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RESUME 

La voie d’endocytose se compose d’une succession de compartiments membranaires – 

les endosomes. Cette voie assure l’internalisation d’éléments extracellulaires et de protéines 

de la membrane plasmique. La voie d’endocytose converge vers les endolysosomes, résultat 

de la fusion entre les endosomes tardifs et les lysosomes, et site de dégradation des éléments 

endocytés. En plus de ce rôle de dégradation, les endosomes et lysosomes sont aussi 

impliqués dans de nombreuses autres fonctions cellulaires, telles que la sécrétion d’exosomes, 

la réparation de la membrane plasmique, la défense contre certains pathogènes, la perception 

des niveaux de nutriments intracellulaires, l’autophagie… Ces fonctions dépendent des 

hydrolases présentes dans la lumière des (endo)lysosomes, mais aussi des protéines insérées 

dans leur membrane (les LMP, pour Lysosomal Membrane Proteins). De façon intéressante, 

certaines LMP présentent des localisations intracellulaires anormales dans certains cancers. 

Par exemple, la glycoprotéine LAMP1 s’avère surexposée à la surface cellulaire dans de 

nombreuses lignées cancéreuses. Elle y joue plusieurs rôles dans l’agressivité tumorale, en 

étant notamment impliquée dans la migration cellulaire et la résistance au système 

immunitaire. 

Les voies de transport impliquées dans la localisation des LMP ne sont pas bien 

comprises. Ces protéines sont transloquées dans le réticulum endoplasmique puis 

transportées vers l’appareil de Golgi. De là, deux voies ont été décrites. Dans la voie dite 

« directe », les LMP sont directement transportées de l’appareil de Golgi vers les endosomes. 

Dans la voie dite « indirecte », les LMP sont envoyées à la membrane plasmique, d’où elles 

accèdent aux endosomes par endocytose. Cette divergence suggère l’existence de 

mécanismes de tri des LMP au niveau de l’appareil de Golgi. 

Nous avons analysé le transport de plusieurs LMP le long de la voie de sécrétion. Pour 

ce faire, nous les avons incorporées dans le système RUSH (pour Rentention Using Selective 

Hooks). Cette technologie permet la synchronisation de la sécrétion d’une protéine d’intérêt. 

Nous avons démontré que LAMP1 et LIMP2 sont ségrégées et triées au niveau de l’appareil 

de Golgi. Nous avons montré que LAMP1 est délivrée à la membrane plasmique et, en 

conséquence, suit une voie indirecte vers les lysosomes. LIMP2 est supposée suivre une voie 

directe. Nous avons montré qu’au niveau de l’appareil de Golgi, LIMP2 est concentrée dans 

des structures dépourvues de clathrine qui assurent son export de l’appareil de Golgi. Fait 



 

5 
 

important, ce phénomène de tri est indépendant des signaux de recrutement d’adaptateurs 

à la clathrine portés par LAMP1 et LIMP2.  

Dans le but d’identifier des régulateurs du trafic des LMP ainsi que des mécanismes 

impliqués dans la délocalisation de LAMP1 dans les cancers, nous avons réalisé un criblage 

génétique d’inactivation de gènes. Celui-ci était basé sur la technologie CRISPR-Cas9 et 

permettait le ciblage de la quasi-totalité du génome. La méthode a été pensée de sorte à 

identifier des gènes dont l’inactivation influe sur la présence de LAMP1 à la surface cellulaire. 

La réalisation de ce criblage a permis d’identifier de nombreux gènes candidats. 

 

Mots clefs : trafic intracellulaire ; protéines de la membrane du lysosome ; appareil de Golgi ; 

CRISPR-Cas9. 
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SUMMARY 

The endocytic pathway is composed of an array of membrane-bound organelles – the 

endosomes. This pathway mediates the internalisation of extracellular materials as well as cell 

surface proteins and ends in endolysosomes.  Endolysosomes result from the fusion between 

late endosomes and lysosomes and are the site of degradation of endocytosed elements. 

These organelles are also involved in multiple other cell functions, including exosome 

secretion, plasma membrane repair, defence against pathogen, nutrient sensing, autophagy… 

These functions rely on luminal hydrolases but also on proteins inserted in the membrane of 

late endosomes and lysosomes, generally referred as lysosomal membrane proteins (LMPs). 

Interestingly, some of these LMPs display altered intracellular localisation in some cancers. 

For example, LAMP1 was shown to be overexposed at the cell surface in multiple cancer cell 

lines. At the cell surface, this LMP was shown to be involved in cancers aggressiveness through 

multiple mechanisms including influencing cell migration abilities or increasing resistance to 

the immune system. 

The trafficking pathways involved in the intracellular localisation of the LMPs are not 

well understood. They enter the secretory pathway at the level of the endoplasmic reticulum 

and are transported to the Golgi apparatus. From there, two pathways were described. In the 

“direct pathway”, LMPs are directly delivered from the Golgi apparatus to endosomes. 

Conversely, in the “indirect pathway”, endosomal proteins are targeted to the plasma 

membrane and enter the endosomes by endocytosis. This divergence suggests the existence 

of mechanisms for the sorting of LMPs at the level of the Golgi apparatus. 

We studied the trafficking of several LMPs along the secretory pathway. To do so, we 

incorporated them into the Retention Using Selective Hooks (RUSH) system. This tool makes 

it possible to synchronize the traffic along the secretory pathway of a protein of interest. We 

demonstrated that the two LMPs LAMP1 and LIMP2 are segregated and sorted at the Golgi 

apparatus. We show that LAMP1 is targeted to the cell surface and therefore follows an 

indirect pathway to lysosomes. LIMP2 is thought to follow a direct pathway. We show that at 

the Golgi apparatus, this protein is concentrated into clathrin-free structures which mediate 

its Golgi exit. Importantly, this sorting at the Golgi apparatus were independent on the adaptor 

binding signals carried by LAMP1 and LIMP2. 
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In order to identify LMPs trafficking regulators as well as mechanisms involved in LAMP1 

mislocalisation in cancers, we also performed a virtually genome-wide genetic screen based 

on the CRISPR-Cas9 technology. We were searching for gene whose inactivation influences 

LAMP1 presence at the cell surface and were able to identify numerous candidates. 

 

Keywords: intracellular trafficking; lysosomal membrane proteins; Golgi apparatus; 

CRISPR-Cas9. 
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INTRODUCTION 

1 Le transport dans la cellule 
La cellule est régulièrement définie comme « l’unité structurale et fonctionnelle du 

vivant ». Mais le vivant est un concept flou et tenter de le définir ne peut se passer d’une 

dimension philosophique. Par ailleurs, créer ainsi un lien de réciprocité entre la cellule et le 

vivant n’est peut-être pas souhaitable. Cela bride la réflexion lors de questionnements sur la 

nature, vivante ou non, de certains objets. De tels questionnements ont par exemple eu lieu 

récemment au sujet des virus (Forterre, 2016). 

Pour un biologiste cellulaire, la cellule est un volume délimité par une membrane et qui 

renferme un microcosme d’une complexité fascinante. Au sein de celui-ci se déroule toute 

une myriade de réactions en chaîne aboutissant à divers phénomènes (synthèse/dégradation 

de molécules, assemblage de structures moléculaires complexes, conversions d’énergies…). 

Ces phénomènes complexes sont organisés dans l’espace et le temps et permettent à la cellule 

de se mouvoir, d’échanger avec le milieu extérieur (extracellulaire) ou encore de se répliquer. 

Classiquement, les organismes cellulaires sont classés en deux groupes : les procaryotes 

et les eucaryotes. Les eucaryotes sont des organismes dont le matériel génétique est séparé 

du reste de la cellule par une enveloppe membranaire. Ces organismes peuvent être 

unicellulaires ou pluricellulaires. Ce groupe comprend les animaux, les plantes, les 

champignons, les protozoaires et les chromistes. Le groupe des procaryotes comprend les 

bactéries et les archées. Ces organismes sont unicellulaires et leur matériel génétique n’est 

pas séparé du reste de la cellule par une membrane.  

Les cellules eucaryotes présentent une complexité interne supérieure avec la présence 

de plusieurs compartiments intracellulaires délimités par une membrane (Figure 1). Cette 

compartimentalisation de la cellule permet de potentialiser les réactions biochimiques en 

concentrant ensemble les substrats et les enzymes et en séparant les réactions antagonistes. 

Aucun compartiment n’est isolé, ils sont tous capables d’échanges avec d’autres 

structures intracellulaires. La notion de « trafic intracellulaire » fait référence à tous les 

échanges entre différents compartiments. Dans ce manuscrit, le terme « trafic » fera plus 
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spécifiquement référence à des échanges médiés par l’intermédiaire de vésicules ou autres 

intermédiaires membranaires. 

Plusieurs compartiments participent à des échanges avec le milieu extérieur. Ceux qui 

collaborent dans le processus de sécrétion sont regroupés sous l’appellation de « voie de 

sécrétion » (Figure 1). Ceux qui collaborent dans le processus d’internalisation d’éléments du 

milieu extérieur définissent la « voie d’endocytose ». 

2 La voie de sécrétion 
La sécrétion joue un rôle majeur dans la biologie de la cellule et des organismes en 

permettant notamment la communication entre cellules, la dissémination de nutriments dans 

l’organisme, l’organisation du milieu extracellulaire et l’adhérence cellulaire. 

Figure 1. La cellule animale est compartimentée. Représentation simplifiée de différents compartiments 
intracellulaires membranaires (ou délimités par une monocouche de phospholipides dans le cas des gouttelettes 
lipidiques) d’une cellule animale. Schéma dessiné avec l’aide de BioRender (https://biorender.com/). 

https://biorender.com/
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Dans les cellules de mammifères, environ 30% des protéines sont incorporées dans la 

voie de sécrétion. L’entrée des protéines dans cette voie se fait au niveau du réticulum 

endoplasmique. Les cargos sont ensuite transportés vers l’appareil de Golgi par l’intermédiaire 

de vésicules. L’appareil de Golgi organise alors le tri des différents cargos et les expédie vers 

leur compartiment final, que ce soit le milieu extracellulaire, la membrane plasmique 

basolatérale, la membrane plasmique apicale, les granules de sécrétion ou les endosomes. 

2.1 L’entrée de la voie de sécrétion : le réticulum endoplasmique 

2.1.1 Structure et fonctions du réticulum endoplasmique 

Le réticulum endoplasmique (RE) représente le point d’entrée de la voie de sécrétion. Il 

se compose de tubules membranaires interconnectés qui forment un réseau hétérogène 

associé à l’enveloppe nucléaire et qui s’étend dans toute la cellule (Figure 2 ; Nixon-Abell et 

al., 2016; Schwarz et Blower, 2016). Cette extension dans toute la cellules est médiée par 

l’interactions avec le cytosquelette de microtubules via, notamment, des protéines résidentes 

du RE telles que STIM1 (pour Stromal Interaction Molecule 1) ou CLIMP-63 (pour Cytoskeleton-

Linking Membrane Protein 63 ; Vedrenne, Klopfenstein et Hauri, 2005; Grigoriev et al., 2008). 

Deux types de RE, rugueux ou lisse, sont distingués en fonction de la présence de ribosomes 

ancrés sur leur membrane. 

En plus de son rôle dans la voie de sécrétion, le réticulum endoplasmique est impliqué 

dans de nombreuses fonctions cellulaires. Il est l’un des lieux principaux de la biosynthèse de 

lipides, notamment des phospholipides membranaires et du cholestérol (Schwarz et Blower, 

Figure 2. Structure du réticulum endoplasmique. (a) Images confocales de cellules HeLa exprimant GFP-Sec61. 
L’encart représente un grossissement x3. Barre d’échelle : 10 µm. (b) Mêmes cellules que dans (a) acquises à un 
plan confocal plus proche de la lamelle, permettant d’apprécier le réseau de RE périphérique. Schwarz et Blower, 
2016. 
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2016). Il joue aussi le rôle important de stock de Ca2+, sa concentration dans la lumière du RE 

étant de 1000 à 8000 fois supérieure que dans le cytoplasme (Schwarz et Blower, 2016). Le 

relargage de Ca2+ dans le cytoplasme par le RE régule de nombreux mécanismes cellulaires et 

voies de signalisation (Clapham, 2007). Le RE est aussi impliqué dans la biologie des autres 

organites via des contacts directs (Eden, 2016). Il régule par exemple les événements de fission 

des mitochondries (Kraus et Ryan, 2017), le positionnement des endosomes (Raiborg et al., 

2015), la formation des autophagosomes (Kotani et al., 2018), l’expansion de la membrane 

plasmique (Petkovic et al., 2014)… 

2.1.2 La translocation des protéines dans le réticulum 
endoplasmique 

La plupart des protéines incorporées dans le RE possèdent un peptide signal hydrophobe. 

Lors de la traduction des ARN messagers codant pour ces protéines, le peptide signal est 

reconnu par la protéine SRP (pour Signal Recognition Particle). La SRP permet l’ancrage du 

ribosome à la membrane du RE en s’associant au récepteur de la SRP (Schwarz et Blower, 

2016). La traduction est poursuivie sur les membranes du RE et la protéine en cours de 

synthèse est transloquée vers la lumière du RE grâce à un complexe protéique 

transmembranaire dédié : le translocon (Rapoport, 2007; Jan, Williams et Weissman, 2014). 

Les protéines qui possèdent des domaines transmembranaires sont insérées dans la 

membrane au cours de la translocation (von Heijne, 2006). Le peptide signal, hydrophobe, 

peut constituer un domaine transmembranaire ou alors être clivé dans la lumière du RE  

(Schwarz et Blower, 2016). Les protéines ne possédant qu’un seul domaine transmembranaire 

et s’insérant dans le sens de leur translocation (extrémité N-terminale luminale) sont appelées 

protéines transmembranaires de type I. À l’inverse, les protéines avec un seul domaine 

transmembranaire et l’extrémité N-terminale cytosolique sont de type II. Les protéines dotées 

de plusieurs domaines transmembranaires sont de type III. 

Le RE prend aussi en charge le repliement des protéines transloquées grâce à un 

ensemble de protéines chaperonnes (Braakman et Hebert, 2013). Le repliement est 

également assuré par l’ajout de N-glycosylations sur les régions luminales des cargos. Cette 

modification est catalysée par le complexe oligosaccharyltransférase (OST) qui catalyse la 

liaison d’oligosaccharides préassemblés (composés de 3 glucoses, 9 mannoses et 2 N-

acétylglucosamines ; Glc3Man9GlcNAc2) sur certains résidus (Braakman and Hebert, 2013). Le 
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RE dispose aussi de systèmes de dégradation pour éliminer les protéines mal repliées. Parmi 

ceux-ci, le système ERAD (pour ER-Associated Degradation) permet l’extraction de protéines 

mal repliées hors du RE et leur dégradation par la protéasome (Ruggiano, Foresti et Carvalho, 

2014). 

2.1.3 Le transport des protéines du RE vers l’appareil de Golgi 

Le transport de cargos du RE vers l’appareil de Golgi est médié par la formation de 

vésicules recouvertes d’un manteau COPII (pour Coat Protein complex II ; Lord, Ferro-Novick 

et Miller, 2013). La formation de ces vésicules est concentrée dans des régions particulières 

du RE : les sites d’export du RE (ERES, pour ER Exit Site ; Bannykh, Rowe et Balch, 1996). Les 

mécanismes de formation des vésicules COPII, initialement identifiés chez Saccharomyces 

cerevisiae mais conservés chez les mammifères (Lord, Ferro-Novick et Miller, 2013), 

requièrent le recrutement séquentiel de plusieurs facteurs sur la membrane du RE. Le 

recrutement de la protéine Sar1 sur les membranes du RE participe à l’initiation du processus 

(Lord, Ferro-Novick et Miller, 2013). 

Sar1 fait partie de la superfamille de la protéine Ras. Les protéines de cette superfamille 

sont des petites protéines G (aussi appelées petites GTPases) impliquées dans la régulation de 

diverses fonctions cellulaires (Rojas et al., 2012). Les petites protéines G alternent entre deux 

états : 1) GTPase liée au GTP, active et capable de recruter des effecteurs et 2) GTPase liée au 

GDP, inactive (Figure 3). L’alternance est médiée par deux principales familles de régulateurs. 

Les facteurs d’échange du GDP (GEF, pour Guanine Exchange Factor) catalysent la dissociation 

de la petite protéine G du GDP qui sera alors remplacé par du GTP, plus abondant dans le 

cytoplasme. Les protéines activatrices de l’activité GTPase (GAP, pour GTPase-Activating 

Figure 3. Mode de régulation des petites GTPases. 
GEF : Guanine Exchange Factor, GAP : GTPases-
Activating Protein. Schmoll et al., 2016. 
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Proteins) accroissent l’activité GTPase des petites protéines G, ce qui entraîne l’hydrolyse du 

GTP et, en conséquence, l’inactivation des petites GTPases (Figure 3 ; Cherfils et Zeghouf, 

2013).  

Sar1 est recrutée et activée sur la membrane du réticulum endoplasmique grâce à sa 

GEF : la protéine membranaire du RE Sec12 (Nakano, Brada et Schekman, 1988; Barlowe et 

Schekman, 1993). Sar1-GTP recrute alors l’hétérodimère Sec23-Sec24 qui constitue la couche 

interne du manteau COPII (Lord, Ferro-Novick et Miller, 2013). Sec24 permet le recrutement 

des cargos par interaction avec de divers motifs protéiques cytosoliques (Miller et al., 2002, 

2003; Mossessova, Bickford et Goldberg, 2003; Mancias et Goldberg, 2008). Une seconde 

couche du manteau COPII, composée de Sec13 et Sec31, est recrutée par Sec23-Sec24. 

Ensemble, ces protéines permettent la déformation de la membrane du RE et la génération 

d’une vésicule (Figure 4 ; Lord, Ferro-Novick et Miller, 2013). La protéine Sec16 a aussi été 

impliquée dans ce phénomène, mais son rôle n’est pas clair. Elle pourrait fonctionner dans 

l’assemblage du manteau COPII et/ou comme régulateur négatif de l’activité GTPase de Sar1 

pour maintenir celle-ci active à la membrane du RE (Sprangers et Rabouille, 2015). 

Ces mécanismes de formation des vésicules COPII s’adaptent aussi à des cargos 

particuliers. C’est par exemple le cas lors de la sécrétion du collagène VII, de taille supérieure 

à celle des vésicules COPII canoniques. Le collagène VII peut faire appel à des protéines 

supplémentaires telles que TANGO1 (pour Transport And Golgi Organization 1) et cTAGE5 

Figure 4. Formation des vésicules COPII. Adapté d’après Lord, Ferro-Novick et Miller, 2013. 
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(cutaneous T-cell lymphoma-associated Antigen 5). Ces protéines lient le collagène VII ainsi 

que Sec23-Sec24 et déforment la vésicule en formation de sorte à ce que celle-ci s’adaptent à 

la taille du collagène (Figure 4 ; Saito et al., 2009, 2011; Malhotra et Erlmann, 2011). 

Après formation, les vésicules COPII sont délivrées à l’appareil de Golgi via un 

compartiment intermédiaire à l’interface entre l’appareil de Golgi et le RE et dont la nature 

n’est pas claire : l’ERGIC (pour ER-Golgi Intermediate Compartment ; Girod et al., 1999). Les 

événements d’amarrage et de fusion des vésicules COPII au niveau de l’ERGIC et du cis-Golgi 

ne sont pas parfaitement compris et semblent impliquer la petite protéine G Rab1. 

Les protéines Rab sont une famille de petites protéines G appartenant, tout comme Sar1, 

à la superfamille de la protéine Ras (Rojas et al., 2012). Les Rab, étant généralement prénylées 

par un ou deux groupements géranylgéranyl, sont capables de s’associer avec les membranes 

intracellulaires (Stenmark, 2009). Cette association à la membrane est régulée par l’état 

d’activation de la Rab. Associées au GDP, les Rab sont généralement dissociées de la 

membrane et maintenues solubles dans le cytosol par l’interaction avec des protéines GDI 

(pour Guanine Dissociation Inhibitor ; Stenmark, 2009). Les protéines Rab sont des régulateurs 

majeurs du trafic intracellulaire agissant principalement en recrutant et régulant toute une 

gamme d’effecteurs (Wandinger-Ness et Zerial, 2014). Parmi les différents types d’effecteurs 

recrutés par les Rab, il est notamment possible de citer, entre autres, les moteurs moléculaires 

(Jordens et al., 2001; Miserey-Lenkei et al., 2010; Echard et al., 2013; Delevoye et al., 2014), 

les protéines d’amarrage (Simonsen et al., 1998; Christoforidis, McBride, et al., 1999; 

Wurmser et al., 2000; Gomi et al., 2005; Reddy et al., 2006), les protéines de remodelage des 

lipides (Christoforidis, Miaczynska, et al., 1999; Dambournet et al., 2011), des régulateurs des 

protéines SNARE (Nielsen et al., 2000; Gomi et al., 2005), et des régulateurs du cytosquelette 

d’actine (Grigoriev et al., 2011; Frémont et al., 2017). Chez les mammifères, il existe plus d’une 

soixantaine de protéines Rab, distribuées sur les différentes membranes cellulaires (Figure 5 ; 

Stenmark, 2009). Elles comptent ainsi parmi les facteurs responsables de la définition et du 

maintien de l’identité des différentes membranes intracellulaires (Behnia et Munro, 2005; 

Stenmark, 2009; Pfeffer, 2013).  
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Les complexes TRAPPI/II, GEF de Rab1, sont recrutés sur les vésicules COPII par Sec23 

(Yu et al., 2006; Cai et al., 2007), et recrutent à leur tour Rab1 sur ces membranes (Barrowman 

et al., 2010). Rab1 intéragit avec la protéine d’amarrage du cis-Golgi GM130 (pour Golgi Matrix 

protein of 130 kDa) ainsi qu’avec la protéine cytoplasmique homodimérique p115 (Allan, 

Moyer et Balch, 2000; Moyer et al., 2001). p115 intéragit elle aussi avec GM130 (Nakamura et 

al., 1997) et avec des protéines SNARE dont elle facilite l’assemblage (Allan, Moyer et Balch, 

2000; Shorter et al., 2002). En conséquence, il a ainsi été proposé que Rab1, en raison de son 

association à GM130 et du recrutement de p115, puisse médier l’amarrage des vésicules COPII 

à la face cis de l’appareil de Golgi ainsi que leur fusion (Lord, Ferro-Novick et Miller, 2013). 

Figure 5. Distribution des protéines Rab sur les membranes intracellulaires. Les protéines Rab, dispersées sur 
les différentes membranes intracellulaires, régulent les différentes voies de trafic et de formation des 
compartiments et participent à définir l’identité des membranes. Stenmark, 2009. 
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2.2 L’appareil de Golgi 

2.2.1 Structure et fonctions de l’appareil de Golgi 

À proximité du noyau de la plupart des cellules de mammifères existent plusieurs 

compartiments membranaires aplatis (appelés « citernes ») et empilés les uns sur les autres, 

formant une structure caractéristique : l’appareil de Golgi (Figure 6 ; Klumperman, 2011). 

L’ancrage des citernes entre elles est réalisé grâce à l’intervention des protéines GRASP55 

(pour Golgi Reassembly And Stacking Protein 55) et GRASP65. Ces deux protéines, 

cytoplasmiques, s’associent à la membrane golgienne grâce à leur myristoylation. Leur 

oligomérisation médie l’association des citernes entres elles (Rabouille et Linstedt, 2016). De 

plus, la face cytosolique des membranes golgiennes dispose d’un dense réseau de protéine : 

Figure 6. Structure de l’appareil de Golgi. (a) Image en microscopie électronique à transmission d’un appareil de 
Golgi de cellule animale. (b) Reconstruction tridimensionnelle de l’appareil de Golgi d’une cellule sécrétrice 
animale dessinée à partir de photographies de microscopie électronique. Luini et Parashuraman, 2015. 
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la matrice golgienne. Celle-ci se compose de longues protéines à domaines super-enroulés 

(coiled-coil) – les golgines – qui fonctionnent dans l’amarrage des vésicules à destination de 

l’appareil de Golgi mais aussi dans le maintien de la structure de l’organite (Figure 7 ; Barr et 

Short, 2003; Gillingham et Munro, 2016). 

Les membranes de l’appareil de Golgi sont enrichies en phosphatidylinositol-4-

phosphate (PI4P ; Schink, Tan et Stenmark, 2016). Les phosphoinositides sont des dérivés 

phosphorylés du phosphatidylinositol (Figure 8a). Ils sont enrichis dans le feuillet cytosolique 

de la membrane de multiples compartiments (De Matteis et Godi, 2004). Sept 

phosphoinositides différents de par leur schéma de phosphorylation de l’inositol ont été 

décrits chez les animaux (PI3P, PI4P, PI5P, PI(3,4)P2, PI(3,5)P2, PI(4,5)P2 et PI(3,4,5)P3). Chacune 

de ces formes présente une distribution sur les membranes intracellulaire qui lui est propre 

(Figure 8b ; Schink, Tan et Stenmark, 2016). Comme les protéines Rab, ces composés jouent 

un rôle majeur dans l’établissement de l’identité des membranes (Behnia et Munro, 2005). À 

l’image des Rab, ces lipides fonctionnent comme des plateformes de recrutement (Behnia et 

Munro, 2005). À l’appareil de Golgi, le PI4P recrute notamment le complexe adaptateur de la 

clathrine AP1 (voir  2.2.2 Le tri des cargos et la sortie de l’appareil de Golgi ; Wang et al., 

2003) et les protéines FAPP1 et FAPP2 impliqués dans la fission au TGN (Godi et al., 2004).  

