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SOMMAIRE

Les cellules épithéliales posseédent deux domaines membranaires
distincts: le domaine apical, qui fait face 2 la lumiére de I'organe, ct le domaine
basolatéral, qui interagit avec les cellules adjacentes et la matrice sous-jacente.
Ces deux régions membranaires sont formées, entre autres, par la distribution
particuliere des protéines et des lipides membranaires. Les protéines
membranaires sont transportées vers un domaine précis par l'intermédiaire de
vésicules. Ce transport vésiculaire est contrdlé par des protéines spécialisées
responsables d'étapes spécifiques de ce tri moléculaire. Parmi ces protéines
spécialisées, les protéines "adaptrices" reconnaissent des structures ou des
séquences d'acides aminés retrouvées sur les protéines membranaires. Ces
signaux de transport servent d'adresses qui permettent a la machinerie
cellulaire de reconnaitre les protéines et de les transporter a destination.

Les virus enveloppés utilisent ce processus de transport pour
bourgeonner 2 des régions spécifiques de la cellule; notamment, & 1'un ou 2
l'autre des domaines membranaires des cellules épithéliales. Il a précédemment
été démontré que le virus de 1'immunodéficience humaine (VIH) bourgeonne a
la surface basolatérale des cellules épithéliales, et que le signal responsable de
ce phénomene se trouve dans la partie cytoplasmique des glycoprotéines.
Cependant, les structures ou acides aminés impliqués dans le signal n'étaient
pas identifiés.

Cette étude décrit le processus par lequel le signal de transport
basolatéral des glycoprotéines du VIH a ét¢ identifié. Un systeme d'expression
transitoire prenant avantage de cellules épithéliales MDCK directement
cultivées sur membranes semi-perméables est utilisé. Une analyse de
mutagénése dirigée a démontré que la tyrosine amino-terminale de la région
cytoplasmique est une composante essentielle du signal de transport. Cette
étude suggdre aussi qu'une structure locale en tours B contribue a la
reconnaissance du signal. Enfin, les glycoprotéines mutantes ne démontrent
aucune perie de fonction (infection, cinétiques de réplication virales), mais
sont distribuées de fagon non-polarisée a la surface cellulaire.
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Des observations préliminaires sur les glycoprotéines des virus de la
leucémie T-lymphotropique humaine (HTLV) et de la leucémie murine
(MuLV) suggéraient qu'elles possédent des signaux de transport basolatéral.
L'effet des glycoprotéines mutantes de ces deux virus sur le bourgeonnement
polarisé du VIH a donc été étudié. Les signaux de transport de ces
glycoprotéines ont été identifiés; ils se retrouvent dans la région cytoplasmique
de ces glycoprotéines et une tyrosine est essentielle & chacun. La conservation
d'un tel signal dans plusieurs rétrovirus suggere que le bourgeonnement
polarisé est un phénoméne important dans la biologie de ce groupe de virus.

Enfin, étant donné que l'incorporation des glycoprotéines dans la
particule virale est essentielle an bourgeonnement polarisé du VIH, les
mécanismes gouvernant ce phénomene ont été étudiés. 11 a ét€ démontré que la
délétion de la partie cytoplasmique des glycoprotéines du VIH permettait leur
incorporation a l'intérieur de particules rétrovirales hétérologues. Ces
observations sont ici reproduites en tenant compte de 1'utilité€ de ces vecteurs
en thérapie génique. Les vecteurs rétroviraux ayant incorporé les
glycoprotéines tronquées transduisent spécifiquement un géne dans les cellules

CD4+ d'une population mixte de lymphocytes.

L'ensemble de ces études permettront de mieux comprendre les
mécanismes impliqués dans l'assemblage des rétrovirus et le transport
intracellulaire de leurs protéines.

MOTS CLEFS: VIH; Rétrovirus; Cellules épithéliales; Glycoprotéines;
Assemblage et Bourgeonnement viraux.
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CHAPITRE 1:
REVUE DE LA
LITTERATURE



1. Imtroduction.

Les membranes contribuent de fagon importante a la structure et a
I’identité des cellules. Elles délimitent la forme de la cellule et des organelles
du cytoplasme tout en étant responsables de la communication de la cellule
avec 1’espace extérieur. Les membranes sont constituées de deux unités de
base, les lipides et les protéines, qui déterminent leur diversité fonctionnelle et
structurale. Si les phospholipides demeurent la principale charpente
membranaire, les autres lipides et les protéines influencent profondément la
rigidité et 1a fonction de la membrane qu'ils composent. En effet, les protéines
membranaires sont les composantes actives d'une membrane cellulaire®.

Le transport des protéines membranaires vers des régions spécifiques
de la cellule est un mécanisme essenticl pour le bon fonctionnement et le
maintien des processus cellulaires essentiels. Les protéines membranaires
peuvent étre destinées au noyau, aux organelles cytoplasmiques ou a des
régions particulitres de la membrane plasmique, ou alors retenues lors de leur
maturation dans le réticulum endoplasmique ou l'appareil de Golgi*é 47, Un
complexe mécanisme de tri des protéines implique d'abord des éléments du
cytosquelette, puis des protéines spécialisées qui servent de pont entre la
molécule transportée (cargo) et la structure cellulaire!*2. Plusieurs de ces
processus de transport se basent sur la reconnaissance d'éléments structuraux
ou de séquences d'acides aminés sur les protéines membranaires. Ces
structures ou séquences constituent donc des signaux de transport, en quelque
sorte les adresses postales des protéines?s®- 438,

Les virus sont des parasites cellulaires qui prennent avantage des
cellules, en utilisant leurs processus de production et en puisant dans leurs
ressources énergétiques!’s. Les voies de transport intracellulaires n'échappent
pas i l'action virale, 'assemblage des virus pouvant alors étre ciblé vers des
régions particulidres de la cellule®*- 436. Cette section, tout en n’étant pas une
revue complete de la littérature sur les mécanismes de transport des protéines
membranaires, ni des connaissances sur le virus de l'immunodéficience
humaine, se veut plutdt une mise-a-jour des notions actuelles sur la fagon par
laquelle ce virus utilise les voies de transport de la cellule pour cibler son
bourgeonnement & une région spécitique de la membrane cellulaire.



2. Les cellules polarisées.

Les cellules eucaryotes se distinguent par la variété de formes qu’elles
adoptent et par la multitude de fonctions qu’elles exercent chez I'individu.
Cette grande diversité est intimement liée & leur capacité de maintenir une
structure particulidre par le positionnement d’éléments de leur cytosquelette et
par un tri judicieux de leurs macromolécules biologiques!!®. Souvent, ces
phénomenes sont induits et sont I'effet d’une réaction de la cellule a un
stimulus externe. Il est essentiel de souligner que la forme de la cellule évolue
avec ses états d’activation, de différentiation ou de développement!8 196, 338,
L’observation de la cellule dans sa forme polarisée, c’est-a-dire possédant des
régions clairement distinctes morphologiquement, doit donc tenir compte de
cette dynamique d’évolution cellulaire. La polarisation cellulaire se refléte entre
autres par une composition protéique et lipidique variable selon les régions de
la membrane cellulaire*°. C’est en tenant compte de ces éléments essentiels de
la polarisation que seront abordés dans cette section quelques exemples
représentatifs de ce phénomene.

2.1 Les types de cellules polarisées.
2.1.1 Les levures.

Un des modgles les plus simples de polarisation cellulaire demeure
celle observée lors du bourgeonnement des levures®’. Les mécanismes de
division cellulaire, 1’attraction par chimiotropisme et la ségrégation de la
cellule-fille par rapport a la cellule-mére lors du bourgeonnement sont tous
asymétriques chez la levure; ils se produisent principalement d’un cOté, ou
pdle, de la cellule. L’exemple du bourgeonnement polaire axial (cellules a ou
a) ou bipolaire (a/o) est aujourd’hui bien caractérisé; de nombreuses protéines
associées & I’ orientation des axes du cytosquelette ou & la formation de cet axe
ont ét¢€ identifiées. Parmi elles, il faut souligner Cdc42, une GTPase qui se
rapproche du groupe des protéines Rho et qui posséde des fonctions
conservées chez les levures et les mammiferes® 365 490, L’action des protéines
G hétérotrimériques lors des cascades moléculaires causées par les
phéromones rappelle aussi le role central des protéines G dans la polarité
cellulaire tout au long de 1’évolution?!®. Le phénomene de la polarité cellulaire



n’est donc pas exclusif aux cellules eucaryotes complexes; c’est un mécanisme
important dans le cycle cellulaire des levures.

2.1.2 Les oocytes.

L’asymétrie dans D’établissement des diverses étapes ou stades
embryonnaires chez les eucaryotes est essentielle pour leur développement
normal. Cette polarisation morphologique du cytoplasme a été observée chez
1’oocyte des le début du siecle!™. Les régions distinctes par leur pigmentation
donnent lieu & des constituantes tissulaires spécifiques. Une grande partie de la
caractérisation moléculaire de ce phénomene a été faite chez I’embryon de la
drosophile“ et I’oeuf de la grenouille Xenopus laevis®3. Beaucoup de ces
études ont porté non sculement sur la distribution des protéines
cytoplasmiques, mais aussi sur la répartition des ARNm codant pour ces
protéines. Parmi les ARNm polarisés les mieux connus chez la drosophile,
citons ceux des génes bicoid, localisé au pole antérieur'’, et nanos, du pole
postérieur282. Le gradient créé par la diffusion des protéines codées a chaque
pole de I'embryon de la drosophile aboutit ultimement & la formation de
structures spécialisées!!s 368, T est a noter que la distribution polarisée des
ARNm, comme celui de bicoid, est liée a leur rétention au pdle ol ils sont
transcrits*3, Par contre, tel ne semble pas étre le cas de ’ARNm du gene vgl
chez Xenopus laevis, qui semble transporté activement lors du développement
de I'oeuf vers le pole végétatif. Ce mouvement d’ ARNm est inhibé par le

nocodazole, agent perturbateur du réseau microtubulaire du cytosquelettess*
554

2.1.3 Les neutrophiles et les macrophages.

La capacité de certaines cellules a passer, d’une structure
essentiellement sans forme précise en une cellule clairement polarisée, est
remarquable. Ce phénomene peut &tre observé chez plusieurs types de cellules
lors de la réponse immunitaire, dont les neutrophiles et les macrophages. Ces
changements morphologiques sont la conséquence d’une stimulation cellulaire
par des cytokines spécifiques, ou d’une interaction plus directe entre les
cellules, induisant une réorganisation du cytosquelette et d’autres constituants
cytosoliques”. La migration d'un neutrophile ou d’un macrophage vers le site
d’infection nécessite un mouvement amiboide, impliquant la formation de

régions spécialisées dans la locomotion cellulaire et la phagocytose des corps



étrangers. Une importante réorganisation du réseau d’actine G en actine F,
ainsi que la distribution de la myosine, est associée aux lamellipodes
antérieurs’® alors que la fodrine est retrouvée principalement dans 1’uropode
postérieur!s.

2.1.4 Les neurones.

La morphologie de la cellule neuronale est clairement asymétrique: la
structure des neurites, ¢’est-a-dire de 1’axone et des dendrites, est clairement
différente et est liée a leurs compositions moléculaires et leurs fonctions
distinctes*?. Le role premier de I’axone est le transport de 1’information,
tandis que les dendrites regoivent le signal décodé par I’entremise du corps
cellulaire et sont responsables d’acheminer le message au point effecteur. II
n’est donc pas surprenant de trouver dans ces cellules aussi clairement
différenciées une distribution polarisée de leur cytosquelette!®4. Trois
constituants majeurs constituent le réseau du cytosquelette chez le neurone: les
microtubules, les microfilaments (type actine/myosine) et les neurofilaments
(classe de filament intermédiaire). Les microtubules sont constitués de tubuline
o et B qui s’associent plus rapidement a 'extrémité (+) qu’au pble (-) du
tubule. L’extrémité de croissance rapide tubulaire se trouve toujours distale au
corps cellulaire dans 1’axone alors que les deux orientations se retrouvent au
niveau des dendrites?!3, L’appareil de Golgi et la machinerie traductionnelle
(ribosomes) sont associés au extrémités (-) des tubules et sont localisés dans le
corps cellulaire et les dendrites; cette distribution rappelle la nécessité d’une
réponse rapide au niveau des dendrites suite & une stimulation quelconque®.

Une caractéristique a souligner de la polarité neuronale est la plasticité;
en effet, il a été démontré qu'un dendrite peut se développer en nouvelle
extrémité axonale suite 2 la perte de 1’axone!®s. Cette propriété est diie a une
réorganisation du cytosquelette, mais aussi a la redistribution remarquable des
biomolécules qui s’ensuit'®?. Les cas les plus connus de protéines polarisées
sont celles de MAP2 (microtubule-associated protein 2)1%3, des sous-unités o.
et B de la kinase Ca/CAM Il responsables de la transduction du signal, toutes
retrouvées essentiellement dans le corps cellulaire et les dendrites ainsi que de
Tau et GAP43 (growth associated-protein de 43 kDa), essentielles au
développement axonal®* 18,



Comme pour les cellules qui se polarisent de facon transitoire (le cas
précédent des neutrophiles), les neurones demeurent sensibles a leur
environnement et réagissent aux changements externes. La présence de
laminine dans la matrice extracellulaire ou de calcium influence grandement la
polarité axonale, & un point tel que plusieurs auteurs suggerent que
I’environnement orienterait le développement du pole axonal®. Ce phénoméne
nous rappelle I'influence de la matrice extracellulaire dans 1’établissement de la
polarité épithéliale.

2.1.5 Les cellules épithéliales.

L’épithélium (epi, sur; thélé, mamelon) désignait originellement la
pellicule qui recouvrait le mamelon. Aujourd’hui, la signification du mot s’est
étendue 4 tous les tissus de recouvrement. Les cellules épithéliales se
retrouvent en une multitude de sites anatomiques, acquiérent des formes trés
diverses et possédent de nombreuses fonctions spécialisées*®. Le simple fait
que le tissu epithélial controle les échanges entre les milieux externes et
internes indique la présence d’une asymétrie morphologique et fonctionnelle.
L’activité épithéliale est ainsi séparée entre une zone apicale, face au milieu
extérieur, et un domaine basolatéral, interagissant avec les cellules adjacentes
et une couche matricielle extracellulaire, la lamina basale$® 331, L’organisation
intracellulaire elle-méme est caractéristique: le noyau se situe généralement vers
le pdle basal et est chapeauté de !'appareil de Golgi; le réticulum
endoplasmique est 4 proximité de la masse nucléaire; les mitochondries et les
lysosomes sont dispersés dans le cytoplasme (figure 1)¢°. Le rble des cellules
épithéliales dans la sécrétion (par exemple, dans le poumon), 1’absorption et
I’excrétion (dans I’intestin), ou la transformation (dans le foie ou le rein), de
divers composés implique aussi un contrdle important des voies de transport
des protéines et de leur distribution cellulaire?’ 470,

L’établissement et le maintien de la forme épithéliale de la cellule
nécessitent donc la formation de jonctions et de contacts entre cellules, une
formation polarisée du cytosquelette, une distribution particuliére des protéines
et lipides membranaires ainsi que 1’attachement de la cellule 2 un substrat
basal“’3. Cet ensemble d’éléments permettent d’établir les cellules €pithéliales
comme trés bons modeles de cellules polarisées, et comme des outils idéaux
pour I'étude du phénomene de polarisation cellulaire, particuliérement au



niveau biomoléculaire. Ces cellules, faisant 1’objet du présent travail, seront
donc décrites plus en détail.

