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Résumé- Les récepteurs membranaires controlent les mécanismes essentiels tels que la croissance, ’adhésion,
la différenciation et le métabolisme cellulaires via I'activation de voies de signalisation spécifiques. Il apparait
désormais que ces récepteurs ne signalent pas seulement depuis la surface des cellules, mais également, depuis
des compartiments intracellulaires, en particulier les endosomes, seulement aprés avoir été internalisés avec
leurs ligands via des voies d’endocytose différentes. Cette synthése illustre comment une telle compartimenta-
tion spatio-temporelle de la transduction du signal permet un degré supplémentaire de régulation des processus
cellulaires engagés.
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Abstract-Endosomal control of intracellular signaling. Membrane receptors control essential processes
such as cell growth, adhesion, differentiation and metabolism through the activation of specific signaling
pathways. Nowadays, these receptors are not only known to signal from the plasma membrane but also from
intracellular compartments. Indeed, after being internalized with their ligands wvia different endocytic
pathways, some membrane receptors can initiate signal only after reaching the sorting endosome where they
associate with specific protein partners. This review illustrates how this spatio-temporal regulation of signal
transduction can occur, with several examples, including interferon receptors which activate JAK/STAT
signaling pathways. The literature presented here explains why this control of signaling pathways occuring at

the endosomal level creates a higher degree of tuning for the affected cellular processes.
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Un organisme pluricellulaire est composé de cellules
spécialisées permettant une division des taches & travers un
répertoire spécifique de récepteurs ala membrane plasmique.
A cause de cette spécificité, tout organisme requiert la mise
en place de communications intracellulaires afin d’assurer
son parfait développement, la régulation de son homéostasie,
ainsi que son adaptation & I’environnement extérieur. Ainsi,
divers stimuli (mécaniques, chimiques, hormonaux...) sont
détectés par des récepteurs spécialisés de la surface cellulaire,
qui transférent le signal & lintérieur de la cellule en
déclenchant une ou plusieurs cascades de signalisation. Ce
processus est communément appelé transduction du signal,
et conduit généralement & la transcription de génes cibles,
médiateurs des réponses biologiques.
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Encore aujourd’hui, le dogme prédominant veut que
la signalisation ait lieu directement au niveau de la
membrane plasmique. Si ce modéle est vrai pour certains
récepteurs, comme celui de l'interféron gamma (IFN-
YR), qui transduit le signal & partir de nanodomaines
membranaires spécifiques (Blouin et al., 2016), il ne
semble pas tenir compte du grand nombre de récepteurs
et du nombre limité d’effecteurs en aval communs a
différentes voies de signalisation. Ceci refléte ce que 'on
considére comme « le paradoxe de signalisation » et pose
la question du maintien de la spécificité du signal. A la
surface des cellules, la densité des récepteurs membra-
naires et les mécanismes la contrélant, comme 1’endocy-
tose, apparaissent cruciaux dans la régulation de la
transduction du signal (Piehler et al., 2012; You et al.,
2014).
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Figure 1. Voies d’endocytose des récepteurs membranaires dans la cellule.

En paralléle des puits recouverts de clathrine, plusieurs autres voies d’endocytose existent. Parmi elles, certaines nécessitent
Iintervention de la dynamine pour séparer de la membrane plasmique les vésicules qui rejoindront ’endosome de tri. On retrouve ainsi
(de gauche a droite) ’endocytose par les cavéoles, invaginations recouvertes de cavéolines, la voie nécessitant I’endophiline A2 et celle
dépendant de I'activation de RhoA et Racl. D’autres voies d’entrée des récepteurs membranaires ne font pas intervenir la dynamine
mais font intervenir Cdc42 et GRAF1 pour 'endocytose de protéines & ancre GPI via des intermédiaires de transport en forme de
croissant, l'activité de Arf6 ou encore la présence d’'un « manteau de flotillines ».

Endocytose : porte d’entrée du signal ?