Figure 7. La matrice golgienne. (a) Modélisation d’un appareil de Golgi d’Arabidopsis thaliana à partir d’images 
de tomographie électronique. La structure périphérique blanche représente la matrice golgienne. Les différentes 
citernes sont différenciées par différentes couleurs. Les sphères bleues représentent des vésicules à clathrine. 
Barre d’échelle : 500 nm. Lowe, 2011. (b) Représentation schématique de la matrice golgienne et de l’amarrage 
au Golgi par les golgines. Munro et al., 2013. 
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L’appareil de Golgi est polarisé. Cette polarité est caractérisée par des populations 

d’enzymes distinctes au sein des différentes citernes (Dunphy et Rothman, 1985; Kleene et 

Berger, 1993). Cette polarité s’illustre aussi par le transport vectoriel des cargos sécrétés qui 

traversent l’appareil de Golgi (Boncompain et Perez, 2013b).  La face cis et le réseau cis-golgien 

(CGN, pour Cis-Golgi Network), zone d’entrée pour les protéines sécrétées, sont généralement 

orientés vers le centre cellulaire. La face trans et le réseau trans-Golgi (TGN, pour Trans-Golgi 

Network), zone d’export des protéines sécrétées, sont généralement orientés vers la 

périphérie (voir Figure 6 ; Klumperman, 2011). 

L’appareil de Golgi constitue une plateforme de tri au cœur de la voie de sécrétion, 

orientant les cargos qui l’empruntent vers leur destination finale (Boncompain et Weigel, 

2018). Cet organite assure aussi toute un éventail de fonctions. L’appareil de Golgi fonctionne 

aussi dans la synthèse et la modification de lipides, et plus particulièrement des céramides 

(Futerman et Riezman, 2005). Il assure aussi le remodelage et la complexification des N-

glycans ainsi que l’ajout d’O-glycans sur les protéines (Stanley, 2011). Il participe à la 

maturation de certaines protéines par protéolyse via des protéases luminales comme la furine, 

S1P (site 1 protease) ou S2P (Wise et al., 1990; Rawson et al., 1997; Seidah et al., 1999).  De 

plus, l’appareil de Golgi fonctionne aussi comme un centre organisateur des microtubules 

Figure 8. Les phosphoinositides. (A) Structure de la molécule de phosphatidylinositole non phosphorylée. R1 et 
R2 représentent des chaînes d’acide gras. (B) Distribution des différents phosphoinositides dans la cellule. CE : 
clathrin-dependent endocytosis ; NCE : clathrin-independent endocytosis ; NCV : non-clathrin endocytic vesicles ; 
EE : early endosomes ; RE : recycling endosomes ; MVB : multivesicular bodies ; LE : late endosomes ; L : 
lysosome ; ER : endoplasmic reticulum ; N : nucleus ; GA : Golgi apparatus ; SV : secretory vesicles. D’après Phan 
et al., 2019. 
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(MTOC, pour MicroTubule Organizing Center ; Chabin-Brion et al., 2001; Efimov et al., 2007; 

Rivero et al., 2009). 

2.2.1 Le transport intra-Golgi 

Les protéines sécrétées accèdent à l’appareil de Golgi par la face cis puis progressent le 

long des différentes citernes jusqu’à atteindre l’extrémité trans (Bonfanti et al., 1998; Mironov 

et al., 2001; Bergmann, 2004; Trucco et al., 2004). Les mécanismes assurant la progression des 

cargos à travers l’appareil de Golgi a fait l’objet d’intenses débats dans les années 1990-2000. 

Initialement, deux modèles s’opposaient (Glick et Nakano, 2009). 

Le modèle dit « vésiculaire » propose que les cargos soient transportés 

séquentiellement d’une citerne à l’autre dans le sens antérograde par l’intermédiaire de 

vésicules (Figure 9a). Ce modèle permet d’expliquer l’apparente stabilité des citernes. 

Cependant, ce modèle présente plusieurs défauts (Boncompain et Perez, 2013b). Par exemple, 

il ne permet pas d’expliquer le transport intra-Golgi de protéines dont la taille est supérieure 

au diamètre des vésicules COPI, impliquées dans les échanges entre citernes (Glick et Nakano, 

2009). 

Le modèle de maturation présente les citernes golgiennes comme des compartiments 

dynamiques (Figure 9b). Selon ce modèle, les membranes provenant du RE s’assemblent pour 

former un complexe membranaire qui va maturer pour devenir une citerne golgienne cis. La 

maturation se poursuit, générant les citernes intermédiaires et trans. Les citernes trans se 

Figure 9. Modèles de transport intra-Golgi. (a-b) Modèles vésiculaire (a) et de maturation des citernes (b). CCV : 
Clathrin-Coated Vesicle. Glick et Nakano, 2009. (c) Modèle intégratif de maturation des citernes et diffusion 
inter-citerne proposé par Boncompain et Perez, 2013b. Adapté de Boncompain et Perez, 2013b. 
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scindent pour donner naissance aux différents intermédiaires de transport post-golgiens 

(Glick et Nakano, 2009). Dans ce modèle, les cargos sécrétés ne quittent pas les citernes mais 

progressent avec elles. Le maintien de la nature enzymatique de chaque citerne est assuré par 

un trafic vésiculaire rétrograde (dépendant de COPI) permettant le recyclage des enzymes 

golgiennes. Ce modèle à l’avantage d’expliquer le transport de larges protéines. De plus, le 

suivi de citernes golgiennes par vidéomicroscopie chez la levure a effectivement pu mettre en 

évidence des événements de maturation des citernes (Losev et al., 2006; Matsuura-Tokita et 

al., 2006; Kurokawa et al., 2019). Mais un tel modèle ne permet pas d’expliquer les différences 

de cinétique observées pour différents cargos (Patterson et al., 2008; Boncompain et al., 2012; 

Beznoussenko et al., 2014). 

De façon intéressante, l’existence de connexions inter-citernes a été mise en évidence 

par microscopie électronique (San Pietro et al., 2009; Beznoussenko et al., 2014). Des cargos 

solubles de petite taille sont capables d’emprunter ces connexions et de diffuser d’une citerne 

à l’autre (Beznoussenko et al., 2014). À l’inverse, de larges protéines comme les procollagènes 

sont exclues de ces connexions inter-citernes (Beznoussenko et al., 2014). 

 Associé au modèle de maturation des citernes, l’existence de ces continuités inter-

citerne permet d’expliquer à la fois le transport de larges protéines ainsi que les différences 

de cinétique observées pour différents cargos (Figure 9b). Cependant, d’autres contradictions 

persistent et plusieurs autres modèles alternatifs ont aussi été proposés (Boncompain et 

Weigel, 2018). 

2.2.2 Le tri des cargos et la sortie de l’appareil de Golgi 

L’appareil de Golgi fonctionne comme une plateforme de tri. Au niveau du TGN 

principalement, les différents cargos sont ségrégés et orientés vers leur destination finale 

(Boncompain et Weigel, 2018). Le TGN est un compartiment adjacent à la citerne trans et 

présente une structure tubulaire et réticulaire, différente des citernes golgiennes (Figure 10 ; 

Klumperman, 2011). 

De façon remarquable, l’appareil de Golgi doit faire face à une vaste diversité de cargos, 

comprenant des protéines solubles, des protéines ou complexes de tailles très variées, des 

protéines transmembranaires de différentes topologies, des protéines associées à la 

membrane par d’autres mécanismes (ancre GPI, lipidations…), des protéines faiblement ou 

massivement glycosylées… Au niveau de l’appareil de Golgi, les cargos sont orientés 
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sélectivement vers les endosomes précoces, les endosomes tardifs, les endosomes de 

recyclage, les granules de sécrétion et la membrane plasmique apicale ou basale (De Matteis 

et Luini, 2008). Il est donc raisonnable de penser que toute une multitude de mécanismes de 

tri et d’export de l’appareil de Golgi coexistent.  

L’export depuis l’appareil de Golgi a en effet pu être observé dans des compartiments 

variés structurellement (compartiments tubulovésiculaires, vésicules, granules de sécrétion…) 

et en termes de composition (Boncompain et al., 2012; Wakana et al., 2012; Pols, van Meel, 

et al., 2013; Chen et al., 2017), illustrant ce phénomène de tri au TGN. 

2.2.2.1 La clathrine et les adaptateurs de la clathrine dans le tri des 
cargos 

Certains des mécanismes responsables du tri au Golgi ont été identifiés. Par exemple, 

certains cargos sont incorporés dans des vésicules recouvertes de clathrine au niveau du TGN. 

Généralement, ces protéines possèdent des signaux dans leur queue cytoplasmique pour le 

recrutement d’adaptateurs de la clathrine (Braulke et Bonifacino, 2009). Les adaptateurs AP1 

et AP3 (l’acronyme AP signifiait initialement Assembly Polypeptide, mais il est maintenant plus 

Figure 10. Structure de l’appareil de Golgi et 
du TGN. Le TGN émerge du côté trans de 
l’appareil de Golgi. Il a une structure faite de 
tubules branchés et présente des régions 
couvertes de clathrine. Dans les cellules 
spécialisées dans la sécrétion, le TGN présente 
aussi des vacuoles de condensation (CV), 
précurseurs des granules de sécrétion. CV : 
condensing Vacuole ; cVTC : central Vesicular 
Tubular Cluster ; ER : Endoplasmic Reticulum. 
Adapté d’après Klumperman, 2011.  
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couramment décomposé en Adaptor Protein ; Zaremba et Keen, 1983; Robinson, 2004) sont 

présents à l’appareil de Golgi, de même que les GGA1-3 (pour Golgi-localised Gamma ear-

Figure 11. Les adaptateurs de la clathrine AP et GGA. (a) Structure des complexes AP1-4 et des GGA1-3. Le corps 
des complexes AP permet l’association à la membrane et aux cargos. Les régions charnières (hinge) dans AP1 et 
AP2 lient la clathrine. Les oreilles (ear) s’associe à des protéines accessoires (Bonifacino et Traub, 2003; Robinson, 
2004). Le domaine ear des GGA est très proche de celui de AP1γ. Un cinquième complexe AP (AP5) a été décrit 
mais n’est pas présenté ici (voir 3.3.2.3 La réorientation vers l’appareil de Golgi médié par AP5). Braulke et 
Bonifacino, 2009. (b) Cultures primaires de fibroblastes humains immunomarquées pour les sous-unités AP 
indiqués. AP1 localise principalement à l’appareil de Golgi mais aussi sur des endosomes. AP2 localise sur les 
puits et vésicules à clathrines au niveau de la membrane plasmique. AP3 localise principalement sur les 
endosomes mais aussi à l’appareil de Golgi (Robinson, 2004). AP4, non présenté ici, est localisé principalement à 
l’appareil de Golgi  (Hirst et al., 1999). Les GGA1-3 (non représentés) sont localisés à l’appareil de Golgi  (Ghosh 
et Kornfeld, 2004b). Dell’Angelica et al., 1999. (c) Représentation des localisations des différents AP et des GGA 
(ainsi que des manteaux COPI et COPII et du rétromère) et des voies de transport dans lesquels l’implication de 
ces adaptateurs a été proposée. Les flèches en pointillés dénotent d’incertitudes quant au sens de la voie et/ou 
de l’implication effective de l’adaptateur. ER : endoplasmic reticulum ; Lys : lysosome ; TGN : trans-Golgi network.  
Robinson, 2004. 
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containing, Arf-binding 1-3 ; Figure 11 ; Robinson, 2004). Les AP reconnaissent des signaux de 

type tyrosine YXXΦ (avec Φ représentant un acide aminé hydrophobe encombrant) ou de type 

di-leucine (D/E)XXXL(L/I) (Braulke et Bonifacino, 2009). Le recrutement de AP1 sur la 

membrane golgienne est médié par le corps du complexe (Figure 11a), interagissant à la fois 

avec la petite GTPase golgienne Arf1 et le PI4P (Traub, Kornfeld et Ungewickell, 1995; Zhu, 

Drake et Kornfeld, 1999; Wang et al., 2003; Lee et al., 2008). Les GGA sont, eux aussi, recrutées 

au niveau de l’appareil de Golgi par Arf1 (Dell’Angelica et al., 2000; Takatsu et al., 2002; Collins, 

Watson et Owen, 2003) et sont capables de lier des signaux de types di-leucine DXXLL 

(Puertollano et al., 2001; Misra et al., 2002; Shiba et al., 2002). Les récepteurs au 

mannose-6-phosphate (MPR) constituent la référence des cargos empruntant ce mode 

d’export de l’appareil de Golgi (voir 4.2 Les voies de trafic des récepteurs au mannose-6-

phosphate et des hydrolases lysosomales).  

L’adaptateur AP4 (Figure 11a) est, lui aussi, localisé à l’appareil de Golgi mais semble 

fonctionner sans recruter la clathrine (Dell’Angelica, Mullins et Bonifacino, 1999; Hirst et al., 

1999). AP4 est recruté à l’appareil de Golgi grâce à son interaction avec Arf1 (Boehm, Aguilar 

et Bonifacino, 2001). Il reconnaît dans les cargos une variante du signal tyrosine : YXXΦE 

(Burgos et al., 2010; Ross et al., 2014; Mattera et al., 2017). AP4 a été impliqué dans l’export 

de l’appareil de Golgi  de plusieurs protéines, à savoir le médiateur de l’autophagie Atg9 

(Mattera et al., 2017; De Pace et al., 2018), la protéine précurseur de l’amyloïde (APP, pour 

amyloid precursor protein) et deux récepteurs neuronaux (AMPAR et le récepteur du 

glutamate δ2 ; Yap et al., 2003; Matsuda et al., 2008). 

2.2.2.2 Le tri médié par agrégation 

Un autre mécanisme de tri dans le TGN dépend de l’agrégation des protéines. Certaines 

protéines soluble destinées à être incluses dans les granules de sécrétion s’agrègent dans les 

membranes du TGN et forment un corps dense, précurseur des granules de sécrétion (Arvan 

et Castle, 1998). Pour certaines de ces protéines, des motifs peptidiques acides ont été 

impliqués dans leur capacité à agréger. Il semblerait que la concentration réduite de Ca2+ dans 

le TGN puisse jouer le rôle de facteur déclencheur de l’agrégation (Gerdes et Glombik, 1999; 

Kienzle et von Blume, 2014). 
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2.2.2.3 Le tri médié par des modifications post-traductionnelles  

De multiples modifications post-traductionnelles peuvent déterminer le tri de cargos au 

niveau de l’appareil de Golgi. Certaines protéines peuvent se voir modifiées dans la lumière 

de RE par l’ajout d’une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI) par la GPI transamidase 

(Kinoshita, 2014). Au niveau de l’appareil de Golgi, les protéines associées au GPI sont 

incorporées dans des sous-domaines lipidiques et transportées vers la membrane apicale 

(Brown et Rose, 1992). 

Il a aussi été proposé que les N- et/ou O-glycosylations puissent être impliquées dans le 

tri de certains cargos vers la membrane apicale. Elles pourraient permettre l’agrégation des 

protéines modifiées et leur transport vers la membrane apicale par association avec des 

lectines telles que la galectine 3 (Delacour et al., 2006).  

D’autres protéines subissent des modifications post-traductionnelles qui régissent leur 

interaction avec un récepteur. C’est par exemple le cas de la majorité des hydrolases 

lysosomales qui voient une ou plusieurs de leurs glycosylations modifiées par l’ajout d’un 

mannose-6-phosphate. Elles s’associent alors aux MPR qui les transportent vers les 

endosomes (voir 4.2 Les voies de trafic des récepteurs au mannose-6-phosphate et des 

hydrolases lysosomales). Les protéines Wnt présentent un mécanisme apparenté. Les Wnt 

sont palmitoylées dans le RE par l’acyle-transférase porcupine (Perrimon et al., 2000; Tanaka, 

Kitagawa et Kadowaki, 2002; Coombs et al., 2010). Ces palmitoylations permettent leur 

interaction avec Wntless qui est responsable de leur transport vers la membrane plasmique 

(Das et al., 2008). La sécrétion de Wnt3a à la membrane basolatérale dépend de AP1 et de la 

clathrine (Yamamoto et al., 2013), suggérant que le complexe Wnt3a-Wntless pourrait être 

incorporé dans des vésicules à clathrine au niveau du TGN. 

2.2.2.4 La voie de sécrétion constitutive 

Il est vraisemblable que toutes les protéines sécrétées ne bénéficient pas d’un 

mécanisme de tri dédié. Allant dans ce sens, il est possible d’observer la sécrétion de cargos 

dénués de signal de tri et artificiellement insérés dans le RE par fusion à un peptide signal, 

comme c’est le cas pour la ssGFP (pour secreted soluble GFP ; Boncompain et al., 2012). Les 

voies de sécrétion dépendantes de mécanismes de tri sont donc des compléments à une voie 

de sécrétion constitutive dont l’existence avait été postulée dès les années 1980 (Pfeffer et 

Rothman, 1987). 
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2.2.2.5 Les mécanismes de génération et de fission des intermédiaires 
de transport post-golgiens 

Plusieurs facteurs sont nécessaires pour mener à bien la formation et la fission des 

intermédiaires de transport post-Golgi. La kinésine KIF5B a notamment été impliquée dans la 

formation d’intermédiaires de transport tubulaires (Grigoriev et al., 2007; Jaulin et al., 2007). 

La petite GTPase golgienne Rab6 joue un rôle important dans la fission de certains 

compartiments en formation au TGN. Cette petite protéine G recrute KIF20A/Rabkinésine 6, 

ainsi que la myosine II, qui sont toutes les deux requises pour la fission (Miserey-Lenkei et al., 

2010, 2017). La fission requiert aussi d’autres facteurs, comme les protéines Four phosphate 

Adaptor Protein 1 (FAPP1) et FAPP2 (Godi et al., 2004), des protéines à domaines BAR (Bonazzi 

et al., 2005), la protéine kinase D (PKD ; Yeaman et al., 2004) et la dynamine 2 (Kreitzer et al., 

2000; Salvarezza et al., 2009). 

2.3 Le transport vers la membrane plasmique et l’exocytose 

Le transport des compartiments post-Golgi vers la membrane plasmique est dépendant 

des microtubules et du recrutement de kinésines (Lippincott-schwartz, Roberts et Hirschberg, 

2000). L’extrémité + de certains microtubules est associée à la membrane plasmique par 

l’intermédiaire d’un complexe protéique comprenant les protéines CLASP, ELKS/RAB6IP2 et 

LL5β (Lansbergen et al., 2006). Dans ce complexe, LL5β permet la liaison à la membrane 

plasmique de par son interaction avec le PI(3,4,5)P3 et ELKS fait le lien avec les protéines CLASP, 

associées aux microtubules (Lansbergen et al., 2006). 

Rab6 est enrichie sur les compartiments post-Golgi (Grigoriev et al., 2007; Fourriere et 

al., 2019). De façon intéressante, Rab6 compte ELKS parmi ses effecteurs (Monier et al., 2002). 

Rab6 permet ainsi de focaliser l’exocytose au niveau de points chauds de sécrétion proches 

des adhésions focales et riches en ELKS (Grigoriev et al., 2011; Fourriere et al., 2019). 

La petite GTPase Rab8 est aussi impliqué dans l’exocytose des compartiments post-Golgi 

(Huber et al., 1993; Ang et al., 2003; Hattula et al., 2006; Sato et al., 2007). Elle est recrutée 

sur les compartiments post-Golgi de façon dépendante de Rab6 et fonctionne dans l’amarrage 

de ces compartiments à la membrane plasmique (Grigoriev et al., 2011). 

Les étapes finales de l’exocytose sont médiées par le complexe Exocyste, comprenant 8 

sous-unités (Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Sec10, Sec15, Exo70 et Exo84 ; Wu et Guo, 2015). Ce 

complexe se localise à la membrane plasmique, notamment via son interaction avec le 
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PI(4,5)P2, et régule l’activité des protéines SNARE ainsi que le cytosquelette d’actine (Wu et 

Guo, 2015). 

2.4 Les techniques d’étude de la voie de sécrétion 

Un simple marquage de protéines endogènes ne permet que difficilement de conclure 

sur les voies de transport empruntées avant que celles-ci n’atteignent leur compartiment de 

destination. L’un des premiers moyens d’appréhender l’évolution des protéines après 

néosynthèse fut la réalisation d’expériences de pulse-chase. Cela consiste en une courte 

incubation des cellules (5-30 min) avec un acide aminé radioactif (pulse), suivi d’un 

changement de milieu pour un milieu froid (non radioactif, correspond au chase). Pendant le 

pulse, les protéines en cours de synthèse incorporent l’élément radioactif (généralement de 

la [35S]Met), ce qui les rend traçables. L’utilisation de différents temps après lavage 

permettent de réaliser une cinétique de l’évolution des protéines marquées au sein des 

cellules. Cette expérience a souvent été associée à des tests de résistance à l’endoglycosidase 

H. Cette enzyme n’est capable de cliver les N-glycosylations ajoutées au niveau du RE qu’à 

condition que celles-ci aient conservé leur structure poly-mannoses initiales. L’enzyme 

golgienne α-mannosidase II digère une partie de cette structure, rendant les protéines 

résistantes à l’endoglycosidase H à leur arrivée à l’appareil de Golgi (Stanley, 2011). La 

combinaison de cette expérience de pulse-chase avec ce test de résistance à l’endoglycosidase 

H permet donc d’obtenir des cinétiques de transport du RE vers l’appareil de Golgi (Chen et 

al., 1985; Green et al., 1987; Carlsson et al., 1988; Granger et al., 1990). De la même façon, 

l’association du pulse-chase à des techniques de marquage des protéines de surface (par 

exemple par biotinylation) ou de fractionnement cellulaire a permis d’établir des cinétiques 

de transport de protéines depuis le RE vers la membrane plasmique ou vers les endosomes 

(Green et al., 1987; Harter et Mellman, 1992). 

 

Le développement de techniques de synchronisation du transport le long de la voie de 

sécrétion permit une avancée dans le domaine en permettant de visualiser directement les 

voies de transport. Un moyen simple de synchroniser le trafic antérograde dans les cellules 

animales consiste à descendre les cellules à des températures non physiologiques. 

L’incubation des cellules à 15 °C bloque les cargos dans des compartiments post-RE et pre-

Golgi et une incubation des cellules à 20 °C les bloque au niveau du TGN (Boncompain et Perez, 
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2013a). Le retour à une température physiologique permet alors de visualiser la sortie des 

cargos de ces compartiments (Matlin et Simons, 1983; Saraste et Kuismanen, 1984; Griffiths 

et al., 1985; Boncompain et Perez, 2013a). Cette méthode présente cependant l’inconvénient 

de recourir à des températures non physiologiques. Après un retour à 37 °C, le rétablissement 

de tous les mécanismes de transport pourrait demander un temps d’adaptation. Il n’est donc 

pas assuré que les voies de transport observées en utilisant cette technique correspondent à 

la réalité physiologique. 

Un autre moyen de suivre le transport des cargos le long de la voie de sécrétion est 

l’utilisation de la bréfeldine A (BFA), un inhibiteur de la GEF de Arf1 GBF1 (pour Golgi-specific 

Brefeldin A-resistance guanine nucleotide exchange Factor 1 ; Niu et al., 2005) produite par le 

champignon Penicillium brefeldianum (Hutchinson et Shu-Wen, 1983). L’incubation de cellules 

animales avec de la BFA relocalise les protéines et membranes golgiennes au RE et bloque la 

voie de sécrétion. Le lavage de la drogue permet la reformation de l’appareil de Golgi et un 

retour du trafic. Il est alors possible de suivre la sortie des cargos des appareils de Golgi 

nouvellement formés (Hutchinson et Shu-Wen, 1983; Janvier et Bonifacino, 2005). Cependant, 

la disparition temporaire de l’appareil de Golgi ainsi que le blocage global de la voie de 

sécrétion qui en résulte place les cellules dans une condition peu physiologique. De plus, la 

reformation de l’appareil de Golgi après lavage de l’inhibiteur se fait progressivement sur 

plusieurs dizaines de minutes. De fait, il est difficile d’interpréter des cinétiques de transport 

réalisées avec cette méthode. Finalement, la reformation de l’appareil de Golgi et la reprise 

du trafic se font de façon concomitante, ce qui suggère que les mécanismes de régulation du 

transport au niveau de l’appareil de Golgi puisse ne pas tous être opérationnels lors du 

passage des cargos étudiés. 

Le développement d’un mutant thermosensible de la glycoprotéine G du virus de la 

stomatite vésiculaire (VSVGtsO45) permet de répondre à certains défauts des techniques 

précédentes. Le VSVG trimérise dans le RE, ce qui est nécessaire pour son export. La protéine 

VSVGtsO45 n’est pas capable de trimériser à 40 °C et reste bloquée dans le RE. Le passage des 

cellules à 32 °C permet de rétablir la trimérisation et ainsi l’export du VSVG vers l’appareil de 

Golgi puis vers la membrane plasmique (Lafay, 1974; Kreis et Lodish, 1986). En conséquence, 

l’accumulation de VSVGtsO45 dans le RE à 40 °C, suivi du changement de la température à 

32 °C, permet la synchronisation du trafic de la protéine. Le développement de cet outil a 

fortement contribué à la compréhension de la voie de sécrétion. Mais, ne permettant que 
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l’étude du transport du VSVG, cet outil ne permet pas d’appréhender la diversité des voies de 

transport antérogrades. 