2.2 Structure des cellules épithéliales.

2.2.1 Les jonctions cellulaires.

Mis-a-part les différences morphologiques facilement identifiables chez
la cellule épithéliale, la présence de jonctions cellulaires facilite grandement la
délimitation des domaines membranaires  la surface de la cellule. Outre le role
fondamental des jonctions dans la communication intercellulaire, elles assurent
la contiguité de la monocouche et empéchent les particules du lumen de se
faufiler dans 1’espace intercellulaire®.

Les jonctions cellulaires sont elles-mémes trés variées et cette multitude
de structures est justifiée par la variété de fonctions qu’elles exercent. D’abord,
les zonula occludens (jonctions étanches) scellent 1'épithélium. Elles sont
constituées de la fusion des lamelles externes des cellules adjacentes, créant
I’apparence d’une membrane continue. Il est & noter que plusieurs résultats
expérimentaux tendent plutdt & associer les jonctions étanches a des ponts
protéiques’'2 53, En effet, plusieurs protéines sont localisées spécifiquement
dans les jonctions étanches!!. Les zonula adherens sont situées au dessous des
jonctions étanches et interagissent avec le réseau cytoplasmique subapical
d’actine; elles sont formées par le rapprochement des membranes voisines,
rapprochement facilité par certaines molécules d’adhésion (E-cadhérine ou
uvomoruline)®*®. Les desmosomes, ou macula adherens, renforcent 1’adhésion
entre cellules et interagissent avec les filaments intermédiaires tandis que les
jonctions de type “gap” (jonctions lacunaires) sont responsables des
communications intercellulaires, particulierement par les échanges ioniques.
Enfin, les hémi-desmosomes ancrent la membrane basolatérale de certaines
cellules épithéliales a la lamina basale®. Il est 4 noter que la présence de toutes
ces structures intercellulaires permet 1’établissement d’une certaine étanchéité
de la monocouche épithéliale. En culture cellulaire, cette étanchéité se
matérialise par le développement d’une résistance au passage ionique entre les
deux poles de I’épithélium; cette résistance est mesurée habituellement en

Qcm? de surface cellulaire (figure 2)55.



FIGURES 1 et 2

Pages 9 et 10
Représentations de cellules épithéliales: la figure 1 (page 9) illustre la
distribution des organites et des microtubules dans la cellule (figure tirée de
Louvard et al., Annu Rev. Cell. Biol. 8:157), tandis que les schémas de la
figure 2 (page 10) mettent en évidence certaines structures particulieres, dont
les filaments intermédiaires et la trame terminale (figure tirée de Darnell et al.).
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2.2.2 La membrane apicale.

La membrane apicale fait face au milieu extérieur de la monocouche et
se situe au dessus des jonctions étanches; sa situation implique qu’elle doit Etre
capable de s’acclimater aux différentes conditions environnantes. Par exemple,
I’épithélium intestinal est recouvert d’une sécrétion protectrice, le
glycocalyx®*. C’est aussi par le domaine apical que la cellule exerce de
nombreuses fonctions spécialisées: 1’absorption des aliments nutritifs bruts
(par les microvilli) et la sécrétion mucosale en sont les exemples les plus
classiques®*. En effet, ces fonctions ont une influence profonde sur la
structure qu’adopte la région apicale: les microvillosités augmentent
considérablement la surface d’absorption cellulaire, mais nécessitent la mise en
place d’une structure locale hautement spécialisée®®4. Ces protubérances
membranaires sont rigides et nécessitent la présence de filaments d’actine cux-
mémes ancrés dans le cytosquelette. La charpente des microvilli est stabilisée
par la villine et la fimbrine; un complexe calmoduline-myosine I lie le réscau
d’actine A la membrane!¥2. Ces structures permettent & la fois une certaine
solidité aux microvillosités tout en leur donnant la flexibilité nécessaire pour
interagir convenablement avec l’environnement externe. Enfin, le réseau
d’actine sortant des microvillosités est stabilisé par la tropomyosine et par un
réseau perpendiculaire de protéine apparentée a la spectrine, la fodrine!'#2,
Sous-jacente aux microvillosités, la trame terminale (“terminal web™) contribue
a ancrer les structures apicales’™. Un autre réseau d’actine, constituée en
anneau horizontal et associé A la myosine II, sert de plate-forme pour cette
structure sous-membranaire. Le réseau de fodrine y est associé, ainsi que les
réseaux des filaments intermédiaires (particulierement des cytokératines), qui
s’ attachent aux desmosomes (figure 2) 142,

Le domaine apical est aussi enrichi en protéines et lipides nécessaires a
sa structure et ses fonctions. Tout d’abord, il s’agit d’une région riche en
enzymes peptidiques (endopeptidases, aminopeptidases), phosphatidiques (5°-
nucléotidase, phosphatase alcaline, Mg*ATPase) et glycolytiques (sucrases,
amylases) responsables de la dégradation des substrats en ¢léments
absorbables par la cellule?. De nombreuses protéines responsables du
transport actif d’éléments cytosoliques se retrouvent a la membrane apicale,
dont le transporteur Na*-glucose® 212. Enfin, par rapport au domaine
basolatéral, la région membranaire apicale affiche unec forte teneur en
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glycolipides (jusqu’a 30%), caractéristique des membranes peu fluides. Cette
propriété des glycolipides a former des liens intermoléculaires rigides
apporterait une protection supplémentaire a la cellule contre 1’environnement

extérieurt’? 527,529,

2.2.3 La membrane basolatérale.

Ce domaine membranaire correspond aux c6tés latéraux de la structure
cylindrique cellulaire sous les jonctions étanches, ainsi qu’a la membrane
basale. Ces deux sous-domaines se distinguent toutefois par les éléments avec
lesquels ils interagissent, c¢’est-2-dire les cellules environnantes (latéral) ou la
matrice sous-jacente (basal)¥°. Les zones d’interaction avec les cellules
adjacentes sont particulierement riches en E-cadhérine (aussi nommée
uvomoruline ou L-CAM), tandis que la membrane basale comporte plusieurs
récepteurs d’éléments de la matrice cellulaire*””. De fagon générale, le domaine
basolatéral renferme des récepteurs d’hormones ou des autres facteurs
sanguins ainsi que des régulateurs osmotiques, telle la pompe Na,K-
ATPase*®. Bien que cette région ne dispose pas d’une structure aussi élaborée
par rapport a celle du domaine apical, elle assure 1’alimentation de la cellule, le
maintien de sa structure et de son intégrité ainsi que la communication avec le
reste de I’organisme®®. Ces fonctions de base 1’apparentent donc a la forme
membranaire la moins différenciée de la cellule, proche de celle des cellules
non-polarisées.

2.2.4 La lamina basale.

La lamina basale est la matrice qui soutient la couche de cellules
épithéliales et supporte le tissu en ancrant les cellules a une base solide. Elle
renferme surtout des éléments sécrétés par le tissu qui la recouvre: laminine,
collagéne TV, héparan sulfate et protéoglycans constitués en fibres dont
certaines sont liées au cytosquelette, ceci par l'intermédiaire de protéines
adaptrices membranaires*’°. Sans étre une constituante cellulaire proprement
dite, 1a lamina basale contribue au maintien de la structure cellulaire.

2.3 Les modeles des cellules épithéliales in vitro.
La majorité des études sur la polarité¢ des cellules épithéliales ont été

faites sur des cultures de cellules in vitro. L’homogénéité des cellules en
culture a permis ’analyse de la distribution des protéines membranaires



13

mutantes, des facteurs associés a 1’établissement de la polarité cellulaire, ainsi
que des conséquences de la distribution asymétrique des structures

cellulaires®?. 170, 432, 470,

Habituellement, lorsque les cellules épithéliales en culture arrétent de
proliférer et forment une monocouche étanche, il y a établissement d’une
certaine polarisation dans la distribution des structures cellulaires ainsi que
dans la répartition des protéines membranaires. Par contre, la culture sur
support solide ne permet pas aux ¢éléments nutritifs d’atteindre le domaine
basolatéral des cellules et la différenciation peut donc étre incomplite.
L’utilisation de filtres semi-perméables permet de remédier a cette situation en
recréant in vitro 1’état de 1’épithélium natif’. 65. 345 Pour ce faire, les cellules
sont déposées sur un filtre poreux auquel les cellules s’attachent tout en ayant
acces au milieu nutritif sous-jacent; la surface apicale sera aussi baignée par ce
liquide. L’acces facile des milieux baignant le domaine basolatéral et apical
ajoute une utilité pratique de ces supports-filtres aujourd’hui commercialement
disponibles; les filtres peuvent aussi étre recouverts de collagéne ou d’autres
éléments de la matrice extracellulaire (figure 3).

Il existent de nombreuses lignées épithéliales, toutes avec des
caractéristiques particuliéres, provenant d’organes variés et possédant méme
des mécanismes distincts de ciblage de certaines protéines membranaires. Il est
donc essentiel de tenir compte du type de cellules utilisé en parcourant la vaste
littérature sur le ciblage membranaire. Voici des exemples de lignées cellulaires
épithéliales bien connues.

2.3.1 Caco-2

Les cellules Caco-2 sont d’origine humaine et proviennent d’une
tumeur du colon*s. Malgré leur origine cancéreuse, leur morphologie et
biochimie se rapprochent de celles des cellules absorptives de la bordure en
brosse de l'intestin gréle. La monocouche que forme les Caco-2 est bien
développée mais demeure trés hétérogene au niveau cellulaire. Cette
héiérogénéité n’est pas génétique, car elle persiste chez plusieurs clones de
cette lignée>?4.



FIGURE 3

Page 15
Représentations de cellules épithéliales cultivées sur membranes semi-
perméables (figure tirée de Darnell et al.).

14
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2.3.2 Les cellules MDCK

Les cellules Madin-Darby canine kidney (MDCK) sont les plus
utilisées parmi les lignées de cellules épithéliales® 470, Cette lignée cellulaire
est dérivée d’une tumeur de tubule distal rénal récupérée d’une épagneule
femelle!7" 314 337, Malgré leur origine tumorale, elles possédent beaucoup de
caractéristiques d’une lignée épithéliale polarisée?®. Deux clones de cellules
MDCK ont été isolés et caractérisés: les cellules MDCK I et II. Le clone de
type I posseéde une résistance transépithéliale élevée (jusqu’a 5000 Qcm?),
mais a perdu certains traits morphologiques épithéliaux. Les cellules de type I
forment une monocouche cuboide de faible résistance électrique (environs 200
Qcm?)6 419, Les cellules épithéliales MDCK ont conservé des caractéristiques
dérivées de leur fonction d’origine: par exemple, elles sont sensibles a la
présence de certaines hormones*”. La distribution cellulaire de nombreuses
protéines membranaires a aussi été étudiée dans ces cellules*?; les résultats
obtenus permettent de conclure que les cellules MDCK sont un excellent
modele cellulaire pour I’étude des mécanismes du ciblage des protéines
puisque plusieurs protéines connues sont correctement ciblées dans ces

cellules*©.

2.3.3 Autres lignées épithéliales

Le nombre de lignées de cellules épithéliales polarisées disponibles
réflete 1’existence d’une grande variété d’épithélia dont elles sont dérivées. Il
demeure que chaque épithélium possede un role particulier dans 1’organe dont
il est issu; par conséquent, certaines voies de transport protéique spécialisées
se sont développées et ne doivent pas étre confondues avec les voies de
transport constitutives. Il suffit de citer 'exemple des cellules épithéliales
thyroidiennes; ces cellules sécrétent une partie de la thyroglobuline dans le
milieu apical, mais nécessitent un signal extracellulaire pour libérer le reste de
I’hormone emmagasinée dans des granules spécialisés’®. Certaines cellules
épithéliales ciblent des protéines de fagon différente des lignées plus
classiques; par exemple, les cellules épithéliales de I'utérus sécrétent les
protéoglycans du cdté apical, permettant I’ancrage de I’embryon®. Enfin, 1’¢tat
de différenciation d’une monocouche épithéliale exerce un effet important sur
les voies de transport utilisées par certaines protéines. L’exemple de lignée
gpithéliale 1a mieux connue pour étudier ce phénomeéne est FRT (Fisher Rat
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Thyroid). 11 a été observé que les voies utilisées par 1’enzyme dipeptidyl-
peptidase IV pour aboutir au domaine apical variaient au cours du
développement de la monocouche, impliquant une certaine évolution des
mécanismes de transport protéique cellulaire3.

Il existe beaucoup d’autres lignées &pithéliales possédant des
caractéristiques qui leur sont propres, et il serait difficile d’en faire ici une liste
compléte. Nous nous attarderons donc surtout sur les mécanismes de transport
impliquant les lignées épithéliales modeles MDCK (rénales) et Caco-2
(intestinales).

2.4 Le transport des protéines membranaires épithéliales.
2.4.1 Modele de transport direct.

Le modele déduit par les observations du transport protéique dans les
cellules MDCK implique deux routes directes vers les domaines membranaires
apical et basolatéral®?. 454, Les saccules externes de 1’appareil de Golgi sont
apparemment le lieu de triage d’oul partent les voies de ciblage (figure 4)1%% 473,
D’autre part, les quelques protéines membranaires qui ne privilégient aucune
de ces voies de ciblage suivent le transport membranaire “de masse” (“bulk
flow”) ou “par défaut”® 427,

2.4.2 Modele de transport “par défaut”.

L’existence d’une voie de transport “par défaut” repose sur I’hypothése
que certaines protéines destinées 2 la surface de la cellule n’interagissent pas
avec la machinerie de ciblage entrainant la répartition uniforme de telles
protéines aux deux domaines membranaires®.

Une autre possibilité serait 1’existence de transport “par défaut” vers
une région membranaire spécifique (apical ou basolatéral). En effet, dans les
cellules Caco-2, on a longtemps associé la voie de transport basolatéral comme
privilégiée pour les protéines membranaires sans signal de ciblage?-32¢; ce fait
n’excluant pas lexistence de mécanismes supplémentaires de transport
basolatéral polarisé pour des protéines spécifiques. Ces conclusions étaient
inspirées d’observations sur le transport basolatéral de protéines exogénes qui
ne sont pas ciblées & un domaine particulier dans les cellules MDCK!.
L’existence d’une voie “par défaut” participant au ciblage dans les cellules
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FIGURE 4

Page 19
Représentation du modele de transport direct dans les cellules MDCK (figure
tirée et adaptée de Wick et al., Cell 67:651).
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épithéliales reste donc a étre certifiée.