Pendant longtemps, I’endocytose a été considérée
comme un mécanisme passif seulement nécessaire &
I'internalisation de portions de la membrane plasmique
et de molécules solubles du milieu extracellulaire.
Cependant, pour une part non négligeable de récepteurs,
I’endocytose apparait désormais comme nécessaire &
Iinitiation de la signalisation associée. Le role de
I’endocytose dans la signalisation est donc aussi complexe
que les voies d’internalisation sont multiples. En effet, les
différentes voies d’endocytose reposent sur des mécanis-
mes complexes (Figure 1). La sélection des molécules
cargos, la structure et les mécanismes de formation des
intermédiaires de transport et les machineries moléculai-
res impliquées différent d’une voie a 'autre. La principale
distinction se fait suivant leur dépendance ou non & la
présence de clathrine : endocytose clathrine-dépendante et
endocytose clathrine-indépendante (pour revue voir
Kaksonen & Roux, 2018 ; Sandvig et al., 2018).

Intéressons-nous en détail & 'endocytose clathrine-
dépendante. Il s’agit de la voie la plus étudiée, car une
grande majorité des récepteurs transmembranaires et
leurs ligands (i.e. cargos) sont endocytés par les puits
recouverts de clathrine (McMahon & Boucrot, 2011).
Historiquement, ces processus d’endocytose ont d’abord
été observés en microscopie électronique dans des oocytes
de moustique (Roth & Porter, 1964). Des années plus tard,
des travaux sur des vésicules isolées de cerveaux de cochon
d’'Inde ont permis d’établir la structure de base du
manteau de clathrine (Kanaseki & Kadota, 1969). Cette

étude a révélé que les vésicules «en panier» sont
retrouvées dans de nombreux tissus, formant un réseau
de polygones et d’hexagones qui se courbent afin
d’encapsuler la bicouche lipidique. Par la suite, des études
structurales ont permis de décrire avec une plus grande
précision ce manteau composé de ’assemblage d’un motif
unique en triskélion (Ungewickell & Branton, 1981). Il
s’agit d’un trimeére qui est constitué de trois bras flexibles,
chacun contenant une chaine lourde de 190 kDa, et d’une
chaine légére de 25 kDa associée a la chaine lourde par son
coté proximal (Kirchhausen, 2000). Chaque sous-unité du
manteau & clathrine est formée de trimeéres symétriques
qui s’assemblent en une cage polyhédrique ressemblant &
la couture d’un ballon de football (Crowther & Pearse,
1981). L’endocytose clathrine-dépendante est un proces-
sus complexe divisé en différentes étapes. La premiére
comprend la formation du manteau autour des invagi-
nations, qui repose sur la nucléation de la clathrine,
ensuite vient la sélection des cargos médiée par des
adaptateurs protéiques. Ce qui est suivi de la propaga-
tion et de ’assemblage du manteau de clathrine, puis de
sa scission dynamine-dépendante et de son désassem-
blage (McMahon & Boucrot, 2011).

Si historiquement, la voie d’endocytose clathrine-
dépendante a été découverte la premiére, elle n’est pas
la seule & permettre I'internalisation de cargos (Figure 1).
En effet, parmi les voies clathrine-indépendantes, on
compte notamment ’endocytose via les cavéoles, petites
invaginations de la membrane plasmique recouvertes de
cavéolines (Cheng & Nichols, 2016 ; Lamaze et al., 2017),
Pentrée de toxines et de récepteurs par la voie FEME (Fast
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Endophilin A2-Dependent Endocytosis) (Boucrot et al.,
2015; Renard et al., 2015), la voie d’endocytose du
récepteur a linterleukine 2 (IL-2R), wvia lactivation de
RhoA et Racl (Lamaze et al., 1996, 2001), qui sont toutes
dépendantes de la dynamine. Ils existent des voies
d’endocytose clathrine et dynamine-indépendantes telles
que la voie CLIC/GEEC (Clathrin independent carriers/
GPI-AP enriched early endosomal compartment) dépen-
dante de Cdc42 et GRAF1, la voie de dépendante de Arf6
(ADP ribosylation factor 6), et celle dépendante de la
flotilline (Blouin, 2013).