Des systèmes permettant la synchronisation de différents cargos d’intérêt ont 

finalement été développés. Une première méthode repose sur l’agrégation réversible des 

protéines d’intérêt dans le RE. Une mutation dans la protéine humaine FKBP12 (FKBP12F36M) 

résulte en une protéine capable d’agrégation, mais qui est stabilisée par l’association avec la 

rapamycine ou des petites molécules synthétiques (Clackson et al., 1998; Rivera et al., 2000). 

Des protéines cargos fusionnées à quatre FKBP12F36M en tandem (FM4) présentent une 

incapacité à quitter le RE, du fait de leur agrégation. L’ajout dans le milieu d’une petite 

molécule stabilisant les domaines FM4 permettent une désagrégation de ces protéines et, 

ainsi, une sortie synchronisée des protéines d’intérêt du RE (Rivera et al., 2000). Ce système a 

été utilisé avec succès pour étudier les voies de trafic de toute une multitude de protéines. Il 

présente cependant l’inconvénient d’induire une forte déformation du RE (Rivera et al., 2000). 

Il est aussi à noter que l’étiquette à ajouter aux protéines d’intérêt – 4 copies de FKBP12F36M 

en tandem – et de taille imposante (> 400 acides aminés). 

Fait intéressant, un autre système reposant sur l’agrégation réversible des protéines 

d’intérêt dans le RE a par la suite été développé et permet un contrôle optogénétique du 

relargage. Il repose sur la fusion de la protéine d’intérêt avec la protéine photosensible UVR8 

(Chen, Gibson et Kennedy, 2013).  

Un autre système de synchronisation, le système RUSH (pour Retention Using Selective 

Hooks), repose sur l’interaction réversible de la protéine d’intérêt à un « crochet moléculaire » 

qui la maintient dans le RE (Boncompain et al., 2012). Cette interaction est médiée via la 

streptavidine et le polypeptide SBP (Streptavidin Binding Peptide ; Wilson, Keefe et Szostak, 

2001; Barrette-Ng et al., 2013). La protéine d’intérêt est fusionnée avec le SBP, ce qui permet 

sa rétention dans le RE par l’interaction avec la streptavidine fusionnée à une protéine 

résidente du RE (le « crochet » ; Figure 12 ; Boncompain et al., 2012). Le relargage de la 

protéine est assuré par l’ajout de biotine dans le milieu. La biotine est une vitamine soluble, 

non toxique, et elle déplace pratiquement instantanément le SBP de la streptavidine. Ce 

système à l’avantage de ne pas reposer sur un mécanisme d’agrégation de la protéine 

d’intérêt et n’induit donc ni déformation ni stress du RE. De plus, comparé aux systèmes 

d’agrégation, l’étiquette moléculaire nécessaire pour le système RUSH (le SBP) est 

ridiculement petite (37 acides aminés). Plusieurs crochets ont été développés afin de 
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répondre à tous types de topologies des protéines d’intérêt et à différents modes de fusion 

du SBP (Boncompain et al., 2012). Le système RUSH donne aussi la possibilité de synchroniser 

le trafic de plusieurs cargos simultanément dans les mêmes cellules, offrant la possibilité de 

comparer directement les cinétiques et les voies de transport empruntées par différentes 

protéines sécrétées (Figure 13). Le système RUSH a ainsi permis une avancée dans la 

compréhension de la multiplicité des voies de transport le long de la voie de sécrétion 

(Boncompain et al., 2012; Chen et al., 2017; Deng et al., 2018; Tie et al., 2018; Fourriere et al., 

2019). Autre avantage de ce système, celui-ci est parfaitement adaptable pour la réalisation 

de crible et d’analyse à haut débit (Boncompain et al., 2012; Liu et al., 2017; Zhao et al., 2018). 

 

Ensemble, ces techniques de synchronisation ont permis des avancées majeures dans la 

compréhension des voies de transport intracellulaire. Il est cependant nécessaire de garder à 

l’esprit que ces différentes techniques présentent un défaut commun et inhérent à la 

synchronisation elle-même. Du fait du trafic en vague généré par la synchronisation, les 

protéines d’intérêt se retrouvent surexprimées localement dans les différents compartiments 

traversés. Or, l’activité de certains régulateurs du trafic est saturable (Marks et al., 1996). Les 

résultats obtenus via ces techniques doivent donc être interprétés avec précaution. C’est 

d’autant plus le cas pour les techniques affectant de façon globale la voie de sécrétion 

Figure 12. Représentation simplifiée du 
système RUSH. Boncompain et Perez, 
2013a. 
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(blocages à 15 °C ou 20 °C et retrait de BFA). Il est aussi à noter que les systèmes d’agrégation 

dans le RE et le système RUSH, bien que puissants, nécessitent l’étiquetage des protéines 

d’intérêt. Cela présente un risque d’affecter les voies de transport empruntées (par exemple 

en masquant d’éventuels signaux au sein de la protéine d’intérêt) sans que cela ne soit 

facilement décelable. Il est donc nécessaire d’être prudent en utilisant ces techniques et 

d’utiliser si possible des modes de fusion déjà caractérisés et, si possible, d’en utiliser et 

comparer plusieurs différents. 

3 La voie d’endocytose 
L’endocytose constitue la voie d’entrée principale dans la cellule, que ce soit pour des 

matériaux nécessaire à la cellules (protéines, nutriments…) mais aussi pour des pathogènes. 

L’endocytose dépendante de la clathrine est le mécanisme principal d’endocytose, et le mieux 

documenté. Il existe cependant plusieurs autres voies d’endocytose indépendantes de la 

clathrine qui ne seront pas détaillées ici. Pour une description globale de ces voies, voir Mayor 

et Pagano, 2007, ou voir Hemalatha et Mayor, 2019 pour les avancées récentes sur le sujet.  

En bref, l’endocytose médiée par la clathrine consiste en l’invagination de la membrane 

plasmique résultant en la formation d’une vésicule au sein du cytoplasme. Cette vésicule va 

fusionner avec des endosomes plus complexes, dit « précoces ». Ceux-ci fonctionnent comme 

une plateforme de tri des cargos endocytés. Depuis les endosomes précoces, les cargos 

endocytés peuvent soit être recyclés vers la membrane plasmique, soit suivre une voie 

Figure 13. Transport synchronisé par le système RUSH. Cellules HeLa exprimant le crochet Ii-streptavidine (non 
fluorescent), TNFα-SBP-EGFP et SBP-mCherry-cadhérine E. Temps : min:s après ajout de biotine. Adapté d’après 
Boncompain et al., 2012. 
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rétrograde vers l’appareil de Golgi, ou alors se maintenir au sein des endosomes précoces qui 

vont maturer en endosomes tardifs et multivésiculaires. Dernière échappatoire avant leur 

dégradation, certains cargos peuvent encore être réorientés depuis les endosomes tardifs vers 

la voie rétrograde. Les endosomes tardifs vont finalement fusionner avec les lysosomes pour 

former un compartiment hybride, l’endolysosome, site de dégradation des cargos endocytés 

(Figure 14). Alternativement, les endosomes tardifs multivésiculaires (MVB, pour 

MultiVesicular Bodies), peuvent aussi fusionner avec la membrane plasmique. Il en résulte la 

sécrétion du contenu de la lumière du MVB et des vésicules intraluminales.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           

3.1 L’endocytose médiée par la clathrine 

3.1.1 La formation du puits à clathrine 

La clathrine est une protéine d’une forme caractéristique de triskèle (Figure 15a) qui 

s’assemble de sorte à former un maillage sur la face cytoplasmique de la membrane plasmique 

(Figure 15b). Cette structure s’assemble avec d’autres protéines structurelles grâce à plusieurs 

régulateurs. Ensemble, ces protéines peuvent mener à la déformation de la membrane 

Figure 14. Dynamique des compartiments de la voie d’endocytose. Les plaques vertes sur les endosomes 
précoces symbole des manteaux à clathrine. EE, early endosome ; LE, late endosome ; MT, microtubule. Adapté 
d’après Huotari et Helenius, 2011. 
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plasmique pour former dans un premier temps un puits recouvert de clathrine, et 

éventuellement mener à la genèse d’une vésicule recouverte de clathrine. 

L’initiation de l’endocytose est médiée par un ensemble de protéines : AP2, FCHO1/2,  

EPS15, EPS15R et les intersectines 1 et 2 (Kaksonen et Roux, 2018). Le complexe adaptateur 

de la clathrine AP2 (Figure 11), ainsi que les protéines à domaine F-BAR FCHO1 et FCHO2 (pour 

F-BAR domain only protein 1/2) sont recrutés à la membrane plasmique grâce à leur liaison au 

PI(4,5)P2. Les protéines Epidermal growth factor receptor substrate 15 (EPS15) et Epidermal 

growth factor receptor substrate 15-like 1 (EPS15R) et les intersectines sont ensuite recrutées 

et forment la structure permettant l’assemblage de la clathrine en agglomérant les protéines 

FCHO1/2 et AP2 (Kaksonen et Roux, 2018). Ces protéines sont les premiers constituants du 

manteau et initient la déformation de la membrane. Cette déformation est amplifiée par la 

force fournie par la polymérisation de l’actine autour du puits. Celle-ci est médiée notamment 

par le recrutement de la Wiskott Aldrich Syndrome Protein (WASP) et les  Actin-related 

proteins 2 et 3 (Arp2/3) au site d’endocytose (Merrifield et al., 2004).  Les protéines epsines 

Figure 15. L’endocytose médiée par la 
clathrine. (a) Structure d’une cage à 
clathrine modélisée à partir de données 
de microscopie électronique. Trois 
triskélions différents sont représentés 
en couleurs. (b) Observation en 
microscopie électronique à balayage de 
maillages de clathrine à la membrane 
plasmique. Trois puits à clathrine, avec 
des courbures différentes, sont 
observables. (c) Évolution des 
phosphoinositides sur la vésicule en 
formation et enzymes impliquées. Les 
images (a) et (b) sont empruntées à 
Kaksonen et Roux, 2018, mais (a) 
provient originellement de  Fotin et al., 
2004 et (b) de Heuser, 2004. (c) 
Kaksonen et Roux, 2018. 
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et les Huntingtin-interacting protein 1-related proteins (HIP1R), recrutées par le PI(4,5)P2 lient 

à la fois la clathrine et les microfilaments d’actine et permettent ainsi le couplage entre la 

polymérisation des microfilaments et la déformation de la membrane (Engqvist-Goldstein et 

al., 2004; Boulant et al., 2011; Skruzny et al., 2012; Messa et al., 2014; Dmitrieff et Nédélec, 

2015). L’implication de la myosine 1 dans cette déformation médiée par l’actine a aussi été 

suggérée (Cheng, Grassart et Drubin, 2012). 

3.1.2 La scission 

La scission du col du puits à clathrine fait appel à la dynamine. Il s’agit d’une grosse 

protéine à activité GTPase qui s’assemble de sorte à former une hélice autour du col du puits 

à clathrine. Cette structure permet la constriction du col et la fission de la vésicule. Bien qu’il 

soit clair que l’hydrolyse du GTP est nécessaire à la fission, le mode d’action moléculaire de la 

dynamine n’est pas bien compris (Antonny et al., 2016). Plusieurs protéines BAR sont aussi 

impliquées dans la fission, notamment l’endophiline (Ringstad et al., 1999), l’amphiphysine 

(Takei et al., 1999) ou la sorting nexin 9 (SNX9 ; Schöneberg et al., 2017). Cependant, il n’est 

pas clairement défini si ces protéines agissent en déformant directement la membrane ou en 

recrutant d’autres acteurs au niveau de la constriction (Kaksonen et Roux, 2018). 

3.1.3 Les phosphoinositides au cœur du processus 

La nature des phosphoinositides de la membrane joue un rôle primordial dans 

l’évolution du puits à clathrine (Figure 15c). La génération du PI(4,5)P2 est nécessaire pour 

l’initiation de l’endocytose (Zoncu et al., 2007; Cocucci et al., 2012). Sa quantité à la membrane 

plasmique est régulée par des PIP5K (kinase du PI4P en position 5 de l’inositol) et la 

synaptojanine (phosphatase du PI(4,5)P2 en position 5 de l’inositol) et module la dynamique 

de l’endocytose (Antonescu et al., 2011). La progression de la déformation de la membrane 

plasmique s’accompagne d’un enrichissement du puits en PI(3,4)P2. Il a été montré 

récemment que la formation du PI(3,4)P2, impliquant la PI3K C2α (kinase de la position 3 de 

l’inositol), joue un rôle primordial dans les étapes tardives de la formation de la vésicule (Posor 

et al., 2013).  Il permet par exemple le recrutement de la sorting nexin 9 (SNX9), impliquée 

dans la scission, via son domaine PX (Posor et al., 2013; Schöneberg et al., 2017) et de FCH 

and double SH3 domains protein 2 (FCHSD2) qui stimule la polymérisation de l’actine autour 

du puits (Almeida-Souza et al., 2018). 
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3.1.4 Le démantèlement du manteau 

Après scission, la vésicule a besoin d’être libérée de son manteau pour pouvoir fusionner 

avec les compartiments endosomaux précoces. Le démantèlement de la clathrine se fait grâce 

à la chaperonne HSC70 (Braell et al., 1984; Ungewickell, 1985). Celle-ci est recrutée par 

l’auxiline, capable de lier à la fois la clathrine et HSC70, mais aussi la dynamine (Kaksonen et 

Roux, 2018). Encore ici, le PI(3,4)P2 est nécessaire pour le recrutement de l’auxiline, qui 

possède aussi un domaine PTEN (Massol et al., 2006). En parallèle, les phosphoinositides sont 

convertis en PI3P. D’une part, la déphosphorylation du PI(4,5)P2  encore présent permet 

l’interaction avec la membrane de AP2 et de tous les régulateurs dépendants du PI(4,5)P2. 

D’autre part, l’enrichissement en PI3P permet d’affirmer l’identité du compartiment, le PI3P 

étant le phosphoinositide principal des endosomes précoces (Behnia et Munro, 2005). Ces 

conversions impliquent INPP4A/B (phosphatase de l’inositol en position 4), la synaptojanine 

et la protéine Oculo-Cerebro-Renal syndrome of Lowe (OCRL, phosphatase de l’inositol en 

position 5) (Kaksonen et Roux, 2018; Wang, Lo et Haucke, 2019). OCRL est un effecteur de la 

petite GTPase Rab35 (Dambournet et al., 2011). De façon intéressante, il a été montré que le 

recrutement de Rab35 et OCRL après la scission fait l’objet d’une régulation temporelle très 

fine. Immédiatement après la scission s’enchaînent de façon séquentielle le recrutement sur 

les vésicules à clathrine de connecdenne 1, une GEF de Rab35 (Chaineau, Ioannou et 

Mcpherson, 2013), puis de Rab35 et OCRL (Cauvin et al., 2016). Avant la scission, Rab35 est 

maintenue à l’écart par la présence de sa GAP EPI64B sur le puits à clathrine, qui le quitte dès 

la scission (Cauvin et al., 2016).  Cette séquence d’événements se réalise en une trentaine de 

secondes après la scission (Cauvin et al., 2016). 

3.1.5 Les signaux de l’endocytose 

Le recrutement de AP2 est dépendant de sa liaison au PI(4,5)P2, mais aussi à des signaux 

peptidiques portés par certains cargos (Höning et al., 2005). AP2 est ainsi capable de 

reconnaître différents types de signaux via plusieurs de ses sous-unités (voir la revue de Traub 

et Bonifacino, 2013). La sous-unité µ2 de AP2 lie le signal tyrosine YXXΦ (Φ désignant un résidu 

hydrophobe), retrouvé par exemple dans le récepteur à la transferrine (Collawn et al., 1990). 

Les sous-unités α et σ2 sont capables de reconnaître le signal di-leucine (D/E)XXXL(L/I), 

présent par exemple dans CD3 (Letourneur et Klausner, 1992) ou CD74 (Pond et al., 1995). La 

sous-unité α pourrait aussi être capable de reconnaître des signaux formés de résidus acides 
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agrégés, présents par exemple dans la furine (Voorhees et al., 1995) ou la protéine Nef du VIH 

de type 1 (Lindwasser et al., 2008). 

D’autres adaptateurs du manteau à clathrine sont impliqués dans la reconnaissance de 

modifications post-traductionnelles des cargos. Par exemple, EPS15 et les epsines 1 et 2 sont 

impliqués dans la reconnaissance de protéines ubiquitinylées à la membrane plasmique. De 

même, les β-arrestines 1 et 2 reconnaissent des motifs phosphorylés, notamment dans 

plusieurs récepteurs couplés aux protéines G (GPCR, pour G protein-coupled receptors) 

(Bonifacino et Traub, 2003). D’autres adaptateurs reconnaissent des régions bien plus 

spécifiques de certaines protéines ou familles de protéines. Par exemple, la protéine 

PhosphatidylInositol-Binding Clathrin Assembly (PICALM) est capable de reconnaître les 

domaines SNARE de VAMP2 (pour Vesicle-Associated Membrane Protein 2), VAMP3 et VAMP8 

(Miller et al., 2011). 

Il est aussi à noter qu’à l’inverse, des mécanismes pour exclure certains cargos des puits 

à clathrine existent, notamment en lien avec la taille des domaines transmembranaires 

(Mercanti et al., 2010). 

3.2 La maturation des endosomes 

À la différence de la voie de sécrétion, la porte d’entrée de la voie d’endocytose – le 

milieu extracellulaire – est très facilement manipulable. Il est ainsi plus facile de suivre des 

éléments qui voyagent le long de cette voie. Selon le type cellulaire, les éléments endocytés 

atteignent les endosomes précoces (Figure 16a, b) 1 à 5 min après endocytose, puis les 

endosomes tardifs (Figure 16c) après 10 à 30 min. Les compartiments lytiques (Figure 16d, e) 

sont finalement atteints environ 30 min après l’endocytose (Sachse, Ramm, et al., 2002).  

La petite GTPase Rab5 est rapidement recrutée sur les vésicules d’endocytose et 

représente le régulateur principal de la dynamique des endosomes précoces (Wandinger-Ness 

et Zerial, 2014). Rab5, par sa présence et son interaction avec le complexe PI3K VPS34/p150, 

qui produit et maintient le PI3P sur les membranes des endosomes précoces (Christoforidis, 

Miaczynska, et al., 1999), permet de définir l’identité de ces compartiments. Fonctionnant 

comme des plateformes de tri, les endosomes précoces ont des morphologies hétérogènes 

constituées d’une vacuole centrale à partir de laquelle émergent des tubules (Figure 16a ; 

Klumperman et Raposo, 2015).  
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Les endosomes précoces peuvent fusionner entre eux de façon dépendante de Rab5 

(Gorvel et al., 1991; Rybin et al., 1996). La protéines d’amarrage EEA1 (Early Endosomal 

Autoantigen 1), un effecteur de Rab5 (Simonsen et al., 1998; Christoforidis, McBride, et al., 

1999) recruté sur les membranes par le PI3P (Patki et al., 1997), permet l’amarrage des 

endosomes précoces. Il a été montré que, après amarrage de deux endosomes précoces, EEA1 

s’effondre sur elle-même suite à l’interaction avec Rab5 et rapproche ainsi les deux 

compartiments pour initier la fusion (Murray et al., 2016). Il a aussi été montré que la protéine 

Rabénosyne 5, un autre effecteur de Rab5 capable de lier le PI3P via son domaine FYVE, 

recrute sur les endosomes précoces la protéine Vps45 (Nielsen et al., 2000). Cette protéine 

fait partie de la famille de protéines Sec1/Munc18 qui régulent l’activité des protéines SNARE 

et facilitent ainsi les événements de fusion (Rizo et Südhof, 2012). De plus, EEA1 est aussi 

capable d’interagir avec la protéine SNARE Syntaxine 13 (Mcbride et al., 1999), bien que la 

fonction de cette interaction ne soit pas très claire. 

Un modèle explicatif de la maturation des endosomes précoces dit « en entonnoir » a 

été proposé (Foret et al., 2012). Selon ce modèle, les contenus endocytés convergent par 

fusion des endosomes qui, dans le même temps, migrent vers le centre cellulaire.  Les 

endosomes précoces matureraient ainsi tout en évoluant en taille et en contenu (Figure 17). 

Les endosomes précoces évoluent en endosomes tardifs (Stoorvogel et al., 1991). De 

façon marquante, cette maturation s’accompagne d’une conversion de la Rab dominante sur 

Figure 16. Les principaux compartiments de la voie d’endocytose. (a) Image de microscopie 
électronique à balayage d’un endosome précoce, mettant en évidence la présence de 
tubules et de sous-domaines. Les points blancs correspondent à du LDL couplé à des billes 
d’or endocyté (les couleurs ont été inversées). Gruenberg, 2001. (b-e) Images de 
microscopie à transmission d’endosome précoce (b), d’endosome tardif (c), d’endolysosome 
(d) et de lysosome (e). Les flèches dans (b) pointent des manteaux à clathrine sur l’endosome 
précoce. Bars d’échelle : 100 nm. Adapté de Huotari et Helenius, 2011. 
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les membranes du compartiment, passant de Rab5 à Rab7 en seulement quelques minutes 

(Figure 18 ; Rink et al., 2005; Vonderheit et Helenius, 2005). Rab5 est maintenue active sur les 

membranes grâce à sa GEF Rabex-5 (Horiuchi et al., 1997), elle-même positivement régulée 

par son interaction avec Rabaptin-5, effecteur de Rab5 (Christoforidis, McBride, et al., 1999; 

Lippe et al., 2001). Il en résulte une boucle d’activation positive recrutant et maintenant Rab5 

sur la membrane des endosomes précoces, et dont le maintien est directement dépendant de 

Rabex-5. Ce sont les protéines SAND-1/Mon1a/b qui interviennent pour mettre fin à cette 

boucle et permettre la conversion. Une étude chez Caenorhabditis elegans a montré que 

SAND-1 (qui a deux homologues chez les vertébrés : Mon1a et Mon1b) s’associe à Rabex-5 et 

permet son retrait des endosomes précoces (Poteryaev et al., 2010). De plus, SAND-1 

permettrait aussi le recrutement de Rab7 en liant Vps18 et Vps11, deux sous-unités du 

complexe d’amarrage HOPS (pour Homotypic fusion and vacuole Protein Sorting) qui 

comprend aussi Vps39 et Vps33, deux partenaires de Rab7 (Poteryaev et al., 2010; Spang, 

2016). La régulation spatiotemporelle de l’activité de SAND-1/Mon1 n’est pas encore bien 

comprise. 

La transition de Rab s’accompagne d’une modification des phosphoinositides de la 

membrane de l’endosome : une partie du PI3P laisse sa place à du PI(3,5)P2 (Wang, Lo et 

Figure 17. Modèle de maturation en entonnoir des endosomes précoces. 
Source : site web du laboratoire Principles of cell and tissue organization 
(Marino Zerial) ; http://zerial.mpi-cbg.de/. 

http://zerial.mpi-cbg.de/
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Haucke, 2019). Cette conversion est catalysée par PIKfyve (kinase de la position 5 de l’inositol), 

recrutée par le PI3P via son domaine FYVE (Hasegawa, Strunk et Weisman, 2017).  

Les endosomes tardifs sont sujets à fusion homotypique. Rab7 n’est pas essentielle pour 

dans la formation des MVB (Vanlandingham et Ceresa, 2009) mais une fois ceux-ci formés, 

c’est Rab7 qui joue le rôle de chef d’orchestre (Wandinger-Ness et Zerial, 2014). Comme 

mentionné plus haut, Rab7 interagit avec le complexe d’amarrage HOPS via les sous-unités 

Vps39 et Vps33. Ce complexe, initialement identifié chez la levure, se composent de six sous-

unités : Vps11, Vps16, Vps18, Vps33, Vps39 et Vps41 (Spang, 2016). Il est nécessaire pour la 

fusion homotypique des vacuoles en permettant un amarrage des compartiments via son 

interaction avec l’orthologue de Rab7, Ypt, via ses sous-unités Vps39 et Vps41 (Spang, 2016). 

Dans les cellules de mammifères, hVps41 et hVps39 ont aussi été impliquées dans la fusion 

homotypique des endosomes tardifs de même que pour la fusion de ceux-ci avec les 

lysosomes (Pols, Ten Brink, et al., 2013). Le complexe SNARE impliqué dans cette fusion 

homotypique a été identifié. Il se compose des Q-SNARE syntaxine 7, Vti1b et syntaxine 8 et 

de la R-SNARE VAMP8 (Luzio et al., 2017). 

Finalement, les endosomes tardifs peuvent fusionner avec les lysosomes, formant ainsi 

un compartiment intermédiaire : l’endolysosome (Mullock et al., 1998), site de dégradation 

des éléments contenus dans la lumière (Bright, Davis et Luzio, 2016). La fusion totale des deux 

compartiments est généralement précédée d’événements de « kiss-and-run », permettant un 

premier échange de matériel (Bright, Gratian et Luzio, 2005). Le complexe SNARE pour la 

fusion des endosomes tardifs avec les lysosomes semble différer de celui impliqué dans la 

fusion homotypique des endosomes tardif que par la R-SNARE impliquée. La R-SNARE VAMP8 

est remplacée par la R-SNARE Tetanus neurotoxin-Insensitive Vesicular-Associated Membrane 

Figure 18. Conversion de la Rab majoritaire lors de la maturation des endosomes précoces en endosomes 
tardifs. Images de fluorescence : suivi d’un endosome dans des cellules A431 exprimant GFP-Rab7 et mRFP-Rab5 
et incubées avec du LDL fluorescent (DID-LDL). Les temps indiqués correspondent aux temps après ajout du LDL 
dans le milieu. Graphiques : Intensité des fluorescences sur ce même endosome. Rink et al., 2005. 
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Protein (TI-VAMP)/VAMP7 (Ward et al., 2000; Pryor et al., 2004). Cependant, des souris 

déplétées en VAMP7 sont viables et ne présentent pas de disfonctionnements importants 

(Sato et al., 2011; Danglot et al., 2012), suggérant que les fonctions de VAMP7 pourraient être 

achevées par d’autres facteurs, ou que des effets compensatoires se manifestent dans ces 

souris. La fusion des endosomes tardifs avec les lysosomes est aussi dépendante du complexe 

d’amarrage HOPS (Pols, Ten Brink, et al., 2013).  

