPPKPEQVESRALTMFRDIAQQOLOATCTS 343
domaine spécifique de Adipophiline QDKLYLSWVEWKRSIGYDDTDESHCANMHIESRTLAIARNLTQQLQTTCHT 327
TIP47, indépendant de Périlipine RSEVRVPELHSLAAAQEEDHEDQTDTEGEDTEEEEELETEENKESEVAAL 325
celui qui est utilisé dans
Vinteraction avec le PP17b/TIP47 LGSS--IQELPTNVKDQVOQARRQVEDLQATFSSIHS--FODLSSSILAQ 389
) Adipophiline LLSN--IQEVPONIQDOAKHMGVMAGDIYSVFRNAAS--FKEVSDSLLTS 373
récepteur du MéP. Cepen- Périlipine PGPRGLLGEVAHTLOKTLQTTISAVTWAPAAVLGMAGRVLHLTPAPAVSS 375
dant, TIP47 n’a aucune
activité GTPasique ou PP17b/TIP47 SRERVASAR HMVEYVAQNTPVTWLVG--PFAPGIT--—-—-—-——~ 426
d’échange nucléotidique Adipophiline SKGQLOKMKESEDDVMDYLVNNTPLNWLVG--PEFYPQLTESQNAQDQGAE 421
g Périlipine TKGRAMSLSDABKGVTDNVVDTVVHYVPLPRLSLMEPESEFRDIDNPPAE 425
[13-15]. € PPl7a
) PP17b/TIP47 -ERAPEREKK-——-—-——— == oo 434
TIP47 est aussi Adipophiline MDKSSQETORSEHKTH-— == === == == === === o e 437
associée Périlipine VERRE SGAPSAGPEPAPRLAQPRRSLRSAQSPGAPPGPGLEDEVA 475
aux gouttelettes PP17b/TIP47 ===========-memmmmmmm—m—e—mm———mm——m—m—m———me-
lipidiques Adipophiline —-—=—=—=— === -
Périlipine TPAAPRPGFPAVPREKPKRRVSDSFFRPSVMEPIVGRTHYSQLRKKS 522

N. Wolins et al. ont

démontré les premiers
que TIP47 cytosolique est
recrutée sur les goutte-
lettes lipidiques formées
quand les cellules Hela
sont cultivées en pré-
sence d’un milieu riche en
acides gras [16]. Ces tra-

M/Sn® 11, vol. 20, novembre 2004

Figure 2. Alignement global des séquences primaires humaines de la protéine TIP47, de ’adipophiline et de la
périlipine. Le programme d’alignement de séquences ClustalW [40] a été utilisé sur le serveur de I’€uropean Bio-
informatics Institute (Hinxton, Royaume-Uni). Les acides aminés identiques sont sur fond rouge. Les symboles
sur fonds rose et violet indiquent les substitutions de résidus qui n’entrainent pas (rose) ou peu (violet) de
modifications des propriétés physico-chimiques. La séquence de la PP17q, contenue dans celle de TIP47 (M183-
K434), est surlignée par un trait bleu foncé. Le losange vert au-dessus de la sérine 48 de TIP47 indique un site de
phosphorylation potentiel (protéine kinase C et/ou caséine kinase de type 1) présent dans les trois protéines et

qui est aussi conservé entre les espéces. On ignore encore si TIP47 existe sous une forme phosphorylée.



réticulum endoplasmique, I’adipophiline (aussi appelée ADRP,
adipose differentiation-related protein) et les périlipines [20]
(Figure 3). La comparaison de la séquence de TIP47 avec les
bases de données de séquences protéiques a révélé I'existence
d’une tres forte homologie avec celle de I’adipophiline et des
périlipines (45 % d’homologie avec, dans la partie aminotermi-
nale, 60 % de résidus identiques et 80 % de résidus similaires),
qui permet de supposer que ces trois protéines pourraient déri-
ver d’un ancétre commun [16] (Figure 2). Les périlipines, I'adi-

pophiline, TIP47, les protéines de la drosophile (LSD-1 et -2) et
de Dictyostelium (LSD1) et la protéine adipocytaire S3-12, ont
été regroupées dans la famille des PAT (périlipine-adipophiline-
TIP47) [21, 22]. Deux sous-domaines ont pu étre caractérisés:
PAT-1 qui correspond a la partie amino-terminale de ces pro-
téines et qui présente le plus haut degré d’homologie, et PAT-2
qui correspond a la partie plus distale. Il faut noter cependant
que des protéines connues pour s’associer également avec les
gouttelettes lipidiques telles que les oléosines, les cavéolines et

OD.A.40 A

Figure 3. Modéle du mécanisme de formation
des gouttelettes lipidiques : exemple de la
.D.A.q. cellule épithéliale mammaire en lactation. Les
gouttelettes lipidiques sont formées a partir
de la membrane du réticulum endoplasmique
D’-d suivant un mécanisme encore trés mal connu.