2.4.3 Transcytose.

A 1'opposé des cellules MDCK, les cellules Caco-2 ont élaboré un
systtme complexe de transport de leurs protéines membranaires. Outre le
mécanisme de transport “par défaut” discuté précédemment, les Caco-2
utilisent une voie de transport indirecte pour acheminer certaines des protéines
apicales 4 destination. En effet, ces protéines séjournent d’abord un certain
temps A la membrane basolatérale avant d’étre transportées au domaine
apical®; seulement un cas de transcytose bi-directionnelle a ét€ identifi€'*!. Ce
mécanisme de transport, nommé transcytose, rappelle le transport du récepteur
des immunoglobulines (R-Ig) vers la surface apicale, une fois associ€¢ a son
cargo IgM du domaine basolatéral®s2 353, Les exemples les plus classiques de
cellules utilisant la voie de transcytose sont les hépatocytes??, et les cellules M
de Peyer’®. En conclusion, le transport par transcytose (ou “indirect”) doit
sfirement sa nature A 1’existence de fonctions spécifiques nécessitant une telle
voie dans les cellules intestinales ou hépatiques; en effet, il s’agit d’une
combinaison entre les mécanismes de transport apical, basolatéral et
endosomal des cellules épithéliales polarisées de ces organes.

2.5 Maturation et signaux de transport des protéines.
2.5.1 Maturation des protéines membranaires.

Les protéines cytoplasmiques proviennent de la traduction des ARNm
par les ribosomes libres non-associés au réticulum endoplasmique (RE), tandis
que les protéines membranaires nécessitent un signal permettant la traduction
spécifique de leurs ARNm au niveau du RE?® 4%, Dans certains cas, ce
peptide signal est I’ancre définitive de la protéine a la membrane; d’autres
protéines possédent des régions différentes qui leur servent de région
transmembranaire. Enfin, beaucoup de protéines sécrétées sont libérées dans le
RE apres le clivage de leur peptide signal®. Bien qu’ils soient des mécanismes
bien définis, les processus de synthese, de maturation et de transport des
protéines membranaires sont indéniablement reliés I'un & 1 autre!% 4 443, Les
quelques sections qui suivent essayeront d’intégrer les systemes de transport
des protéines membranaires au processus global de maturation protéique.
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2.5.1.1 Topologies des protéines membranaires

1l existe deux catégories de protéines membranaires. Premiérement, les
protéines membranaires périphériques sont associées a la membrane par I’ajout
de certains groupements par modification post-traductionnelle ou par leur
interaction avec les tétes hydrophiles des phospholipides membranaires.
Deuxidmement, les protéines intégrales qui, elles, interagissent directement
avec la membrane par une région transmembranaire hydrophobe: 475,535,536,

Les protéines membranaires intégrales sont elles-mémes regroupées en
sous-catégories de par leur topologie. La premiere classe, la plus simple, est
constituée des protéines qui traversent la membrane une seule fois. Elles sont
donc constituées d’un ectodomaine, d’une région transmembranaire et d’'une
région intracytoplasmique®. Les protéines “transmembranaires simples” dites
de type I possédent leur extrémité amino-terminale a I’extérieur du cytoplasme;
les protéines matures qui traversent de fagon opposée la membrane cellulaire
sont dites de type II. Les protéines 2 régions transmembranaires multiples
constituent 2 elles seules un groupe a part (type 1V)*3:33%,

La classification plus poussée de ces protéines transmembranaires
differe 16gerement d’une équipe & ’autre: les protéines de type I possédant une
longue région cytoplasmique constituent une nouvelle classe (type III selon
von Heijne)?* de protéines transmembranaires, équivalente aux protéines de
type Ib (selon Singer)#s. Nous utiliserons la nomenclature plus moderne de
von Heijne (figure 5). Les différences entre les protéines transmembranaires
de type I, IT et IIT se définissent en fonction de leur mécanismes de synthése,
particuli¢rement au niveau du peptide signal.

2.5.1.2 Peptide signal

Les protéines transmembranaires possédent une séquence d’environ
une vingtaine d’acides aminés hydrophobes, constituant généralement une o-
hélice ancrée dans la membrane. Cette séquence, retrouvée prés de I'extrémité
amino-terminale des protéines de type II, est appelée peptide signals®. Elle
cible le polypeptide naissant vers la membrane du réticulum endoplasmique
(RE)“5. La séquence ancre aussi la protéine de type II de telle fagon que seule
la région carboxy-terminale subit la translocation membranaire?#. Différent de
celui des protéines de type 11, le peptide signal des protéines de type I n’ancre



FIGURE 5

Page 23
Représentation des quatre classes de protéines membranaires

22
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pas de fagon définitive le polypeptide; situé a la toute extrémité amino-
terminale, il est clivé vraisemblablement peu aprés sa reconnaissance par un
récepteur de la membrane du RE, comme c’est le cas des protéines
sécrétées?s. La région transmembranaire des protéines de type I provient
plutdt d’une séquence hydrophobique interne qui cause 1’arrét du transfert
polypeptidique et I’ancrage de la protéine*”s. Les protéines transmembranaires
de type IIT possederaient a la fois des caractéristiques des protéines de type I et
IT: leur extrémité carboxy-terminale ne subit pas la translocation membranaire
(comme les protéines de type I), mais le peptide signal de ces prot€ines n’est
pas clivé et sert d’ancre transmembranaire (comme les protéines de type II)**.

Le mécanisme de reconnaissance du peptide signal et de la
translocation du polypeptide 2 travers la membrane du RE est un processus en
plusicurs étapes*s, qui commence avec 1’interaction du peptide signal avec une
protéine dite “de reconnaissance” (SRP, “signal recognition protein”), dans le
cytoplasme. Le complexe ribosomal-peptide-SRP reconnait ensuite une
protéine du RE qui sert de récepteur au complexe (récepteur-SRP), un
récepteur ribosomal, ainsi qu’un complexe de translocation, le complexe
Sec61p . Le polypeptide en aval de ’extrémité amino-terminale, en forme de
boucle, subit alors une translocation vers la lumi¢re du RE. La formation en
boucle permet de maintenir ancré le peptide signal, de sorte que, pour les
protéines de type I, le polypeptide naissant est relégué dans la lumitre du
RE?s. 416 Pour les protéines de type 1I, la formation d’une boucle est
nécessaire pour retrouver la partie en amont de I'extrémité amino-terminale du
cOté cytoplasmique. Les mécanismes impliqués dans la translocation
demeurent peu connus, quoique la présence d’acides aminés de charge
fortement positive du cdté cytoplasmique (donc en amont du peptide signal
pour les protéines de type II et évidemment en aval pour ceux de type I)
semble dicter I'insertion du polypeptide2® 385 535 Enfin, la libération du
complexe SRP du peptide signal permet au processus d’€longation de se
poursuivre; le peptide signal pourrait possiblement interagir avec d’autres
protéines (dont le SSR [“signal sequence receptor” ou TRAP] et le TRAM
[“translocating-chain associating membrane-protein”])?#. Ces protéines
pourraient ainsi interagir avec la future région transmembranaire des protéines
de type II, ou méme stabiliser d’autres régions transmembranaires.
L’élongation du polypeptide se poursuit jusqu'a ce que la traduction de
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I’ ARNm prenne fin. Notons finalement la présence de nombreuses protéines
chaperonnes (par exemple, BiP) qui contribuent & donner a la protéine sa
conformation finale201 255, 436 202, 377, 450; ginon, elles sont dégradées par des
voies protéolytiques dans le RE*2 ou par celle de 1'ubiquitine!®®22.

2.5.1.3 Modifications post-traductionnelles

Lors de 1élongation de la chafne polypeptidique, certaines
modifications co-traductionnelles peuvent avoir lieu. La formation de ponts
disulfures!™, 1’oligomérisation des protéines®®, ainsi que des modifications
protéolytiques'?s contribuent & la maturation de la protéine. Une autre
modification possible implique 1’ajout de sucres & I’amide des asparagines, est
dite la glycosylation liée & N26¢. En effet, la séquence N-X-S/T (ou X est
n’importe quel acide aminé, sauf une proline) sert de cible pour I'ajout de N-
acétylglucosamine dans la lumiére du RE27. Ce glycane n’est que I'extrémité
d’une chaine de sucres qui, dans sa forme mature, peut étre constituée de
mannose et, dans les cas plus complexes, de galactose, de fucose et de N-
acétylneuraminate?s. Un important processus de modification de ces chaines
se fait tout au long du transport de la protéine du RE vers I’appareil de Golgi.
Une deuxiéme forme de glycosylation, dite li€e 2 'O (groupe hydroxyle des
sérine, thréonine ou 1’hydroxylysine du collageéne) est post-traductionnelle!.
En effet, cetie modification, qui peut aussi §’accomplir sur les chaines sucrées
liées & N, dérive d’un ajout de galactose ou de N-acétylglucosamine sur I’acide
aminé ou le sucre. Ces modifications ne se déroulent qu'a partir du rans-
Golgi, et donc parmi les derniéres saccules de 1’appareil de Golgi.

Une modification co-traductionnelle qui a retenu beaucoup 1’attention
dans 1’étude des mécanismes du tri des protéines membranaires est la liaison
au glycosylphosphatidyl inositol (GPI)?213 522 Cette modification se fait sur
les protéines transmembranaires de type I qui possédent une petite région
cytoplasmique. Les régions transmembranaire et cytoplasmique sont
rapidement excisées par une enzyme Similaire & la signal-peptidase et
I’ectodomaine de la protéine est ancré 2 un complexe membranaire sucré, le
GPI*2. L’ ancrage du GPI se fait sur un acide aminé de petite taille (souvent S,
A ou G)522. Cette réaction est catalysée par une transaminase a environ une
dizaine d’acides aminés (hydrophiles) de la région transmembranaire. Les
protéines membranaires liées au GPI sont transportées génralement au
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domaine apical des cellules épithéliales polarisées; cette question sera abordée
en détail dans la section sur le transport apical.

Il existe plusieurs autres modifications post-traductionnelles des
protéines*? 465 [.acétylation et la myristylation sont co-traductionelles:
I’acétylation est catalysée par une acétyltransférase retrouvée en association
avec le ribosome#®. La myristilation se rapporte aux protéines dont la
méthionine amino-terminale est clivée par une aminopeptidase libérant une
glycine. Cet acide aminé sera par la suite modifié par une myristoyltransférase,
lui permettant de s’ associer a la membrane cellulaire. L’ajout de myristate peut
alors constituer une sorte de signal de ciblage membranaire pour des protéines
cytoplasmiques, comme les protéines kinases A (PKA) et p60Src#o.
Finalement, I’ajout de palmitate ou de farnésyl sur les cysiéines’, la
phosphorylation des sérines, thréonines ou tyrosines®*! et la méthylation des
extrémités carboxy-terminales™ sont parmi d’autres modifications possibles

des protéines*®.

2.5.1.4 Transport vésiculaire

Le transport des protéines membranaires du RE a 1’appareil de Golgi,
et ensuite vers les divers organites cytoplasmiques ou la membrane cellulaire,
est un processus hautement complexe. Les protéines sont acheminées a leur
diverses destinations & l'intérieur de vésicules de transport*> 438, Certaines
protéines “adaptrices” qui se retrouvent sur les vésicules ciblent celles-ci, par
exemple, aux saccules de I’appareil de Golgi, aux endosomes, lysosomes ou a

la membrane plasmique*’- 458,

Deux types de “vésicules-navettes” sont responsables du transport des
protéines du RE a l'appareil de Golgi. Elles sont tapissées soit de COP 1
(“coatomer”, “coat protein” I)°! ou de COP II*°. Les COPs sont des
complexes protéiques de sept sous-unités, nommées a, B, B, v, 8, e et {-
COP9. La protéine COP I se retrouve aussi dans les vésicules médiant le
transport entre les saccules de 1’appareil de Golgi, ainsi que celles se recyclant
de I’appareil de Golgi vers le RE. Par contre, COP II n’est retrouvée que dans
les vésicules impliquées dans le transport du RE vers I'appareil de Golgi®®.
En effet, le transport bidirectionel des vésicules a COP I assure plutdt le
renouveau continuel des protéines résidentes de 1’appareil de Golgi, ainsi que
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le rapatriement de protéines du RE qui ont échappé aux mécanismes de
rétention. I n’est donc pas surprenant que COP I interagisse avec certaines des
séquences servant de signal de rétention des protéines du RE (KKXX
carboxy-terminal ou XXRR amino-terminal)2s® 458, 11 demeure que certaines
protéines (possédant un signal carboxy-terminal FF et dites de la “famille
Emp24”) utiliseraient la voie de COP I pour leur transport spécifique vers
I’appareil de Golgi2¢°. Par contre, le mécanisme permettant a la majorité des
autres protéines membranaires d’étre sélectivement emmagasinées dans les
vésicules a COP II n’est pas encore connu.

Outre les COPs, le transport vésiculaire nécessite d’autres éléments
importants. La reconnaissance entre vésicule initiale et de destination se fait,
respectivement, par les protéines v-SNARE [“vesicule”] et t-SNARE
[“target”]. Les SNARES (“SNAP-Receptors”) sont des protéines qui servent
d’adresses pour certaines composantes du systeéme vésiculaire?® 21, Des
SNARESs bien connues sont les protéines VAMP (v-SNARE) et SNAP25 (t-
SNARE) impliquées dans la neurotransmission!®» 177. Il est d’ailleurs
intéressant de noter la distribution spécifique des syntaxines (des t-SNARES)
dans les cellules polarisées: la syntaxine 3 est apicale, mais la syntaxine 4 est
basolatérale. La syntaxine 2 n’est pas ciblée a un domaine particulier dans les
cellules épithéliales, mais est apicale dans les cellules pancréatiques’#. Enfin,
la syntaxine 5 est essentielle pour le transport entre 1’appareil de Golgi et le
RE##, Cette observation démontre comment les vésicules pourraient &tre
ciblées vers des régions membranaires spécifiques dans les cellules. Les
SNARESs servent de protéines d’ammarage vésiculaire alors que la SNAP
(“soluble NSF attachement protein”, un complexe de six sous-unités) se lie a
la NSF (“N-ethylmaleimide sensitive factor”) pour initier le phénomeéne de
fusion membranaire en hydrolysant I’ ATP (figure 6)?!!. L’apport en énergie
est assuré par I’ ARF (pour COP I) ou SAR (pour COP II), des GTPases qui,
liées & I’ATP, démarrent la formation vésiculaire. L hydrolyse de ’ATP en
ADP provoque le bourgeonnement de la vésicule*7.

Si les SNAREs donnent une certaine identité aux composantes du
systéme vésiculaire, il demeure qu’'un Sysi®me de transport hautement
spécialisé nécessite un controle encore plus poussé et une discrimination claire



28

FIGURE 6

Page 29
Représentation de la reconnaissance des vésicules par les t-SNARES et les v-
SNARES, composantes du transport vésiculaire
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entre les différentes composantes cellulaires. Les protéines Rab sont des
GTPases qui forment une sous-classe de la famille des protéines Ras*¢¢. Ces
protéines sont impliquées dans le contrdle de la reconnaissance des v-SNAREs
par les t-SNAREs. La multitude d’interactions que cela implique nécessite un
nombre impressionnant de Rabs, dont environ une quarantaine sont connues
aujourd’hui®’. Dans leur forme li¢e au GDP, les Rabs s’associent aux
vésicules de transport. Si la vésicule est destinée a fusionner avec le
compartiment de destination, le GDP est converti en GTP, activant la protéine
Rab qui permet le transport et enfin la fusion de la vésicule a sa destination*>
560 1 est & noter que 'activation des Rabs est sévérement contrdlée, car ces
petites protéines sont impliquées dans une multitude de fonctions, du transport
endosomal (Rab5)%° au transport des vésicules des synapses (Rab3)%°
jusqu’a la formation des jonctions étanches des cellules épithéliales (Rab3B et
Rab13)%0. 559 Les fonctions plus spécialisées des Rabs dans le transport
vésiculaire seront développées ultéricurement.