Alternativement, les endosomes tardifs peuvent aussi fusionner avec la membrane 

plasmique, menant à la sécrétion du contenu de la lumière et des vésicules intraluminales 

(Kowal, Tkach et Théry, 2014). 

 

Le processus de maturation des endosomes, depuis les vésicules d’endocytose jusqu’aux 

endolysosomes, s’accompagne de plusieurs phénomènes. L’acidification de la lumière des 

compartiments est médiée par la pompe à proton V-ATPase (Mellman, Fuchs et Helenius, 

1986). Le pH est d’environ 6,2 dans les endosomes précoces et progresse jusqu’à des valeurs 

proches de 4,0 dans les endosomes tardifs et endolysosomes. La maturation des endosomes 

s’accompagne aussi de la formation de vésicules intraluminales (ILV) (Figure 16b, c ; voir 3.3.4 

L’incorporation des cargos dans les vésicules intraluminales) et d’une augmentation de la 

fréquence des contacts entre endosomes et réticulum endoplasmique (Friedman et al., 2013). 

Ces contacts jouent plusieurs rôles dans la biologie des endosomes, régulant notamment 

l’échange de lipides (van der Kant et Neefjes, 2014; Henne, 2019), l’échange de calcium (van 

der Kant et Neefjes, 2014; Patel, 2019), ou encore leur transport le long des microtubules et 

la fusion des MVB avec la membrane plasmique (Friedman et al., 2013; Raiborg et al., 2015 ; 

voir Eden, 2016 pour une revue générale sur les contacts RE-endosomes). 

3.3 Le tri des cargos dans les endosomes 

3.3.1 Le recyclage des cargos vers la membrane plasmique 

Centre de tri majeur de la voie d’endocytose, les endosomes précoces forment des 

tubulations (Figure 16a ; Klumperman et Raposo, 2015) et sont organisés en sous-domaines 

(Sönnichsen et al., 2000). Ces sous-domaines sont définis par les petites GTPases Rab4 et 

Rab11 (Sönnichsen et al., 2000) qui régulent les voies de recyclage depuis les endosomes 

précoces vers la membrane plasmique (Ullrich et al., 1996; Seachrist, Anborgh et Ferguson, 
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2000). Dans certains types cellulaires, les endosomes de recyclage, résultats de la scission des 

tubules émanant des endosomes précoces, convergent pour former un compartiment 

endosomal de recyclage périnucléaire (Klumperman et Raposo, 2015). Dans cette 

configuration, Rab4 semble plutôt définir les endosomes précoces/de recyclage et Rab11 les 

compartiments endosomaux de recyclage périnucléaire (van der Sluijs et al., 1992; Ullrich et 

al., 1996; Sheff et al., 1999). En conséquence, Rab4 est proposé comme régulateur d’une voie 

de recyclage rapide alors que Rab11 régulerait une voie de recyclage plus lente (Stenmark, 

2009; Klumperman et Raposo, 2015). Il a été montré que l’action de Rab4 dans le recyclage 

des cargos vers la membrane plasmique est associée à l’activité du complexe rétromère 

(Temkin et al., 2011). 

Le complexe rétromère a initialement été décrit chez Saccaromyces cerevisiae comme 

régulant la voie de trafic rétrograde des endosomes vers l’appareil de Golgi. Chez les 

mammifères, il se compose de Vps35, Vps29 et Vps26A/B et est aussi impliqué dans le 

recyclage des cargos vers la membrane plasmique (Seaman, 2012; Cullen et Steinberg, 2018). 

Les deux sous-unités Vps26A et Vps26B sont interchangeables au sein du complexe mais les 

deux complexes résultants sont fonctionnellement différents (Kerr et al., 2005; Bugarcic et al., 

2011). Le complexe rétromère est présent sur les membranes des endosomes précoces et des 

endosomes tardifs. Il est recruté sur la membrane des endosomes précoces via son interaction 

avec SNX3, capable de lier le PI3P (Harterink et al., 2011; Harrison et al., 2014). Son 

recrutement sur les endosomes tardifs est, quant à lui, médié par sa liaison à Rab7 (Rojas et 

al., 2008; Seaman et al., 2009). 

Ils fonctionnent en collaboration avec un dimère de protéines à domaine BAR constitué de 

SNX1 ou SNX2 associé à SNX5 ou SNX6 (Carlton et al., 2004; Wassmer et al., 2006; Hara et al., 

2008; Mari et al., 2008; Cullen et Steinberg, 2018). 

Son implication dans le recyclage vers la membrane plasmique a par exemple été 

démontré pour le Divalent Metal Transporter 1 (DMT1 ; Tabuchi et al., 2010) ou le récepteur 

adrénergique β2 (β2AR ; Lauffer et al., 2010; Temkin et al., 2011). SNX3 fonctionne comme un 

adaptateur pour DMT1 en recrutant le complexe rétromère (Tabuchi et al., 2010; Lucas et al., 

2016). D’autres cargos, comme β2AR, utilisent la SNX27 comme adaptateur (Lauffer et al., 

2010; Temkin et al., 2011; Steinberg et al., 2013). SNX27 est aussi recrutée sur les endosomes 

par le PI3P (Ghai et al., 2011, 2013) et recrute le rétromère via son interaction avec la sous-

unité Vps26 (Gallon et al., 2014). Il a été montré, dans le cas de β2AR, que le rétromère est 
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nécessaire pour son inclusion dans les tubules positifs pour Rab4 émergeant des endosomes 

précoces (Temkin et al., 2011). 

La polymérisation de l’actine, régulée par le complexe WASH, régulateur de Arp2/3, est 

nécessaire pour mener à bien les tubulations sur les endosomes précoces et le recyclage des 

cargos (Derivery et al., 2009, 2012; Gomez et al., 2012). Pour ce faire, WASH est recruté sur 

les endosomes par l’interaction de sa sous-unité FAM21/WASHC2 avec la sous-unité du 

rétromère Vps35 (Harbour, Breusegem et Seaman, 2012; Jia et al., 2012). Plusieurs protéines 

à domaine BAR ont aussi été impliquées dans la formation des tubules et le recyclage des 

cargos, comprenant notamment PACSIN1/Syndapine 1, PACSIN2/Syndapine 2 (PACSIN pour 

Protein kinase C and Casein kinase Substrate In Neurons 1 et 2 ; Braun et al., 2005; Wang et 

al., 2009) et ACAP1 (pour Arf-GAP with Coiled-coil, ANK repeat and PH domain containing 

Protein 1 ; Dai et al., 2004; Shinozaki-Narikawa, Kodama et Shibasaki, 2006). Rab4 localise sur 

les tubules dépendant du rétromère (Temkin et al., 2011) et régule l’activité de la kinésine 

KIF2C (Bananis, 2003). Il pourrait donc aussi jouer un rôle dans l’élongation des tubules sur les 

endosomes précoces. Finalement, la fission des endosomes de recyclage est dépendante de 

la dynamine (Mesaki et al., 2011). 

Récemment, un autre complexe ressemblant au rétromère a été identifié lors d’une 

étude protéomique (McNally et al., 2017). Ce complexe, appelé retriever, comprend Vps29, 

sous-unité du rétromère, associé à C16orf62 et Down syndrome critical region protein 3 

(DSCR3 ; McNally et al., 2017). La SNX17 a été identifiée comme partenaire de ce complexe et 

semble être impliquée dans le recyclage de plus de 120 cargos, incluant APP (pour β-amyloid 

precursor protein), l’intégrine β1 ou encore le récepteur au LDL (pour Low Density Lipoprotein) 

LRP1 (pour Low density lipoprotein receptor-Related Protein 1 ; McNally et al., 2017). SNX17 

est recrutée sur les membranes des endosomes de la même façon que SNX3 et SNX27, en liant 

le PI3P (Ghai et al., 2011). 

3.3.2 La réorientation des cargos vers l’appareil de Golgi 

3.3.2.1 La réorientation vers l’appareil de Golgi par le complexe 
rétromère 

Avant d’être impliqué dans le recyclage vers la membrane plasmique, le complexe 

rétromère a été identifié chez la levure comme un régulateur de la voie rétrograde (Seaman, 

2012). Chez les mammifères, le rôle du rétromère dans le trafic des endosomes vers  l’appareil 



 

43 
 

de Golgi a aussi été observé (Arighi et al., 2004; Carlton et al., 2004; Seaman, 2004). Il a 

notamment été mis en évidence pour le trafic du CI-MPR (pour Cation-Independent Mannose-

6-Phosphate Receptor ; Arighi et al., 2004; Seaman, 2004), de Sortiline (Seaman, 2004), ou 

pour celui de Wntless (Harterink et al., 2011). Il a été montré que l’interaction du CI-MPR avec 

le rétromère est médiée via SNX5 et SNX6 (Kvainickas et al., 2017) qui reconnaissent un motif 

WLM dans la queue cytosolique du CI-MPR (Seaman, 2007; Simonetti et al., 2017). 

La clathrine a aussi été impliquée dans la voie rétrograde et pourrait être associée à la 

voie dépendante du rétromère (Johannes et Wunder, 2011). Il a notamment été montré que 

l’adaptateur AP1 jouait un rôle dans le trafic rétrograde du CI-MPR (Meyer et al., 2000; 

Robinson, Sahlender et Foster, 2009). Rab4 et AP1 sont localisés sur les mêmes vésicules et 

Rab4 est capable d’interagir directement avec la sous-unité γ de AP1 (Perrin et al., 2014). Il 

n’est cependant pas clair comment Rab4 pourrait être capable de réguler différentiellement 

un trafic vers la membrane plasmique et un trafic vers l’appareil de Golgi. D’autres petites 

GTPases, telles que Rab11 et Rab6, pourraient aussi jouer un rôle dans le transport depuis les 

endosomes vers l’appareil de Golgi (Mallard et al., 2002). 

Wong et Munro 2014 ont réalisé une étude dans laquelle ils délocalisent artificiellement 

les golgines une à une sur les mitochondries (Wong et Munro, 2014). Il est alors possible 

d’étudier les vésicules amarrées aux mitochondries et de tirer des conclusions sur les 

spécificités de chaque golgine. Ils ont ainsi établi que Golgin-97, Golgin-245 et GCC88 (pour 

GRIP and Coiled-Coil domain containing protein of 88 kDa), trois golgines du Golgi trans, 

permettent l’amarrage de vésicules contenant le CD-MPR (Cation-Dependent Mannose-6-

Phosphate Receptor). Une autre équipe a montré en utilisant ce même système que la 

déplétion du rétromère affectait la quantité de vésicules contenant CI-MPR amarrées par 

GCC88, mais pas celles amarrées par Golgin-245 et Golgin-97 (Cui et al., 2019). Ces données 

suggèrent que l’amarrage au niveau de l’appareil de Golgi de vésicules formées via le 

rétromère est dépendant de GCC88. Allant dans ce sens, la déplétion de GCC88 affecte le 

retour au Golgi du CI-MPR, mais pas celui du CD-MPR, indépendant du rétromère (Seaman, 

2004; Cui, Yang et Teasdale, 2019). 

3.3.2.2 La réorientation vers l’appareil de Golgi médié par TIP47 
et Rab9. 

La petite GTPase Rab9 est localisée sur les endosomes tardifs et définit un sous-domaine 

distinct des membranes contenant Rab7 (Barbero, Bittova et Pfeffer, 2002). Plusieurs études 
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démontrent que Rab9 régule une voie de trafic permettant le retour des CI- et CD-MPR depuis 

les endosomes tardifs vers l’appareil de Golgi (Barbero, Bittova et Pfeffer, 2002; Kucera et al., 

2015). Cette voie de trafic dépend de la protéine tail-interacting protein of 47 kD (TIP47), qui 

interagit à la fois avec les MPR (Díaz et Pfeffer, 1998; Krise et al., 2000; Orsel et al., 2000) et 

Rab9 (Carroll et al., 2001) et semble jouer un rôle d’adaptateur. L’interaction avec TIP47 est 

médiée par des signaux différents pour chaque MPR : TIP47 reconnaît un motif riche en 

proline dans la queue cytosolique du CI-MPR et un motif Phe-Trp dans celui du CD-MPR (Orsel 

et al., 2000) (Díaz et Pfeffer, 1998). En accord avec un rôle d’adaptateur pour TIP47, son 

interaction avec les MPR augmente son affinité pour Rab9 (Carroll et al., 2001). 

La golgine GCC185 semble être impliquée dans l’amarrage des vésicules de cette voie de 

transport au niveau de l’appareil de Golgi. D’une part, GCC185 est capable de lier Rab9 (Reddy 

et al., 2006), et d’autre part, il a été montré qu’elle est importante pour le retour des MPR au 

Golgi (Reddy et al., 2006; Derby et al., 2007). Les SNARE Syntaxine 10, Syntaxine 16, Vti1a et 

VAMP3 ont aussi été décrites comme importantes pour le trafic rétrograde du CD-MPR 

(Ganley, Espinosa et Pfeffer, 2008). De plus, Syntaxine 10 interagit avec GCC185 (Ganley, 

Espinosa et Pfeffer, 2008). Cela suggère qu’après leur amarrage au TGN par GCC185, les 

vésicules positives pour Rab9 fusionnent grâce à un complexe SNARE STX10-STX16-Vti1a-

VAMP3.  

3.3.2.3 La réorientation vers l’appareil de Golgi médié par AP5 

De façon intéressante, l’équipe de M.S. Robinson a récemment montré que le complexe 

adaptateur de la clathrine AP5 joue aussi un rôle dans le retour du CI-MPR des endosomes 

tardifs vers l’appareil de Golgi (Hirst et al., 2018). AP5 a été découvert plus récemment que 

les complexes AP1-4 (Hirst et al., 2011) et a la particularité d’être hexamèrique (les complexes 

AP1-4 sont tétramériques ; voir Figure 11). Il se compose de AP5ζ, µ5, β5, σ5 et des protéines 

Spastic Paraplegia Gene 11 (SPG11) et SPG15 (Hirst et al., 2011, 2013). SPG15 est capable de 

lier le CI-MPR et sortiline et la déplétion de AP5ζ perturbe le recyclage du CI-MPR depuis les 

endosomes vers le Golgi (Hirst et al., 2018). Cette voie semble indépendante du rétromère car 

la co-déplétion de AP5 et du rétromère ont des effets cumulatifs sur le trafic du CI-MPR (Hirst 

et al., 2018). AP5 étant localisé aux endosomes tardifs (Hirst et al., 2011, 2013), les auteurs 

proposent que cette voie puisse servir de voie de soutien à la voie dépendante du rétromère 
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pour le retour au Golgi de ces protéines (Hirst et al., 2018). Cependant, il n’est pas exclu que 

AP5 fonctionne dans la même voie que Rab9 et TIP47. 

3.3.3 La réorientation des cargos vers les compartiments 
matures de la voie d’endocytose  

L’existence d’une voie de transport depuis les endosomes précoces vers les endosomes 

matures et impliquant l’adaptateur AP3 (Figure 11) a été proposée (Robinson, 2004). En effet, 

AP3 localise principalement sur les endosomes précoces (Robinson, 2004) et plusieurs 

protéines membranaires lysosomales, incluant LAMP1, CD63, CLN3 ou encore LIMP2, sont 

capables de recruter AP3 et dépendent de celui-ci pour leur transport vers les lysosomes (voir 

4.3 Les voies de transport des protéines de la membrane du lysosome ; Höning et al., 1996; 

Le Borgne et al., 1998; Dell’Angelica et al., 1999; Fujita et al., 1999; Hirst et al., 1999; Rous et 

al., 2002; Janvier et al., 2003; Braulke et Bonifacino, 2009). Il a aussi été mis en évidence qu’en 

l’absence d’AP3, LAMP1 et CD63 se voient recyclées vers la membrane plasmique (Starcevic, 

Nazarian et Dell’Angelica, 2002; Peden et al., 2004). AP3 s’avèrent aussi important pour la 

genèse de plusieurs organites associés aux lysosomes (LRO, pour Lysosome Related 

Organelles), incluant notamment les mélanosomes ou certaines vésicules synaptiques 

(Starcevic, Nazarian et Dell’Angelica, 2002; Stinchcombe, Bossi et Griffiths, 2004; Seong et al., 

2005). En lien avec cela, la protéine mélanosomale tyrosinase lie aussi AP3 (Höning, Sandoval 

et Von Figura, 1998; Theos et al., 2005) et dépend de celui-ci pour accéder aux mélanosomes  

(Huizing et al., 2001). Ensemble, ces données suggèrent que AP3 fonctionne dans le transport 

des LMP depuis les endosomes précoces vers les compartiments matures de la voie 

d’endocytose. On peut cependant se demander si AP3 agit uniquement en empêchant le 

recyclage de ces cargos vers la membrane plasmique, par exemple en séquestrant les LMP 

dans des sous-domaines endosomaux à l’écart des tubules de recyclage ; ou si AP3 agit en 

initiant la formation d’intermédiaires de transport à destination des endosomes matures.  

Par microscopie électronique, AP3 a été observé sur des tubules émergeant des 

endosomes précoces (Peden et al., 2004; Theos et al., 2005). De plus, LAMP1, LAMP2 et 

tyrosinase sont enrichies dans ces tubulations positives pour AP3 (Peden et al., 2004; Theos 

et al., 2005). Finalement, il a récemment été montré que AP3 forme un complexe avec Rab4A, 

Rabénosyne-5 et la kinésine KIF3 au niveau des endosomes. Ces données suggèrent fortement 
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la génération d’intermédiaires de transport médiée par AP3 sur ces endosomes précoces (Nag 

et al., 2018). 

3.3.4 L’incorporation des cargos dans les vésicules intraluminales 

Pour assurer la dégradation de cargos dans les endolysosomes, ceux-ci peuvent être 

inclus dans les vésicules intraluminales au niveau des endosomes précoces et tardifs. Pour 

beaucoup de récepteurs, leur ubiquitinylation constitue le marqueur décisif de ce processus 

(Cullen et Steinberg, 2018). L’inclusion de ces protéines dans les ILV est médiée par le 

recrutement de Hrs et STAM, composants du complexe ESCRT-0. Ces deux protéines lient 

l’ubiquitine et permettent l’agrégation des protéines ubiquitinylées (Christ et al., 2017). 

L’intégration d’autres protéines, non ubiquitinylées, dans les ILV peut aussi être médiée par la 

protéine ALIX (Bissig et Gruenberg, 2014). C’est par exemple le cas des récepteurs couplés aux 

protéines G (GPCR, pour G Protein-Coupled Receptors) PAR1 et P2Y1 (Dores et al., 2012, 2016). 

Les complexes ESCRT-I et II sont ensuite recrutés et permettent la mobilisation de CHMP4. La 

polymérisation en hélice de CHMP4 induit la déformation de la membrane et à terme, la 

formation de la vésicule intraluminale (Schöneberg et al., 2016).  

La microscopie électronique a permis la caractérisation de sous-domaines recouverts 

d’un manteau de clathrine dans les endosomes précoces, adjacents aux sites de formation des 

ILV (Sachse, Urbé, et al., 2002; Murk et al., 2003). Ce manteau à clathrine a une apparence 

inhabituelle : il est relativement plat et se compose de deux strates denses aux électrons, la 

plus extérieure contenant la clathrine (Sachse, Urbé, et al., 2002) (Figure 16b, flèches 

blanches). Ces manteaux sont dénués des adaptateurs à la clathrine  AP1, AP2 ou AP3 (Sachse, 

Urbé, et al., 2002), mais contiennent  la protéine Hrs (Raiborg et al., 2002; Sachse, Urbé, et al., 

2002; van Niel et al., 2011). En plus de son domaine de liaison à l’ubiquitine, Hrs possède un 

domaine FYVE de liaison au PI3P et est capable de lier la clathrine (Raiborg et al., 2001, 2002). 

De façon intéressante, plusieurs cargos, tels que l’EFGR (pour Epidermal Groth Factor 

Receptor) et le GHR (pour Growth Hormone Receptor) sont enrichis dans ces structures, mais 

pas le récepteur à la transferrine (TfR) (Sachse, Urbé, et al., 2002). Pourtant, le résultat de la 

fusion du TfR et de l’ubiquitine localise dans ces sous-domaines de façon dépendante de Hrs 

(Raiborg et al., 2002; Urbe et al., 2003). Le manteau de clathrine étant cytosolique et la 

vésicule s’invaginant vers l’intérieur de l’endosome, la topologie est différente des autres cas 

de formation de vésicules médiées par la clathrine. Il est possible que, dans ce cas de figure, 
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la clathrine soit recrutée pour former un sous-domaine tenant les cargos qui doivent être 

dégradés à l’écart des tubules de recyclage. 

 

D’autres voies permettent la formation des ILV indépendamment des ESCRT. Il a par 

exemple été montré que l’oligomérisation des protéines peut induire leur inclusion dans les 

ILV de façon indépendante des ESCRT (Fang et al., 2007). Il a aussi été montré que l’inclusion 

dans des radeaux lipidiques, ainsi que la production de céramide et d’acide phosphatidique, 

sont déterminants pour l’inclusion dans les ILV de certaines protéines, indépendamment des 

ESCRT (Trajkovic et al., 2008; Buschow et al., 2009; Ghossoub et al., 2014; Gassart et al., 2015). 

La tétraspanine CD63, elle-même incluse dans les ILV indépendamment des ESCRT (Fang 

et al., 2007; Trajkovic et al., 2008), joue un rôle de régulateur dans plusieurs de ces voies. Par 

exemple, la protéine PMEL (pour PreMelanosome protein), incluse dans les ILV 

indépendamment des ESCRT (Theos et al., 2006), interagit avec CD63 et dépend de celle-ci 

pour son tri dans les ILV (van Niel et al., 2011). De façon intéressante, les ILV générées via la 

voie dépendante des ESCRT ou via la voie dépendante de CD63 s’avèrent structurellement 

différentes (Edgar, Eden et Futter, 2014). 

3.4 Les compartiments matures de la voie d’endocytose 

3.4.1 Différencier lysosome et endosome tardif 

Le terme de « lysosome » est relativement mal défini et souffre d’abus de langage, avec 

plusieurs articles qui tendent à associer le terme « lysosome » à tout compartiment positif 

pour un marqueur commun aux endosomes tardifs et lysosomes (très souvent LAMP1 ou 

LAMP2 ; Cheng et al., 2018). Cela est dû à l’absence de marqueur disponible pour définir 

uniquement le lysosome (Scott, Vacca et Gruenberg, 2014). Ce compartiment a initialement 

été décrit comme le compartiment ultime de la voie d’endocytose, site acide de la dégradation 

des éléments endocytés. Il a été défini comme enrichi en protéines de la membrane du 

lysosome et en hydrolases acides, mais dénué de CI/CD-MPR. Cette définition biochimique 

était associée à une définition structurale définissant le lysosome comme une vacuole avec 

un cœur dense aux électrons et avec parfois la présence de membranes multi-lamellaires 

(Luzio, Pryor et Bright, 2007). Cependant, les compartiments couverts par ces deux définitions 

ne se recoupent pas totalement. Par exemple, les compartiments résultants de la fusion des 
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lysosomes avec les endosomes tardifs sont dénués de CI/CD-MPR mais n’ont pas 

nécessairement cette densité aux électrons caractéristique que présentent les lysosomes 

(Bright, Davis et Luzio, 2016). Plus récemment, il a été observé que les lysosomes faisaient 

preuve d’une grande dynamique, étant capable de fusionner avec les endosomes tardifs mais 

aussi d’être reformés à partir de ceux-ci (Luzio, Pryor et Bright, 2007). Il a finalement été 

démontré en 2016, par microscopies photonique et électronique corrélées (CLEM, pour 

Correlative Light-Electron Microscopy), que ces structures denses aux électrons, définies 

comme étant des lysosomes, ne sont en réalité pas acides et sont dépourvues d’activité 

hydrolytique (Bright, Davis et Luzio, 2016). Bright et al. décrivent les lysosomes comme des 

stocks d’enzymes, similaires à des granules de sécrétion en attente d’un signal pour délivrer 

leur contenu (Bright, Davis et Luzio, 2016). Ils sont désignés « lysosomes terminaux de 

stockage » (late storage lysosomes) et les compartiments résultants de leur fusion avec les 

endosomes tardifs sont appelés « endolysosomes » (Luzio, Pryor et Bright, 2007; Bright, Davis 

et Luzio, 2016). 

3.4.2 La formation des lysosomes 

Les lysosomes sont donc définissables comme des compartiments transitoires, capables 

de fusion avec les endosomes tardifs et de reformation à partir de ceux-ci. De ces conclusions 

nait une nouvelle question : quels mécanismes permettent la reformation des lysosomes, 

compartiments particulièrement denses, à partir des endolysosomes, très différents 

structurellement ? Cette question reste encore largement sans réponse.  

