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Initiation de ’endocytose
par vésicules de clathrine

Des « sculpteurs
de membrane » au travail

E€mmanuel Boucrot, Harvey T. McMahon

> U'endocytose par vésicules recouver-
tes de clathrine est une voie majeure
d’internalisation dans les cellules de
nombreux récepteurs transmembranaires
ayant des rdles-clés dans de multiples
fonctions cellulaires [1, 2]. Cette voie
d’endocytose contrdle I’entrée sélec-
tive de nombreux facteurs de croissance
(hormones) et nutriments [2]. €Elle est
aussi détournée par certains virus et
bactéries qui infectent les cellules de
cette fagon.

La formation de vésicules recouvertes
de clathrine requiert 'action concer-
tée de plusieurs dizaines de protéines.
Les étapes nécessaires sont le tri et la
concentration des récepteurs, la défor-
mation de la membrane plasmique et le
recrutement du manteau de clathrine
pour former un puits recouvert de clath-
rine, et enfin la scission de la vésicule
de la surface cellulaire (Figure 1). Les
principales protéines impliquées lors de
ces étapes sont I"adaptateur AP2, les
triskeles de clathrine (voir plus loin et
[33]), la mécano-enzyme dynamine et
de nombreuses protéines dites accessoi-
res ayant des fonctions diverses, comme
I'aide au tri sélectif des récepteurs ou la
déformation de la membrane plasmique
(3, 4].

La clathrine est présente dans le cytosol
sous forme de triskeles! qui se polymé-
risent en cages formées d’hexagones et

!La clathrine est constituée de trois chaines lourdes asso-
ciées par leur domaine carboxy-terminal, chacune d’elles
étant associée a une chaine légere. Cet assemblage a été
visualisé en microscopie électronique et appelé « triskele »
par ressemblance avec le symbole celte du mouvement
perpétuel (repris de [33]).
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de pentagones (de forme similaire a un
ballon de football) [5, 6]. La clathrine
ne peut pas se lier directement a la
membrane plasmique ou aux récepteurs
transmembranaires et sa polymérisation
est dépendante de protéines adaptatri-
ces, comme AP2 (Figure 1) [3]. Formée
de quatre sous-unités (a2, B2, p2 et 6:2),
AP2 fait la connexion entre de nombreux
récepteurs, les triskéles de clathrine et
de nombreuses protéines accessoires
[3, 7]. Plusieurs dizaines d’autres pro-
téines se lient soit a la clathrine soit a
’adaptateur AP2 et sont impliquées dans
la formation des vésicules de clathrine
[3, 4]. La fonction précise de nombre
d’entre elles est toujours inconnue. Le
détachement des vésicules de clathrine
de la membrane plasmique requiert I'ac-
tion de la dynamine, une mécano-en-
zyme qui induit la fission de la base
(« au cou ») de la vésicule [8]. Enfin, le
désassemblage du manteau de clathrine
de la vésicule nouvellement formée est
assuré par I’ATPase Hsc70, recrutée par
la protéine auxiline (Figure 1) [9-11]. La
vésicule poursuit alors son chemin vers
les endosomes précoces, et les compo-
sants de la machinerie du manteau de
clathrine sont de nouveau disponibles
pour un cycle.

Les récents progres technologiques,
comme la vidéomicroscopie, la spectro-
métrie de masse et la déplétion ciblée
de protéines par des ARN interférents ont
permis d’acquérir une meilleure connais-
sance du processus de formation des
vésicules de clathrine. U'utilisation de la
vidéomicroscopie a permis "observation
en temps réel de la formation de vési-

cules de clathrine individuelles [12-14].
Des études utilisant la spectrométrie de
masse ont identifié de nombreuses nou-
velles protéines présentes dans les vési-
cules de clathrine [15, 16] dont les fonc-
tions ont été identifiées grace a Ieffet
d’ARN interférents [17, 18]. Cependant,
plusieurs étapes de la formation des
vésicules de clathrine restent incompri-
ses, dont initiation, ou nucléation, des
puits de clathrine.