Bien que les récepteurs membranaires puissent
emprunter différentes voies d’endocytose pour étre inter-
nalisés, ils convergent tous dans une structure commune :
I'endosome précoce ou endosome de tri (Williams & Urbé,
2007; Scott et al., 2014). Du point de vue du trafic
intracellulaire, ’endosome précoce peut étre considéré
comme le poste d’aiguillage de la cellule dans lequel les
cargos internalisés vont étre orientés vers leur destination
finale. Ainsi, la fonction majeure de I’endosome précoce est
de ségréger les cargos qui peuvent étre réutilisés par la
cellule et étre recyclés vers la membrane plasmique, de
ceux, généralement ubiquitinés, ayant pour destination
finale la voie de dégradation lysosomale. Dans les cellules
de mammiféres, les endosomes de tri sont reconnaissables
a leur forme tubulo-vésiculaire. Dans leurs propriétés
intrinséques, on peut citer leur enrichissement en lipides
membranaires PI3P (phosphatidylinositol-3-phosphate)
et la présence a leur surface de petites GTPases Rab5 qui
sont a’origine du recrutement de EEA1 (Early Endosome
Antigen-1) (Rink et al., 2005 ; Williams & Urbé, 2007).

Endocytose de I'EGFR et de TrkA:
naissance du concept d’endosome de
signalisation

Le NGF (Nerve Growth Factor) induit I'internalisa-
tion rapide de TrkA ( Tropomyosin receptor kinase A), son
récepteur associé (Grimes et al., 1996). Le NGF, lié a
TrkA, a été observé dans des vésicules proches de la
membrane plasmique et contenant de la clathrine,
identifiées par la suite comme étant des endosomes. Dans
ces structures, TrkA est phosphorylé et interagit avec son
effecteur PLC-y1 (Phospholipase C-y1), suggérant 1’exis-
tence d’endosomes contenant des récepteurs activés
pouvant potentiellement participer a la transduction du
signal. Cette étude a posé les jalons de la notion
d’endosome de signalisation.

Dans une étude pionniére, I'utilisation d’un mutant
dominant négatif de la dynamine (Dyn-K44A) a permis de
démontrer le role critique de l’endocytose clathrine-
dépendante pour la signalisation en aval du récepteur a
I'EGF (EGFR) (Vieira et al., 1996). D’autres récepteurs
tyrosine kinases (RTK) ont été observés, toujours associés
& leur ligand et présentant une activité catalytique
jusqu’aux étapes tardives du processus endocytique
(Sorkin et Von Zastrow, 2002). De plus, la présence au
niveau de ’endosome de tous les composants de la cascade

d’activation de ERK (FEztracellular signal-Regulated
Kinase) —MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase)
suggére que ’environnement endosomal est favorable au
maintien de Pactivation (Sorkin & von Zastrow, 2009). En
effet, '"EGFR doit étre internalisé pour étre phosphorylé,
et cela afin d’activer entiérement ses effecteurs comme les
kinases ERK1/2, qui, a leur tour, peuvent transduire le
signal. Cette étude a été l'une des premiéres a décrire
I’endosome de tri comme un régulateur positif d’une
cascade de signalisation. De nombreuses publications ont
suivi, rapportant D'activation de plusieurs voies de
signalisation prenant place spécifiquement & I’endosome
et médiées par des stimuli divers et variés tels que les
PAMP  (Pathogen-Associated Molecular —Patterns),
Notch, et Wnt, mais aussi par de nombreuses cytokines
comme le TGF-BTumor Growth Factor-g ou le TNFa
(Tumor Necrosis Factor-a) ainsi que par différentes
hormones de croissance (Sorkin & von Zastrow, 2009 ;
Bokel & Brand, 2014).