Le transport vésiculaire des protéines membranaires une fois sorties de
I'appareil de Golgi implique au moins deux complexes de protéines
“adaptrices”, AP-1 et AP-229.447_ A ces complexes doit s’ajouter la clathrine,
protéine associée au recyclage des protéines membranaires de la surface
cellulaire®3, et la dynamine, GTPase impliquée dans le processus de
bourgeonnement (figure 7)425. Les molécules de clathrine interagissent entre
elles pour former des structures en formes de coquilles qui entourent les puits
ou cavités de bourgeonnement, formant par la suite les vésicules a clathrine*’.
La fonction de la dynamine est d’étrangler les vésicules naissantes pour les
libérer de la membrane qui les retient?”. 458, Pour ce faire, la dynamine
interagit par son extrémité carboxy-terminale riche en prolines avec le domaine
carboxy-terminal SH3 de ’amphiphysine 111°2. Le rdle de I’amphiphysine II
est d’amener la clathrine & proximité de la membrane en se liant avec elle.
L’interaction de 1’amphiphysine avec la dynamine semble libérer la clathrine,
permettant A la dynamine de créer un étranglement entre la vésicule et la
membrane, et ainsi le bourgeonnement de la vésicule!®. Dans les neurones,
I’amphiphysine I interagit d’une maniére similaire avec la clathrine, la
dynamine et la sous-unité o. du complexe AP-2 pour contrdler le recyclage des
vésicules synaptiques!®?. Dans ce cas, deux protéines spécialisées, la
synaptojanine et la synaptotagmine, vont respectivement lier le domaine SH3



FIGURE 7

Page 32
Une vue d'ensemble du transport vésiculaire
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de I’amphiphysine et le complexe AP-25¢!. La synaptojanine, une inositol 5’-
phosphatase, agit sur les lipides membranaires et la réorganisation du réseau
d’actine!®2; la synaptotagmine est la protéine qui rend le processus sensible a la
concentration de calcium!?. Le transport des vésicules synaptiques possede
donc de nombreuses similarités avec les systémes de transport vésiculaire plus
ubiquitaires.

Les protéines “adaptrices” AP-1 et AP-2 font le pont entre la formation
des vésicules et les protéines membranaires qui y sont emprisonnées®°. AP-1
est retrouvée dans les vésicules bourgeonnant de I’appareil de Golgi et est
constituée des sous-unités lourdes y et f1, d’une sous-unité moyenne pl et
d’une petite sous-unité o139 424, Quant a3 AP-2, elle est impliquée dans le
transport endosomal et regroupe les sous-unités o puis Bl ou B2, p2 et 2. Un
nouveau complexe, AP-3 (sous-unités 3, B3, p3 et 63)!1%% 474, a récemment été
identifié, mais son interaction avec la clathrine ainsi que son rdle exact dans le
transport des protéines membranaires n’a pas encore €€ enticrement
caractérisé. Chaque sous-unité des APs interagit avec une composante
spécifique de la vésicule de transport. Les sous-unités lourdes f1 ou 2
interagissent avec la clathrine par une région en charniere, recrutant les
molécules de clathrine pour débuter la formation de la coquille!ss. D’autre part,
les sous-unités y, o. ou & interagiraient avec des facteurs impliqués dans une
organisation du cytosquelette local, ou des éléments de modulation de la
formation des APs?, Les sous-unités p interagissent spécifiquement de leur
cOté avec les protéines membranaires®”. Des séquences a base d’acides aminés
aromatiques (tyrosines) ou de leucines (LL), ont ét¢ démontrées comme
pouvant interagir spécifiquement avec la chaine p?'4 32, Enfin, il a €t proposé
que le contrdle de la reconnaissance de certains de ces signaux serait modulé
par leur phosphorylation, quoique les mécanismes impliqués dans ce
processus demeurent encore a 1’étude36 370, 466,

Certaines protéines membranaires, dont le récepteur B2-adrénergique
(B2AR), utiliseraient d’autres protéines “adaptrices” pour se lier a la clathrine,
dont la B-arrestine, qui est impliquée dans l'internalisation du B2AR de la
surface cellulaire!®s. 11 est donc envisageable que d’autres protéines de
transduction de signal couplées aux protéines G utilisent cette voie “AP
indépendante”. Outre la découverte de nouvelles protéines adaptrices, il
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demeure que la caractérisation des séquences des protéines avec lesquelles
elles interagissent est centrale 4 la meilleure compréhension des mécanismes de
transport intracellulaire. Ces signaux moléculaires responsables du tri des
protéines sont discutés dans la section suivante.

2.5.2 Les signaux de transport en général.

L’interaction entre les protéines membranaires et les éléments du
transport vésiculaire se fait par des séquences d’acides aminés ou certaines
structures retrouvées sur les protéines. Cette section tentera de présenter les
contributions importantes des demitres années dans Iidentification de
quelques “signaux moléculaires de transport”.

2.5.3 Quelques signaux de transport classiques.

2.5.3.1 Le transport et la phosphorylation: rtécepteur mannose-6-
phosphate

Parmi les systémes de transport les mieux connus se retrouve celui des
enzymes lysosomiaux. L’étude de plusieurs maladies (mucolipidose,
syndrome de Hunter, maladie de Tay-Sachs) causées par une anomalie dans le
processus de transport de ces enzymes a grandement contribué a
|’identification des mécanismes impliqués*2. Une phosphorylation au niveau
des N-acétylglucosamines assure le ciblage de ces enzymes. Au niveau du
trans-Golgi, le récepteur mannose-6-phosphate (M6P-R) reconnait le signal
phosphorylé; les vésicules destinées aux lysosomes sont alors identifiées et
ciblées correctement. La pauvre affinité du récepteur pour le signal phosphate
en milieu acide des lysosomes, ainsi que la présence de phosphatases dans les
vésicules de transport, permet la dissociation du récepteur, son recyclage vers
1’appareil de Golgi, ainsi que le relargage des enzymes aux lysosomes®®.

2.5.3.2 Vers les mitochondries

La vaste majorité des protéines mitochondriales proviennent des génes
nucléaires; 4 peine 10 protéines sont codées par le génome de I’organite. La
majorité des protéines sont donc synthétisées sur les ribosomes libres du
cytoplasme; elles doivent &tre ciblées vers la mitochondrie par un systtme de
transport spécialisé?®!. Si les protéines Yjdl et ctHsp70s (homologues des
protéines bactériennes DnaJ et DnaK) chaperonnent le transport des protéines,
il semble que la protéine MSF (“mitochondrial stimulation factor”) soit seule a
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interagir avec les signaux de transport mitochondrial®!. Les signaux de
transport vers la mitochondrie sont constitués d’une séquence de 15 a 30
acides aminés, généralement basiques, et formant des o-hélices ou des
feuillets-p amphiphiliques?!®. Ces signaux amino-terminaux seraient reconnus
par MSF, pour &tre excisés a la suite de 1'arrivée a destination de la protéine.
MSF s’amarrerait sur un de deux complexes de la membrane externe
mitochondriale, Tom37/70 ou Tom20/22, aprés quoi un processus
d’importation serait enclenché?®. Les protéines destinées 4 la membrane
interne de la mitochondrie nécessitent 1’apport d’un deuxieéme complexe,
Tim?*!. Des signaux de transport supplémentaires & ceux retrouvés a
Iextrémité amino-terminale seraient responsables de la localisation interne

exacte des protéines a I’intérieur de 1’organite.

2.5.3.3 Vers le noyau

L’ importation et 1’exportation des protéines au niveau du noyau est un
phénomene complexe. Si les pores nucléaires permettent la libre diffusion des
petites protéines cytosoliques, le transport nucléaire demeure généralement un
mécanisme de transport actif'®’. Le processus implique la reconnaissance des
protéines nucléaires par une des protéines “adaptrices”, le complexe des
importines o/f ou la transportine®4. Ces protéines reconnaissent des signaux
de transport dits “signaux de localisation nucléaire” (SLN). Ces séquences
sont généralement riches en acides aminés basiques (SLN de 1’antigéne T du
virus SV40: KKKRK), ou du moins comportent un acide aminé basique
critique (SLN de c-myc: PAAKRVKLD)**. La translocation de la protéine au
noyau nécessite Ran, une GTPase de la famille Ras, et quelques autres
protéines. Le contrdle du transport des protéines nucléaires est habituellement
exercé par une phosphorylation (comme NFxB/IxB), une protéolyse (comme
PKA) ou la liaison d’un ligand (comme les récepteurs des glucocorticoides); il
s’agit donc souvent de libérer la protéine membranaire d’un facteur de
rétention, ou de démasquer un SLN inactif***. Enfin, il existe aussi des
signaux d’exportation nucléaire (comme LPPLERLTLD dans Rev du VIH-1,
qui interagit avec la protéine “adaptrice” Rip), mais les mécanismes qui sont
impliqués dans le transport débordent du cadre de cette thése®*.
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2.5.3.4 Vers le réticulum endoplasmique

La protéine COP I a été précédemment décrite comme responsable, en
plus du transport protéique ambisens (dit “antérograde/rétrograde”) de
1’appareil de Golgi, du transport “rétrograde” du cis-Golgi vers le RE®!. Cette
protéine interagit avec les signaux de rétention cytoplasmiques KKXX ou
XXRR des protéines membranaires destinées au RE*4, et co-localise avec le
récepteur KDEL p23/Erd2. La protéine Erd2 reconnait la séquence KDEL
d'ectodomaines ou de protéines résidentes du lumen du RE2# 260. 395 ] existe
une variété de protéines résidentes du RE, dont plusieurs posseédent des rdles
importants dans la maturation des protéines membranaires: par exemple, les
protéines chaperones des groupes Hsp70 ct Hsp90, les calnexines (signal
RKPRRE) et les calréticulines (KDEL)>2. La localisation de BiP, une protéine
Hsp70 qui posséde un signal KDEL carboxy-terminal, n’est que légerement
altérée par la délétion de ce signal, suggérant I'existence de séquences de

rétention encore inconnues*s.

2.5.3.5 Vers l'appareil de Golgi

Des signaux moléculaires ont ét¢ identifiés pour les protéines destinées
aux compartiments de I'appareil de Golgi, sauf le cis-Golgi. Plusieurs
enzymes, de topologiec membranaire de type II, retrouvés dans le Golgi médian
(ou des saccules intermédiaires) possédent le signal de localisation dans leur
région transmembranaire; par contre, ce signal est fortement influencé par les
séquences immédiatement en amont et en aval de ce domaine membranaire®°.
Pour les protéines de type I du trans-Golgi, la séquence ou structure de
transport se retrouve dans leur région cytoplasmique carboxy-terminale; la
séquence YQRL de la protéine TGN38 est nécessaire et suffisante pour le
ciblage de cette protéine?®. Les acides aminés FXFXD, retrouvés dans le
domaine cytoplasmique de la dipeptidyl aminopeptidase A, sont nécessaires au
transport de I’enzyme au trans-Golgi*''. Une autre séquence de ciblage de
trans-Golgi, retrouvée dans la région cytoplasmique de I’enzyme furine,
contient un regroupement d’acides aminés trés acides (CPSDSEEDEG); cette
séquence 8’ajoute A un signal YKGL pour aussi contrbler I’endocytose de
I’enzymes3s. La phosphorylation de sérines intracytoplasmiques par la caséine
kinase II inhiberait le transport vers 1’appareil de Golgi>®.
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2.5.3.6 Vers les lysosomes et les endosomes

La phosphorylation des N-acétylglucosamines de certaines
glycoprotéines enzymatiques, sur les mannoses, a précédemment €té décrit
comme mécanisme de ciblage utilisé pour les enzymes lysosomiaux®®. Deux
autres signaux importants de transport lysosomial ont été identifiés: un premier
signal, basé sur une tyrosine critique, est retrouvé dans le domaine
intracytoplasmique de glycoprotéines lysosomiales (les Lgps, dont Lgpl120),
et 1a phosphatase acide lysosomiale (LAP)?7 236 43¢ L e deuxiéme signal a €t
identifié 2 lintérieur du domaine cytoplasmique de CD3y (quoique
complémentaire A un signal de transport lysosomial/endosomal YXXL) et du
récepteur mannose-6-phosphate (M6P-R); il est constitué¢ de deux leucines
contigués (LL)26285_ Si ces séquences représentent des adresses moléculaires
lysosomiales, certaines peuvent aussi servir de signal au transport endosomal.
En effet, le signal LL de CD3y (mais pas celui du M6P-R) et les signaux a
base de tyrosines de la LAP et des Lgps servent de signal d’endocytose®®.
Ainsi, de nombreuses protéines membranaires contiennent ces ‘“‘séquences
d’endocytose” qui leur permettent d’étre transportées de la surface cellulaire

aux endosomes.

Le premier signal A base de tyrosine impliqué dans le transport
endosomal a ét¢ identifié en étudiant des récepteurs naturels défectifs de la
lipoprotéine de faible densité (LDL-R), mutations qui sont la cause de
I’hypercholestérolémie familiale!®. Une simple substitution d’une tyrosine
intracytoplasmique a une cystéine est suffisante pour inhiber substantiellement
le taux d’endocytose de la protéine!®. Curieusement, la séquence consensus
retrouvée dans le LDL-R (NPXY) ne sera pas similaire a celles des autres
signaux 4 base de tyrosine (YXXL), mais retiendra des caractéristiques
structurales communes’. 518, La plus frappante démonstration du rdle d’une
tyrosine dans un signal d’endocytose a été faite avec la protéine virale HA>.
L’insertion d’une tyrosine a la position 543, & cing acides aminés de la région
transmembranaire et proche d’une structure locale en tour B, crée un signal
artificiel d’endocytose; par contre, la présence d’une tyrosine a d’autres
positions n’aboutissent pas 2 1’établissement d’un signal. La structure
environnante de la tyrosine est donc critique?. Ainsi, plus récemment, la
réinsertion d’une tyrosine dans un environnement local de tour B a aussi
permis la création d’un signal d’endocytose artificiel dans un récepteur mutant
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de la transferrine humaine (TR-R)®. D’autres signaux “tyrosine-dépendants”
furent identifiés dans les parties cytoplasmiques des récepteurs M6P-R?%, de
la transferrine humaine (TR-R)®, polymérique de 1'immunoglobuline (PIg-
R)¥2 et de I’asialoglycoprotéine (Asgp-R)!72. L’analyse par mutagénese de
Jeurs domaines impliqués dans 1’endocytose procurait d’autres indications
concernant les structures susceptibles d’étre importantes pour le
fonctionnement optimal du signal: 1) la proximit¢ de la région
transmembranaire (habituellement a2 moins de 30 acides aminés de la tyrosine);
2) les acides aminés environnants, 3) dans certains cas, la possibilité de
substituer la tyrosine pour une phénylalanine (tel que démontré pour le TR-R)
et 4) une structure locale en tours B, d’ol la présence d’acides aminés
favorisant cette formation. Il est intéressant de noter que des délétions de la
partie intracytoplasmique, quoique distales aux signaux d’endocytose, peuvent
aussi affecter son efficacité, tel que démontré pour le TR-R et la LAPS.
Enfin, outre celui de CD3y, les domaines intracytoplasmiques de CD4 et du
récepteur du fragment Fc des Ig (isotype B2) contiennent aussi des séquences
LL importantes pour leur endocytose* 2.