Elles sont constituées d’un noyau de tri-acyl-

Apical o0 Membrane plasmique glycérol et d’esters de cholestérol, entouré
° >4 Pl >, @< ° par une monocouche de phospholipides. Lors
° U ° de leur formation, alors que les protéines

A A actine corticale membranaires spécifiques du réticulum endo-

(] plasmique sont exclues de la surface des

gouttelettes lipidiques, d’autres telles que

1 m=  microtubule I’adipophiline y sont associées [21]. Cette

b N butyrophiline derniéere est présente dans tous les types cel-

q A adipophiline lulaires. Elle est remplacée par les périlipines

- ® ,anthine oxydase dans les adipocytes matures et les cellules

b <4 0 Tip47 stéroidogéniques. TIP47 serait recrutée a par-

B moteur (dynéine ? vimentine 2) tir du cytosol suivant une chronologie et une

Fusion des gouttelettes

I

>
> 0 Gouttelette lipidique

1&.TIP47
A A/ A4

Réticulum endoplasmique

régulation qui reste a définir. Le devenir des
gouttelettes lipidiques a été particulierement
bien étudié dans la cellule épithéliale mam-
maire en lactation [41]. Sitdt synthétisées au
niveau du réticulum endoplasmique, les gout-
telettes lipidiques fusionnent pour former un
globule lipidique cytoplasmique. Ce dernier
serait transporté sur les microtubules en
direction du pole apical de le cellule grace a
la dynéine [42], sous I’éventuel contrdle de la
vimentine et de TIP47. Apres détachement du
microtubule et franchissement du réseau
sous-membranaire d’actine grace a la gelso-
line [25], le globule lipidique cytoplasmique

s’arrime a la face interne de la membrane

apicale de la cellule grace a la formation d’un complexe ternaire comprenant, dans un rapport molaire 3:5:1, I’adipophiline, la butyrophiline (une

protéine transmembranaire) et la xanthine oxydoréductase (une protéine soluble). Au moins six petites protéines G sont associées a la membrane

du globule lipidique, dont quatre semblent étre fortement associées avec la butyrophiline et la xanthine oxydoréductase [43]. On ignore si I’adi-

pophiline interagit avec 'une des six petites protéines G et si Rab9 fait partie du groupe. De plus, le role de ces petites protéines G dans le pro-

cessus de formation et d’excrétion des globules lipidiques reste a préciser. Enfin, I"association de TIP47 avec les globules lipidiques du lait laisse

supposer que cette protéine n’est pas recyclée [7].
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les synucléines, ne possedent pas de domaine PAT. De fait, ces
domaines ne semblent pas nécessaires a "adressage de I’adipo-
philine vers les gouttelettes lipidiques. En effet, la délétion du
domaine PAT-1 ou PAT-2 de I'adipophiline ne modifie ni I'affi-
nité de cette protéine vis-a-vis des gouttelettes lipidiques, ni le
nombre de gouttelettes lipidiques contenues dans le cyto-
plasme [23].

TIP47 serait-elle un régulateur commun
de transport ?

Qu’elle soit associée au récepteur du M6P ou aux gouttelettes
lipidiques, TIP47 est impliquée dans les structures dynamiques
de transport que sont les vésicules et les globules. Dans I’état
actuel de nos connaissances, le point commun le plus probable
entre ces structures serait le support de leurs mouvements, le
cytosquelette. Plusieurs observations étayent cette hypo-
theése : (1) P'utilisation de Rab9-GFP a permis d’observer que
les endosomes présentent une mobilité bidirectionnelle sur les
microtubules et de visualiser le retour du récepteur du MéP
vers le réseau trans-golgien via des vésicules [13] ; (2) un
certain nombre de travaux effectués sur la cellule mammaire
en lactation suggerent un transport guidé au moyen de la
dynéine le long des microtubules des gouttelettes lipidiques
et/ou des globules lipidiques produits dans la voie de syn-
thése-sécrétion des lipides du lait tout comme pour le trans-
port des granules de zymogene dans le cas des cellules aci-
neuses du pancréas [24, 25]; (3) les gouttelettes lipidiques et
les globules lipidiques possedent de la dynéine et divers autres
moteurs moléculaires a leur périphérie [25]; (4) certaines
gouttelettes lipidiques présentent a leur surface de la vimen-
tine, connue pour interagir avec la dynéine cytoplasmique
[26-28]; (5) la colchicine, puissant inhibiteur de la formation
des microtubules, bloque la sécrétion des constituants du lait
in vivo [29]. Cependant, des expériences in vitro suggerent
que toutes les étapes du transport intracellulaire des goutte-
lettes lipidiques ne sont pas dépendantes des microtubules
[30].