Induction des vésicules de clathrine :
le role controversé d’AP2

Uinitiation de la formation de vésicu-
les de clathrine est une étape diffi-
cile a étudier: les puits recouverts de
clathrine se forment et deviennent des
vésicules relativement rapidement (20 &
90 secondes), sont trop petits (environ
100 nm) pour étre observés directement
par microscopie optique et se forment
aléatoirement sur la surface des cellu-
les [19, 20]. Uadaptateur AP2 a long-
temps été considéré comme responsable
de la nucléation des puits de clathrine.
En effet, cet adaptateur tétraméri-
que est idéalement placé au centre du
réseau d’interactions protéiques impli-
quées dans la formation des vésicules
de clathrine [3]. AP2 se lie simulta-
nément aux motifs endocytiques des
récepteurs transmembranaires via ses
sous-unités p2 and G2, et aux triskeles
de clathrine via B2 [4]. AP2 se lie aussi
au phosphatidylinositol bisphosphate
(Pi[4,51P,), un lipide spécifique de la
membrane plasmique, via pu2 et o2 et a
de nombreuses protéines accessoires via
o2 et B2 [4]. Le rdle central d’AP2 a été
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Figure 1. Modéle classique de la formation
des vésicules de clathrine. 'adaptateur AP2
(jaune) se lie & la membrane plasmique en
reconnaissant le lipide Pi(4,5)P, et des motifs
endocytiques de certains récepteurs trans-
membranaires (étoiles rouges). Les triskeles
de clathrine (bleu) ne peuvent pas lier directe-
ment la membrane plasmique et ne sont recru-

tés que par 'intermédiaire d’AP2 ou d’autres

adaptateurs. La polymérisation du manteau de clathrine induit la déformation de la membrane plasmique et la formation d’un puits recouvert de

clathrine. La mécano-enzyme dynamine se polymérise au cou de la vésicule naissante et, par hydrolyse de GTP, induit la scission de la vésicule. A

ce stade, "auxiline recrute Hsc70 qui induit la dépolymérisation du manteau de clathrine. La vésicule continue alors son chemin en route pour les

endosomes précoces, et les composants de la machinerie de la clathrine sont libérés pour un nouveau cycle.

remis en question par les résultats d’une
étude qui suggérait que la déplétion
d’AP2 ne bloquait pas totalement la for-
mation des vésicules de clathrine [21].
On pouvait donc prédire que d’autres
protéines accessoires pourraient rem-
plir le réle d’AP2, tout du moins en son
absence. Cependant, faute de preuves
de la formation de vésicules de clath-
rine dépourvues d’AP2, et compte tenu
de certains détails importants des pro-
tocoles expérimentaux employés, le réle
central et indispensable d’AP2 a été
réétabli [3, 17, 22]. Néanmoins, méme
s’il est central, AP2 n’a pas une grande
affinité pour la membrane plasmique
(Pi[4,5]P2) et les récepteurs transmem-
branaires, caractéristiques attendues
pour induire la formation de puits de
clathrine. De plus, I'arrimage a la mem-
brane des triskeles de clathrine par le
biais des adaptateurs (AP2 ou autres)
et leur polymérisation ne sont pas suf-
fisants pour induire la courbure de la
membrane plasmique nécessaire a la
formation de puits, puis de vésicules.
Ceci est bien illustré par les fréquents
treillis plats de clathrine observés a la
surface de nombreuses cellules [23]. Le
role actif de certaines protéines capa-
bles de « sculpter » la membrane plas-
mique a été établi [24-27]. €n revan-
che, parmi les protéines connues ayant
ces propriétés, la plupart ont un réle
tardif lors de la transition, au moment
ou les puits de clathrine deviennent des
vésicules.
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Les protéines FCHo

sont des nucléateurs de

la formation des vésicules de clathrine
Parmi les protéines récemment asso-
ciées a la formation des vésicules de
clathrine, une nouvelle petite famille,
celle des protéines FCHo (Fer/Cip4
homology domain-only), a montré des
propriétés particulieres. Dans des cel-
lules épithéliales et neuronales mam-
miferes, les protéines FCHo ont été
détectées, par vidéomicroscopie et
microscopie électronique, a la mem-
brane plasmique avant méme AP2 et
la clathrine (Figure 2) [28]. €Elles défi-
nissent ainsi I’endroit ou les puits de
clathrine se formeront. Ce sont les pre-
mieres protéines a avoir été détectées,
et elles précéderaient la mise en place
de la machinerie de formation des vési-
cules de clathrine [28]. Chez ’homme,
il existe trois protéines FCHo, produits
des génes FCHOI (deux isoformes) et
FCHO2. Chez la levure Saccharomyces
cerevisiae, il existe un seul homologue,
le géne SYP1 (suppressor of yeast pro-
filin deletion). La protéine Sypl a aussi
été détectée au tout début de la for-
mation des vésicules de clathrine [29,
30]. Contrairement aux autres protéines
associées a la formation des puits de
clathrine, les FCHo ne sont pas présen-
tes dans les vésicules de clathrine, le
« produit final » [15, 16]. Elles ne sont
plus détectées apreés la constriction
du cou de la vésicule, juste avant son
détachement [28]. Les manipulations