Il existe donc une certaine similitude entre les séquences permettant le
ciblage des protéines membranaires vers le trans-Golgi, les lysosomes et les
endosomes:; en effet, la corrélation entre D'utilisation des protéines adaptrices
relativement analogues (AP-1, AP-2 et potenticllement AP-3) et la présence
récurrente des séquences LL ou a base d’acide aminés aromatiques
(YXXL/I/V ou NPXY) est frappante. Ceci suggere que des ¢léments
additionnels (structures locales, acides aminés environnants, protéines
auxiliaires aux APs) doivent &tre nécessaires pour que la protéine soit
correctement acheminée 2 un des trois compartiments cellulaires. C’est ainsi
qu’il a é€ proposé que la présence d’une glycine en amont des séquences
YXXL des Lgps ajouterait & ces signaux de ciblage endosomal une adresse de
transport lysosomial, et que la distance du signal de la membrane est critique

pour la reconnaissance de ces séquences comme signaux lysosomiaux®* !

2.5.4 Les signaux de transport des membranes apicale et basolatérale.

Les protéines membranaires des cellules épithéliales étant ciblées vers
deux domaines membranaires définis, il n’est pas surprenant que les
mécanismes de transport régissant ce ciblage nécessitent des signaux de
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transport spécifiques?. 22°. Les premieres études pour discerner les signaux
de transport responsables du tri des protéines membranaires dans les cellules
épithéliales utilisaient des protéines chimériques ou tronquées®. Par exemple,
de nombreuses protéines chimeres furent créées entre la glycoprotéine
basolatérale du virus de la stomatite vésiculaire (VSV-G ou G) et
I’hémagglutinine (HA) apicale du virus de 1’influenza®”: 335, 336, 413, 441 ] eg
protéines chiméres sont constituées d’une fusion entre le domaine
extracytoplasmique (EX) de 1'une et le domaine intracytoplasmique (IN) de
I’autre glycoprotéine; la partie transmembranaire (TM) pouvant provenir soit
de I'une, soit de I'autre des protéines étudiées. Il s’avere que le choix du
domaine transmembranaire influence considérablement le transport des
protéines chimeéres: une protéine HA(EX)-G(TM-IN) est apicale®®, tandis
qu’une protéine HA(EX-TM)-G(IN) est basolatérale. L’impact d’une partie
TM différente sur la conformation et la stabilit¢ globale de la protéine est
probablement suffisante pour affecter le signal de transport. Cette conclusion
est encore démontrée par l'effet de délétions sur le transport polarisé de
I’hémagglutinine: si seul le domaine intracytoplasmique est éliminé, la protéine
demeure apicale; tandis qu'une protéine sécrétée, correspondant uniquement au
domaine extracytoplasmique, est sécrétée via les surfaces apicale et
basolatérale!®s.

Des phénomenes additionnels rendent I'interprétation du transport des
protéines chiméres ou tronquées difficile: par exemple, I’existence de plusieurs
signaux de transport sur une méme protéine?” ou I’existence de “signaux
discrets”328, dont la reconnaissance par les mécanismes de transport serait
haussée par la disparition ou linhibition d’un signal plus “dominant”.
L’analyse du ciblage de protéines possédant plutdt des mutations ponctuelles
constitue donc une étape importante dans la caractérisation plus poussée des
signaux de transport.

2.6 Signaux apicaux.
2.6.1 Les ectodomaines.

L’élimination de la queue intracytoplasmique de certaines protéines
membranaires basolatérales (comme les récepteurs de la lipoprotéine de faible
densité (LDL) et du fragment Fc des immunoglobulines, ainsi que la
glycoprotéine lysosomale 120) rend ces protéines tronquées apicales?’. De
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plus, le choix de I'ectodomaine de HA (une protéine apicale) pour créer de
nouvelles protéines de fusion a souvent abouti a des protéines chimeres
apicales3¥- 441, Ces observations suggéraient 1’existence de signaux de ciblage
apical dans la partie extracytoplasmique de ces protéines, la force du signal
apical de HA supplantant le signal de plusieurs protéines basolatérales bien
connues, comme la glycoprotéine C (gpC) du virus de 1’herpessi®. De fagon
générale, I’ectodomaine contribuerait donc surtout au transport polarisé apical,
tandis que les signaux de ciblage basolatéral se situeraient davantage dans leur
domaine cytoplasmique. Par contre, il demeure que 1’influence additionnelle de
la région transmembranaire sur le maintien de la conformation naturelle de
I’ectodomaine ou de la région cytoplasmique de la protéine n’est pas a
négliger: ¢’est le cas de la séquence transmembranaire de la neuraminidase du

virus de I'influenza?’®.

2.6.2 Le glycosylphosphatidylinositol.

L’interaction des protéines avec des éléments lipidiques est un autre
mécanisme par lequel les protéines membranaires peuvent étre transportées a
des domaines spécifiques. La région extracytoplasmique de certaines protéines
apicales, comme la phosphatase alcaline, la dipeptidase rénale, le Thy-1 murin,
la 5’-nucléotidase et le DAF (“Decay Accelerating Factor”) interagit de fagon
covalente avec un glycolipide, le GPI#. % 23 Cetie modification des
protéines, qui a été précédemment décrite comme glypiation, est un processus
co-traductionnel. Plusieurs études sur le transport polarisé de ces protéines a
identifié un lien entre la présence de GPI et le ciblage apical®® 2%°. Par
exemple, une phosphatase alcaline placentaire mutée, non-associée au GPI, est
transportée de fagon non-polarisée’. Les ectodomaines de 1’hormone de
croissance®* 26 ou de protéines basolatérales (VSV-G ou HSV-gD)#"- 482 qui
ont été greffés a une séquence d’affinité aux glycolipides de protéines apicales
(Thy-1 ou DAF)4. 24 2% confirmérent aussi la relation entre les deux
phénomenes, car ces protéines chimeres sont ciblées au domaine apical. Enfin,
la mannosamine, enzyme qui inhibe le transport protéique apical, affecte aussi
I’ancrage des protéines au GPI?5. 1l faut, par contre, noter que certaines
cellules ne reconnaissent pas le GPI comme signal apical: les cellules FRT ne
ciblent pas les protéines associées au GPI d’une maniere spécifique; cette
lignée cellulaire ayant apparemment développé certains mécanismes de ciblage
qui lui sont propres3¢’.
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2.6.3 Les radeaux apicaux et le role des lipides; les caveolae.

Le lien entre le transport apical et la glypiation a amené plusieurs
hypothéses sur le role de certains lipides dans le transport polarisé des
protéines membranaires, surtout apicales. D’abord, la distribution de plusieurs
lipides est elle-méme polarisée dans les cellules épithéliales*’ 328; ensuite, des
protéines apicales auraient une affinité plus grande pour les lipides destinés a
ce domaine*. Par exemple, les vésicules de transport apical sont riches en
glycosphingolipides et en cholestérol, tandis que les vésicules basolatcrales
sont constituées de phosphatidylcholine et lipides liés au glycérol et pauvies en
liens hydrogéne®s 512,528 Cette propriété serait importante pour concentrer les
protéines apicales, dont celles liées au GPI, dans des vésicules spécifiques?’’.
Ainsi, la protéine F du virus de Sendai interagit avec le cholestérol'¢ alors que
la phosphatase alcaline placentaire s’associe préférentiellement aux vésicules
intracellulaires riches en glycosphingolipides*®. Ces lipides agissent comme
des éléments de “radeaux’ moléculaires de transport apical (“‘apical rafts”) pour
les protéines qu’ils transportent*’!.

Le concept de “radeau” correspond & un microdomaine dynamique
riche en sphingolipides et en cholestérol, flottant dans une mer de
glycérophospholipides membranaires*!. La formation de ces microdomaines
est causée par des éléments du feuillet membranaire externe ayant (1) une
température  de  transition  gelliquide plus  €levée que  les
glycérophospholipides, (2) des interactions Van der Waals et des liens
hydrogéne causant une grande compaction et une fluidité diminuée et, enfin,
(3) des chaines acyles plus longues, plus saturées et plus régulicres que les
phospholipides?s 471 Ces propriétés ont donc pour effet de regrouper les
sphingolipides ~par rapport 2 la  phosphatidylcholine et les
glycérophospholipides. La constitution de ces microdomaines a ét¢ ¢tudice
grice 4 leur insolubilité au Triton X-100 a 4°C [d'ou les DIGs, “detergent-
insoluble glycolipid-enriched domains”]?. 11 s’avére que plusieurs protéines
apicales s’associent aux DIGs 2 leur sortie de I'appareil de Golgi, dont les
protéines liées au GPI (particulierement la phosphatase alcaline placentaire), le
HA et la neuraminidase, ainsi que plusieurs enzymes intestinales?®. De plus,
les DIGs sont particulirement enrichis en protéines acétylées, comme la sous-
unité Ga des protéines G hétérotrimériques®. L’association de ces protéines
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de transduction de signaux implique que les microdomaines sont des centres
de communication intracellulaire importants, surtout sous la forme de
cavéolae, dont il sera question ultérieurement*1.

L’ association de certaines protéines aurait une influence importante sur
les propriétés fonctionnelles des microdomaines: entre autres, les annexines (I
et XIIIb) et la cavéoline?®s. La présence d’anticorps contre 1’annexine XIIIb
inhibe le transport apical de HA sans influencer le ciblage basolatéral de la
VSV-G, suggérant que ces protéines ont un role dans le transport apical des
protéines!4®. 359, Les cavéolines, comme les annexines, demeurent des
protéines dont les fonctions sont encore mal connues. Les cavéolines sont des
protéines retrouvées en grand nombre dans les DIGs, quoique pas de fagon
exclusivel?l. 154, 271, 387, 444, 462 En effet, ces petites protéines de 23 kDa en
forme d’épingle peuvent s’oligomériser en structures, les cavéolae®s,
impliquées dans 1’endocytose au domaine basolatéral des cellules MDCK?3, et
la transcytose dans les cellules endothéliales*?. Ces fonctions différentes
peuvent étre expliquées par 1’existence de différentes espéces de cavéoline. La
cavéoline-1 interagit avec le cholestérol®” et, malgré qu’elle soit retrouvée en
hétéro-oligomeres (cavéolines-1 et -2) formant les cavéolac & la membrane
basolatérale, seule la cavéoline-1 est apicale et associée aux microdomaines?®:
471 Si la cavéoline-1 est impliquée dans le transport & la membrane apicale des
cellules MDCK, il demeure que les cellules Caco-2 ou FRT ne posseédent pas

de cavéolae, impliquant I’existence de mécanismes de transport différents®**
568

2.6.4 Des glycosylations?

La recherche pour d’autres signaux de transport apical (autres que la
glypiation ou 1’association a certains lipides) s’est avérée peu satisfaisante;
I’apparente absence d’une séquence spécifique servant de signal de transport
apical tend A suggérer qu’une conformation encore non-identifiée sert de
signal® 542 L’hypoth&se que certaines glycosylations constitueraient des
signaux de transport apical a ét¢ mise de ’avant récemment; en effet, si
I’association des protéines a des lipides constitue un signal de ciblage, il
pourrait en &tre de méme pour les sucres. En effet, K. Simons a proposé que
les N-glycans pourraient constituer des signaux de transport apical’>! 47, De
cette fagon, certaines glycoprotéines s’associeraient aux lectines'® des
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microdomaines par leur N-glycans. Ce signal serait de faible affinité et masqué
en présence d’un signal dominant de transport basolatéral. Cependant, ce
modele explique mal le transport non-ciblé de glycoprotéines ayant perdu le
signal de ciblage basolatéral®®.

2.7 Signaux basolatéraux: nécessités structurales et de s€quence.
Ironiquement, un des premiers liens entre un signal a base de tyrosine

et le transport basolatéral provient d’une protéine virale apicale, HA, ot un
signal tyrosine a été inséré dans le domaine intracytoplasmique pour étudier
I’endocytose; la protéine mutante est transportée du cdté basolatéral®s.
L’exemple classique de signal de transport basolatéral d’une glycoprotéine
virale demeure le signal YXXI retrouvé dans le domaine cytoplasmique de
VSV-GS11, Les Lgps contiennent aussi un signal de transport basolatéral
“tyrosine-dépendant” qui est associé a I’endocytose?”’. Le LDL-R constitue un
cas particulier: le signal d’endocytose, proximal & la membrane plasmique,
peut servir de signal de transport basolatéral. Un deuxieéme signal de ciblage
basolatéral, distal, contient aussi une tyrosine critique, mais ne constitue pas
un signal d’endocytose. L’observation qu’un ensemble d’acides aminés acides
(D ou E), en aval de chaque séquence centrée sur une tyrosine, est aussi
critique pour le ciblage basolatéral du LDL-R suggere que la différenciation
entre signaux basolatéraux et d’endocytose sera complexe et implique
probablement de multiples éléments328 330, 331,

La similitude entre certaines des séquences de transport basolatéral et
celles des signaux d’endocytose ou de transport lysosomial (notamment les
séquences 4 base de tyrosine) suggere aussi l'existence d’éléments
additionnels nécessaires pour les distinguer. L’observation que les signaux
YXXL et LL peuvent transporter un cargo & une variété de compartiments
post-Golgi tend a supporter cette idée.

La famille des signaux de transport basolatéraux “tyrosine-dépendants”
ne constitue pas non plus la totalité des séquences impliquées dans le ciblage
basolatéral. Par exemple, le signal basolatéral des récepteurs PIg-R!* et TR-
R se situe dans le domaine intracytoplasmique de la protéine mais n’est pas
associé avec celui d’endocytose et ne contient pas de tyrosine essentielle; le
concensus RNXDXXS/TXXS a été suggéré comme signal potentiel, mais
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demeure encore a 1’étude®s. De plus, la phosphorylation d’une sérine 664 entre
les deux signaux (basolatéral et d’endocytose) du PIg-R permetirait le
recyclage par transcytose du récepteur vers la membrane apicale en cachant le
signal basolatéral63. 221, 351, 352. 497 Enfin, le signal basolatéral du récepteur du
fragment Fc des Ig correspond au signal d’endocytose, ¢’est-a-dire LL*!.

L’existence de signaux de transport basolatéral non cytoplasmiques a
aussi été rapportée pour certaines glycoprotéines virales, dont gD de
I’herpes®+ 226, p62 du virus de la forét de Semliki (SFV)*S et d’une
glycoprotéine chimere de deux variétés de virus de leucémie murine
(MuLV)257.258.487 Ces observations demeurent des cas isolés et se basent sur
des protéines tronquées ou chimeres, et exigeraient des études plus élaborées
de mutagénese pour étre confirmées.

2.8 Liens entre cytosquelette. lipides et protéines G.
2.8.1 Cytosquelette.

Le role du cytosquelette dans la polarisation cellulaire est double: la
formation et le support de domaines spécialisés, ainsi que 1’apport d’éléments
fonctionnels vers ces domaines, par les vésicules de transporté® 238 430,
L’intégrité des compartiments intracellulaires dépend non seulement des
membranes lipidiques, mais aussi de ces structures de soutien. Le
cytosquelette est constitué de réseaux de protéines de nature et de fonctions
distinctes: deux de ces systémes nous sont d’un intérét particulier, le réseau
microtubulaire et la famille de I'actine et de ses protéines auxiliaires?20. 340. 326,
Enfin, les réseaux sont étroitement associés a4 la membrane plasmique,
particuliérement aux zones de contact entre les cellules.