Ségrégation des Toll-like récepteurs:
compartimentation du signal dans I'espace
et le temps

Nous venons de présenter I’endosome de tri comme
foyer potentiel de I'activation des récepteurs endocytés.
Cependant, ce n’est pas son seul role. En effet, c’est un
commutateur de signal qui va permettre d’induire une
cascade de signalisation endosomale complétement diffé-
rente de celle réalisée a la membrane plasmique par le
récepteur déja activé. La famille des Toll-like récepteurs
(TLR) illustre parfaitement ce switch. Les TLR font partie
de la famille des PRR, (Pattern Recognition Receptors) et
reconnaissent des PAMP (Pathogen Associated Molecular
Patterns) de nature trés variée, allant des composants de
la paroi bactérienne aux acides nucléiques viraux (Gay
et al., 2014). L’intérét porté aux TLR s’est vu croitre au
cours des dix derniéres années grace a des travaux majeurs
montrant leur implication dans le développement de
maladies inflammatoires. On compte parmi celles-ci,
I’athérosclérose qui induit des pathologies coronariennes
et cérébro-vasculaires, facteurs majeurs de mortalité dans
le monde (Cole et al., 2013). Des études récentes menées
sur des modeéles murins déplétés (knock-out) de certains
TLR ont révélé que les TLR2 et TLR4 sont pro-
athérogéniques alors que les TLR3 et TLR7 semblent
protéger contre l’athérosclérose (Cole et al., 2013;
Karadimou et al., 2017). Le génome humain comprend
dix TLR, qui sont classiquement répartis en deux
catégories: les TLR de surface (TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5, TLR6 et TLR10), et les TLR résidents de
lendosome (TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9), ou respecti-
vement les TLR pro- et les TLR anti-athérogéniques.
Cependant, cette description simpliste se heurte aux
conclusions de nombreuses études pionniéres dans le
domaine, qui ont dévoilé que les TLR2 et TLR4 sont
endocytés de maniére clathrine-dépendante et peuvent
ainsi générer deux cascades de signalisation distinctes:
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une 4 la membrane plasmique médiée par les adaptateurs
MyD88 et Mal menant & la translocation nucléaire du
facteur de transcription NFkB activé, induisant ainsi la
production de cytokines et de chemokines pro-inflamma-
toires (IL-6, IL-8, RANTES...), et une autre cascade de
signalisation endosomale médiée par ’adaptateur TRAM
(TRIF-Related Adaptor Molecule), entrainant la trans-
location nucléaire des facteurs de transcription IRF3 et
IRF7 (Interferon Regulatory Factors) activés, induisant
une réponse antivirale par la production d’interférons
(IFN) de type I (IFNa/B) (Kagan et al., 2008 ; Dietrich
et al., 2010 ; Stewart et al., 2010 ; Brandt et al., 2013 ; Stack
et al., 2014).

Ainsi, pour les TLR2 et TLR4, I’endosome sert a ré-
aiguiller leur signal, un ré-aiguillage spatial mais surtout
temporel qui pourrait expliquer la différence de phénotype
entre les TLR2/4 et les TLR3/7.

Contrdle endosomal de 'activation de la voie
JAK/STAT

La signalisation JAK/STAT induite par les IFN de
type I illustre parfaitement la dualité de I’endosome de tri
dans la régulation d’une cascade de signalisation
(Figure 2).