des niveaux d’expression des protéines
FCHo ont révélé I'influence directe de
ces protéines sur la nucléation des vési-
cules de clathrine. Lorsque les niveaux
des protéines FCHo sont diminués par
ARN interférence, le nombre de puits
de clathrine a la membrane plasmique
chute de maniére drastique [28]. Il y
a une inhibition paralléle de I’interna-
lisation de ligands qui dépendent de
la clathrine pour leur entrée dans les
cellules, comme la transferrine (qui
transporte le fer dans les cellules), le
cholestérol (LDL) et le facteur de crois-
sance EGF (epidermal growth factor).
A Iinverse, la titration des niveaux
d’expression des protéines FCHo par
surexpression induit une augmentation
paralléle du nombre de puits et vésicu-
les de clathrine [28]. Comme il existe
une corrélation directe entre la dose de
protéines FCHo surexprimées et le nom-
bre de vésicules de clathrine produites,
cela suggére un role direct des pro-
téines FCHo. Les vésicules de clathrine
additionnelles sont productives car il y
a une augmentation paralléle de I'in-
ternalisation de la transferrine dans les
cellules. Les protéines FCHo ont un rdle
redondant car la déplétion simultanée
de FCHol et FCHo?2 est nécessaire pour
inhiber la formation des vésicules de
clathrine. A Iinverse, la surexpression
de chacune des protéines est suffisante
pour induire la formation de vésicules
de clathrine additionnelles [28]. Ces
études ont permis d’ajouter une étape
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Figure 2. Les protéines FCHo initient la forma-
tion des vésicules de clathrine. £n haut : en
vidéomicroscopie (kymographe), les protéines
FCHol et 2 (rouge) sont détectées avant la
clathrine (vert). Au milieu : I'immunomar-
quage de FCHo2 (points rouges) observé par
microscopie électronique cryogénique (pour
préserver les membranes) montre que FCHo?2
est présent sur des surfaces planes, avant le
recrutement d’un manteau de clathrine, puis

se concentre au cou de la vésicule naissante.

€n bas : nouveau modéle de formation des vésicules de clathrine. Les protéines FCHol et 2 (rouge) lient la membrane plasmique riche en Pi(4,5)P,,

recrutent les protéines Eps15, Eps15R (violet) et les intersectines (jaune), qui & leur tour regroupent et maintiennent les protéines FCHo et recrutent

I’adaptateur AP? et les triskéles de clathrine (vert), induisant I’initiation de la formation d’un puits de clathrine. Les protéines FCHo restent au cou

de la vésicule naissante ol leur activité de « sculpteur » de membrane est nécessaire pour la génération de la courbure requise pour la déformation

de la membrane. Le reste du processus est le méme que celui décrit en Figure 1. D’aprés [28].

supplémentaire en amont du modele
classique de formation des puits de
clathrine (Figure 2).

Comment les protéines FCHo

induisent-elles la formation

des vésicules de clathrine ?