2.8.1.1 Le réseau microtubules/ protéines motrices

Un exemple de lien moléculaire entre le transport vésiculaire (et donc la
polarisation cellulaire) et 1’organisation intracellulaire des microtubules est
I'effet de Rab8, une GTPase impliquée dans le transport vésiculaire, sur la
morphologie des cellules®’. Des cellules fibroblastiques BHK surexprimant
constitutivement Rab8 forment des grandes protubérances o sont transportées
spécifiquement la glycoprotéine VSV-G et Rab8. La GTPase initierait une
cascade qui aboutirait au réarrangement local du cytosquelette dans les cellules
BHK®»7. Ce réarrangement n’est pas ’équivalent structural d’un domaine
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épithélial spécifique, les cytosquelettes épithéliaux étant beaucoup plus
complexes, mais il illustre bien le lien entre le transport vésiculaire et les
réseaux de protéines. Cette observation rappelle aussi la distribution polarisée
des microtubules dans les cellules épithéliales, leurs extrémités (-) vers
I’extrémité apicale et (+) face A I'appareil de Golgi®* 142 143, Cette disposition
est particulidre, car elle est & I’opposé de celle retrouvée dans les autres
cellules. En effet, & U'inverse des autres cellules (polarisées ou non), le centre
d’organisation microtubulaire (COM, périphérique aux centrioles) est distal
face 4 1'appareil de Golgi, et proche du domaine apical dans les cellules
épithéliales®. Par contre, ceci implique que U'extrémité (+) des microtubules
des microvillosités se situe aux pointes de ces formations. Il est d’ailleurs a
rappeler que le réseau des microtubules dendritiques est ambisens dans le
neurone, et, étant donné que le COM est retrouvé sous le réseau de I’axone,
seuls les microtubules axonaux ont uniformément leur extrémité (-) vers le
corps cellulaire’®, C’est ainsi que des protéines “motrices” jumelées aux
microtubules permettent le mouvement antérograde ([-] vers [+]) ou rétrograde
([+] vers [-]) des vésicules qui y sont amarrées. Deux groupes de protéines
“motrices” sont associés A ces tiches: les kinésines (transport antérograde) et
les dynéines/dynactines (transport rétrograde)?- 2.

Les kinésines constituent une famille de protéines qui ont une structure
de pinces ou de tenailles dont les extrémités rondes des branches (“tetes™)
possédent une activité ATPase catalysant le mouvement. Ces “tétes” amino-
terminales sont reliées par deux structures hélicoidales (“queues”) carboxy-
terminales associées chacunes avec le cargo transporté??. Les kinésines sont
responsables de fonctions aussi variées que le mouvement des organites ct la
ségrégation des chromosomes, ainsi que le transport des vésicules. En effet, la
trés grande variation de séquences retrouvée dans les “queues” reflete bien ce
phénomenes?. L’attachement des kinésines aux vésicules se fait par un
intermédiaire, la kinectine, 2 sa région hélicoidale carboxy-terminale. La
kinectine s’attache aux vésicules par des domaines hydrophobiques amino-
terminales. L’inhibition de la kinectine par des anticorps affecte
substantiellement le transport de la VSV-G du RE vers I'appareil de Golgi,
soulignant son rdle dans le transport vésiculaire’. Par contre, vu que la perte
de ces protéines (kinésine/kinectine) n’est pas nécessairement létale, d’autres
réseaux, comme )’actine/myosine, pourraient alors s’associer aux extrémit¢s
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des microtubules pour forcer un mouvement directionnel’?. L’implication
d’autres protéines, ayant une fonction homologue ou auxiliaire a la kinectine,
est aussi possible.

Un groupe de kinectines s’associent & une deuxieme catégorie de
protéines motrices, les dynéines/dynactines. Les dynéines sont constituées
d’un complexe de chaines lourdes, intermédiaires, mi-intermédiaires et
légeress?s. L’activité motrice rétrograde des dynéines est associée a leurs
chaines lourdes. Elles assurent le mouvement des cils et flagelles (“dynéines
d’axonémes”) ou du transport intracellulaire (“‘c-dynéines”)’?¢. Les dynéines
cytoplasmiques interagissent avec les endosomes, les lysosomes et 'appareil
de Golgi; le transport vers ces organites est habituellement assuré par le
transport microtubulaire rétrograde’. Par contre, dans les cellules €pithéliales,
le transport des vésicules de sécrétion apicales est associ€ aux moteurs
dynéines®. De récentes observations ont proposé que les chaines
intermédiaires sont responsables du ciblage cytoplasmique de la dynéine. Elles
servent aussi de pont entre les chaines lourdes et la dynactine, un complexe de
protéines qui ancre le réseau dynéine aux organites. La dynactine pourrait ainsi
interagir avec une molécule homologue a la kinectine5%.

La réaction des cellules face aux agents déstabilisateurs du
cytosquelette a donné certains indices sur le role des microtubules et des
protéines qui leurs sont associées dans 1’établissement de la polarité cellulaire.
Lorsque les cellules épithéliales sont traitées avec le nocodazole, la colchicine
ou le taxol, I'appareil de Golgi demeure fonctionnel mais quitte sa position
périnucléaire et se disperse dans le cytoplasme*s*. Cette observation rappelle le
positionnement graduel des organites par les microtubules lors de
I’ établissement de la confluence de la monocouche épithéliale. Ces agents ont
un effet plus drastique sur le ciblage apical des protéines: ainsi, ils affectent
grandement le transport d’hydrolases apicales” ou de I’hémagglutinine*!,
mais peu celui de la VSV-G#! ou d'autres protéines basolatérales!*.

2.8.1.2 Actine et myosine

Etant donné 1’organisation des microtubules dans le cytoplasme des
cellules épithéliales, la dynéine semble étre le moteur principal du transport
vésiculaire apical dans ces cellules® '42. Cependant, malgré une diminution
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spécifique du transport des protéines apicales par les agents perturbateurs du
réseau microtubulaire, il reste que le transport des vésicules apicales n’est pas
entierement inhibé?’. 451 531 De plus, l'existence d’un réseau dense en
filaments (le “terminal web”’), sous-jacent au microvillosités, qui n’est pas
accessible aux microtubules cytoplasmiques, suggére que d’autres systémes
doivent étre utilisés pour le déplacement des vésicules vers cette région. Le
réseau de P’actine est impliqué dans ces processus® 143, L’actine des
microfilaments (actine F, par rapport 4 I’actine G globulaire) est disposée aussi
de fagon asymétrique, comme les microtubules®. Elle est associée A une
gamme de protéines, dont il fut question antérieurement. Parmi elles, la plus
connue est la myosine. La myosine II est celle qui glisse le long de I’actine
dans le muscle et qui crée 1a tension dans les faisceaux d’actine!®®. La myosine
I, en association avec la calmoduline, amarre 1'actine des microvillosités a la
membrane!¥2; elle est aussi la protéine motrice qui a une fonction homologue a
la kinésine!'43.

L’action de la myosine I est de diriger les vésicules ou organites,
associés aux réseau d’actine, vers les membranes!#: 143, L’actine/myosine, en
association avec les microtubules, a un role dans la transcytose, ce transport de
vésicules du domaine basolatéral vers la région apicale®®. Ces vésicules
doivent traverser le réseau de tonofilaments d’actine basal, le corps cellulaire
ainsi que le “terminal web” pour arriver a destination; le réseau actine/myosine
I est particulierement adapté a accomplir cette tiche, car il s’étend de la
membrane apicale 2 la lamina basale®* !43. Ainsi, contrairement aux
microtubules, dont le role tend A se limiter au transport apical, le réseau
d’actine serait impliqué dans le transport des vésicules aux deux domaines
membranaires, particuliérement 2 travers les régions pauvres en microtubules.

2.8.1.3 Contacts entre les cellules et matrice extracellulaire

Trois grandes familles de protéines transmembranaires sont impliquées
dans les processus d’adhésion entre les cellules: la super-famille des
immunoglobulines, la famille des cadhérines et les iniégrines?!- 35°. Ces deux
dernidres sont particuli¢rement importantes pour les cellules épithéliales. En
effet, les cadhérines sont responsables des premiers signaux d’une cascade
d’événements impliquant la réorganisation du cytosquelette et I’établissement



48

de la polarité cellulaire®®. Les intégrines sont des protéines d’ancrage cellulaire

a la lamina basale35- 74,

La cadhérine impliquée dans la formation des desmosomes, et la
cadhérine principale des cellules épithéliales, est la E-cadhérine>®. Comme
pour les autres cadhérines, son activit¢ dépend de la présence de calcium.
L’association de cette protéine avec le réseau du cytosquelette permet de
stabiliser le contact entre les cellules. Le domaine intracytoplasmique de la E-
cadhérine interagit avec le complexe de trois protéines homologues: la B-
caténine, la plakoglobine et une protéine similaire & celle codée par le géne
armadillo de la drosophile®®. Ces protéines constituent un pont entre la E-
cadhérine et I’a-caténine, qui, comme la vimentine et 1’a-actinine, a une forte
affinité pour l’actine et le réseau de spectrine (ou fodrine)!*’. Une autre
composante des desmosomes est la radicine, qui interagit avec 1’o-caténine.
L’ o-caténine s’associe aussi & une famille de kinases, dont pYes, pSrc et la
protéine kinase C!18. L’activation de la GTPase Rho, intimement impliquée
dans I’état de la polymérisation intracellulaire de 1’actine, et la cascade de Ras
sont accélérées par I'action de la E-cadhérine!®®. Enfin, par son interaction
avec la fodrine, la E-cadhérine recrute certaines ankyrines aux desmosomes3.
Les ankyrines interagissent avec des protéines membranaires pour les amener a
des destinations membranaires spécifiques: les plus connues de ces protéines
membranaires importantes sont les pompes Na/K ATPase et CI/HCO, 2% 2°,

Les intégrines sont impliquées dans la solidification des interactions
cellulaires avec la lamina basale. Interagissant avec I’a-actinine et la taline, les
intégrines ancrent la cellule aux molécules qui lui sont sous-jacentes’ 2. L o~
actinine, & son tour, se branche au réseau d’actine. D’autres protéines servent
aussi de lien des intégrines aux réseaux intracellulaires, dont la zyxine, la
paxilline et la vinculine™. Cette demiére est d’ailleurs homologue a I'a-
caténine, et interagit avec le réseau de spectrine proximal a la membrane
basolatérale'¥’. La stabilisation des intégrines de 1’axe de polarisation cellulaire
permet, entre autres, le développement des jonctions étanches au pole apical
opposé, et le cumul de protéines ZO-1 a ces endroits précis!is. Cette
stabilisation permet d’activer le transport des vésicules spécialisées aux

domaines membranaires apical et basolatéral, maintenant clairement définis!!®.
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Cette activation pourrait donc se faire par un signal spécifique dirigé, entre
autres, par les protéines G hétérotrimériques.

2.8.2 Contribution des voies de transduction et des protéines G

2.8.2.1 Petites protéines G (rabs)

En décrivant les molécules impliquées dans le tranport vésiculaire, il a
été question de petites protéines possédant une activit€ GTPase et qui
permettaient, par exemple, la reconnaissance spécifique de v-SNARESs par des
t-SNARES366. 402, 560 Ces protéines homologues & Ras, nommées Rabs (“de
Rat brain”), contrdlent les étapes importantes des mécanismes de transport par
leur apport en GTP. Un autre groupe de petites protéines GTPases, les ARF-
like (ARF/SAR, “ADP-Ribosylation Factors”)!!! s’ajoutent aux Rabs pour
constituer la famille des “petites protéines G”. Ces petites protéines G
monomériques sont toutes d’une taille d’environ 25 kDa. Les Rabs sont
souvent modifiées par 'ajout d’un groupe farnésyle, ou palmitilées sur une
cystéine 4 quatre acides aminés de l'extrémité carboxy-terminale; cette
extrémité peut étre clivée ultéricurement et méthylée’™. Le palmityle est
nécessaire pour 1’ancrage membranaire des protéines G, ainsi que pour
I’interaction avec les vésicules de transport’. Les ARFs sont myristilées a leur
extrémité amino-terminale et ¢’est la myristilation qui permettrait 1’association
membranaire une fois la protéine ARF liée au GTP. La libération du GTP se
fait une fois I’ARF ciblée & une membrane, relichant les protéines adaptrices
dans le cytosol!l.

Plusieurs protéines Rabs ont des fonctions spécialisées dans le
transport ciblé des cellules polarisées (figure 8). Soulignons, entre autres, les
protéines Rab3 (les isoformes RabSA, B et C; transport endosomal) ainsi que
Rab3B, Rab8 et Rabl3 (formation des jonctions étanches) mentionnées
précédemment®. 559 La protéine Rab8 est basolatérale dans les cellules
épithéliales®? et se retrouve dans les dendrites des neurones?*; un peptide
analogue 2 sa partie carboxy-terminale inhibe le ciblage basolatéral de VSV-G,
impliquant cette protéine dans la reconnaissance des vésicules spécialisées du
transport basolatéral>®. Certaines Rabs sont associées au transport endosomal
plus en aval de Rab5: Rab4 (A, B; des endosomes & la membrane plasmique
ainsi que la sécrétion apicale), Rab7 (vers les lysosomes) et Rab9 (vers
I’appareil de Golgi), Rab22%6 373, D’ autres protéines Rabs sont impliquées
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FIGURE 8

Page 51
Les protéines Rabs dans le transport spécialisé d'une cellule épithéliale (figure
tirée de Nuoffer et Balch, Annu Rev. Biochem. 63:949)
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dans le transport du RE vers ’appareil de Golgi (Rabl, 2), a l'intérieur de
I’appareil de Golgi (Rab10) et dans le trans-Golgi (Rab6)3%¢. Enfin, il y a des
Rabs qui ne se retrouvent que dans certaines cellules spécialisées: Rab3A et C
sont localisées dans les vésicules synaptiques des neurones® 37; Rab17 est
spécifique aux cellules épithéliales et serait impliquée dans la transcytose®’; les
Rabl1 et Rab25 sont impliquées dans le recyclage des endosomes apicaux!8!:
182 Certains Rabs ont une distribution apicale dans les cellules épithéliales du
rein (Rabll, Rab18, Rab20), mais sont non-polarisées dans les cellules
épithéliales de I’intestin (Rab18)3%, ou localisées dans les dendrites des
neurones (Rabl1)¥2. Ce phénoméne découle peut-Ere des fonctions
spécialisées de ces protéines dans les différents organes. Les protéines Rabs
peuvent s’associer a des protéines auxiliaires dont les plus connues sont la
rabphiline [pour Rab3] et la radaptine [pour Rab5]. Ces protéines aident ou
agissent comme les protéines “effectrices” des Rabs3s.