Chez I’homme, la famille des IFN de type I est
composée de 17sous-types différents comprenant
12sous-types d'TFNa, IFNB, IFNe, IFNk et IFNw
(Pestka et al., 2004). Par rapport aux IFN-vy (type II)
et IFN-N (type III), les IFN de type I présentent la
particularité de se lier tous au méme récepteur IFN-aR
et d’induire a la fois des réponses cellulaires identiques
mais également différentes (Brierley & Fish, 2002). Le
récepteur IFN-aR est composé de deux sous-unités IFN-
aR1/IFN-aR2 (codées chez ’humain par le chromosome
21) (Bazan, 1990). Les deux chaines du récepteur, IFN-
aR1 et IFN-aR2, ne sont ni groupées ni pré-assemblées &
la membrane plasmique en absence de ligand. Elles
requiérent la liaison aux IFN pour s’associer (Cohen
et al., 1995). Un mécanisme en deux étapes a été proposé
pour expliquer linteraction entre les deux chaines
(Lamken et al., 2004 ; Gavutis et al., 2005). La premiére
étape consiste en la liaison de 'TFN de type I 4 IFN-aR2,
puis dans un second temps [IFN-aR1 vient s’associer avec
le complexe ainsi formé. La formation de ce complexe
ternaire est nécessaire pour amorcer la cascade de
signalisation en aval du récepteur. En effet, le récepteur
IFNAR est dépourvu d’activité kinase intrinséque, et par
conséquent a besoin de kinases pour transduire le signal.
TYK2 et JAKI1, deux Janus Kinases (JAK), sont
constitutivement associées respectivement a IFN-aR1
et IFN-aR2. La liaison entre le ligand et le récepteur
IFN-aR va induire un réarrangement des chaines
menant & lactivation des JAK par auto- et trans-
phosphorylation (Lamken et al., 2004; Strunk et al.,
2008). La tyrosine phosophorylation des deux chaines,
IFN-aR1 (Colamonici et al., 1994) et IFN-aR2 (Uddin
et al., 1995), entraine le recrutement des facteurs de
transcription STAT (Signal Transducers and Activators
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Figure 2. Controle de la signalisation JAK/STAT par
I’endocytose et le trafic intracellulaire du complexe IFNAR
activé.

A T’état basal, les sous-unités 1 et 2 du récepteur aux interférons
de type I (IFNAR1 & IFNAR2) ne sont pas associées a la
membrane plasmique. La liaison de leur ligand va rapidement
induire la formation du complexe dimérique IFNAR1-IFNAR2.
Celui-ci sera rapidement endocyté par la cellule via les puits
recouverts de clathrine et dirigé vers l’endosome de tri.
L’activation de la voie JAK/STAT n’a lieu qu’une fois dans ce
compartiment, grace certainement & linteraction avec des
partenaires qui restent & identifier. Le complexe rétromére va,
quant a lui, permettre la dissociation de IFNAR2 et son recyclage
vers la membrane plasmique, conduisant ainsi a la fin de la
transduction du signal. IFNARI] sera, lui, dirigé vers la voie de
dégradation via les corps vésiculaires et les lysosomes.

of Transcription) (Zhong et al., 1994). A leur tour les
STAT sont activés par tyrosine-phosphorylation, se
dimérisent wvia leur domaine SH2, menant & leur
translocation nucléaire puis a la transcription de milliers
de génes (Piehler et al., 2012 ; Schreiber & Piehler, 2015).

Il a été démontré que le blocage de ’endocytose
clathrine-dépendante des IFN-aR, & I'aide d’'un siRNA
dirigé contre les chaines lourdes de clathrine ou d’un
mutant inactivé de la dynamine, inhibe I'activation de
STAT1 en aval d'IFN-aR activé par 'IFN-a (Marchetti
et al., 2006). Par conséquent, cette étude pionniére dévoile
que l'internalisation des IFN-aR est requise pour trans-
duire le signal. Elle fut confirmée peu aprés chez la
drosophile qui posséde une voie JAK/STAT trés proche de
celle existante chez les mammiféres. En effet, les mutations
de Rab5 et de Hrs (Hepatocyte growth factor-regulated
tyrosine kinase substrate) affectant le trafic endosomal du
récepteur (dome) endocyté, conduisent a l'inhibition de
Pactivation de la voie JAK/STAT. Au contraire, cette
cascade n’est pas perturbée lorsque Rab11, responsable du
recyclage du récepteur, n’est plus fonctionnelle (Devergne
et al., 2007).
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Ces données révelent que l’endocytose clathrine-
dépendante et le trafic des récepteurs sont tous deux
requis pour l'activation de la voie JAK/STAT par les
IFN de type I. Ceci confirme que I’état d’activation ne
dépend pas seulement de la liaison du ligand sur le
récepteur & la surface des cellules mais également du
recrutement de partenaires, qui restent encore &
identifier, au niveau des vésicules endosomales avant
d’atteindre les lysosomes. Ce mécanisme d’activation
sélective du pool de récepteurs orientés vers la dégrada-
tion permet une régulation fine du controle de 'activa-
tion de la voie JAK/STAT.