L’équipe de Li Yu a permis une nette avancée dans la compréhension de la reformation 

des lysosomes à partir des autolysosomes, résultats de la fusion entre autophagosomes et 

lysosomes. Ils ont démontré que, dans ces cas, la reformation des lysosomes, régulée par 

mTOR, était médiée par la formation de tubules par la membrane des autolysosomes (Yu et 

al., 2010). Celle-ci est dépendante de la clathrine, recrutée sur les autolysosomes, mais aussi 

de AP2 et AP4 (Rong et al., 2012). De plus, la formation de PI(4,5)P2 sur ces autolysosomes est 

nécessaire (Rong et al., 2012). Il est très probablement produit à partir du PI4P, 

phosphoinositide majeur des autophagosomes, par la kinase PIP5K1A, elle aussi nécessaire à 

la reformation des lysosomes à partir de ces membranes (Rong et al., 2012). La kinésine KIF5B, 

recrutée par le PI(4,5)P2, est également impliquée dans ce processus : elle entraîne la 

déformation de la membrane pour former les tubules (Du et al., 2016). Il sera intéressant de 
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voir si ces mécanismes sont communs avec ceux de la reformation des lysosomes à partir des 

endolysosomes. 

Il a récemment été montré que PIKfyve était nécessaire à la reformation des lysosomes 

depuis les endolysosomes (Bissig et al., 2017). PIKfyve fait partie, avec FIG4 et VAC14, d’un 

complexe régulateur des niveaux de PI(3,5)P2 sur les endosomes. PIKfyve et FIG4 ont une 

activité catalytique de kinase en position 5 de l’inositol et de phosphatase des 

phosphoinositide, respectivement (Mccartney, Zhang et Weisman, 2014). L’utilisation d’un 

inhibiteur de PYKfyve entraîne une déplétion des lysosomes et, de façon intéressante, le 

lavage de cette drogue fait apparaître des tubulations de la membrane des endolysosomes. 

Le Ca2+
 ainsi que le transporteur membranaire lysosomal du Ca2+ mucolipine/TRPML1 

ont été impliqués dans la reformation des lysosomes (Pryor et al., 2000). Cependant, l’activité 

de transporteur ne semble pas être nécessaire pour la formation des tubules de reformation 

des lysosomes (Bissig et al., 2017). 

3.4.3 Les endosomes matures et les lysosomes accomplissent de 
nombreuses fonctions 

3.4.3.1 Les lysosomes dans l’homéostasie de la cellule 

La fonction la plus évidente des endolysosomes et lysosomes est la dégradation du 

contenu de la lumière endolysosomale. Celle-ci contient des éléments endocytés, mais aussi 

des composants du cytoplasme introduits dans la lumière par microautophagie ou par 

autophagie médiée par des chaperonnes. La microautophagie désigne le phénomène 

d’incorporation d’éléments du cytoplasme dans la lumière des endosomes par formation de 

vésicules intraluminales. Les éléments incorporés peuvent l’être aléatoirement ou, au 

contraire, faire l’objet d’une sélection (Li, Li et Bao, 2012). L’autophagie médiée par des 

chaperonnes désigne un mécanisme de translocation de protéines à travers la membrane 

endosomale (voir 4.1.1.2 LAMP2 et l’autophagie médiée par des chaperonnes). 

Les lysosomes permettent aussi la dégradation du contenu des autophagosomes. 

L’amarrage des deux compartiments nécessite LC3 sur la membrane autophagosomale et 

implique Rab7 ainsi que LAMP2 sur la membrane lysosomale. LC3 s’associe à plusieurs 

effecteurs de Rab7, incluant le complexe d’amarrage HOPS, mais aussi les protéines EGP5 et 

PLEKM1 (Zhao et Zhang, 2019). En condition de déprivation de glucose, la protéine golgienne 

GRASP55 (voir 2.2.1 Structure et fonctions de l’appareil de Golgi) participe aussi à l’amarrage 
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en s’associant à la fois à LC3 et LAMP2 (voir 4.1.1.1 Structures et fonctions des LAMP). La 

fusion est catalysée par la formation d’un complexe SNARE incluant STX7 et VAMP7 ou 8 (sur 

la membrane lysosomale) et STX17 et YKT6 (sur la membrane autophagosomale ; Zhao et 

Zhang, 2019). 

Les nutriments résultants de la dégradation du contenu des endosomes, phagosomes et 

autophagosomes sont libérés dans le cytoplasme (Mony, Benjamin et O’Rourke, 2016), 

conférant un rôle essentiel des lysosomes dans l’homéostasie cellulaire. En parallèle, les 

(endo)lysosomes fonctionnent aussi comme des senseurs des niveaux de nutriments dans la 

cellule. En effet, la membrane lysosomale fonctionne comme une plateforme de recrutement 

pour plusieurs régulateurs de l’homéostasie cellulaire (Perera et Zoncu, 2016). mTORC1 (pour 

mammalian Target Of Rapamycine Complex 1), localisé à la membrane lysosomale par 

association à la petite GTPase lysosomale Rheb, est probablement le plus important de ces 

régulateurs (Perera et Zoncu, 2016).  Il constitue le point de convergence de plusieurs voies 

de signalisation dépendantes des niveaux de nutriments. Il est notamment régulé par le 

niveau énergétique de la cellule et le ratio AMP/ATP via la kinase AMPK, par les récepteurs à 

l’insuline via IRS-1 (Insulin Receptor Substrate 1) et la kinase Akt ou encore par le niveau 

d’acides aminés par le complexe Ragulator-Rag (Zheng et al., 2016). En présence de 

nutriments, mTORC1 régule négativement l’autophagie ainsi que le facteur de transcription 

TFEB, régulateur clef de la biogenèse des lysosomes et de l’expression de plusieurs protéines 

de l’autophagie (Settembre et al., 2011; Settembre et Medina, 2015; Napolitano et Ballabio, 

2016). 

3.4.3.2 La sécrétion du contenu des MVB et des lysosomes 

Les endosomes tardifs sont capables de fusionner avec la membrane plasmique et de 

libérer ainsi leurs vésicules intraluminales, alors appelées exosomes, dans le milieu 

extracellulaire. Les exosomes sont impliqués dans la communication et l’échange de matériels 

entre cellules (Kowal, Tkach et Théry, 2014). De la même façon, cette fusion peut aboutir à la 

sécrétion non conventionnelle de protéines introduites dans la lumière des endosomes par 

autophagie médiée par des chaperonnes, telle que l’interleukine 1β (Rabouille, 2017). 

Les lysosomes sont aussi capables de fusion avec la membrane plasmique. Elle peut 

survenir dans des cas de lésions étendues de la membrane plasmique et joue un rôle dans la 

réparation (Jimenez et Perez, 2017). Le mécanisme par lequel cette sécrétion favorise la 
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réparation de la membrane plasmique est mal compris, mais il a été montré que l’activité 

protéolytique extracellulaire des hydrolases sécrétées y jouent un rôle primordial (Castro-

Gomes et al., 2016). Ce type de sécrétion est dépendant d’un relargage du calcium depuis la 

lumière du lysosome par la mucolipine et dépend de la synaptotagmine VII (Andrews, Almeida 

et Corrotte, 2014). Elle implique aussi SNAP23 (pour synaptosome-associated protein of 23 

kDa) et, comme pour la fusion entre lysosomes et endosomes tardifs, la SNARE VAMP7 et la 

syntaxine 4 (Rao et al., 2004). 

3.4.3.3 Les compartiments associés aux lysosomes 

Aux compartiments endosomaux ubiquitaires s’ajoutent tout un éventail de 

compartiments associés au lysosomes (LRO, pour Lysosome Related Organelles). Ce sont des 

compartiments dérivés des endosomes, mais, contrairement à ce que leur dénomination 

laisse penser, ils ne partagent parfois que peu de points communs avec les lysosomes 

(Delevoye, Marks et Raposo, 2019). De façon non exhaustive, il est possible de citer les 

mélanosomes dans les cellules pigmentaires, impliqués dans la pigmentation ; les 

compartiments du MHC classe II (MIIC, pour Major Histocompatibility Complex II (MHCII) 

Compartment) dans les lymphocytes, impliqués dans le chargement des complexes MHCII et 

la présentation d’antigènes ; les granules cytotoxiques des lymphocytes T et des cellules 

Natural Killer (NK), spécialisés dans la sécrétion de protéines cytotoxiques (Marks, Heijnen et 

Raposo, 2014; Delevoye, Marks et Raposo, 2019)… 

4 Les voies de trafic des glycoprotéines de la 
membrane du lysosome 

Une soixantaine de protéines insérées dans la membrane lysosomale (LMP, pour 

Lysosomal Membrane Proteins) a été identifiée (Schröder et al., 2007, 2010). Cependant, le 

nombre de LMP est évalué à plus d’une centaine (Schröder et al., 2007; Schwake, Schröder et 

Saftig, 2013). Parmi les protéines identifiées, se retrouvent les sous-unités de la v-ATPase, des 

transporteurs de sucres, d’acide aminés et de divers molécules, et plusieurs protéines de 

fonction inconnue (Schröder et al., 2010). Malgré cette diversité, quatre glycoprotéines 

représentent plus de la moitié des protéines de la membrane lysosomale : LAMP1, LAMP2, 

CD63 et LIMP2 (Hunziker et Geuze, 1996; Schröder et al., 2010). Ces quatre protéines sont 

aussi les premières LMP à avoir été identifiées (Hunziker et Geuze, 1996), et, en conséquence, 
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celles dont le trafic a été le plus étudié. Leur étude, avec celle des MPR, a permis la description 

de deux voies de transport vers les endosomes (Figure 19). La voie dite « directe » par laquelle 

les LMP sont transportées directement de l’appareil de Golgi aux compartiments de la voie 

d’endocytose. La voie dite « indirecte » comprend le transport de la LMP vers la membrane 

plasmique, d’où la LMP accède aux endosomes par endocytose (Braulke et Bonifacino, 2009). 

L’étude des voies de trafic des LMP s’accompagne souvent de leur comparaison à la voie de 

trafic directe suivie par les mannose-6-phosphate récepteurs, bien mieux caractérisée. 

4.1 Présentation des principales glycoprotéines de la membrane 
du lysosome 

4.1.1 Présentation de LAMP1 et LAMP2 

4.1.1.1 Structures et fonctions des LAMP 

Lysosome-Associated Membrane Protein 1 (LAMP1, aussi appelée CD107a et, 

anciennement, lgp107, lgp120, lgpA ou LEP100) est une protéine transmembranaire de type I 

exprimée de façon ubiquitaire. Son domaine luminal constitue la majeure partie de la protéine. 

Celui-ci s’organise en deux sous-domaines homologues, séparés d’une région charnière 

(Figure 20a ; Fukuda et al., 1988; Carlsson et Fukuda, 1989, 1990). Son domaine cytosolique 

est composé de seulement 12 acides aminés (Figure 27). Le gène de la protéine LAMP2 (aussi 

appelée CD107b et, anciennement, lgp110, lgp96 ou lgpB) code pour trois isoformes 

d’épissage, LAMP2A-C, qui ne diffèrent que par leurs domaines transmembranaires et 

cytoplasmiques (Figure 21 ; Eskelinen et al., 2005). LAMP2A-C et LAMP1 partagent environ 57-

Figure 19. Voies de trafic des protéines de la membrane du lysosome. 
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58% de similarité de séquence et ont des structures très proches (Wilke, Krausze et Büssow, 

2012; Terasawa et al., 2016). LAMP1 et LAMP2 sont les prototypes de la famille des protéines 

LAMP, caractérisée par la présence d’un domaine de type LAMP (ressemblant aux sous-

domaines luminaux de LAMP1) adjacent au domaine transmembranaire (Wilke, Krausze et 

Büssow, 2012). Cette famille compte aussi DC-LAMP/LAMP3 (exprimée dans les cellules 

dendritiques et les pneumocytes de type II ; De Saint-Vis et al., 1998; Salaun et al., 2004), 

BAD-LAMP/UNC46 (exprimée dans les cellules dendritiques ; Defays et al., 2011) et la 

macrosialine/CD68 (exprimée dans les macrophages ; Rabinowitz et Gordon, 1991). La 

structure du domaine LAMP a été résolue (Wilke, Krausze et Büssow, 2012; Terasawa et al., 

2016). Ce domaine forme une structure caractéristique de feuillets β agencés en forme de 

prisme triangulaire (Figure 20b). 

Les protéines LAMP1 et LAMP2 sont massivement N-glycosylées, comme en témoigne 

l’écart entre la masse moléculaire apparente de ces protéines matures – environ 120 kDa – et 

celle des formes immatures déglycosylées par l’endoglycosidase H – environ 40-45 kDa (Chen 

Figure 20. Structure de LAMP1 et LAMP2. (a) Représentation schématique de l’organisation des domaines au 
sein de LAMP1 et LAMP2. SP, Signal Peptide ; TM, domaine transmembranaire. Adapté d’après Wilke, Krausze 
et Büssow, 2012 . (b) Structure du domaine LAMP C-terminal de LAMP1, résolu par cristallographie (droite), et 
sa représentation schématique en forme de prisme triangulaire (gauche). Les liens orange représentent des 
ponts disulfures. Terasawa et al., 2016. (c) Modèle hypothétique de la structure de LAMP1 développé in silico 
par Wilke, Krausze et Büssow, 2012, en se basant sur la structure du domaine LAMP de DC-LAMP. Dans ce 
modèle, LAMP1 adopte une configuration étendue, couvrant la membrane lysosomale. La chaîne polypeptidique 
est représentée en vert et les glycanes en jaune. 
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et al., 1985; Carlsson et al., 1988; Granger et al., 1990). LAMP1 et LAMP2 portent, 

respectivement, 18 et 16 N-glycosylations (Figure 20a), largement complexifiées. Leurs 

glycosylation sont, notamment, riches en poly-N-acétyllactosamines (Figure 22) associés par 

des liaisons β1-6 et en acides sialiques (Laferte et Dennist, 1989; Carlsson et Fukuda, 1990; 

Przybyło et al., 2007). Les deux LMP possèdent aussi plusieurs site de O-glycosylation, tous 

réunis dans la région charnière (Figure 20a ; Carlsson, Lycksell et Fukuda, 1993. 

Il a été proposé que ces glycosylations constituent un glycocalyx permettant la 

protection de la membrane ainsi que des protéines qui la composent contre les hydrolases 

luminales et le pH acide des endolysosomes (Hunziker et Geuze, 1996). En accord avec cette 

hypothèse, il a été montré que le retrait des N-glycosylations portées par LAMP1 et LAMP2 

entraine leur dégradation en quelques heures (Kundra et Kornfeld, 1999). De plus, des 

lysosomes phagocytés sont rapidement dégradés, suggérant que la membrane lysosomale est 

bien sensible aux hydrolases (Henell, Ericsson et Glaumann, 1983). Dans ce contexte, Wilke et 

al. ont proposé un modèle théorique de la structure de LAMP1, basé sur la structure du 

domaine LAMP de DC-LAMP, dans laquelle la région charnière de LAMP1 permettrait à la 

Figure 21. Isoformes d’épissage de LAMP2. (a) Représentation du gène LAMP2 et de l’épissage de son ARN 
messager. Seuls les domaines transmembranaires et cytosoliques, ainsi qu’une dizaine d’acides aminés luminaux 
varient entre les différentes isoformes de LAMP2. Eskelinen et al., 2005. (b) Les domaines cytosoliques des trois 
isoformes de LAMP2 ont une taille comparable et se terminent avec un signal de type GYXXΦ (en rouge, avec les 
résidus critiques soulignés). 
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protéine d’adopter une conformation étendue, recouvrant la membrane lysosomale (Figure 

20c ; Wilke, Krausze et Büssow, 2012). 

Un rôle de protection de la membrane est aussi retrouvé dans un autre contexte. Lors 

de la dégranulation, les lymphocytes T (LT) et cellules Natural Killers (NK) surexposent LAMP1 

à leur surface, du fait de la fusion des granules cytotoxiques avec la membrane plasmique 

(Betts et al., 2003; Alter, Malenfant et Altfeld, 2004; Bryceson et al., 2005). Il a été démontré 

que, dans ce contexte, la présence de LAMP1 à la surface cellulaire est importante pour la 

survie des cellules NK à leurs propres perforines et granzymes. Elle fonctionne en réduisant 

l’insertion des perforines dans la membrane des cellules NK (Cohnen et al., 2013). Il est 

intéressant de noter que ce rôle de protection est dépendant des O-glycosylations portées par 

LAMP1 dans son domaine charnière (Cohnen et al., 2013).  

LAMP1 et LAMP2 sont aussi impliqués dans la fusion des phagosomes et des 

autophagosomes avec les lysosomes, avec une redondance partielle de ces deux gènes. Des 

mutations dans LAMP2 sont responsables de la maladie de Danon, une myopathie et 

cardiomyopathie associée à des déficiences cognitives (Nishino et al., 2000; Nishino, 2014). 

Au niveau cellulaire, elle se manifeste par l’accumulation d’autophagosomes dans les cellules 

musculaires et cardiaques (Nishino, 2014). Un modèle de souris dont le gène de LAMP2 a été 

déplété a été généré (Tanaka et al., 2000). La moitié de ces souris décèdent avant l’âge de 40 

jours. Au niveau cellulaire, ces souris présentent une accumulation d’autophagosomes dans 

de nombreux tissus, incluant les muscles squelettiques, le myocarde ou les hépatocytes, 

associée à une dégradation par autophagie décrue (Tanaka et al., 2000). Les lysosomes des 

Figure 22. Exemples de N- et O-glycans complexes. Adapté d’après Pinho et Reis, 2015. 
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hépatocytes de ces souris présentent une morphologie normale, bien que certaines 

hydrolases lysosomales subissent des défauts de tri vers les lysosomes (Eskelinen et al., 2002). 

Des souris déficientes pour LAMP1 ont aussi été générées (Andrejewski et al., 1999). Ces 

souris sont viables et ne présentent qu’une astrogliose (accumulation d’astrocyte dans les 

tissus nerveux, généralement associée à une perte en neurones) modérée. De façon 

intéressante, ces souris présentent une surexpression de LAMP2 dans plusieurs tissus, 

notamment dans le myocarde, suggérant une redondance de LAMP1 et LAMP2 et des 

mécanismes de compensation (Andrejewski et al., 1999). Cette hypothèse est validée par la 

génération de souris déficientes à la fois pour LAMP1 et LAMP2 (Eskelinen et al., 2004). Ces 

souris meurent avant la naissance et, au niveau cellulaire, présentent aussi une accumulation 

d’autophagosomes dans plusieurs tissus. L’étude comparée de fibroblastes obtenus depuis 

ces embryons et de fibroblastes obtenus depuis les embryons déficients uniquement pour 

LAMP1 ou LAMP2 a permis de déterminer que l’accumulation d’autophagosomes est plus 

importante lorsque les deux gènes sont inactivés (Eskelinen et al., 2004). Finalement, ces 

accumulations d’autophagosomes suite à la déplétion de LAMP2 ou LAMP1 + LAMP2 ont été 

imputées à un défaut de fusion des autophagosomes avec les lysosomes (Gonzalez-Polo, 

2005).  

Après phagocytose, la maturation des phagosomes et leur fusion avec les lysosomes se 

déroulent correctement dans les cellules déplétées en LAMP1 ou LAMP2 (Huynh et al., 2007). 

Mais lorsque les deux protéines sont déplétées, les phagosomes ne sont plus capables de 

maturer et d’acquérir Rab7 sur leur membrane (Huynh et al., 2007). En conséquence, ils ne 

fusionnent pas non plus avec les lysosomes. De plus, les cellules déficientes pour les deux 

LMPs présentent des endolysosomes plus périphériques et moins mobiles (Huynh et al., 2007). 

Les auteurs de ces études ont proposé que LAMP1 et LAMP2 sont impliqués dans l’interaction 

des endosomes avec les microtubules. Ainsi, selon cette hypothèse, l’absence de LAMP1 et 

LAMP2 impacterait la progression des phagosomes vers le centre cellulaire, et donc leur 

maturation. De la même manière, la probabilités de rencontre entre lysosomes et 

autophagosomes serait aussi diminuée (Huynh et al., 2007; Schwake, Schröder et Saftig, 2013). 

En accord avec cette hypothèse, une étude a montré que, dans les cellules NK, LAMP1 est 

nécessaire pour le recrutement de p150glued, sous-unité régulatrice du complexe 

dynéine/dynactine responsable du déplacement centripète des granules cytotoxiques 

(Mentlik et al., 2010; Krzewski et al., 2013).  
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Cependant, un rôle direct de LAMP2 dans la fusion des autophagosomes avec les 

lysosomes a été démontré très récemment (Zhang et al., 2018). Dans cet article, les auteurs 

démontrent que la protéine GRASP55, qui participe au maintien de la structure golgienne (voir 

2.2.1 Structure et fonctions de l’appareil de Golgi), est mobilisée lors d’une déprivation en 

sucre pour participer à l’amarrage des autophagosomes aux lysosomes. Cette mobilisation est 

régulée par une GlcNAcylation portée par GRASP55. Lors d’une déprivation en glucose, la 

protéine est dé-GlcNAcylée et se relocalise aux autophagosomes par interaction avec LC3. Elle 

promeut l’amarrage aux lysosomes en interagissant avec LAMP2. De façon intéressante, la 

déplétion de GRASP55 mène, tout comme LAMP2, à l’accumulation d’autophagosomes non 

matures dans les cellules (Zhang et al., 2018). Dans cette étude, GRASP55 dé-GlcNAcylée est 

capable d’immunoprécipiter LAMP2 mais pas LAMP1, ce qui pourrait expliquer l’asymétrie de 

la redondance de ces deux protéines dans la fusion entre autophagosomes et lysosomes. 

 

Les protéines LAMP sont aussi impliquées dans les processus d’import à travers la 

membrane plasmique. Il a notamment été montré que LAMP1 et LAMP2 sont importantes 

pour la stabilisation à la membrane lysosomale de TAPL (pour Transporter associated with 

Antigen Processing Like), un complexe permettant l’import de polypeptides dans le lysosome 

(Demirel et al., 2012). De plus, les isoformes A et C de LAMP2 sont au cœur des mécanismes 

de l’autophagie médiée par des chaperonnes. 

4.1.1.2 LAMP2 et l’autophagie médiée par des chaperonnes 

Contrairement à la macroautophagie ou la microautophagie, qui incorporent une partie 

du cytoplasme dans les endosomes, l’autophagie médiée par des chaperonnes (CMA, pour 

Chaperone-Mediated Autophagy) permet une incorporation ciblée de protéines. Elle a lieu en 

réponse à des déprivations prolongées en nutriments ou à des stress oxydatifs (Catarino, 

Pereira et Girao, 2017). Elle fait intervenir, entre autres, des protéines chaperonnes et 

l’isoforme A de LAMP2. 

Les protéines portant un motif KFERQ ou un motif biochimiquement similaire sont 

reconnues dans le cytoplasme par la chaperonne HSPA8 (Dice, 1990; Catarino, Pereira et Girao, 

2017). Le complexe cible-chaperonne est recruté sur la membrane endosomale par 

interaction avec la queue cytoplasmique de LAMP2A (Cuervo et Dice, 1996). La protéine cible 

est transloquée à l’intérieur de l’endosome par un mécanisme mal compris qui requiert 
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l’oligomérisation de LAMP2A (Cuervo et Dice, 2000b). La chaperonne HSPA8, à la fois 

cytosolique et endosomale (Cuervo, Dice et Knecht, 1997), ainsi que HSP90, mais aussi 

d’autres chaperonnes, catalysent le dépliement de la protéine cible pendant sa translocation 

(Agarraberes, Terlecky et Dice, 1997; Salvador et al., 2000; Agarraberes et Dice, 2001; Kiffin et 

al., 2004; Catarino, Pereira et Girao, 2017) 

La CMA est régulée notamment par la disponibilité de LAMP2A. Lorsque que la CMA 

n’est pas requise, LAMP2A est incorporée dans des radeaux lipidiques, d’où elle est clivée par 

la cathepsine A pour finalement être dégradée dans la lumière endolysosomale (Cuervo et 

Dice, 2000a; Cuervo et al., 2003; Kaushik, Massey et Cuervo, 2006). Les mécanismes 

moléculaires permettant de rendre LAMP2A sensible à la cathepsine A ne sont pas déterminés. 

À l’inverse, en cas de déprivation nutritionnelle, la protéine GFAP (pour Glial Fibrillary Acidic 

Protein) interagit avec LAMP2A et la stabilise sous sa forme oligomérique, hors des radeaux 

lipidiques (Catarino, Pereira et Girao, 2017). Cette interaction est régulée par la 

phosphorylation de GFAP par la kinase Akt en réponse au niveau de GTP cellulaire (Catarino, 

Pereira et Girao, 2017). 

De façon intéressante, la translocation d’ADN et d’ARN dans les endosomes a aussi été 

observée. Elle implique le transporteur SIDT2 (pour Systemic RNA Interference Defective-1 

Transmembrane family, member 2), mais aussi l’isoforme C de LAMP2 (Aizawa et al., 2017), 

qui agit comme un récepteur, liant les molécules d’ADN et d’ARN via son domaine cytosolique 

(Fujiwara, Furuta, et al., 2013; Fujiwara, Kikuchi, et al., 2013; Fujiwara et al., 2015; Aizawa et 

al., 2016, 2017). Cependant, les mécanismes de reconnaissance et de régulation sont encore 

mal compris. 