2.8.2.2 Protéines G hétérotrimériques

Les protéines G hétérotrimériques sont des complexes de trois sous-
unités a, B, v, qui sont associés a la transduction de signaux de la membrane
plasmique vers des effecteurs cytoplasmiques. Ces protéines sont aussi
impliquées dans le transport vésiculaire au niveau du RE, dans les endosomes
et dans les domaines apicaux et basolatéraux® 3%, Par exemple, le fluorure
d’aluminium (AIF ), un homologue de y-GTP, agit sur la sous-unité Go-GDP
et active de maniére irréversible le transport des protéines dans 1’appareil de
Golgi®. Le transport trans-Golgi est inhibé par une addition de GTPyS, le
fluorure d’aluminium ou un exceés de sous-unités Gpy, impliquant clairement
les protéines G hétérotrimériques dans plusieurs étapes du  transport
vésiculaire!4s, Ces étapes consisteraient, entre autres, en un effet inhibiteur sur
I’action GTPase de 1a dynamine (qui interagit avec les sous-unités Gfy) suite a
la stimulation de 1’activité GTPase par les phosphatidyl inositols?®2. L’activité
inositol 5’-phosphatase de la synaptojanine (dans les neurones)’4 ou de la
protéine homologue OCRL-1 [“oculocérébrorénale-17]%6? (dans I’appareil de
Golgi) inactive les phospholipides, permettant I’oligomérisation de la
dynamine. C’est 4 ce moment que la sous-unité inactive de Go interagit avec

Gy,
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2.8.3 Les phospholipides

Les phospholipides sont particulierement impliqués dans le transport et
la transduction de signaux, car ils demeurent des constituants communs a
toutes les vésicules. Les plus importants a ce sujet sont les phosphoinositides,
et particulierement les phosphatidylinositols (PtdIns)!%2. Le noyau inositol peut
étre phosphorylé aux positions 3’-, 4’-, ou 5’-, donnant lieu a des
stéréoisomeéres spécifiques, qui sont associés a des étapes distinctes de la
formation de vésicules!®2. La plus classique de ces molécules est le
PtdIns(4,5)P2, qui a d’abord ét¢ impliqué dans 1’exocytose du calcium!.
Plusieurs enzymes régissant la structure des phosphatidylinositols sont
importantes pour le transport vésiculaire. On retrouve parmi celles-ci les
homologues de Vps34p [une 3’-PtdIns kinase] et Vpsl5p [sérine-thréonine-
kinase liée 2 Vps34p], essentielles au transport vacuolaire (chez la levure) ou
lysosomial (chez les mammiferes)#+ #5. 534 La protéine Secl4p [PEP3 ou
PITP, “PtdIns-transfer protein”] convertit le diacylglycérol et la choline en
phosphatidylcholine, régit le transfert de la phosphatidylcholine et du PtdIns
entre les membranes, et a un rdle dans le transport en aval de I'appareil de
Golgi’ 253, Enfin, la 3’-phosphoinositide kinase p85/p110 est associée a
I’endocytose de certains récepteurs, dont celui du PDGF (“platelet derived
growth factor”)#’. Des mutations de ces protéines, ou la présence de
wortmannine, un inhibiteur irréversible des 3’-PtdIns kinases, affectent
grandement la formation et le transport vésiculaires?'4 28 481,

Outre les enzymes impliquées dans la synthése, le transfert ou la
modification des PtdIns, un important indice du role actif de ces lipides dans le
transport des vésicules est leur association directe avec les autres éléments de
ce processus. La synaptojanine, une 5 -phosphatase, ainsi que la GTPase
dynamine, lient le PtdIns(4,5)P2 et l'inositol (1,4,5)-triphosphatel®. 443,
L’implication de la synaptojanine dans la réorganisation du réseau de I’actine,
et de la dynamine dans le bourgeonnement des vésicules, identifie un lien clair
entre le processus de transport vésiculaire, le métabolisme des PtdIns et
I’organisation du cytosquelette!? 43,

Les GTPases assurent aussi des interconnections entre les voies de
transport vésiculaire et les PtdIns. En plus de la dynamine, plusieurs des
ARFs, des Rabs et des protéines G hétérotrimériques sont associées aux
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réseaux des phosphoinositides'® 443, Par exemple, le PtdIns(4,5)P2 stimule
I’échange du nucléotide guanine qui est régi par I’ ARF%. LARNO (“ARF
nucleotide binding site opener”) et le PtdIns(4,5)P2 activent la phospholipase
D, aboutissant & la production locale de PtdIns(4,5)P2. La présence de ce
lipide aiderait au recrutement des protéines nécessaires a la formation de la
vésicule, comme les Rabs, les COPs et les APs. Une protéine Rab dont
I’activité est contrblée par une 3’-PtdIns kinase est Rab5, GTPase impliquée
dans le transport endosomal!®2. 11 a aussi ét¢ démontré que les protéines COPs
et APs interagissent avec le PtdIns(4,5)P2 et I'inositol (1,4,5)-triphosphate’?2

443

Le réarrangement local du cytosquelette est une autre conséquence de
I'activation des PtdIns, particulierement le PtdIns(4,5)P2. Plusieurs protéines
accessoires de I’actine, dont la profiline, la gelsoline et la cofiline interagissent
avec ce phospholipide!®. De plus, les protéines Rho de la famille de GTPases
homologues a Ras, comme Rho, Rac et Cdc42, sont ciblées par les p85/p110
et 5’-PtdIns(4) kinases. Ces protéines sont directement impliquées dans
I’organisation du réseau d’actine, du cytosquelette et ainsi dans la gestion du
transport vésiculaire!2.

3. Utilisation des virus pour I’étude du transport polarisé
des protéines.

Ce sont surtout les travaux de R.W. Compans et de E.E. Rodriguez-
Boulan, vers la fin des années 1970, qui ont ouvert la voie a I'utilisation des
virus dans I'étude du transport des protéines dans les cellules épithéliales!
42 L’étude des virus apporte deux nouveaux éléments a considérer:
I’implication de la polarisation dans la pathogénése virale et I’association de ce
phénomeéne aux mécanismes d’assemblage et de maturation de la particule.
Cette section tentera de présenter une vue d’ensemble des signaux de ciblage
des protéines virales, sans @&tre une liste exhaustive des déterminants
moléculaires de transport de ces protéines.

3.1 Les virus non-enveloppés.
Si les virus enveloppés, et particulirement les protéines de I’enveloppe

de ces virus, ont beaucoup servi de modeles pour I'étude des mécanismes de
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transport des protéines*?, il reste que les virus qui ne possedent pas
d’enveloppe peuvent aussi &tre transportés a des régions spécifiques de la
cellule. Tl s’agit souvent d’un transport vers le noyau, comme c’est le cas du
SV40 (virus simien 40) et des autres papovaviridae3#:5!. En effet, la protéine
structurale VP1 posséde un signal de localisation nucléaire dans son domaine
amino-terminal; la protéine VP1 recruterait les autres protéines VP2 et VP3
pour I’assemblage viral nucléaire?.

L’assemblage polarisé de certains virus non-enveloppés dans les
cellules épithéliales a aussi été rapporté. En effet, les capsides du virus SV40,
sous des conditions non lytiques, seraient “‘secrétées” ou relachées du domaine
apical des cellules polarisées Vero C1008; le récepteur du virus est transporté
aussi vers ce domaine?* 77, D’une mani¢re similaire, le méme groupe a
démontré plus récemment la “sécrétion” spécifique du virus de la poliomyélite
du domaine apical des cellules Caco-2, d’origine intestinale, mais pas des
cellules Vero C1008, d’origine rénale’®. Cependant, les mécanismes
impliqués dans ces phénomenes demeurent peu connus et font encore 1'objet
d’études.

3.2 Les virus enveloppés.
3.2.1 Les virus nucléaires: les herpesviridae.

Les virus enveloppés bourgeonnent soit a travers une membrane, Soit &
I’aide de vésicules qui contiennent les nucléocapsides, et qui fusionnent par la
suite avec la membrane*s. Parfois, il se peut que le virus puisse méme
acquérir des enveloppes différentes tout au long de sa maturation, en
bourgeonnant d’un compartiment cellulaire et se fusionnant avec un nouveau.
C’est le cas des herpesviridae, qui bourgeonnent & la membrane nucléaire,
perdent ensuite cette enveloppe initiale entre le noyau et 'appareil de Golgi,
pour bourgeonner encore 2 la surface de la cellule!®. Certaines glycoprotéines
virales, comme la gpl10 d’EBV (virus Epstein-Barr), sont fortement
concentrées 4 la membrane nucléaire et au RE; elles ne semblent pas
nécessaires pour la formation de I’enveloppe virale au noyau ou pour les
étapes suivantes de la maturation cytoplasmique des particules virales!®*. Les
mécanismes par lesquels les virus acquierent une enveloppe et délaissent
I’autre demeurent peu connus; ces événements se dérouleraient dans 1’appareil
de Golgi ou a l'intérieur de vésicules intracellulaires. Enfin, la glycoprotéine
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majeure d’EBV, gp350/220, est incorporée au virus a la surface cellulaire, lieu
ol gpl10 n’est pas transportée!®*. Les glycoprotéines des herpesvirus ne
semblent pas jouer un rOle majeur dans le lieu de 1’assemblage du virus.
Cependant, il a été€ démontré que le plusieurs glycoprotéines des virus HSV-1
et HSV-2 (dont gC et gD) sont transportées et ces virus relachés a la surface
basolatérale des cellules épithéliales polarisées MDBK (Madin-Darby bovine
kidney), bien que le lien entre ciblage des glycoprotéines et bourgeonnement
viral polarisé n’aie pas encore ét¢ démontré*®2,

3.2.2 Les virus du RE et de 'appareil de Golgi: coronaviridae et
bunyaviridae, togaviridae (rubivirus).

Les coronaviridae bourgeonnent dans I’appareil de Golgi et possédent
trois glycoprotéines principales (M [ou El], S [ou E2] et HE)*!. La
glycoprotéine M est la seule 2 étre efficacement retenue dans les vésicules de
I’appareil de Golgi, et cette rétention semble €tre associée a un signal de
ciblage retrouvé A Il'intérieur de la premitre de ses ftrois régions
transmembranaires*¢. Cette glycoprotéine est essentielle pour la formation de
I’enveloppe virale, et est responsable du ciblage du bourgeonnement du
virus’4. La glycoprotéine M fait le lien entre la phosphonucléoprotéine N et
I’enveloppe. Ayant bourgeonné dans I'appareil de Golgi, les coronaviridae
sont transportés vers un des domaines membranaires des cellules épithéliales,
selon le type de virus et I’origine des cellules: par exemple, le MHV (virus de
I’hépatite murine) est ciblé du cdté apical dans les cellules MDCK (rénales) et
basolatéral dans les cellules Caco-2 (intestinales). Par contre, le TGEV
(“transmissible gastroenteritis virus”) est, par contre, transporté au domaine
apical des cellules intestinales*® 4.

Le virus de la rubéole, a la différence des autres togaviridae (comme
les alphavirus Sindbis et le Semliki Forest virus), ne bourgeonne pas a la
membrane plasmique mais dans ’appareil de Golgi. En plus, les
glycoprotéines virales E1 et E2 possédent des signaux de ciblage vers le
RE/cis-Golgi??* 224, Etant donné que les nucléocapsides et les glycoprotéines
proviennent d’une polyprotéine précurseure, il 8’avere que le signal d’ancrage
membranaire de I’extrémité amino-terminale de E2 est équivalent au domaine
carboxy-terminal de la nucléocapside. Apres clivage de E2, la protéine de la
capside demeure ancrée a la membrane. L’assemblage de la capside peut alors
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se poursuivre!®, Les glycoprotéines seraient donc responsables du
bourgeonnement viral dans ’appareil de Golgi.

Les bunyaviridae sont représentatifs d’un groupe de virus qui sont
transmis par les insectes ou par des rongeurs et qui sont les agents étiologiques
de certaines fievres graves chez I’humain*®. Ces virus bourgeonnent aussi par
les membranes de 1’appareil de Golgi pour étre libérés ensuite par exocytose.
Les glycoprotéines G1 et G2 sont aussi ciblées vers 1’appareil de Golgi, par un
signal de transport de leur domaine cytoplasmique!'? 323, mais le lien entre ce
phénomene et le bourgeonnement viral n’est pas encore clairement établi. Si le
bourgeonnement de ces virus est intracellulaire, il reste que cette libération de
particules virales peut étre faite de fagon polarisée: le phlébovirus Punta Toro
est dirigé vers la membrane basolatérale des cellules épithéliales™.

32.3 Les virus des surfaces apicales: orthomyxoviridae et
paramyxoviridae.

Le virus de I’influenza (ou de la grippe) est un virus de la famille des
orthomyxoviridae qui bourgeonne & la surface apicale des cellules
polarisées®!. Vu que les signaux de transport polarisé se retrouvent sur les
glycoprotéines virales (HA et neuraminidase), les modeles actuels proposent
que ce sont elles qui sont aussi responsables du bourgeonnement polarisé
viral*®: en effet, la protéine majeure de la capside, M1, est plutdt impliquée
dans le transport des ribonucléoprotéines virales du noyau vers le
cytoplasme?®??, et ne contiendrait aucun signal de ciblage. La protéine M1
interagirait d’'une maniére encore inconnue, lors du bourgeonnement a la
surface cellulaire, avec les régions intracytoplasmiques de HA et de la
neuraminidase?*.

Parmi les paramyxoviridac qui ont & utiles pour 1'étude de la
polarisation du bourgeonnement viral, il y a le virus Sendai*!. Ce virus
bourgeonne 2 la surface apicale des cellules épithéliales o sont transportées
les glycoprotéines de son enveloppe*”®. La glycoprotéine hémagglutinine-
neuraminidase (HN), une protéine membranaire de type II, est responsable de
I’attachement du virus & son récepteur; la glycoprotéine F, de type I, est
impliquée dans la fusion membranaire?”. Les deux protéines interagissent
avec la protéine M, qui fait elleméme le lien avec le complexe
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nucléocapsidique®?. L’isolement récemment d’un virus Sendai ayant des
caractéristiques distinctes dans son transport a suscité un intérét particulier. Le
virus Sendai F1-R bourgeonne de maniére non-polarisée dans les cellules
MDCK et posseéde une glycoprotéine F dont I’activité de fusion est augmentée,
car la protéine mutante est clivée par des protéases cellulaires n’affectant pas le
virus de type sauvageol. 304506 [ a capacité de ce virus de bourgeonner bi-
directionnellement, combiné 2 I’activité augmentée de sa protéine F, changent
radicalement la pathogénese du virus. Les souris infectées avec le virus Sendai
FI1-R développent une infection systémique, alors qu’ordinairement ils
souffrent d’une pneumonie localisée*®. Des études sur l'effet de mutations
affectant uniquement 1’activité de la protéine F ou seulement la polarisation du
virus ont établi I'implication de ces deux phénomenes dans le tropisme viral et
la dissémination du virus chez 1’h6te’®2. Les protéines mutantes F affectées
dans leur signal de polarisation seraient impliquées dans la fusion cellulaire,
étant donné qu’elles doivent étre présentes au domaine basolatéral pour qu’un
tel phénomene ait lieu*. Enfin, les protéines M mutantes associées a la perte
de la polarisation du bourgeonnement viral affectent 1’organisation des
microtubules dans la cellule, impliquant directement le cytosquelette dans le
ciblage de 1’assemblage du virus’® 3%, Ces études sur le virus Sendai sont les
premiéres a intégrer le role du bourgeonnement polarisé dans la pathogénése

virale.