Qu’en est-il des autres structures du cytosquelette, les cables
d’actine, les filaments intermédiaires et les protéines contrac-
tiles? Si la présence de PB-actine a la périphérie des goutte-
lettes lipidiques de cellules de la médullosurrénale et d’adipo-
cytes de rat [31], de vimentine, de gelsoline et de géphyrine
dans les globules lipidiques du lait a été montré [25], nous
connaissons mal le réle de ces protéines dans le transport
intracellulaire des gouttelettes lipidiques et des globules lipi-
diques.

Quoi qu’il en soit, ces données laissent supposer que "adipo-
philine, et/ou TIP47, sont en interaction avec un (des)
moteur(s) moléculaire(s) porté(s) par la vésicule contenant le
récepteur du M6P ou par les gouttelettes lipidiques pour
contrdler leur transport sur le réseau cytosquelettique.

M/Sn® 11, vol. 20, novembre 2004

TIP47 et cancer

TIPA7 semble impliquée dans les mécanismes moléculaires
de la cancérisation. €n effet, dans les carcinomes du col de
I'utérus, TIP47 sert de marqueur de I’évolution de la mala-
die. Cette surexpression de TIP47 dans les carcinomes du col
de I'utérus serait liée a 'infection par le virus herpés sim-
plex 2 (HSV-2) car la glycoprotéine virale gD, qui est essen-
tielle a I’entrée du virus dans la cellule, comporte un résidu
M6P et se lie au récepteur du M6P pour étre adressée vers les
endosomes [32]. Cependant, si I'interaction entre la pro-
téine gD et les deux types de récepteur du MéP est bien
décrite, ni les perturbations du trafic des récepteurs
induites par 'infection virale et/ou celui de la protéine gD,
ni le role joué par TIP47 dans ce phénomene n’ont encore été
étudiés. De méme, le mécanisme responsable de la présence
de TIP47 dans le sang de femmes soit atteintes d’un carci-
nome du col de I'utérus, soit enceintes (la protéine est
détectable dans le sang des la 7° semaine de gestation, avec
un pic vers la 33-34¢ semaine), n’a pas été déterminé. Par
ailleurs, TIP47 est surexprimé dans les cellules tumorales
isolées de cancers du sein pris a un stade invasif avancé
[33], ce qui est en accord avec les nombreuses données
démontrant I'importance du récepteur du Mé6P dans le can-
cer du sein et I’existence d’un lien direct entre les modifica-
tions du métabolisme des lipides et le développement de ces
cancers [34].

Conclusions

TIP47 se trouve étre impliquée simultanément dans deux
fonctions cellulaires différentes, le trafic du récepteur du
mannose 6-phosphate et celui des gouttelettes lipidiques
cytoplasmiques. A ce jour, il n’y a pas de lien direct connu
entre ces deux fonctions. De méme, alors que le récepteur Cl
du M6P est identique a 100% au récepteur de 'IGF II, le lien
entre ces deux fonctions reste inconnu [35]. Le réle grandis-
sant dans le fonctionnement cellulaire de protéines multi-
fonctionnelles appelées moonlighting proteins (to moonlight:
travailler au noir) met de plus en plus @ mal le dogme « une
protéine = une fonction », et la multifonctionnalité protéique
apparait de moins en moins étre "exception [36]. U'élucida-
tion des liens de causalité entre les diverses fonctions du
récepteur du M6P et de TIP47 sera un défi majeur des années a
venir. ¢

SUMMARY

The double-play of PP17/TIPA7

A missing link in the understanding of the mechanisms of trans-
port of the mannose 6-phosphate receptors has recently been
discovered, following the identification of the protein TIP47. In
association with Rab9-GTP, this protein is responsible for the



return of the receptors from the late endosomes back to the
trans-Golgi network. Curiously, the same protein called PP17b,
was described as a placental protein twenty years ago, and
more recently, as a blood marker for human uterine cervical
cancer. The sequence of PP17b/TIP47 displays not only a strong
homology with those of adipophilin and the perilipins, two pro-
teins known to be involved in the intracellular traffic of lipid
droplets but also PP17b/TIP47 is associated with the later. How
this ubiquitous protein could participate in processes as diffe-
rent as the mannose 6-phosphate receptors traffic and the for-
mation and/or traffic of lipid droplets? A tentative hypothesis
is put forward. ¢
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