4.1.2 Présentation de LIMP2 

Lysosomal Integral Membrane Protein 2 (LIMP2), aussi appelée SCARB2 (Scavenger 

Receptor B2) est un membre de la superfamille des récepteurs éboueurs (scavengers) de 

classe B. Cette famille compte aussi SR-BI/SCARB1 et CD36/SCARB3, deux protéines jouant un 

rôle de transporteur de lipide depuis les lipoprotéines vers le feuillet externe de la membrane 

plasmique (Abumrad et al., 1993; Rigotti, Acton et Krieger, 1995; Acton et al., 1996; Podrez et 

al., 2000). 

LIMP2 est une protéine transmembranaire de type III qui possède deux domaines 

transmembranaires. La majorité de la protéine est luminale, les domaines cytosoliques 
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N-terminal et C-terminal de la protéine humaine ne possédant que 4 et 19 acides aminés, 

respectivement (Figure 23a ; Gonzalez et al., 2014).  

LIMP2 est fortement glycosylée. Avec 10 sites présumés de N-glycosylations, la protéine 

mature présente une masse apparente d’environ 85 kDa, alors que la forme immature 

déglycosylée par l’endoglycosidase H a une masse d’environ 55 kDa (Akasaki et al., 1992). 

LIMP2 fonctionne comme un récepteur pour le transport de l’enzyme 

β-glucocérébrosidase (βGC) vers les lysosomes (Reczek et al., 2007; Malini et al., 2015). La βGC 

est une hydrolase lysosomale dont des mutations sont à l’origine de la maladie de Gaucher, 

une maladie lysosomale (Gonzalez et al., 2014). La βGC ne porte pas de mannose-6-phophate 

pour son transport, mais s’associe à LIMP2 au niveau du réticulum endoplasmique (Reczek et 

al., 2007). Des mutations dans le gène de LIMP2 sont responsables du syndrome de myoclonus 

d’action-insuffisance rénale (AMRF, pour Action Myoclonus-Renal Failure), une forme 

d’épilepsie myoclonique progressive dont plusieurs symptômes se recoupent avec ceux de la 

maladie de Gaucher (Gonzalez et al., 2014). 

Le relargage de la βGC dans les endolysosomes est régulée par le pH (Zachos et al., 2012). 

La réduction du pH entraine la protonation de deux résidus histidines critiques, His150 et 

His171, menant à un changement de conformation de LIMP2 et à une perte d’affinité pour 

βGC (Figure 23 ; Zachos et al., 2012; Zhao et al., 2014).  

Figure 23. Structure de LIMP2. (a) Topologie de LIMP2. L’interaction avec la β-glucocérébrosidase est médiée 
par une hélice encadrée de deux histidines dont l’orientation et dépendante du pH. Adapté d’après Schwake, 
Schröder et Saftig, 2013. (b) Conformation des hélices α4-7 selon le pH. La protonation de l’histidine 150 déplace 
l’hélice α5. Adapté d’après Zhou et al., 2019. 
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Il a aussi été démontré que LIMP2 peut s’assembler sous forme d’homodimères (Conrad 

et al., 2017).  Sous sa forme dimérique, LIMP2 ne lie plus βGC mais s’associe à des lipides, dont 

notamment le cholestérol, la phosphatidylcholine et la phosphatidylsérine (Conrad et al., 

2017). De plus, LIMP2 semble important pour l’incorporation de phosphatidylsérine dans les 

membranes intracellulaires (Conrad et al., 2017). Les auteurs de cette étude ont proposé que 

LIMP2 puisse agir à la membrane plasmique pour incorporer des lipides dans les membranes 

cellulaires, à l’image des fonctions de CD36 et SR-BI. Cela fait sens avec des données plus 

anciennes montrant que la surexpression de LIMP2 induit un élargissement des endosomes 

et un enrichissement du cholestérol dans les membranes endosomales (Kuronita et al., 2002). 

 De façon intéressante, l’His150 est importante pour la dimérisation de LIMP2 (Conrad 

et al., 2017), suggérant que la dimérisation de LIMP2 pourrait être dépendante du pH. 

 

Il est aussi à noter qu’en plus de son rôle pathologique dans l’ AMRF, LIMP2 joue aussi 

le rôle de récepteur pour plusieurs entérovirus, dont l’entérovirus 71 (EV71) et le virus 

Coxsackie (CV) A16 (Yamayoshi et al., 2009, 2012; Zhou et al., 2019). EV71 et CVA16 

représentent les deux causes principales du syndrome pieds-mains-bouche (Yamayoshi et al., 

2012). 

4.1.3 Présentation de CD63 

La glycoprotéine CD63, (anciennement appelée LAMP3, LIMP1 ou encore Pltgp40) fait 

partie de la superfamille des tétraspanines, qui compte 33 membres chez l’humain (Maecker, 

Todd et Levy, 1997). Les tétraspanines sont caractérisées par la présence de quatre domaines 

transmembranaires, délimitant deux domaines luminaux/extracellulaires et deux domaines 

cytosoliques qui correspondant aux extrémités C et N-terminale (Figure 24 ; Maecker, Todd 

et Levy, 1997). En plus de ces caractéristiques, les tétraspanines présentent aussi plusieurs 

résidus et motifs conservés, incluant plusieurs cystéines engagées dans des ponts disulfures 

structurant le second domaine luminal ; ainsi qu’un acide aminés polaire dans chacun des 

domaines transmembranaires 1, 3 et 4 (Hemler, 2003). Beaucoup de tétraspanines sont 

palmitoylées et s’agencent à la membrane plasmique en microdomaines (TEM, pour 

Tetraspanin-Enriched Microdomain). Cette organisation en TEM potentialise les fonctions des 

tétraspanines à la membrane plasmique, notamment dans l’adhérence cellulaire et la 

signalisation (Hemler, 2003; Levy et Shoham, 2005).  
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CD63 possède 3 sites présumés de N-glycosylations, tous présents dans son second 

domaine luminal (Metzelaars et al., 1991). Il en résulte une forme mature de la protéine avec 

une masse apparente de 40-50 kDa, et une forme déglycosylée à environ 20-25 kDa. Comme 

plusieurs autres tétraspanines, CD63 porte aussi au moins une palmitoylation (Charrin et al., 

2002). 

CD63 est environ 7 fois plus présente sur la membrane des ILV qu’à la membrane 

endosomale (Figure 25 ; Escola et al., 1998; Pols et Klumperman, 2009). En conséquence, 

CD63 est enrichie sur les exosomes sécrétés après fusion des MVB avec la membrane 

plasmique (Escola et al., 1998). En plus de cette localisation, CD63 est aussi présente à la 

membrane plasmique, où elle peut éventuellement s’organiser en TEM avec d’autres 

tétraspanines (Rubinstein et al., 1996). Certaines études suggèrent que cet équilibre entre 

CD63 à la membrane plasmique et dans les endosomes pourrait être régulé par plusieurs 

partenaires. CD63 interagit avec la protéine Synténine 1 (Latysheva et al., 2006), une protéine 

régulant le trafic d’une multitude de protéines de la membrane plasmique (Beekman et Coffer, 

2008). De plus, la surexpression de Synténine 1 enrichit CD63 à la surface cellulaire (Latysheva 

et al., 2006). L’interaction entre les deux protéines à lieu via le domaine PDZ de Synténine 1 

et la queue cytoplasmique C-terminale de CD63 (Latysheva et al., 2006). Les auteurs de cette 

étude ont proposé que Synténine 1 agisse en masquant le signal d’endocytose de CD63 

contenu dans cette région de la protéine (voir 4.3 Les voies de transport des protéines de la 

Figure 24. Structure des tétraspanines. Structure de 
la tétraspanine CD81. Les tétraspanines traversent la 
membrane à 4 reprises. Les résidus conservés parmi 
les tétraspanines sont représentés. SEL, Small 
Extracellular Loop ; LEL, Large Extracellular Loop.  
Levy et Shoham, 2005. 
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membrane du lysosome). D’autres régulateurs, comme la protéines L6-Ag/TM4SF1, recrutée 

aux TEM, semblent aussi impliqués dans la localisation de CD63 (Lekishvili et al., 2008). Il a 

notamment été observé que la surexpression de L6-Ag diminue le niveau de CD63 en surface 

alors que la déplétion de L6-Ag par ARN interférent l’augmente (Lekishvili et al., 2008). 

CD63 interagit, directement ou indirectement, avec plusieurs sous-unités des intégrines, 

incluant β2, α3β1, α4β1, α6β1 et LFA-1, suggérant que cette tétraspanine participe activement 

au rôle d’adhérence cellulaire des TEM (Pols et Klumperman, 2009). De plus, comme d’autres 

tétraspanines, CD63 est aussi impliquée dans la transduction de signaux à partir de ces TEM 

(Levy et Shoham, 2005; Skubitzt, 2019). 

 

CD63 a aussi été impliquée dans la régulation du trafic de plusieurs cargos. Il a par 

exemple été montré que la localisation de la sous-unité β du complexe H,K-ATPase (HKβ) est 

influencée par CD63 (Duffield et al., 2003). HKβ interagit avec CD63 et l’expression exogène 

de CD63 dans des cellules COS relocalise partiellement HKβ de la membrane plasmique vers 

des endosomes (Duffield et al., 2003). De la même manière, CD63 est aussi impliquée dans 

l’internalisation du récepteur de cytokines et corécepteur du VIH CXCR4 (Yoshida et al., 2008). 

Les auteurs de cette étude ont montré que la déplétion de CD63 augmente les niveaux de 

CXCR4 en surface. De plus, l’expression exogène d’un mutant de délétion de CD63 (dont les 

domaines transmembranaires 1 et 2 et le domaine luminal 1 sont absents) relocalise CXCR4 

aux endosomes (Yoshida et al., 2008). La métalloprotéase MT1-MMP compte aussi parmi les 

Figure 25. Localisation de CD63 sur les vésicules intraluminales des endosomes et sur les exosomes. Image de 
microscopie électronique à transmission de cellules RN (lymphocytes B) immunomarquée pour CD63 et LAMP2. 
CD63 localise sur des membranes intraluminales d’un compartiment MHCII (MIIC ; étoile noire) ainsi que sur des 
exosomes (E). PM, Plasma Membrane ; bar d’échelle : 200 nm. Escola et al., 1998. 
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protéines affectées par CD63. CD63 lie directement MT1-MMP et favorise son transport vers 

les lysosomes, entrainant sa dégradation (Takino et al., 2003). 

Potentiellement en lien avec ces données, CD63 fonctionne aussi comme un régulateur 

de la biogenèse des ILV et de l’incorporation de protéines dans celles-ci (voir 3.3.4 

L’incorporation des cargos dans les vésicules intraluminales).  

4.2 Les voies de trafic des récepteurs au mannose-6-phosphate et 
des hydrolases lysosomales 

Les récepteurs au mannose-6-phosphate (MPR, pour Mannose-6-Phosphate Receptor) 

permettent le transport de la majorité des hydrolases lysosomales depuis le TGN jusqu’aux 

endosomes (Braulke et Bonifacino, 2009). Ils ne sont pas stricto sensu des LMP, puisqu’ils sont 

absents des endolysosomes et des lysosomes (Luzio, Pryor et Bright, 2007; Bright, Davis et 

Luzio, 2016). Cependant, leurs voies de trafic sont relativement bien décrites, offrant une 

référence de transport direct vers les endosomes à laquelle les voies de transport des LMP 

sont souvent comparées.  

Deux récepteurs au mannose-6-phosphate ont été décrits. Le CD-MPR (pour cation 

dependent-MPR), avec une masse moléculaire de 46 kDa, et dont la liaison au mannose-6-

phosphate dépend de la présence de cations divalents, est aussi appelé MPR46. Le CI-MPR 

(pour cation independent-MPR) a une masse d’environ 300 kDa et est aussi appelé MPR300 

ou IGF2R (pour Insulin-like Growth Fractor 2 Receptor). Ces deux récepteurs sont des protéines 

transmembranaires de type I. CI-MPR fonctionne comme un dimère et contient deux sites de 

liaison au mannose-6-phosphate (M6P), alors que le CD-MPR contient un seul site de liaison 

au M6P mais fonctionne comme un homodimère (Figure 26b ; Ghosh, Dahms et Kornfeld, 

2003). Ces deux protéines sont aussi palmitoylées (Ghosh, Dahms et Kornfeld, 2003). 

Plus d’une cinquantaine d’hydrolases lysosomales ont été décrites. La majorité d’entre-

elles s’associe aux MPR pour leur transport vers les endosomes. Pour ce faire, ces enzymes, 

glycosylées dans le RE, sont prises en charges dans le TGN par un couple d’enzymes 

permettant l’ajout d’un groupement phosphate sur la position 6 d’un ou plusieurs mannosyles. 

Cette réaction se fait en deux étapes (Figure 26a) : 1) ajout sur un mannosyle d’un GlcNAc-1-

phosphate par une liaison α1-6 (créant une liaison phosphodiester) par le complexe GlcNAc-

1-phosphotransferase (N-acetylglycosaminyl-1-phosphotransferase) ; puis 2) retrait du 
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groupement GlcNAc par le complexe UCE (pour Uncovering Enzyme), exposant ainsi le 

phosphate (Braulke et Bonifacino, 2009). 

Les ligands des deux MPR se recoupent partiellement, mais pas complètement, 

certaines enzymes présentant des préférences pour l’un des deux récepteurs (Pohlmann, 

Boeker et von Figure, 1995; Sohar et al., 1998; Qian et al., 2008). Une proportion du CI-MPR 

se localise aussi à la membrane plasmique et permet l’endocytose d’enzymes lysosomales qui 

auraient échappé aux MPR au niveau du TGN (Braulke et al., 1987; York et al., 1999). Après 

transport jusqu’aux endosomes, les enzymes lysosomales se dissocient des MPR du fait de 

l’acidité de la lumière endosomale (Braulke et Bonifacino, 2009).  

 

Pour le transport vers les endosomes, les complexes hydrolases-MPR sont incorporés 

dans des vésicules à clathrine au niveau du TGN (Van Meel et Klumperman, 2008). Pour 

recruter la clathrine, les mannose-6-phosphate possèdent des signaux interagissant avec 

plusieurs types d’adaptateurs. Le CI-MPR et le CD-MPR possèdent tous les deux un signal de 

type DXXLL inclus dans un contexte peptidique acide (pour les protéines humaines : 

265EESEERDDHLL275 dans CD-MPR et 2482DDSDEDLL2489 dans CI-MPR ; voir Figure 27 ; Braulke 

et Bonifacino, 2009). Ces signaux sont nécessaires pour le tri des MPR (Johnson et Kornfeld, 

1992b, 1992a; Chen et al., 1993, 2017; Chen, Yuan et Lobel, 1997) et permettent le 

Figure 26. Mannose-6-phosphate et récepteurs. (a) Étapes de l’ajout d’un groupement mannose-6-phosphate. 
Stick et Williams, 2009. (b) Structure des CI- et CD-MPR. Le domaine luminal du CI-MPR se compose d’une 
structure répétée en tandem ressemblant au domaine luminal du CD-MPR. Les répétitions 3 et 9 sont capable 
de lier le mannose-6-phosphate. Adapté de Braulke et Bonifacino, 2009. 
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recrutement d’adaptateurs GGA (Puertollano et al., 2001; Zhu et al., 2001; Doray, Bruns, et 

al., 2002).  

De façon intéressante, la fonctionnalité du signal DXXLL est régulée par phosphorylation 

par la kinase de la caséine 2 (CK2, pour Casein Kinase 2) sur une sérine comprise dans le motif 

acide (265EESEERDDHLL275 pour CD-MPR et 2482DDSDEDLL2489 pour CI-MPR ; Méresse et al., 

1990; Braulkesii, 1993; Korner, Herzog et Weber, 1994; Kato et al., 2002). Cette 

phosphorylation potentialise le recrutement de GGA (Kato et al., 2002; Shiba et al., 2004) et 

est importante pour l’export des MPR de l’appareil de Golgi (Méresse et al., 1990; Chen, Yuan 

et Lobel, 1997).  

En plus de ce signal, les MPR possèdent aussi plusieurs motifs d’interaction avec 

l’adaptateur AP1 (Höning et al., 1997; Ghosh et Kornfeld, 2003, 2004a; Stöckli, Höning et 

Rohrer, 2004), incluant des signaux de type tyrosine YXXΦ, de type di-leucine (D/E)XXXL(L/I) 

ou de type acide (Figure 27 ; Höning et al., 1997; Ghosh et Kornfeld, 2003, 2004; Stöckli, 

Höning et Rohrer, 2004). Doray et al. ont montré que AP1 colocalise avec GGA2 et le CI-MPR 

au TGN. De plus, AP1 interagit avec les GGA via sa sous-unité γ (Doray, Ghosh, et al., 2002). 

Ces observations ont mené les auteurs à proposer que AP1 et les GGA coopèrent pour le tri 

des MPR au TGN. Cependant, la déplétion de la sous-unité µ1A de AP1, ou la délocalisation du 

complexe AP1 sur les mitochondries, relocalise les MPR au niveau des endosomes, suggérant 

plutôt un rôle d’AP1 dans le retour des MPR à l’appareil de Golgi (Meyer et al., 2000; Robinson, 

Sahlender et Foster, 2009). De plus, il a récemment été montré que la déplétion de 

l’adaptine γ n’empêche pas l’export du Golgi du CD-MPR inséré dans le système RUSH (Chen 

et al., 2017). Le rôle exact de AP1 dans le trafic des MPR reste donc encore à définir. De façon 

intéressante, il a été montré que le CD-MPR est ségrégé d’autres cargos, comme le récepteur 

à la transferrine ou LAMP1, au niveau de l’appareil de Golgi. Ce résultat suggère que la 

formation des complexes MPR-hydrolases, ainsi que leur export, pourraient se faire dans des 

régions dédiées du TGN (Chen et al., 2017). 

Vraisemblablement, arrivées au niveau des endosomes, les vésicules voient leur 

manteau démantelé et fusionnent avec les endosomes. Cependant, les mécanismes 

d’amarrage et de fusion ne sont pas définis. De même, la nature exacte des endosomes avec 

lesquels ces vésicules fusionnent n’est pas claire. En contact avec l’acidité de la lumière 

endosomale, les hydrolases se dissocient des MPR (Braulke et Bonifacino, 2009). Le retour des 

MPR à l’appareil de Golgi est opéré avant que ceux-ci n’atteignent les endolysosomes et 
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lysosomes. Pour ce faire, le CI-MPR emprunte la voie dépendante du rétromère, la voie 

dépendante de Rab9/TIP47 ainsi que par celle dépendante de AP5, alors que le CD-MPR ne 

semble emprunter que la voie dépendante de Rab9/TIP47 (voir 3.3.2 La réorientation des 

cargos vers l’appareil de Golgi). 

Une faible proportion des MPR est aussi observée à la membrane plasmique (Braulke et 

al., 1987; Geuze et al., 1988; Breuer et al., 1997), supposément due à un recyclage au niveau 

des endosomes ou à un tri incomplet au niveau de l’appareil de Golgi. En surface, le CI-MPR 

est capable de lier l’IGF2, et régule ainsi son endocytose et sa dégradation dans les lysosomes 

(Braulke et Bonifacino, 2009). La présence des MPR en surface permet aussi l’endocytose 

d’hydrolases qui auraient échappé aux MPR au niveau du TGN (Hasanagic, Waheed et 

Eissenberg, 2015). Pour leur endocytose, les MPR possèdent plusieurs signaux qui recrute le 

complexe adaptateur AP2 (Figure 27 ; Johnson, Chan et Kornfeld, 1990; Jadot et al., 1992; 

Denzer et al., 1997; Höning et al., 1997; Storch et Braulke, 2001). 

 

D’autres hydrolases, dépourvues de mannose-6-phosphate, sont prises en charge par 

d’autres récepteurs, comme sortiline et SorLA (pour Sortilin-Related receptor ; Saftig et 

Klumperman, 2009). La sortiline, une protéine transmembranaire de type I d’environ 95 kDa, 

prend par exemple en charge la sphingomyélinase acide ou de la prosaposine (Lefrancois et 

al., 2003; Ni et Morales, 2006). Il est aussi possible qu’elle participe au trafic des cathepsines 

D et H (Canuel et al., 2008). 

La sortiline et SorLA opèrent très probablement via les mêmes voies de trafic que les 

MPR. Elles possèdent elles aussi des motifs de liaison aux GGA (Nielsen, Madsen et Petersen, 

2001; Nielsen et al., 2007). De plus, la sortiline colocalise avec le CI-MPR dans les vésicules 

recouvertes de clathrine autour de l’appareil de Golgi (Mari et al., 2008). Insérée dans le 

système RUSH, la sortiline quitte l’appareil de Golgi dans les mêmes vésicules que le CD-MPR 

RUSH et celles-ci sont positives pour GGA1 (Chen et al., 2017). Pour son retour à l’appareil de 

Golgi, la sortiline est capable de suivre la voie rétrograde dépendante du rétromère et 

probablement celle dépendante de AP5 (voir 3.3.2 La réorientation des cargos vers l’appareil 

de Golgi). 
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4.3 Les voies de transport des protéines de la membrane du 
lysosome 

4.3.1 La voie de transport de LIMP2 

La voie de trafic de LIMP2 est supposée directe (Gonzalez et al., 2014), du fait de 

l’impossibilité d’observer LIMP2 à la membrane plasmique au cours de son transport (Vega et 

al., 1991; Obermüller et al., 2002). Son transport vers les lysosomes est dépendant d’un signal 

de type di-leucine (D/E)XXXL(L/I) dans sa queue cytoplasmique C-terminale (Figure 27 ; Vega 

et al., 1991; Ogata et Fukuda, 1994; Sandoval et al., 1994, 2000; Tabuchi, Akasaki et Tsuji, 

2000). De façon intéressante, plusieurs études ont montré que ce signal recrute AP1 et AP3, 

mais pas AP2 ni AP4 (Höning, Sandoval et Von Figura, 1998; Le Borgne et al., 1998; Fujita et 

al., 1999; Janvier et al., 2003). À la vue de ces données, il a été proposé que LIMP2 soit pris en 

charge par AP1 pour son export du Golgi dans des vésicules recouverte de clathrine, puis par 

AP3 au niveau des endosomes (Fujita et al., 1999).  

Cependant, il est à noter que récemment, Zhao et al. ont publié une structure du 

domaine luminal de LIMP2, définie par cristallographie, arborant un mannose-6-phosphate 

sur l’une de ses glycosylations. Ils ont aussi montré que le domaine luminal de LIMP2 est 

capable de s’associer au CI-MPR in vitro (Zhao et al., 2014). Ces données contrastent avec une 

étude plus ancienne montrant que la βGC est toujours capable d’atteindre les lysosomes dans 

Figure 27. Signaux cytoplasmiques des récepteurs au mannose-6-phosphate et de quelques protéines de la 
membrane du lysosome. Les motifs de recrutement des différents adaptateurs sont présentés en rouge. Les 
résidus critiques sont soulignés. 
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des cellules déplétées pour les deux MPR (Reczek et al., 2007). De plus, Blanz et al. ont montré, 

d’une part, que LIMP2 n’est pas immunoprécipité par un anticorps anti-mannose-6-phosphate 

et que, d’autre part, la déplétion des deux MPR ou l’inactivation de l’activité de la GlcNAc-1-

phosphotransférase n’affecte pas la localisation lysosomale de LIMP2 ni n’augmente sa 

présence à la membrane plasmique (Blanz et al., 2015). Blanz et al. proposent que le 

groupement mannose-6-phosphate observé par Zhao et al. soit un artéfact dû à la 

surexpression de la protéine (Blanz et al., 2015). 

4.3.2 Les voies de transport d’autres LMP à signal di-leucine 

Le transport de plusieurs autres LMP dépend aussi d’un signal de type di-leucine. On 

peut notamment citer CLN3, qui possède un signal di-leucine associé à un motif acide (Kyttälä 

et al., 2004; Storch, Pohl et Braulke, 2004). Il a été montré que son transport vers les lysosomes 

dépend d’AP1 et d’AP3 (Dell’Angelica et al., 1999; Braulke et Bonifacino, 2009). 

Le transport de la protéine mucolipine/TRPML1 dépend aussi d’un signal di-leucine et 

de AP1 mais pas de AP3 (Miedel et al., 2006; Vergarajauregui et Puertollano, 2006). 

Le transport de la protéine tyrosinase vers les mélanosomes est aussi médié par un 

signal di-leucine (Blagoveshchenskaya, Hewitt et Cutler, 1999; Calvo et al., 1999; Simmen et 

al., 1999). Celui-ci recrute AP3 (Höning, Sandoval et Von Figura, 1998) et possiblement AP1 

(Höning, Sandoval et Von Figura, 1998; Theos et al., 2005). AP3 a été impliqué dans son trafic 

vers les mélanosomes (Huizing et al., 2001).  

De même, le complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (MHCII, pour Major 

Histocompatibility Complex II) dépend aussi d’un signal de type di-leucine pour son accès aux 

MIIC (MHCII Compartment, un organite associé aux lysosomes). Son trafic vers ce 

compartiment est indirect et dépend de AP2 mais pas de AP1 (Dugast et al., 2005; McCormick, 

Martina et Bonifacino, 2005). 

