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Des récepteurs membranaires
définissent la spécificité du transport des vésicules

Le transport intracellulaire le long des
voies d’exocytose et d’endocytose est
généralement effectué par des vésicules.
Les vésicules de transport bourgeonnent
a partir du compartiment donneur et
fusionnent avec le compartiment accep-
teur. Ce mécanisme doit étre doublé
d’un systeme de ciblage permettant aux
vésicules de reconnaitre les bons par-
tenaires de fusion. Par exemple, les
vésicules synaptiques doivent spécifique-
ment fusionner avec la membrane
présynaptique pour délivrer les ncuro-
transmetteurs dans la synapse et non
avec les membranes de l'appareil de
Golgi ou du réticulum endoplasmique.

e C’est grice au ciblage sélectif des dif-
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férentes vésicules que l’intégrité struc-
turale et fonctionnelle de la cellule peut
étre maintenue. La spécificité d’arri-
mage des vésicules pourrait étre réglée
par des récepteurs membranaires
appartenant a des compartiments don-
neur et accepteur. L’appariemment
d’'un couple différent de récepteurs
donneur-accepteur déterminerait la spé-
cificité des arrimages a chaque nouvelle
étape du transport. Les derniers résul-
tats de Sollner et al. (New York, USA)
concernant I'identification de récepteurs
membranaires impliqués dans la fusion
des vésicules synaptiques avec la mem-
brane plasmique semblent confirmer la
validit¢é du modele proposé [1].

Plusieurs protéines solubles impliquées
dans le transport des vésicules a diffé-
rentes étapes ont été préalablement
caractérisées sur des bases fonctionnel-
les (voir [2] pour revue). C’est en
reconstituant n utro I’assemblage de ces
protéines en présence d’extraits mem-
branaires de cerveau que des récep-
teurs participant a l’attachement des
vésicules synaptiques a la membrane
plasmique ont pu étre identifiés. NSF
(N-ethylmaleimide-sensitive fusion) est un
homotétramere soluble de 76 kDa qui
est impliqué dans de nombreux événe-
ments de fusion membranaire. NSF
possede deux sites de fixation de I’ATP
dont I’hydrolyse détermine la stabilité
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et lattachement aux membranes. Cet
attachement aux membranes n’est pas
direct mais est établi par I'intermé-
diaire d’autres protéines solubles
dénommées SNAP (soluble NSF attach-
ment protems). NSF s’associe aux protéi-
nes SNAP lorsqu’elles sont fixées a des
récepteurs membranaires (SNARE,
pour SNAP receptors) (figure 1). Parmi les
trois protéines SNAP purifiées, aSNAP
et BSNAP sont treés semblables, mais
YSNAP présente de grandes différen-
ces. aSNAP et BSNAP se fixent de
facon compétitive sur le méme récep-
teur membranaire. La fixation non
compétitive de YSNAP sur les mémes
complexes augmente leur affinité pour
NSF. L’expression de BSNAP, res-
treinte au cerveau, suggerc que cette
protéine a une fonction plus spéciali-
sée que aSNAP et ySNAP qui sont
exprimées dans de nombreux tissus [3].
Les complexes NSF-SNAP-SNARE
sédimentent comme une particule de
20S qui se dissocie par hydrolyse
d’ATP et libere le NSF. La fusion
membranaire est donc en partie réglée
par le pouvoir d’assemblage et de dis-
sociation des sous-unités de la parti-
cule 20S contrélé par I'ATP. Les
auteurs ont utilisé cette caractéristique
de la particule 20S pour purifier les
récepteurs membranaires SNARE. Les
particules 20S sont reconstituées in wtro
par addition d’extraits membranaires
de cerveau bovin a2 un mélange de
protéines rccombinantes purifiées NSF,
aSNAP et yYSNAP (figure 1). Les com-
plexes SNARE-SNAP-NSF sont
ensuite isolés avec des anticorps inso-
lubilisés dirigés contre NSF recombi-
nant. Unc premiere élution non spé-
cfique cst faite avec le Mg-ATPys sui-
vie d’une élution spécifique avec Mg-
ATP. Sous leffet de TI'hydrolyse de
IATP, les particules 20S se dissocient
et libérent les protéines SNAP et leurs
récepteurs SNARE dans I’éluat alors
que NSF reste accroché aux anticorps.
Apres électrophorese, les protéines spé-
cifiquement éluées par I’hydrolyse de
I’ATP sont purifiées puis digérées avec
la trypsine. Les peptides sont ensuite
séparés par HPLC avant d’étre micro-
séquencés. Cette méthode autorise la
purification des SNARE par des cri-
teres fonctionnels mais sélectionne pro-
bablement les récepteurs ayant Iaffinité
m/s n® 6-7 vol. 9, juin-juillet 93

!

Particule
20S

!