Les trois protéines FCHo sont composées
de domaines similaires : elles possedent
un domaine F-BAR (Fes/CIP4 homology-
BAR) & leur extrémité amino-terminale
et un domaine d’homologie & la sous-
unité p de AP2, appelé pHD (u homo-
logy domain) & leur extrémité carboxy-
terminale (Figure 3). Ce dernier est un
domaine de séquence et de structure
similaires a la sous-unité p2 de I'adap-
tateur AP2, présent dans les protéines
FCHo et SGIP1 (SH3-containing GRB2-like
protein 3-interacting protein 1) [29]. Les
protéines FCHo ne se lient directement ni
a AP2 ni a la clathrine [28]. €n revanche,
via leur domaine pHD, elles forment un
complexe direct avec plusieurs autres
protéines impliquées dans la formation
des vésicules de clathrine, en particulier
€psl5 (epidermal growth factor receptor
substrate 15) et Epsl5R et les inter-
sectines [28, 29]. Ces derniéres se lient
aussi a AP2, a la clathrine et a plusieurs
autres protéines importantes pour la for-
mation de vésicules, telle la dynamine.
Ces protéines sont recrutées aux zones
qui deviendront des puits de clathrine
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aussi précocement que les protéines
FCHo, et indépendamment d’AP2 [28].
La fonction et la concentration en zones
définies des protéines FCHo dépendent
d’Epslb, Epsl5R et des intersectines,
car la diminution simultanée de leur
expression induit la méme inhibition de
la formation de puits de clathrine que la
déplétion des protéines FCHo. €n revan-
che, les FCHo agissent en amont de ces
protéines car, en absence des FCHo, elles
ne sont pas recrutées a la membrane
plasmique [28]. Les FCHo se lient a la
membrane plasmique indépendamment
de toute autre protéine grace a leurs
domaines F-BAR. Les protéines a domai-
nes F-BAR forment une sous-classe de
la famille des protéines a domaines BAR
(Bin/Amphiphysin/Rvs) [31]. Les domai-
nes BAR sont des modules de dimérisa-
tion intermoléculaires en forme de crois-
sant, ayant des faces concaves riches en
résidus chargés positivement et pouvant
lier les lipides des membranes cellulaires
chargés négativement (Figure 3) [26].
€n plus de leur capacité a se lier aux
membranes, les domaines BAR ont aussi
celle de sentir et d’induire une courbure
chez celles-ci [26]. Les domaines F-BAR
peuvent également se lier aux mem-
branes et induire une courbure, mais,
en raison de la formation d’un angle
moins prononcé, ils n'induisent pas de
courbure aussi extréme que celle qu’in-

duisent les domaines BAR [27, 32]. Le
domaine F-BAR des protéines FCHo a une
préférence pour le Pi(4,5)P, par rapport
aux autres lipides [28], ce qui explique
pourquoi ces protéines sont exclusive-
ment recrutées a la membrane plasmi-
que, qui est tres riche en Pi(4,5)P,. Lors
d’expériences de tubulation in vitro, le
domaine F-BAR de FCHo? est capable
de déformer des liposomes en tubes de
diametres allant de 130 a 18 nm selon
la concentration de protéines [28].
Plusieurs autres protéines telles que
"amphiphysine, SNX9, FBP17, I"endophi-
line et I’epsine sont impliquées dans la
formation de vésicules de clathrine et
ont la capacité d’induire une courbure
de la membrane [25-27, 31]. €n revan-
che, toutes ces protéines ont un réle
plus tardif que les FCHo et n’induisent
pas la nucléation des puits de clathrine.
Le domaine F-BAR des protéines FCHo
joue un rdle crucial dans leurs fonc-
tions. Des mutations visant a réduire
leur dimérisation ou leur capacité a se
lier aux membranes suffisent a abolir la
capacité des protéines FCHo a induire
la formation de puits de clathrine [28,
29]. De plus, la capacité des FCHo a
« sculpter » la membrane plasmique a
travers leurs domaines F-BAR est cru-
ciale pour la progression des puits de
clathrine en vésicules. €n effet, deux
mutations indépendantes qui abolissent



Figure 3. Les protéines FCHo sont des « sculpteurs

B de membrane ». A. Les protéines FCHo sont com-
) ‘ posées d’un domaine F-BAR (Fes/CIP4 homology-
& — BAR) a leurs extrémités amino-terminales et un

domaine d’homologie a la sous-unité p de AP2,
«pHD » (1 homology domain) & leur extrémité
carboxy-terminale. Deux molécules de FCHo?2 sont

représentées ici (une bleue et une magenta), for-

mant un dimére fonctionnel. La dimérisation des

ol
:é

croissant, avec une face concave riche en résidus chargés positivement qui se lie et déforme les membranes. Les domaines pHD se lient aux protéines

domaines F-BAR crée un domaine en forme de

Epslh, Eps15R etintersectines qui, a leur tour, recrutent I’adaptateur AP2 et les triskeles de clathrine. B. Les domaines F-BAR des protéines FCHo peuvent
induire plusieurs degrés de courbure de la membrane plasmique. Il existe un parallele entre I’arrangement des domaines F-BAR de FCHo? sur les tubes

de diamétres allant de 130 a 18 nm qu’ils induisent in vitro (bas) et I’arrangement qu’ils pourraient avoir au cou de la vésicule naissante (haut). Les

protéines FCHo restent au cou de la vésicule (voir images de microscopie électronique de la Figure 2) (d’aprés [281).
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