4.3.3 Les voies de transport de LAMP1 et LAMP2 

La voie de transport empruntée par les LAMP, directe ou indirecte, a été sujette à 

controverse dès la découverte de ces protéines, dans les années 1980-1990, et la question 

n’est toujours pas tranchée. Un signal de type GYXXΦ (Φ désignant un acide aminé 

hydrophobe encombrant), présent dans la queue cytoplasmique des LAMP, est nécessaire 

pour leur transport jusqu’aux endosomes tardifs et lysosomes (413GYQTI-COOH dans la séquence 

humaine de LAMP1 ; la séquence exacte dans LAMP2 diffère selon l’isoforme, voir Figure 21b ; 
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Williams et Fukuda, 1990; Hunziker et al., 1991; Harter et Mellman, 1992; Guarnieri et al., 

1993; Honing et Hunziker, 1995). Des mutations dans ce signal relocalise LAMP1 à la 

membrane plasmique. De façon intéressante, la distance entre ce signal et la membrane 

plasmique est aussi importante (Williams et Fukuda, 1990). Le signal de LAMP1 est suffisant 

pour réorienter des protéines de la membrane plasmique vers les lysosomes (Mathews, 

Martinie et Fambrough, 1992; Guarnieri et al., 1993; Le Borgne et al., 1998). De plus, le 

domaine luminal de LAMP1, lorsqu’exprimé seul, est sécrété (Mathews, Martinie et 

Fambrough, 1992). Ces données suggèrent que le signal GYXXΦ porté par LAMP1 est l’unique 

déterminant de sa localisation lysosomale. Il a été montré que ce signal, dans LAMP1, permet 

le recrutement de AP1, AP2 et AP3 (Höning et al., 1996; Le Borgne et al., 1998). 

Par microscopie électronique, LAMP1 a été localisée dans des vésicules adjacentes au 

TGN, couvertes de clathrine et positives pour la sous-unité γ de AP1, suggérant que AP1 

pourrait être responsable de son export de l’appareil de Golgi (Höning et al., 1996). Cependant, 

cette conclusion contraste avec une autre étude qui, en générant in vitro des vésicules 

dérivées du TGN, a déterminé que LAMP1 est localisée dans compartiments post-Golgi 

dépourvus d’adaptine γ ou du CD-MPR (Karlsson et Carlsson, 1998). De plus, LAMP1 est 

toujours capable d’atteindre les lysosomes dans des cellules déficientes en AP1 (Meyer et al., 

2000). 

Si LAMP1 atteint la membrane plasmique après son départ du Golgi, ou s’il est 

directement transporté aux endosomes, n’est pas clair. Dans les années 1980-1990, plusieurs 

études ont fourni des données en faveur d’une voie directe pour  LAMP1 (Green et al., 1987; 

Harter et Mellman, 1992; Akasaki et al., 1995). Ces études se basaient, notamment, sur 

l’absence d’apparition de LAMP1 en surface au cours de son transport, ainsi que sur sa 

cinétique, LAMP1 accédant rapidement aux lysosomes après néosynthèse. D’autres études 

ont proposé l’existence d’une voie indirecte. Ces études se basaient sur l’observation que, 

dans certaines cellules, LAMP1 peut effectivement être observée en surface, et, d’autre part, 

il est possible d’observer l’endocytose d’anticorps anti-LAMP1 (Lippincott-Schwartz et 

Fambrough, 1986, 1987; Furuno, Shinji, et al., 1989). Il a aussi été démontré, par courte 

incubation des cellules en [35S]-méthionine puis lavage (pulse-chase) et biotinylation de 

surface, que LAMP2, après néosynthèse, passe par la membrane basolatérale au cours de son 

transport vers les lysosomes dans des cellules MDCK (Nabi et al., 1991). Harter et Mellman 

ont démontré, en utilisant cette même méthode, que la détection de LAMP1 en surface au 
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cours de son transport dépend grandement de son niveau d’expression (Harter et Mellman, 

1992). Il est alors proposé que, dans des conditions de faible expression de LAMP1, celle-ci 

emprunterait une voie directe vers les endosomes, mais que dans certains types cellulaires 

une expression plus élevée de LAMP1 mènerait à un débordement du système de tri et un 

passage de LAMP1 par la membrane plasmique (Harter et Mellman, 1992; Braulke et 

Bonifacino, 2009). Que ce soit par voie directe ou indirecte, des expériences de pulse-chase 

ont mis en évidence que LAMP1 accède à la voie d’endocytose depuis les endosomes précoces 

(Niwa et al., 2003; Cook, Row et Davidson, 2004).  

À la membrane plasmique, LAMP1 est enrichi dans des puits à clathrine (Furuno, 

Ishikawa, et al., 1989) et son endocytose est dépendante d’AP2, de la clathrine et de la 

dynamine (Janvier et Bonifacino, 2005). Le trafic de LAMP1 vers les endosomes tardifs et 

lysosomes est aussi dépendant d’AP3. Il a été montré que AP3 et LAMP1 colocalisent sur les 

tubulations des endosomes précoces. De plus, LAMP1 se voit recyclé à la membrane 

plasmique dans des cellules déficientes en AP3 (Dell’Angelica et al., 1999; Peden et al., 2004), 

suggérant que AP3 est nécessaire pour la réorienter LAMP1 depuis les endosomes précoces 

vers les endosomes tardifs et/ou les lysosomes. 

Curieusement, le dernier acide aminé du signal GYXXΦ de LAMP1 (l’Ile dans 

413GYQTI-COOH) semble important pour sa localisation aux lysosomes. La mutation de cette 

isoleucine en d’autres résidus hydrophobes encombrants (Met, Leu, Val ou Phe) n’empêche 

pas LAMP1 d’accéder aux endosomes, mais semble déplacer la population lysosomale de 

LAMP1 aux endosomes tardifs (Akasaki et al., 2010, 2014). L’isoleucine terminale serait donc 

nécessaire pour que LAMP1 accède aux lysosomes terminaux. En lien avec cela, les 3 variants 

d’épissage de LAMP2, qui présentent un acide aminé C-terminal différent (Figure 21), 

localisent à des compartiments endosomaux différents, et ce, de façon dépendante du résidu 

C-terminal (Gough et Fambrough, 1997). 

Récemment, deux études sont venues bousculer ces visions des voies de trafic de LAMP1. 

Pols et al. ont montré par une étude de microscopie électronique que LAMP1 et LAMP2, en 

plus de se localiser sur des vésicules recouvertes de clathrine à proximité du Golgi, sont aussi 

présentes dans des compartiments particuliers (Pols, van Meel, et al., 2013). Ceux-ci ne 

possèdent pas de manteaux, sont positifs pour TGN46 mais négatifs pour le CI-MPR, et 

peuvent présenter des membranes intraluminales caractéristiques. Ces structures sont aussi 

positives pour Vps41, une sous-unité des complexes d’amarrage HOPS et CORVET, ainsi que 
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VAMP7. Ces compartiments sont aussi présents à proximité des endosomes tardifs et 

s’accumulent lorsque Vps41 ou VAMP7 sont déplétés. Dans cet article, les auteurs proposent 

que ces compartiments puissent être des intermédiaires de transport d’une voie directe TGN-

endosomes (Pols, van Meel, et al., 2013). Ces données contrastent avec une seconde étude, 

plus récente. Chen et al. ont incorporé la protéine LAMP1 de rat dans le système RUSH. Ils ont 

ainsi pu observer que, dans des cellules HeLa, LAMP1 RUSH quitte l’appareil de Golgi dans des 

structures tubulo-vésiculaires dépourvues du CD-MPR (Chen et al., 2017). Ces structures 

contiennent aussi le VSV-G ou le récepteur à la transferrine et sont transportées vers la 

membrane plasmique avec laquelle elles fusionnent. L’export de LAMP1 du Golgi via ces 

structures est indépendant de son signal ou des adaptateurs AP1-4. Cependant, en absence 

d’AP2, ou lorsque LAMP1 est muté dans son signal, celui-ci s’accumule à la membrane 

plasmique. Ainsi, LAMP1 RUSH est transportée de façon indirecte et son signal ne semble 

indispensable que pour son endocytose. 

4.3.4 La voie de transport de CD63 

Le trafic de CD63 vers les endosomes dépend aussi d’un signal GYXXΦ dans son domaine 

cytosolique C-terminal (234GYEVM-COOH, voir Figure 27 ; Pols et Klumperman, 2009), sa 

mutation bloquant CD63 à la membrane plasmique (Rous et al., 2002). La queue 

cytoplasmique de CD63 est suffisante pour sa localisation aux endosomes tardifs et lysosomes. 

En effet, lorsque celle-ci est greffée à CD8, une protéine principalement présente à membrane 

plasmique, la protéine chimère est relocalisée aux endosomes tardifs et lysosomes (Rous et 

al., 2002). Ce signal permet le recrutement de AP2 et AP3 (Dell’Angelica et al., 1999; Hirst et 

al., 1999; Rous et al., 2002) mais ne semble pas être capable de lier la sous-unité µ1 de AP1 

(Hirst et al., 1999). De plus la déplétion par ARN interférent de µ1A n’altère pas le trafic de 

CD63 (Janvier et Bonifacino, 2005). 

La déplétion de la sous-unité µ2 d’AP2 par interférence à ARN augmente la présence de 

CD63 à la membrane plasmique (Janvier et Bonifacino, 2005). Cet effet est aussi observé après 

synchronisation du trafic par incubation en bréfeldine A suivie de lavages, suggérant que CD63 

suit une voie indirecte vers les lysosomes (Janvier et Bonifacino, 2005). Cependant, 

contrairement à LAMP1, une proportion de CD63 est toujours capable d’atteindre des 

compartiments intracellulaires malgré l’interférence à ARN (Janvier et Bonifacino, 2005; Pols 

et Klumperman, 2009). De façon intéressante, cela peut s’expliquer par le fait que CD63 peut 
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aussi être internalisée dans des cavéoles (Pols et Klumperman, 2009), donc de façon 

indépendante de la clathrine et d’AP2. 

Le complexe AP3 est important pour le trafic de CD63. En son absence, CD63 se voit 

surexposée à la membrane plasmique (Dell’Angelica et al., 1999; Peden et al., 2004).  

De façon intéressante, la sous-unité µ4 de AP4 semble être capable de s’associer avec 

le signal de CD63 (Hirst et al., 1999). Cependant, son rôle dans le trafic de CD63 est méconnu. 

4.3.5 La voie de transport de LAP 

La protéine LAP (pour Lysosomal Acid Phosphatase) est une enzyme lysosomale. Elle est 

cependant synthétisée comme une protéine membranaire de type I, dont le domaine luminal, 

qui porte l’activité enzymatique, est clivé lorsque la protéine atteint les endolysosomes 

(Waheed et al., 1988; Hunziker et Geuze, 1996). LAP suit une voie de trafic indirecte : elle est 

transportée jusqu’à la membrane plasmique, d’où elle est rapidement endocytée (Braun, 

Waheed et von Figura, 1989; Obermüller et al., 2002). Elle subit plusieurs cycles de recyclage 

à la membrane plasmique avant de pouvoir atteindre les endosomes tardifs (Braun, Waheed 

et von Figura, 1989; Obermüller et al., 2002). LAP porte dans son domaine cytosolique un 

signal de type GYXXΦ (412GYRHV416 pour la protéine humaine, voir Figure 27), qui, 

contrairement à LAMP1, ne constitue pas l’extrémité C-terminale de la protéine (Peters et al., 

1990; Lehmann et al., 1992). Ce signal permet le recrutement de AP2, mais pas AP1 ni AP3 

(Sosa et al., 1993; Höning et al., 1996; Le Borgne et al., 1998; Obermüller et al., 2002). Le mode 

de transport de LAP depuis les endosomes précoces jusqu’aux lysosomes n’est pas défini. Une 

possibilité est que le clivage de la protéine a lieu dans les endosomes précoces et que la partie 

luminale atteint les endosomes tardifs et endolysosomes au gré de la maturation des 

endosomes précoces. 

4.3.6 D’autres voies menant les LMP aux endosomes 

D’autres LMP dépendent de mécanismes de transport originaux. Par exemple, le 

transport de la protéine LAPTM5 vers les endosomes est médié par l’interaction avec la ligase 

de l’ubiquitine Nedd4 via un motif (L/P)PXY (Pak et al., 2006). Le complexe alors formé recrute 

GGA3 après que ce dernier ait été ubiquitinylé, via un motif d’interaction à l’ubiquitine (UIM, 

pour Ubiquitin-Interacting Motif) dans LAPTM5 (Pak et al., 2006). Les auteurs de cette étude 

ont proposé que ce mécanisme permette l’inclusion de LAPTM5 dans des vésicules 
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recouvertes de clathrine dérivées du TGN et le transport direct de LAPTM5 vers les 

compartiments endosomaux. 

Il a récemment été montré dans les mélanocytes que, curieusement, des mécanismes 

permettent de dérouter la voie de sécrétion vers les mélanosomes (Patwardhan et al., 2017). 

ELKS est recrutée sur les mélanosomes et conduit à l’amarrage des vésicules post-Golgi 

contenant Rab6 aux mélanosomes. En conséquences, plusieurs protéines mélanosomales, 

dont MART-1 et TYRP2, sont délivrées ainsi de façon directe aux mélanosomes (Patwardhan 

et al., 2017). 

4.4 Les LMP à la surface cellulaire : rôles dans les cancers 

Les protéines lysosomales jouent de nombreux rôles clefs dans la transformation 

tumorale et dans l’agressivité des tumeurs (Davidson et Heiden, 2017). De façon intéressante, 

plusieurs LMP voient leur trafic modifié dans certains cancers. 

CD63 en est un exemple. Cette LMP a été observée comme étant fortement exprimée à 

la surface cellulaire de cellules de mélanomes de stade précoce (Atkinson et al., 1984, 1985; 

Hotta et al., 1988). Cependant, les niveaux de CD63 en surface sont ensuite réduits dans les 

stades plus avancés et métastatiques (Kondoh et al., 1993). De façon intéressante, la 

surexpression de façon exogène de CD63 dans ces cellules de mélanome diminue leur capacité 

métastatique (Radford, Thome et Hersey, 1997). À l’inverse, la déplétion de CD63 dans ces 

cellules augmente la mobilité des cellules ainsi que leur capacité à dégrader la matrice 

extracellulaire (Jang et Lee, 2003). Cette corrélation négative entre les niveaux de CD63 en 

surface et la capacité métastatique a aussi été observée dans d’autres types de cancers 

(Sordat et al., 2002; Sauer et al., 2003; Kwon et al., 2007; Zhijun, Shulan et Zhuo, 2007). Ces 

données font sens avec un rôle de CD63 en surface, associée aux TEM, dans la régulation des 

intégrines et de l’adhérence cellulaire (voir Présentation de CD63). Elles font aussi écho au 

rôle de CD63 dans l’endocytose et la dégradation de MT1-MMP (Takino et al., 2003 ; voir 

Présentation de CD63), une métalloprotéase impliquée dans l’invasion tumorale (Knapinska 

et Fields, 2019). De façon intéressante, L6-Ag, dont la surexpression réduit les niveaux de CD63 

en surface (voir Présentation de CD63), est fortement exprimée à la surface de cellules de 

cancers du poumon, du sein, du colon ou des ovaires (Hellström et al., 1986). Sa surexpression 

est associée à une mobilité cellulaire et une capacité métastatique accrues (Pols et 

Klumperman, 2009). 
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LAMP1 et LAMP2 présentent, elles aussi, une localisation modifiée dans certains cancers. 

Les glycoprotéines LAMP1 et/ou LAMP2 se voient surexprimées à la surface des cellules dans 

de nombreux types de cancer. Chez l’humain, cela a notamment été observé dans des lignées 

cellulaires de leucémies myélomonocytaires, de mélanomes métastatiques, de fibrosarcomes 

et de cancers colorectaux (Mane et al., 1989; Saitoh et al., 1992; Sarafian et al., 1998). La 

transformation cellulaire s’accompagne d’une modification des polysaccharides en surface 

des cellules avec, notamment, une augmentation des sialylations ainsi que des N-

glycosylations complexes branchées par des liaisons β1-6  (Dennis et al., 1987). Ces 

polysaccharides sont impliqués dans l’interaction avec des lectines endothéliales comme la 

galectine 3 ou la sélectine E, et sont associées à une forte activité métastatique (Dennis et al., 

1987; Saitoh et al., 1992; Krishnan et al., 2005; Przybyło et al., 2007; Dange et al., 2014). 

Plusieurs études convergent et suggèrent que l’expression de LAMP1 et/ou LAMP2 en 

surface contribue fortement aux modifications des glycosylations de surface (Laferte et 

Dennist, 1989; Sawada, Lowe et Fukuda, 1993; Sawada, Tsuboi et Fukuda, 1994; Sarafian et 

al., 1998; Krishnan et al., 2005; Przybyło et al., 2007). De plus, il a été démontré que LAMP1 

en surface lie la sélectine E via ses SLeX (voir Figure 22 pour le détail du SLeX ; Sawada, Lowe 

et Fukuda, 1993; Sawada, Tsuboi et Fukuda, 1994). De même, LAMP1, isolée d’une lignée 

B16F10 de mélanome métastatique de souris, est aussi capable de lier in vitro la galectine 3 

via ses poly-N-acetyllactosamine branchés en β1-6 (Krishnan et al., 2005).  

Cette interaction entre LAMP1 et la galectine 3 semble particulièrement critique pour la 

capacité métastatique de ces cellules. Il a été montré que la liaison de ces cellules à cette 

lectine augmente leur expansion ainsi que leur capacité migratoire, mais induit aussi 

l’expression de la métalloprotéase MMP9 (Dange et al., 2014; Dange, Agarwal et Kalraiya, 

2015). Lorsque les cellules B16F10 sont injectées à des souris, le blocage de LAMP1 par un 

anticorps réduit fortement la capacité métastatique des B16F10 (Agarwal et al., 2015). De plus, 

la déplétion de cette LMP diminue les effets d’induction de l’expression de MMP9 par la 

galectine 3 (Dange, Agarwal et Kalraiya, 2015). Ainsi, les LAMP en surface participent 

pleinement à l’agressivité tumorale via leur interaction avec les lectines endothéliales. 

L’expression des LAMP à la surface cellulaire pourrait aussi permettre aux tumeurs de 

lutter contre l’acidité du milieu extérieur. Aux stades précoces de la formation des tumeurs 

solides, l’absence de vascularisation est associée à une hypoxie locale, induisant une glycolyse 
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par fermentation dans les cellules cancéreuses (Hashim et al., 2013; Damaghi et al., 2015). 

Cela résulte en une acidification du milieu extracellulaire, potentiellement néfaste pour les 

cellules (Hashim et al., 2013). Afin d’étudier les mécanismes d’adaptation des cellules 

cancéreuse à cette acidité, Damaghi et al. ont cultivé des cellules MCF-7 de cancer du sein 

humain en milieu acide (pH 6,7) pendant plus de deux mois (Damaghi et al., 2015). En 

comparant leur protéome à celui de cellules cultivées à pH 7,4, ils ont démontré que ces 

cellules surexprimaient LAMP1 et LAMP2. De plus, LAMP2 était massivement relocalisée à la 

membrane plasmique. La surexpression de LAMP2 a aussi été observée in vivo dans des 

tumeurs de souris. Dans ces tumeurs, les niveaux d’expression de LAMP2 sont corrélés avec 

les zones les plus acides des tumeurs (Damaghi et al., 2015). 

Finalement, la surexposition de LAMP1/2 en surface pourrait aussi participer à la 

défense des cellules cancéreuses contre le système immunitaire. Il a été montré que la 

surexposition transitoire de LAMP1 à la surface des cellules NK faisant suite à la dégranulation 

protège ces cellules contre leurs propres granzymes et perforines (voir 4.1.1 Présentation de 

LAMP1 et LAMP2 ; Cohnen et al., 2013). De la même manière, la surexpression de LAMP1 à la 

surface de cellules cancéreuses réduit leur mortalité lorsque celles-ci sont ciblées par les 

cellules NK (Cohnen et al., 2013). 

Dans tous ces cas, le mécanisme moléculaire induisant cette surexposition des LAMP en 

surface n’est pas clairement établi. Bien sûr, une très forte surexpression de LAMP1 pourrait 

suffire à surcharger les mécanismes régulant le trafic de LAMP1. Cependant, LAMP1 est aussi 

exprimée à la surface cellulaire dans plusieurs contextes physiologiques. C’est notamment le 

cas dans les lymphocytes T et les cellules NK au niveau de la synapse immunologique (Betts et 

al., 2003; Alter, Malenfant et Altfeld, 2004; Cohnen et al., 2013), dans les ostéoclastes au 

niveau des zones de contacts avec l’os (Akamine et al., 1993), ou à la membrane plasmique de 

la cellule-œuf (McCormick, Finneran et Bonventre, 1998). Les cellules cancéreuses pourraient 

donc aussi faire appel à des mécanismes indépendants de la surexpression globale de LAMP1 

pour induire la présence de cette protéine à la surface cellulaire.
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RESULTATS 

La glycoprotéine LAMP1 est très régulièrement utilisée comme marqueur des 

compartiments endosomaux matures. Paradoxalement, la biologie de LAMP1 n’est que très 

peu élucidée. D’une part, ses fonctions sont mal comprises, et, d’autre part, la nature de sa 

voie de transport vers les endosomes fait l’objet de débats. En effet, plusieurs études se 

contredisent concernant la voie, directe ou indirecte, empruntée par LAMP1. De même, le 

rôle exact du signal tyrosine porté par LAMP1 dans sa voie de transport est mal compris. Ce 

signal est manifestement nécessaire pour l’endocytose de LAMP1. Cependant, il n’est pas clair 

si celui-ci joue aussi un rôle dans la sortie de LAMP1 de l’appareil de Golgi et/ou au niveau des 

endosomes. 

Fait intéressant, LAMP1 s’avère surexposée à la surface cellulaire dans de nombreux 

cancers. Cette localisation aberrante place LAMP1 au cœur de mécanismes favorisant 

l’agressivité tumorale. De ce fait, LAMP1 est une cible de choix pour le développement d’outils 

thérapeutiques. Des immunoconjugués ciblant LAMP1 ont ainsi récemment été développés  

(Baudat et al., 2014). 

C’est dans ce contexte, et dans le cadre d’une collaboration entre l’Institut Curie et 

Sanofi, que nous avons entrepris l’étude des mécanismes responsables de la localisation 

intracellulaire de LAMP1 et des LMP. 

Le récent développement du système RUSH permet une observation directe des voies 

de transport empruntées par les protéines qui suivent la voie de sécrétion. Nous avons ainsi 

utilisé le système RUSH pour étudier le trafic intracellulaire de LAMP1. Au cours de nos travaux, 

Chen et al. ont publié une étude démontrant que LAMP1, inséré dans le système RUSH, suit 

une voie indirecte vers les endosomes (Chen et al., 2017). Ils montrent aussi que le signal 

tyrosine de LAMP1 n’est pas impliqué dans sa sortie de l’appareil de Golgi. En plus de 

confirmer ces résultats, nous nous sommes aussi intéressés aux voies suivies par d’autres LMP. 

Nous avons étudié l’export de ces protéines au niveau de l’appareil de Golgi ainsi que les 

mécanismes moléculaires sous-jacents. Ces travaux font l’objet d’un article en passe d’être 

soumis pour publication (partie 1 Manuscrit d’article : Lysosomal membrane proteins LAMP1 

and LIMP2 are segregated and sorted in the Golgi apparatus independently of their clathrin 

adaptor binding motif.). 
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Avec l’objectif d’appréhender les mécanismes mis en jeux dans la surexposition de 

LAMP1 à la surface cellulaire dans le cancer, nous avons monté un protocole de criblage 

génétique d’envergure (partie 2 Réalisation d’un crible d’inactivation de gènes : à la 

recherche de régulateurs du trafic de LAMP1). La méthode utilisée reposait sur la technologie 

CRISPR-Cas9 et visait à identifier des gènes dont l’inactivation décroît ou accroît la présence 

de LAMP1 à la membrane plasmique. Nous avons démontré que la méthode utilisée permet 

bien d’identifier des régulateurs de la localisation de LAMP1. Cependant, les listes de gènes 

obtenues sont encore à l’étude. 
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1 Manuscrit d’article 

Lysosomal membrane proteins LAMP1 and LIMP2 are segregated 
and sorted in the Golgi apparatus independently of their clathrin 
adaptor binding motif. 

Jason Ecard1,2, Séverine Divoux1, Zélia Gouveia1, Emmanuelle Vigne2, 
Gaelle Boncompain1 and Franck Perez1 

1 Dynamics of Intracellular Organization Laboratory, Institut Curie, PSL Research 
University, Sorbonne Université, Centre National de la Recherche Scientifique, UMR 144, 
Paris, France. 

2 Global Biotherapeutics, Sanofi R&D Centre, Vitry-sur-Seine, France. 

Abbreviations 

CLEM:  Correlative Light-Electron Microscopy 
EGFP:  Enhanced Green Fluorescence Protein 
ER:  Endoplasmic Reticulum 
LE/Lys.: Late Endosomes and Lysosomes 
LMP:  Lysosomal Membrane Protein 
RUSH:   Retention Using Selective Hooks 
SBP:  Streptavidin Binding Peptide 
TIRF:  Total Internal Fluorescence Microscopy 
MPR:  Mannose-6-Phosphate Receptors 

Introduction 

Lysosomes are membrane-bound organelles ensuring multiple functions necessary to 

cellular homeostasis such as degradation of molecules. Lysosomes are composed of soluble 

enzymes contained in their lumen and of membrane integral proteins. For their delivery to 

late endosomes and lysosomes (LE/Lys.), neosynthesized lysosomal membrane proteins 

(LMPs) are translocated into the endoplasmic reticulum (ER) and transported to the Golgi 

apparatus. From there, LMP can follow a direct Golgi-to-endosome transport route, referred 

as the direct pathway. Alternatively, they can be targeted to the plasma membrane and reach 

the endosomes by endocytosis, this pathway being called the indirect pathway (Braulke and 

Bonifacino, 2009). 