Particule
20S

Anti-NSF

NFS + SNAP (o, v) + extrait membranaire

Electrophorése de I'éluat et microséquencgage

Particule 20 S

Figure 1. Identification des récepteurs membranaires (SNARE). Les particu-
les 20S sont reconstituées par assemblage des protéines recombinantes NSF,
aSNAP et ySNAP en présence d’extraits membranaires et d’ATP non hydrolysa-
ble. Les particules 20S sont fixées sur une matrice solide par I'intermédiaire d’anti-
corps. L’élution des SNAP et SNARE est effectuée par addition de Mg-ATP qui
est immédiatement hydrolysé. Les SNARE sont identifiés par microséquengage

apres électrophorése.

maximale et/ou les plus abondants. En
plus des protéines SNAP, quatre poly-
peptides sont ainsi purifiés et identifiés.
Il s’agit des syntaxines A et B, de la
synaptobrévine-2 (ou VAMP-2 pour
vesicle associated membrane protein) et d’une
protéine malencontreusement appelée
SNAP-25 (pour synaptosorme-assocroted pro-
tein 25K). Ces protéines n’étant pas
connues pour former des hétérodime-

res, 1l est possible qu’elles représentent
des récepteurs différents. La localisation
intracellulaire des syntaxines et de la
synaptobrévine suggere un mécanisme
simple d’arrimage des vésicules selon
lequel le complexe NSF-SNAP ferait le
lien entre la synaptobrévine des vési-
cules synaptiques et la syntaxine de la
membrane présynaptique (figure 2,

p. 804). L’aspect directionnel et spéci- s
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Figure 2. Modéle de I'arrimage des vésicules synaptiques a la membrane
présynaptique. L’attachement d’une vésicule a la membrane cible est un pro-
cessus qui nécessite l'interaction de protéines spécifiques de chaque comparti-
ment. Syntaxine et synaptobrévine sont les deux récepteurs identifiés dans cette
étude. lls seraient liés par I'intermédiaire du complexe NSF/SNAP (en gris). Un
réle dans I’arrimage des vésicules, ou la fusion des membranes, a été suggéré
pour d’autres protéines dont certaines, comme la synaptogamine et la petite pro-
téine G Rab 3A, sont représentées dans ce schéma. (Voir détail dans le texte.)

fique du transport des vésicules s’expli-
querait alors en partie par la présence
de deux récepteurs des protéines
SNAP, I'un présent a la surface de
vésicules de transport, 'autre identi-
fiant la membrane cible. Ainsi, la spé-
cificité de I’arrimage des vésicules aux
membranes cibles, déterminée par les
deux récepteurs, scrait indissociable du
systtme dc fusion dépendant du NSF.
Le quatrieme récepteur identifié,
SNAP-25, est une protéine soluble
associée aux membranes grace a la
palmitoylation de ses cystéines. Bien
que le palmitoyl-CoA soit un facteur
nécessaire a la fusion membranaire, le
role de SNAP-25 reste a définir.

La synaptobrévine est une protéine de
18 kDa accrochée a la face cytoplasmi-
que des vésicules synaptiques par un
scgment transmembranaire unique.
L’inhibition du rclargage des ncuro-
transmetteurs par les toxines du botu-
lisme et du tétanos, qui sont des pro-

e téases de la synaptobrévine, montre le
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role essenticl de ce récepteur lors de la
fusion des vésicules synaptiques in vivo.
Des homologues de la synaptobrévine,
définis par des criteres immunologi-
ques, ont été décrits dans les adipo-
cytes sur les vésicules contenant le
transporteur du glucose GLUT4. Ces
vésicules fusionnent avec la membrane
plasmique en réponse a une stimula-
tion par linsuline. La présence
d’homologues de la synaptobrévine
dans des cellules autres que des neu-
ronecs suggere que ces protéines font
partie d’'une méme famille de récep-
tcurs des protéines SNAP.

Les syntaxines (A ct B) sont des pro-
téines de 35 kDa accrochées a la mem-
brane présynaptique par une seule
région transmembranaire. On les
retrouve principalement au niveau des
zones d’activité de la membrane ou
sont arrimées des vésicules synaptiques
prétes a relarguer leur contenu en
réponse a une entrée de calcium [4].
La rapidité de ce relargage suggere

que, lorsque les vésicules sont arrimées
a la membrane présynaptique, les dif-
férentes composantes de la machinerie
de fusion sont pré-assemblées mais non
fonctionnelles. Il est intéressant de
noter a ce propos que la syntaxine
peut étre directement associée a une
autre protéine des vésicules synapti-
ques, la synaptogamine, dont la con-
formation est dépendante du calcium
[5]. Les conditions expérimentales uti-
lisées dans ce travail ne permettent pas
d’observer I'interaction entre syntaxine
et synaptogamine. Il est possible que
la synaptogamine et la petite pro-
téine G Rab-3A, qui sc dissocie des
vésicules synaptiques lors de la fusion,
participent au contréle de la fusion des
membranes par un mécanisme dépen-
dant du flux de calcium provoqué par
le potenticl d’action.

Les protéines NSF, SNAP, syntaxines
et synaptobrévine ont des homologues
chez la levure qui sont impliqués dans
la fusion et le transport des vésicules
in vivo. Cela indique que le modele
proposé ci-dessus n’est pas spécifique
d’un type cellulaire et pourrait étre
généralisé a D’ensemble des cellules
eucaryotes. NSF et SNAP pourraient
étre les composantes communes aux
fusions successives entre vésicules de
transport et membrane cible alors que
la spécificité des arrimages serait déter-
minée par les récepteurs des protéines
SNAP. Nul doute que d’autres récep-
teurs des protéines SNAP seront bien-
tot identifiés et localisés in situ.
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