Ainsi, comme décrit précédemment, l’endosome se
confirme comme étant un lieu de genése de ’activation des
récepteurs pouvant générer des réponses cellulaires
différentes.

Réle du complexe rétromére dans la
terminaison du signal

Récemment, une étude a fait la lumiére sur le destin
des deux chaines IFN-aR1 et IFN-aR2 au niveau de
I’endosome, en lien avec le rétromére (Chmiest et al.,
2016). Ce dernier est un complexe hétéropentamérique
ayant un réle majeur dans le tri endosomal. Il est ainsi
impliqué dans le trafic de nombreux cargos, tel que
Whntless/MIG-14, de I’endosome au Golgi, mais égale-
ment dans leur recyclage vers la membrane plasmique
(Seaman, 2012). Le rétromeére est composé de deux sous-
complexes distincts. Le premier sous-complexe endoso-
mal VPS35/VPS26/VPS29 constitue un trimére extré-
mement stable dont le role est la reconnaissance des
cargos pour le tri endosomal (Seaman, 2012; Gallon &
Cullen, 2015). Chez les mammiféres, les autres sous-
complexes sont composés par les hétérodimeéres de
sorting nexins suivantes: Snxl ou Snx2 avec Snxb ou
Snx6 (Seaman, 2012 ; Teasdale & Collins, 2012 ; Burd &
Cullen, 2014; Gallon & Cullen, 2015). De maniére
intéressante, le complexe rétromérique VPS35/VPS26/
VPS29 a été identifié comme partenaire d’interaction
avec IFN-aR2 et est nécessaire & son recyclage a la
surface cellulaire (Chmiest et al., 2016). De plus, les
travaux de cette équipe ont révélé que la déplétion de ce
complexe rétromérique induit une prolongation de
I’association des deux sous-unités IFN-aR1 et IFN-
aR2 au niveau de ’endosome de tri, et par conséquent de
la prolongation de la signalisation JAK/STAT induite
par les IFN de type I. Ainsi, le complexe rétromérique
controle la dissociation dans le temps et I’espace des deux
sous-unités IFN-aR1-IFN-aR2. Cet exemple souligne le
role clé que joue I’endosome de tri dans la conclusion
d’une signalisation cellulaire et du controle spatio-
temporel qui résulte de cette compartimentation.

Conclusion

Si aujourd’hui toutes ces études confortent I’endo-
some dans son role de chef d’orchestre de la signalisation

intracellulaire ségrégée dans le temps et ’espace par le
trafic intracellulaire, les mécanismes moléculaires sous-
jacents demeurent cependant encore trés peu étudiés. En
effet, comment expliquer par exemple la spécificité du
signal ? comment un méme récepteur avec différents
ligands, tels quIFNa-R1 et IFNa-R2, va-t-il pouvoir
générer des réponses cellulaires communes mais égale-
ment différentes? Existe-t-il différentes populations
endosomales qui vont chacune recruter un couple
récepteur-ligand donné? Existe-t-il différents sous-
domaines endosomaux qui puissent recruter différentes
machineries endosomales et ainsi générer différentes
réponses cellulaires? Ces hypothéses impliqueraient
différents adaptateurs moléculaires intervenant spécifi-
quement dans les différentes voies de signalisation. De
quelle nature sont-ils ? Toutes ces questions dessinent les
contours des futurs travaux qui permettront de
comprendre les rouages du controle endosomal sur la
signalisation et le trafic intracellulaires.
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