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Rififyline et recyclage

quel trafic

Franck Coumailleau, Charles Babinet, Michel Cohen-Tannoudji

> 'endocytose est un processus fonda-
mental par lequel des composés extra-
cellulaires ainsi que des constituants

acheminés vers différents comparti-

ments intracellulaires. Le recyclage

d’une partie des éléments endocytosés

membranaires sont internalisés, puis  (Figure 1) joue un rdle clé dans de nom-
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Figure 1. La voie de recyclage. Les vésicules d’endocytose formées apres invagina-
tion de la membrane plasmique sont dirigées vers les endosomes de tri (ou endo-
somes précoces) avec lesquels elles fusionnent. Dans ce compartiment s’effectue
un tri sélectif entre les molécules qui seront dégradées et celles qui seront recyclées
vers la membrane plasmique. Ces derniéres peuvent étre recyclées directement
depuis les endosomes de tri ou transiter via les endosomes de recyclage (ERC, endo-
cytic recycling compartment). Les inhibiteurs des phosphatidyl-inositol-3-kinases
tels que la wortmannine et le LY294002 inhibent le recyclage depuis les endosomes

de tri. La surexpression de la Rififyline affecte le recyclage depuis I'ERC.
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breux événements cellulaires comme
I’incorporation de nutriments, le main-
tien de la polarité cellulaire, la mobilité
cellulaire ou encore la transduction du
signal [1, 2]. Aprés internalisation, pro-
téines et lipides membranaires sont,
dans un premier temps, transportés vers
les endosomes précoces ou les enso-
domes de tri. Dans ce compartiment,
s’opere le tri entre les molécules qui
seront dirigées vers les endosomes tar-
difs, puis éventuellement vers les lyso-
somes pour y étre dégradés, et celles qui
seront recyclées vers la membrane plas-
mique, soit directement, soit apres avoir
transité par les endosomes de recyclage
(€RC, endocytic recycling compartment).
Les compartiments impliqués dans cette
voie sont extrémement dynamiques. Les
chemins suivis par les molécules endocy-
tosées sont nombreux, complexes et
impliquent Iaction coordonnée d’un
grand nombre de molécules assurant leur
tri et leur adressage précis aux différents
compartiments intracellulaires [3].

A 'heure actuelle, nos connaissances sur
les mécanismes de régulation du trafic le
long de la voie de recyclage sont assez
limitées [4]. Une premiére raison a cela
est que seul un petit nombre de molé-
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cules localisées dans les endosomes de
recyclage a été caractérisé a ce jour ;
parmi celles-ci se trouve la protéine
Rabll qui est impliquée dans le controle
du trafic membranaire a travers I’€RC
[5]. Une seconde raison est qu’il existe
trés peu d’outils agissant spécifique-
ment sur la voie de recyclage et permet-
tant ainsi sa caractérisation détaillée.

Récemment, une nouvelle piste a été
ouverte par I’étude d’un géne appelé
Rififyline [6]. Celui-ci est exprimé dans
de nombreux tissus et code pour une
protéine de 40 kDa présentant un
domaine a doigts de zinc a chaque extré-
mité. Dans les cellules en culture, sa sur-
expression provoque la condensation,
dans la région périnucléaire, de tubules
et de vésicules d’endocytose présentant
a leur membrane la transferrine, ainsi
que son récepteur. La distribution de
marqueurs des différents compartiments
d’endocytose montre que les altérations
morphologiques induites par la Rififyline
sont spécifiques de I'€RC (Figure 2A). Par
ailleurs, la surexpression de Rififyline
retarde fortement le recyclage vers la
membrane plasmique de la transferrine
internalisée dans I’€RC (Figure 2B). Cela
se traduit par la réduction de moitié du
nombre de récepteurs de la transferrine
a la surface des cellules et par I'inhibi-
tion d’environ 40 % de la quantité de
transferrine recyclée apres 30 minutes.

U'étude de mutants de délétion a permis
d’identifier le domaine protéique essen-
tiel a P'action de la Rififyline sur "ERC.
Dans sa partie carboxy-terminale, la
Rififyline posséde un domaine RING, motif
présent dans plusieurs centaines de pro-
téines humaines et impliqué dans la réac-
tion d’ubiquitinylation de certaines pro-
téines [7]. Le domaine RING de la
Rififyline n’est toutefois pas impliqué
dans Pinhibition du recyclage. Dans sa
partie amino-terminale, la Rififyline pos-
séde un domaine appelé FYVE-like, car
apparenté au domaine FYVE (acronyme
des protéines Fablp, YOTB, Vaclp et
EEAL). Présent dans une trentaine de pro-
téines humaines, ce dernier est un
domaine a doigt de zinc d’environ
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70 acides aminés, qui se lie spécifique-
ment au phosphatidyl-inositol-3-phos-
phate (PI3P) Une concentration
locale accrue de PI3P est responsable du
recrutement, sur la membrane des endo-
somes de tri, de plusieurs protéines a
domaine FYVE régulatrices de I'endocy-
tose. De fagon similaire, le domaine FyVE-
like de la Rififyline constitue un domaine
d’adressage aux membranes de I’ERC. €n
effet, fusionné a la green fluorescent pro-
tein, il permet le ciblage de la protéine de