3.2.4 Les virus des surfaces basolatérales.

3.2.4.1 Rhabdoviridae

Avec le virus de I'influenza, le VSV a été parmi les premiers virus dont
on a étudié le bourgeonnement polarisé's! 428 431 Le virus s’assemble a la
surface cellulaire, et les deux principales protéines impliquées dans la
formation du virion (3 part le complexe ribonucléoprotéique) sont la
glycoprotéine G et la protéine de la matrice, M. La glycoprotéine G utilise les
voies du transport vésiculaire pour s’ancrer & la surface cellulaire, tandis que la
protéine M est produite dans le cytoplasme par la traduction d’ARNm libres. 1l
s’ensuit que les trimeres de glycoprotéines G interagissent avec M (qui
s’associe au complexe ribonucléoprotéique) pour 1’assemblage des nouveaux
virions a la surface cellulaire’®,



59

Le transport polarisé de la glycoprotéine G du virus 2 la membrane
basolatérale est assuré par un signal de ciblage YXXI dans la partie
cytoplasmique de la protéine’!® 51!, Cependant, il se pourrait que le
bourgeonnement basolatéral du virus puisse étre rendu possible par un signal
de ciblage retrouvé sur la protéine M, mais la nature de ce signal et les
mécanismes impliqués n’ont pas encore été élucidés®’. De plus, une interaction
de la partie cytoplasmique de VSV-G avec une protéine, Tin2, n’a pas encore
fait I’objet d’études plus détaillées: il pourrait s’agir d’une protéine effectrice
de I’interaction du signal YXXI avec les protéines adaptrices*.

3.2.4.2 Togaviridae (alphavirus Sindbis et Semliki Forest virus)

Les protéines structurales des alphavirus Sindbis et SFV (“Semliki
Forest virus”) proviennent d’un polypeptide précurseur; cependant, les
protéines capsidiques sont libérées rapidement par leur activité sérine-protéase.
Le reste du polypeptide est transporté par les voies de transport vésiculaire
pour devenir les glycoprotéines de l’enveloppe virale, E1 et p62. Les
glycoprotéines et les protéines capsidiques sont toutes les deux essentielles
pour la formation de nouvelles particules virales’®®. Dans les cellules
épithéliales polarisées en culture, ces virus enveloppés bourgeonnent au
domaine basolatéral; le signal responsable du transport polarisé se retrouve
dans les glycoprotéines. Par contre, il a été rapporté que le signal de ciblage
basolatéral n’est pas retrouvé dans la partie cytoplasmique de p62/E2, comme
c’est le cas de la majorité des signaux de transport vers ce domaine*s. Une
mutagénese plus poussée sera donc nécessaire pour trouver le signal de
ciblage.

3.2.4.3 Rétroviridae

Quoique certaines sous-familles de rétrovirus bourgeonnent a des
membranes intracellulaires, et non a la membrane plasmique, il demeure plus
simple de présenter ensemble leurs mécanismes de bourgeonnement. Les
rétrovirus possédent deux groupes de protéines structurales majeures: les
protéines structurales dérivées de la protéine précurseure Gag, et les
glycoprotéines de ’enveloppe virale. Les protéines Gag sont synthétisées dans
le cytoplasme, tandis que les glycoprotéines suivent la voie du transport
vésiculaire®. Une revue plus complete du cycle viral et de 1’assemblage des
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rétrovirus sera présentée dans la section décrivant le virus de
I’'immunodéficience humaine (VIH).

Il existe quatre catégories de particules rétrovirales (A, B, C ou D). Les
particules de type A sont intracellulaires, et correspondent aux formes
immatures du virus des tumeurs mammaires murin (MMTYV), aux capsides
entigres intracellulaires des rétrovirus de type B ou D et des spumavirus.
D’autres particules de type A sont en fait des rétrovirus endogenes défectifs
(IAP, “Intracisternal A particles”). Les particules de type B correspondent aux
particules MMTV matures; elles possédent un corps central capsidique
excentré et des spicules proéminentes qui constituent les glycoprotéines
d’enveloppe. Les rétrovirus de type C regroupent la majorité des rétrovirus
simples, ainsi que les virus du groupe de HTLV et les lentivirus. Usuellement,
le nucléoide de ces rétrovirus s’assemble parallelement au processus du
bourgeonnement; il prend alors une forme presque sphérique (rétrovirus du
type MuLV) ou de cone (lentivirus). Le bourgeonnement se complete par la
scission entre 1’enveloppe virale et la membrane cellulaire et la capside virale
est centrale. Enfin, les rétrovirus de type D, dont le prototype est le virus du
singe Mason-Pfizer (MPMV), ressemblent au virus de type B, mais leurs
spicules sont moins saillants et leur nucléocapside est plutdt en forme de
cylindre (figures 9 et 10)30 361,

Deux protéines sont impliquées dans le choix du site d’assemblage de
la particule rétrovirale: la composante des protéines Gag dénommée MA
(“protéine de la matrice”) et la glycoprotéine transmembranaire virale, ou TM.
L’interaction de ces protéines avec les constituantes membranaires, les
protéines “adaptrices” cellulaires, ainsi qu’entres elles et leurs homologues, est
déterminante pour le lieu d’assemblage viral, D’incorporation des
glycoprotéines et la production de virus infectieux?*. Cependant, il est a noter
que les glycoprotéines ne sont pas strictement nécessaires & 1’assemblage et au
bourgeonnement des rétrovirus, mais essentielles pour leur caractere
infectieux? 361, Parmi les exemples les plus frappants de I'implication de la
protéine MA dans 1’assemblage est la conversion du virus MPMYV (type D,
assemblage du nucléoide intracellulaire) a2 une morphologie virale de type C
(assemblage a la surface cellulaire) par une substitution ponctuelle W->R dans
la protéine de la matrice#3. Cependant, pour les rétrovirus de type C, le lieu de
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FIGURES 9 et 10

Pages 62 et 63

Représentation du cycle de réplication des rétrovirus: a la figure 9 (page 62,

tirée de Dubois-Dalcq et al.), en "a", le cycle d'un rétrovirus de type C est
illustré, tandis que les cycles des rétrovirus de type B ou D (avec intermédiaire

A) sont représentés en "b". A la figure 10, on retrouve des clichés, en

microscopie électronique, de: A. Particules intracellulaires de type A. B.

Assemblage du MMTYV (type B). C. Assemblage du MuLV (type C). D.
Assemblage du ALV [Avian Leukosis Virus] (type C). E. Assemblage du
MPMY (type D). F. Particules du virus de leucémie bovine (BLV, groupe

BLV/HTLYV, type C). G. Particules d'un lentivirus, le virus de

I'immunodéficience bovine (BIV, type C). H. Clichés d'un spumavirus, le
virus syncitial bovin. Figure tirée de Coffin, JM; SH Hughes et HE Varmus

(1997): Retroviruses; CSH Press; Cold Spring Harbor, NY; 843 pages.
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transport des glycoprotéines détermine le site de prédilection pour
I’assemblage viral, particulierement en ce qui concerne leur bourgeonnement
basolatéral dans les cellules épithéliales polarisées*®. Enfin, les glycoprotéines
des spumavirus possédent aussi un signal de ciblage au RE de type KK,
I'implication de ce signal sur le lieu de bourgeonnement du virus demeure
encore a &tre étudiéel’s.

4. Le virus de I’immunodéficience humaine.

Le bourgeonnement des rétrovirus dans les cellules épithéliales
polarisées a jusqu’a maintenant été étudié en utilisant deux virus: le virus de la
leucémie murine (MuLV)?7 et le virus de 1'immunodéficience humaine
(VIH)=3%. 378 Etant donné que ce dernier virus a été 1’objet principal des
travaux décrits dans cette thése, une attention particuliere sera accordé a sa
pathogénése, son cycle viral, ses protéines capsidiques et les glycoprotéines de
son enveloppe. Par la suite, un bref regard sera porté sur les caractéristiques
de deux autres rétrovirus, le virus de la leucémie humaine (HTLV) et le
MuLV, dont il sera aussi question dans cet ouvrage. Enfin, un survol des
interactions entre les cellules épithéliales et les rétrovirus permetira de placer
dans un contexte plus naturel le phénomene de bourgeonnement polarisé des
rétrovirus pour en dégager 'importance dans la pathogénése de ce groupe de

VIrus.

4.1 Le Syndrome d’immunodéficience acquise.
4.1.1 Découverte de 1’agent étiologique du SIDA.

Plusieurs maladies sont associées aux rétrovirus, et ces derniers
infectent une variété d’animaux!69. 268, 348, 3%, 408 Cependant, c’est seulement
en 1980 que le premier rétrovirus humain, responsable d’une leucémie grave
des Iymphocytes T, fut identifié (HTLV)#7. Par contre, I'infection au HTLV
demeurait un événement relativement rare et son importance était surtout
restreinte  des régions spécifiques du globe, particulitrement aux Antilles, en
Afrique de 1’Ouest et au Japons 43, L’importance des rétrovirus dans les
maladies humaines allait changer dramatiquement avec I’avénement du SIDA,
le syndrome de 1’'immunodéficience acquise.
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En juin 1981, le Center for Disease Control (CDC) rapportait
Iapparition d’une nouvelle forme d’immunodéficience aboutissant a une
pneumonie causée par Pneumocystis carinii, chez des patients de la région de
Los Angeles®. 190, Par la suite, d’autres groupes signalérent la manifestation
de certaines autres maladies associées a une dégénérescence du systéme
immunitaire: candidiose mucosale, sarcome de Kaposi, 1ésions chroniques
ulcéreuses causées par le virus herpés simplex et infection aggressive a
cytomégalovirus®?. 468, [’isolement par les groupes de L. Montagnier (de
I'Institut Pasteur)??, de R. Gallo (du NIH)!%S et aussi de D. Levy (de
I’UCSF)?% d’un nouveau rétrovirus associé au développement de cette forme
nouvellement identifiée d’immunodéficience progressive allait aboutir a
I'identification du VIH, nom adopté par le Comit¢ International sur la
Taxonomie des Virus en 1986. La méme année, une deuxieéme forme de VIH
est isolée de patients en Afrique de 1’Ouest, le VIH-276. Une douzaine
d’années plus tard, le SIDA a atteint les niveaux pandémiques, et un effort
considérable a été mobilisé pour lutter contre le virus en cause.

4.1.2 La pathogénese du SIDA.

Le SIDA est une maladie complexe qui est caractérisée par une
dégénérescence lente du syst®me nerveux central, mais surtout par un déclin
progressif de la population de lymphocytes CD4-positifs, aboutissant a un
déséquilibre du systeme immunitaire et le développement d’infections
opportunistes ainsi que de néoplasmes rares et aggressifs. Le SIDA se
présente généralement en trois phases (figure 11)*4: 1) D’abord, il s’agit
d’une phase aigué de réplication virale intense (quelques semaines), souvent
associée A I’apparition de symptomes semblable & ceux de la grippe. Le virus
s’introduit dans les tissus lymphoides & cette étape. 2) La deuxiéme étape
correspond & une longue période (jusqu’a 8 ans) de latence apparente (dans le
sang périphérique) du virus, oll apparaissent les anticorps de 1’hdte contre les
antigénes viraux (p24). Cependant, la réplication intense des virus,
particulierement dans les lieux leur servant d’abri (cellules quiescentes
[macrophages, lymphocytes mémoires], tissus lymphoréticulaires [cellules
dendritiques]), peu accessibles aux actions du systéme immunitaire, améne
l'établissement de "réservoirs” de virus®3. 334, La réplication virale dans les
lymphocytes circulants est donc relativement controlée a cette étape: il s’agit
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FIGURE 11

Page 67
Phases dans la pathogénése du VIH menant au SIDA. Figure modifiée de
Coffin, JM; SH Hughes et HE Varmus (1997): Retroviruses; CSH Press;
Cold Spring Harbor, NY; 843 pages.
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d’un équilibre fragile entre le nombre de lymphocytes CD4+ en circulation, la
quantité de particules virales infectieuses produites, et le recyclage ou
réapprovisonnement continuel des deux populations??? 3% 39. 541 3) A la
troisidme phase, il y a une augmentation du titre viral apparent, face a la perte
de I’équilibre fragile préalablement établi, et le début de 1’établissement des
infections opportunistes. La destruction des populations cellulaires CD4-
positives devient donc le phénomene central de la maladie, le point critique
étant la mainmise du virus sur la capacit¢ de regénération du systéme

immunitaire3®.

L’utilisation de puissants inhibiteurs de réplication virale (les anti-
protéases) a permis d’obtenir un modele de la dynamique de réplication du
virus pendant les phases cliniques du virus, particulierement la “primo-
infection” (phase 1)38. 399, La demi-vie rapide du virus (6 h) ainsi que la vie
moyenne des lymphocytes circulants infectés (1,6 j), et le temps que prend le
virus 2 infecter de nouvelles cellules (2,2 j) démontrent 1’équilibre fragile entre
la réplication virale et l’action du systtme immunitaire®® 32, Les
caractéristiques des lieux servant de “réservoir viral’, comme les
macrophages, et autres cellules quiescentes, sont actuellement étudiées.

4.1.3 Le VIH, un rétrovirus.

4.1.3.1 Structure du virus

Le VIH appartient 2 la sous-famille des lentivirus, des rétroviridae
ayant une morphologie de type C. C’est un virus enveloppé d’environ 100 nm
de diametre qui apparait en microscopie électronique comme un cOne
cylindrique entouré d’une bi-couche lipidique (figure 12)3%7. Le corps central
composée de la protéine majeure CAp24 englobe deux molécules d’ARN de
polarité positive, auxquelles sont associées la transcriptase inverse (RTp66/51,
ADN polymérase ARN-dépendante), I'intégrase (INp31) et la protéine “de la
nucléocapside” (NCp9). L’enveloppe virale provient de la membrane cellulaire
duquel le virus a bourgeonné et contient 72 spicules, correspondants aux
trimeres de glycoprotéines virales de surface et transmembranaire (la SUgp120
et la TMgp41), respectivement. Tapissant la surface interne de I’enveloppe, la
protéine de la matrice MAp17 est ancrée par un lien myristyle et fait le lien
entre le corps dense central et 'enveloppe virale*”. Enfin, certaines protéines
dites “accessoires” du VIH sont aussi incorporées au virion: la protéine Vpr est
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FIGURES 12 et 13

Pages 70 et 71
Structure génétique (figure 12a), morphologique (figure 12b) et moléculaire
(figure 13) du VIH. Figures 12a de Darnell et al., 12b de Levy, JA (1994):
HIV and the pathogenesis of AIDS; ASM Press; Washington, DC; 359
pages, et 13 de Coffin, JM; SH Hughes et HE Varmus (1997):
Retroviruses; CSH Press; Cold Spring Harbor, NY; 843 pages.
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en quantité appréciable® 278, mais les protéines Vif.251.300 et Nef>!. 382 344 ont
aussi été détectées dans la particule virale.

Plusieurs protéines cellulaires sont aussi incorporées au VIH, soit au
niveau de l'enveloppe ou en s’associant a la capside virale. La B2-
microglobuline!4, les molécules DR du complexe majeur d’histocompatibilité
de classe II (CMH-II)26, I'TCAM (“Intercellular adhesion molecule™)!%3, le
CD55 (ou “decay accelerating factor”, un inhibiteur du com<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>