fusion spécifiquement a I’€RC. De plus, la
protéine Rififyline dépourvue de domaine
FYVE-like se distribue dans le cytosol et la
surexpression de la protéine tronquée est
sans effet sur ’ERC. Par ailleurs, il a été
montré, chez le rat, que la Rififyline est
modifiée par ’ajout d’un groupement pal-
mitate dans sa partie amino-terminale
[9]. Cette modification post-traduction-
nelle participe probablement a la stabili-
sation de I'interaction de la Rififyline avec
les membranes de I’ERC.
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Figure 2. La surexpression de la Rififyline affecte la morphologie et la fonction des endosomes de

recyclage (ERC). A. La surexpression de la Rififyline provoque I’agrégation des endosomes de

recyclage contenant le récepteur de la transferrine (TfR) et la petite GTPase Rab1l. Les distribu-

tions cellulaires des protéines EEAL, un marqueur des endosomes de tri, et Lamp2, un marqueur

des endosomes tardifs (voie de dégradation), ne sont pas affectées par la surexpression de la

Rififyline. B. Des cellules surexprimant ou non la Rififyline (RFFL, en vert) ont été incubées en

présence de transferrine marquée (Tf, en rouge). Apres internalisation (0 min), une « chasse »

de 4heures a été effectuée. Apres 30 minutes, la majorité des cellules nont transfectées ont

recyclé la transferrine, alors que, dans les cellules surexprimant la Rififyline, une quantité

importante de transferrine est toujours détectée dans I’ERC apres 4 heures de « chasse ».



Le site principal d’interaction du
domaine FYVE avec le PI3P est une poche
de résidus hydrophobes [8]. Plusieurs
résidus critiques de cette poche ne sont
pas conservés dans le domaine FYVE-like
de la Rififyline, suggérant que ce dernier
ne se lie pas au PI3P. Cela a été confirmé
par I'observation selon laquelle,
contrairement aux protéines possédant
un domaine FYVE bona fide, la distribu-
tion de la Rififyline n’est pas modifiée
lors de la déplétion du PIP3 induite parle
Ly294002. Lidentification du ligand du
domaine FYVE-like sera déterminante
pour la compréhension du mécanisme
d’action de la Rififyline.

Un autre moyen d’inhiber la voie de recy-
clage est de bloquer I'activité des phos-
phatidyl-inositol-3-kinases (PI3-kinases)
par le Ly294002 [10]. Il est & noter que les
effets inhibiteurs de la surexpression de la

Rififyline et du traitement par le Ly294002
surlerecyclage de la transferrine s’addi-
tionnent, suggérant que la Rififyline et
les inhibiteurs des PI3-kinases agissent
sur des voies différentes. Ces derniers
agiraient sur le recyclage a partir des
endosomes de tri, notamment en dimi-
nuant le recrutement des protéines régu-
latrices interagissant avec le PI3P, alors
que la Rififyline agirait sur les voies de
recyclage a partir de I"€RC (Figure 1).
Ainsi, la surexpression de la Rififyline
agit spécifiquement sur I'un des compar-
timents les moins bien caractérisés de la
voie. A ’avenir, son utilisation permettra
certainement de mieux comprendre les
mécanismes impliqués dans le trafic des
protéines membranaires le long de voie
de recyclage. ¢

Inhibition of endocytic recycling
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Localisation axonale de Emx2
Quand des facteurs de transcription
a homéodomaine interférent

avec la traduction

Stéphane Nédélec, Alain Trembleau

> Les sensoriels olfactifs
(NSO), a lorigine de la perception des
odeurs, présentent la particularité
d’étre perpétuellement renouvelés chez
I’adulte. La différenciation des NSO néo-

formés, caractérisée notamment par la

neurones

croissance d’un prolongement axonal
guidé vers les neurones cibles du bulbe
olfactif, pose la question des méca-
nismes contrdlant ces phénomeénes
développementaux  perdurant  chez
’adulte. Parmi les geénes potentielle-
ment impliqués dans ces processus,
figurent les geénes de développement

codant pour les homéoprotéines, des
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céphale [1], elle contrdle
la prolifération des cel-
|ules de la zone ventricu-
laire et [’établissement

des aires corticales [2] et

facteurs de transcription
caractérisés par la pré-
homéodo-

sence d’un
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est aussi impliquée dans
le développement des
projections des neurones
pyramidaux de [’hippo-
campe [3]. Bien que les
mécanismes d’action
d’€mx2 dans ces proces-

sus soient encore trés mal

maine, motif de liaison a

I’ADN trés conservé au cours de I’évolu-
tion. €n effet, les homéoprotéines jouent
des rdles fondamentaux dans le déve-
loppement embryonnaire du systéeme
nerveux, non seulement au cours des
étapes précoces de sa régionalisation,
mais aussi pendant les phases plus tar-
dives de différenciation neuronale. Par
exemple, I’homéoprotéine Emx2 est
nécessaire a I’établissement des fron-
tieres entre le mésencéphale et le dien-

compris, la localisation
nucléaire de cette protéine et son statut
de facteur de transcription laissent pen-
ser qu’elle agit probablement en contro-
lant expression d’autres genes.

Un partenariat Emx2/elF4€

dans les axones des neurones
sensoriels olfactifs

Au cours de 'analyse, chez la souris, de
I’expression d’Emx2, déja connue pour
perdurer chez I'adulte dans deux régions
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