Lysosomal Integral Membrane Protein 2 (LIMP2) is a type III LMP, which spans the 

membrane twice. It functions as a receptor for the transport of the lysosomal enzyme β-

cerebrosidase to lysosomes (Reczek et al., 2007; Malini et al., 2015). In addition, LIMP2 seems 

to work as a lipid transporter (Kuronita et al., 2002; Conrad et al., 2017). LIMP2 follows a direct 
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pathway to reach LE/Lys after transit through the Golgi apparatus (Vega et al., 1991; 

Obermüller et al., 2002). The [D/E]XXXL[L/I] signal (X referring to any amino acid) in its 

cytoplasmic tail interacts with clathrin adaptor complexes AP1 and AP3 and was shown to be 

important for its trafficking (Vega et al., 1991; Ogata and Fukuda, 1994; Sandoval et al., 1994, 

2000; Höning, Sandoval and Von Figura, 1998; Le Borgne et al., 1998; Fujita et al., 1999; 

Tabuchi, Akasaki and Tsuji, 2000; Janvier et al., 2003). For its Golgi exit, LIMP2-AP1 interaction 

was proposed to mediate the incorporation of LIMP2 within clathrin-coated vesicles at the 

TGN (Fujita et al., 1999). 

Lysosomal-Associated Membrane Protein 1 (LAMP1) trafficking pathway is more 

controversial. Depending on the cell model, LAMP1 was shown to appear at the cell surface 

during its transport in some studies (Lippincott-Schwartz and Fambrough, 1986, 1987; Furuno, 

Shinji, et al., 1989) but not in others (Green et al., 1987; Akasaki et al., 1995). These differences 

were imputed to variable LAMP1 expression levels. It was proposed that high LAMP1 

expression would lead to an overflow of the direct pathway and appearance at the cell surface 

(Harter and Mellman, 1992). LAMP1 bears a GYXXΦ signal (Φ referring to a bulky hydrophobic 

amino acid) in its cytoplasmic tail whose mutation abolishes it trafficking to lysosome and 

redirects LAMP1 to the plasma membrane (Williams and Fukuda, 1990; Hunziker et al., 1991; 

Harter and Mellman, 1992; Guarnieri et al., 1993; Honing and Hunziker, 1995). This signal was 

shown to bind AP1, AP2 and AP3 (Höning et al., 1996; Le Borgne et al., 1998). Although AP1 

was proposed to participate in the Golgi export of LAMP1 (Höning et al., 1996), LAMP1 still 

reaches lysosomes in AP1-depleted cells (Meyer et al., 2000). LAMP1 was detected in clathrin-

coated pits at the plasma membrane by electron microscopy (Furuno, Ishikawa, et al., 1989). 

Its endocytosis is dependent on clathrin, dynamin and AP2 (Janvier and Bonifacino, 2005). 

LAMP1 is overexposed at the cell surface in AP3-depleted cells due to an increased recycling, 

suggesting a role for AP3 in the targeting of LAMP1 from early endosomes to LE/Lys. 

Recently, Chen et al. implemented rat LAMP1 into the Retention Using Selective Hooks 

(RUSH) system (Chen et al., 2017). This secretory assay allows the synchronization of the 

trafficking of proteins of interest along the secretory pathway (Boncompain et al., 2012). The 

tagging of the protein of interest with Streptavidin Binding Peptide (SBP) and the co-

expression of an ER-resident streptavidin-tagged protein maintains the protein of interest in 

the ER until biotin is added to the medium. Chen et al. have shown that RUSH-synchronised 

rat LAMP1 exits the Golgi apparatus in tubulovesicular compartments, which fuse with the 
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plasma membrane. These tubulovesicular compartments also contained plasma membrane-

fated proteins, such as the transferrin receptor and VSV-G. In addition, none of the four APs 

complexes appeared to be necessary for LAMP1 export from the Golgi apparatus (Chen et al., 

2017). 

Here, we study the trafficking pathway of human LAMP1 using the RUSH system and we 

go further in the demonstration that RUSH-synchronised LAMP1 follows an indirect pathway 

to the LE/Lys. independently of its adaptor binding signal. The synchronized transport of other 

LMPs was analysed and compared to the transport pathway of LAMP1. Our results show that 

LAMP1 and LIMP2 are segregated and sorted in the Golgi apparatus, LIMP2 being incorporated 

into punctate structures before being exported from the Golgi apparatus. These LIMP2-

containing post-Golgi intermediates were shown to be clathrin-free and to not rely neither on 

its adaptor binding signal nor on its C-terminal cytoplasmic domain. 

Results 

Newly synthetized LAMP1 is transported from the Golgi apparatus to the plasma 
membrane before reaching the lysosomes. 

The anterograde transport of newly synthetized human LAMP1 was analysed using the 

RUSH system (Boncompain et al., 2012). LAMP1 was fused to a Streptavidin Binding Peptide 

(SBP) and a fluorescent protein in its luminal domain. In the absence of biotin, SBP-mCherry-

LAMP1 was retained in the ER thanks to the co-expression of the ER-resident Steptravidin-

KDEL (Fig. S1). Synchronous release of SBP-mCherry-LAMP1 was induced by addition of the 

non-toxic vitamin biotin. 35 min after addition of biotin, SBP-mCherry-LAMP1 was detected in 

the Golgi apparatus as shown by the colocalization with the Golgi marker GM130. 2h after 

addition of biotin, SBP-mCherry-LAMP1 reached the late endosomes/lysosomes (LE/Lys.), as 

evidenced by the colocalization with LAMTOR4 (Fig. S1). An immunostaining on non-

permeabilised cells using an anti-GFP antibody revealed that newly synthetized SBP-EGFP-

LAMP1 was detected at the plasma membrane 35 min and 60 min after the addition of biotin 

(Fig. 1a). Flow cytometry was used to quantify the kinetics of cell surface appearance of SBP-

EGFP-LAMP1. The presence of SBP-EGFP-LAMP1 at the cell surface 30 min after its release 

from the ER was confirmed. Its cell surface presence peaked after 45 min and then decreased 

to reach the basal level after 90 min. The basal level of SBP-EGFP-LAMP1 at the cell surface 

was assessed by the condition in which biotin was added at the time of transfection (no 



 

81 
 

interaction between SBP and Streptavidin occurs) (Fig. 1b). Using Total Internal Reflection 

Fluorescence (TIRF) microscopy, fusion events of SBP-EGFP-LAMP1 carriers with the plasma 

membrane were observed (Fig. 1c, d). Quickly after fusion has occurred, SBP-EGFP-LAMP1 

was trapped in dotty structures identified as clathrin-coated pits. The signal intensity of SBP-

EGFP-LAMP1 in clathrin-coated pits then decreased suggesting its internalization through 

endocytosis. TIRF microscopy also showed that carriers containing LAMP1 and fusing with the 

plasma membrane were positive for RAB6 (Fig. 1 e-g). RAB6 is a Ras-related small GTPase 

involved in the regulation of trafficking pathways from the Golgi apparatus (Girod et al., 1999; 

White et al., 1999; Grigoriev et al., 2007, 2011; Patwardhan et al., 2017; Fourriere et al., 2019). 

Previous studies have shown that RAB6 is a major player in the formation of post-Golgi carriers 

(Miserey-Lenkei et al., 2010, 2017) and their delivery to the exocytic sites (Grigoriev et al., 

2011; Fourriere et al., 2019). Taken together, our results demonstrate that newly synthetized 

human LAMP1 is transported from the Golgi apparatus to the plasma membrane before being 

internalised via clathrin coated pits and transported to its final endosomal destination. 

Golgi-to-plasma membrane transport of LAMP1 is not dependent on its GYXXΦ 
motif. 

The clathrin adaptors complexes AP1, AP2, AP3 and AP4 were shown to recognise 

GYXXΦ motifs contained in the cytosolic tail of proteins (Robinson, 2004). The motif 414YQTI417 

of LAMP1 (Fig. 3a) was suggested to be involved in its direct Golgi-to-endosome transport 

pathway (Höning et al., 1996; Obermüller et al., 2002; Cook, Row and Davidson, 2004). To 

address this issue, we mutated the critical tyrosine residue Tyr414 to Alanine (Y414A). 2 h after 

release from the ER, RUSH-synchronised LAMP1Y414A was localized at the plasma membrane 

whereas LAMP1 wild type reached LE/Lys. (Fig. 2a). No fluorescent signal of LAMP1 Y414A was 

detected in intracellular compartments. The appearance and persistence of SBP-EGFP-

LAMP1Y414A at the cell surface was confirmed by flow cytometry using anti-GFP 

immunostaining on non-permeabilised cells (Fig. 2b). Interestingly, LAMP1Y414A and wild type 

LAMP1 were not sorted at the Golgi apparatus and exited the Golgi in the same 

tubulovesicular intermediates (Fig. 2c, d). TIRF microscopy showed that LAMP1 wild type and 

LAMP1Y414A containing carriers fuse with the plasma membrane in the same exocytic events 

indicating that LAMP1 wild type and LAMP1Y414A were not sorted in post-Golgi steps (Fig. 2e-

g). According to the role of 414YQTI417 motif in the recruitment of AP2 at clathrin-coated pits, 

SBP-mCherry-LAMP1Y414A was not enriched in dotty structures at the plasma membrane but 
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diffused in the plasma membrane (Fig. 2g). Taken together, these results show that LAMP1 

wild type and LAMP1Y414A follow the same Golgi-to-plasma membrane transport route. The 

absence of sorting of LAMP1 wild type and LAMP1Y414A at the Golgi argues against the 

existence of a direct Golgi-to-endosome transport route at least in our conditions. 

LAMP1 and LIMP2 are sorted at the Golgi apparatus. 

The anterograde transport of other lysosomal membrane proteins (LMPs) was then 

analysed using the RUSH system and compared to the trafficking of LAMP1. LAMP2, Lysosomal 

Acid Phosphatase (LAP) and LIMP2 were retained in the ER in the absence of biotin and upon 

co-expression of an ER-resident hook. After the addition of biotin, RUSH-synchronized LAMP2, 

LAP and LIMP2 were detected in the Golgi apparatus. 2 h after their release from the ER, they 

reached LE/Lys. as confirmed by immunostaining of LAMTOR4 (Fig. S2). High-resolution 

microscopy showed that both LAMP2 and LAP were fully colocalized with LAMP1 in the Golgi 

apparatus (Fig. S3a, b and Fig. S4a, b). In addition, time-lapse microscopy showed that LAMP2 

and LAP left the Golgi apparatus in the same tubulovesicular carriers than LAMP1 (Fig. S3c, d 

and Fig S4c, d), indicating that no sorting of these LMPs occurred at the Golgi apparatus. 

Interestingly, RUSH-synchronized LIMP2 was segregated from LAMP1 at the Golgi apparatus 

as highlighted by high-resolution microscopy. In addition to a diffuse localisation in the Golgi 

apparatus, similar to LAMP1, LIMP2 was detected in dots with higher fluorescence intensity 

(Fig. 3b, c). Time-lapse imaging showed that LIMP2 was first diffusely localised at the Golgi 

apparatus and then enriched in bright dots (Fig. 3d, e). After appearance, these dots stayed 

associated to the Golgi apparatus for several minutes before leaving it (Fig. 3d, e). LAMP1 

tubulovesicular carriers and LIMP2 vesicular carriers were distinct and described spatially 

independent Golgi exit pathways (Fig. 3f). To get better insight of the structures underlying 

the segregation of LAMP1 and LIMP2 at the Golgi apparatus, correlative light-electron 

microscopy (CLEM) experiments were performed. Whereas SBP-mCherry-LAMP1 

fluorescence overlaps the entire Golgi stack, SBP-EGFP-LIMP2 bright dots were localised in 

regions rich in vesicles with a diameter of 50-70 nm (Fig. 3h-j), fitting with the size of Golgi-

associated clathrin-coated vesicles (Klumperman et al., 1993; Doray, Ghosh, et al., 2002). 

Our data demonstrated that LAMP1, LAMP2 and LAP are not sorted and follow the same 

transport pathway to the plasma membrane. In contrast, LAMP1 and LIMP2 are segregated at 

the level of the Golgi complex. 
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The di-Leucine based motif of LIMP2 is not involved in its export from the Golgi 
apparatus. 

LIMP2 was previously suggested to follow a direct Golgi-to-endosome transport 

pathway (Vega et al., 1991; Obermüller et al., 2002) with a crucial role for its di-leucine-like 

motif ([D/E]XXXL[L/I]) to reach lysosomes (Ogata and Fukuda, 1994). LIMP2 [D/E]XXXL[L/I] 

motif was demonstrated to induce binding to AP3 and to be involved in its transport to 

lysosomes (Höning, Sandoval and Von Figura, 1998; Le Borgne et al., 1998). We addressed the 

role of this motif in LIMP2 transport route by mutating the critical leucine 475 and isoleucine 

476 residues (Fig. 3a) to alanine, hereafter named LIMP2AA for the sake of simplicity. RUSH-

synchronized LIMP2AA displayed an increased presence at the plasma membrane compared 

to LIMP2 wild type. However, LIMP2AA reached the same intracellular destination 

compartments than LIMP2 wild type as highlighted by the condition in which biotin was added 

at the time of transfection (Fig. 4a). Interestingly, the mutation of the [D/E]XXXL[L/I] motif of 

LIMP2  did not prevent the formation of LIMP2 bright dots at the Golgi apparatus, LIMP2AA 

and LIMP2 wild type being enriched in the same dots (Fig. 4b). Moreover, LIMP2AA and LIMP2 

wild type left the Golgi apparatus in the same post-Golgi transport intermediates (Fig. 4c, d). 

As LIMP2 was shown to be able to dimerise (Zhou et al., 2019), we verified that LIMP2AA 

trafficking was not due to its interaction with LIMP2 wild type. When expressed alone, LIMP2AA 

and LIMP2 wild type displayed the same localisation as when being co-expressed. When the 

biotin is added at the transfection, LIMP2AA is present at the plasma membrane and at LE/Lys. 

and LIMP2 wild type at LE/Lys. only (Fig. S5a, b). At the Golgi apparatus, LIMP2AA expressed 

alone were very similar to LIMP2 WT, with appearance of bright dots (Fig S5c, d). Finally, using 

high-resolution fluorescence microscopy we showed that LIMP2-containing bright dots did 

not appear colocalised with exogenously expressed mCherry-clathrin light chain (Fig. 4e-g). In 

conclusion, the clathrin adaptor binding motif [D/E]XXXL[L/I] of LIMP2 is not involved in the 

segregation of LIMP2 at the Golgi complex nor in its export from the Golgi. 

LIMP2 C-terminal cytosolic domain is not involved in its segregation at the Golgi 
apparatus. 

We next investigated whether LIMP2 Golgi export could rely on another yet unidentified 

cytosolic signal. As a type III protein, LIMP2 spans the membrane twice and has two cytosolic 

domains. Its N-terminal cytosolic domain comprises only 4 residues, including the initiating 

methionine residue. We therefore focused on its C-terminal cytosolic domain. Domain 
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swapping experiments between LAMP1 and LIMP2 cytosolic domains were conducted. 

Chimeras where the LAMP1 cytosolic domain was replaced by the LIMP2 C-terminal cytosolic 

domain (LAMP1LIMP2C) and the LIMP2 C-terminal cytosolic domain replaced by the LAMP1 

cytosolic domain (LIMP2LAMP1C) were generated (Fig. 5a). A deletion mutant of LIMP2 missing 

the whole C-terminal cytosolic domain was also generated (LIMP2ΔC). Among these constructs, 

only RUSH-synchronized LIMP2LAMP1C and LIMP2ΔC displayed a punctate localization at the 

Golgi in contrast to LAMP1LIMP2C (Fig. 5b). In conclusion, LIMP2 C-terminal cytosolic domain is 

neither sufficient nor necessary to induce the enrichment of LMPs in these dotty structures at 

the Golgi apparatus. 

Discussion 

Our present study demonstrates that human LAMP1 reach the LE/Lys after transiting 

through the plasma membrane, thus following the indirect pathway. Moreover, mutating 

LAMP1 signal does not change the nature of its post-Golgi carriers. Our data confirm previous 

results from Chen et al. who used RUSH-synchronised rat LAMP1 (Chen et al., 2017). In 

addition, we show that RUSH-synchronised wild type LAMP1 and LAMP1Y414A were fully 

colocalised in post-Golgi intermediates. This suggests that a direct pathway for LAMP1 

dependent on its APs binding signal does not exist in our conditions, or if it does, it is very 

minor. Pols et al. have shown that LAMP1 and LAMP2 localise in post-Golgi uncoated 

compartments devoid of cation-independent mannose-6-phosphate receptor (CI-MPR) in 

several cell lines, including HeLa cells (Pols, van Meel, et al., 2013). These structures were 

positive for the CORVET/HOPS subunit Vps41 as well as for the SNARE VAMP7 and were 

proposed to mediate direct trafficking to endosomes (Pols, van Meel, et al., 2013). However, 

we and others (Chen et al., 2017) were not able to visualise such a pathway using the RUSH 

system, suggesting that either this pathway is very minor, or that the tagging of LAMP1 with 

SBP prevents its manifestation. 

LAMP1 endocytosis was shown to be clathrin and AP2-dependant (Furuno, Ishikawa, et 

al., 1989; Janvier and Bonifacino, 2005). Here, when reaching the plasma membrane, LAMP1 

is quickly trapped in clathrin-positive areas. The incorporation of LAMP1 in clathrin-coated 

structures is dependent on its GYXXΦ motif. Such efficiency might explain why it is difficult to 

detect endogenous LAMP1 at the surface in some cells.  
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Our data show that LAMP1, LAMP2 and LAP follow the same pathway for their export 

from the Golgi apparatus and targeting to the lysosomes via the plasma membrane, in 

accordance with previous studies (Braun, Waheed and von Figura, 1989; Nabi et al., 1991; 

Obermüller et al., 2002).  

As LIMP2 was proposed to follow a direct pathway from the Golgi apparatus to 

endosomes (Vega et al., 1991; Obermüller et al., 2002), one could expect LIMP2 to be sorted 

at the Golgi apparatus from LAMP1/LAMP2/LAP. Consistently, although LAMP1 and LIMP2 are 

colocalized when they reach the Golgi apparatus, LIMP2 then concentrate in dotty structures 

from which LAMP1 is absent. Chen et al. have shown sorting of RUSH-synchronised LAMP1 

and cation-dependent (CD)-MPR within the Golgi apparatus (Chen et al., 2017). Our results 

suggest that CD-MPR and LIMP2 do not follow the same pathways. Indeed, LIMP2 post-Golgi 

intermediates were not colocalised with exogenously expressed mCherry-clathrin light chain 

while MPRs recruit clathrin through binding to Golgi-localised Gamma ear-containing, Arf-

binding adaptors (GGAs) for their Golgi exit (Puertollano et al., 2001; Zhu et al., 2001; Doray, 

Bruns, et al., 2002; Chen et al., 2017). 

Both LAMP1 and LIMP2 recruit AP1 via their cytosolic signals (Höning et al., 1996; Fujita 

et al., 1999). Moreover, LAMP1 was shown to be present in clathrin-coated vesicles in close 

proximity of the Golgi apparatus (Höning et al., 1996). However, the depletion of AP1 does 

not prevent LAMP1 to reach LE/Lys. (Meyer et al., 2000). Here, we show that mutating their 

APs binding signal does not modify LAMP1 and LIMP2 Golgi export. In this context, one could 

wonder whether AP1 is actually involved in the Golgi exit of these proteins. AP1 also interacts 

with MPRs and was also proposed to be involved in their Golgi export (Höning et al., 1997; 

Doray, Ghosh, et al., 2002; Ghosh et Kornfeld, 2003, 2004; Stöckli, Höning and Rohrer, 2004). 

However, AP1 depletion or knock-sideway (i.e. docking AP1 on mitochondria membranes) 

does not result in a blockage of MPRs at the Golgi apparatus, but rather in an enrichment of 

MPRs in endosomes (Meyer et al., 2000; Robinson, Sahlender and Foster, 2009). This led to 

the proposal that AP1 could be involved in the retrograde endosome-to-Golgi pathway (Meyer 

et al., 2000; Robinson, Sahlender and Foster, 2009). Whether AP1 could have such a role for 

LAMP1 or LIMP2 is an intriguing question, still open. As LIMP2 functions as a receptor for β-

glucocerebrosidase, it is not unlikely that this protein can cycle between the Golgi and LE/Lys.  

LIMP2-containing post-Golgi intermediates colocalise with vesicular regions of the Golgi 

apparatus, as evidenced by our CLEM experiments, but are devoid of clathrin. The 
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mechanisms involved in LIMP2 concentration and in the formation of these intermediates 

require further investigation. Interestingly, LIMP2-containing dots remain associated to the 

Golgi apparatus for several minutes before leaving, which could indicate maturation processes 

might be required for their Golgi exit. As mutating the adaptor-binding signal in LIMP2 did not 

modify its Golgi exit, we investigated whether another motif in its C-terminal cytoplasmic 

domain could be involved in the formation of LIMP2 post-Golgi intermediates. However, this 

domain of LIMP2 appeared neither sufficient nor essential for the formation LIMP2 bright dots. 

Materials and Methods 

Immunofluorescence and flow cytometry 

Cell fixation was performed by incubation in 3% paraformaldehyde (Electron Microscopy 

Sciences; cat. no. 15710) for 10 min and permeabilised by incubation in 0.5 g/L saponin in PBS 

supplemented with 2 g/L bovine serum albumin. Primary antibodies used in this study were 

anti-GM130 (BD Transduction Laboratories; cat. no. 610823; diluton 1:1000), anti-LAMTOR4 

(Cell Signaling Technology; cat. no. 13140 dilution 1:1000), anti-PDI isoform A3 (Sigma-Aldrich; 

cat. no. AMAB90988; 1:250). Fluorochrome conjugated secondary antibodies were purchased 

from Jackson ImmunoResearch. Coverslips were mounted in Mowiol containing DAPI. In Fig. 

S5, cells were stained with HCS CellMask Blue Stain (ThermoFisher Scientific; cat. no. H32720; 

diluted at 1:5000 in the mounting medium). For cell surface staining, cells were transferred in 

ice-cold PBS and incubated with an Alexa Fluor® 647-coupled anti-GFP antibody (BD 

Pharmingen; cat. no. 565197; dilution 1:150), for 40 min prior to fixation with 2% 

paraformaldehyde. Signal intensity was analysed by flow cytometry using a BD Accuri™ C6 

cytometer. Median anti-GFP intensity of GFP-positive cells normalized to the maximum value 

is depicted on the graph. 

Correlative light-electron microscopy  

HeLa cells expressing RUSH cargos were live stained for 1 h with SiR-lysosome 

(Spirochrome) and SiR-DNA (Spirochrome) at 1 µM each. The cells were then incubated with 

biotin for 27 min and fixed with 3% paraformaldehyde (Electron Microscopy Sciences; cat. no. 

15710) for 10 min. Fluorescence images were then acquired using an Eclipse 80i microscope 

(Nikon) equipped with a CSU-X1 Yokogawa spinning-disk head and an Ultra897 iXon EMCCD 

camera (Andor). The cells were then post-fixed with glutaraldehyde 2.5% in cacodylate buffer 
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0,1 M, pH 7.2 and then with 1% (w/v) OsO4 supplemented with 1.5% (w/v) potassium 

ferrocyanide, dehydrated in increasing concentration of ethanol (50%, 70%, 90%, 96%, 100%). 

Cells were embedded in epon 812 (TAAB Laboratories Equipment) and processed for serial 

ultrathin sectioning with a Reichert Ultracut S ultramicrotome (Leica). Sections were counter-

stained with uranyl acetate and lead citrate and observed with a Transmission Electron 

Microscope (TEM; Tecnai G2 Spirit; FEI) equipped with a Quemesa 4k CCD camera (Olympus). 

Fluorescence and EM images were correlated based on the SiR-lysosome staining and 

using the eC-CLEM software (Paul-Gilloteaux et al., 2017). 

RUSH constructs and other plasmids 

All RUSH constructs were expressed using bicistronic plasmids coding for both SBP-FP-

tagged LMP and the hook. SBP-FP-LAMP1 (LAMP1 sequence from NM_005561.3 generated 

from cDNA from GE Dharmacon, Clone ID 3872778), its mutants, SBP-FP-LAMP2 (isoform B, 

nucleotide sequence NM_013995.2, generated from a plasmid kindly given by Y. Baudat, 

Sanofi R&D Centre, Vitry sur Seine, France) and SBP-FP-LAP (isoform 1, nucleotide sequence 

NM_001357016.1 generated from a cDNA from GE Dharmacon, Clone ID 30332133) were 

used with the luminal hook Streptavidin-KDEL (Boncompain et al., 2012). SBP-FP-LIMP2 

(isoform 1, nucleotide sequence NM_005506.3, generated from cDNA from GE Dharmacon, 

Clone ID 3872778) and its mutants were cytosolically tagged and co-expressed with either 

Streptavidin-HA-Endo-KKXX or Mini-Ii-streptavidin. Streptavidin-HA-Endo-KKXX consists in the 

fusion of streptavidin to the HA-tag, the endocytic signal of LAMP1 (AGYQTI) and the COPI 

recruitment signal of the Saccharomyces cerevisiae WBP1 (KKTN). Mini-Ii-streptavidin is 

composed of the sequence coding for the 46 first amino acids of human CD74/Ii upstream of 

Streptavidin. All plasmids generated for the present study were verified by sequencing. The 

EGFP-RAB6 plasmid was a gift from Jamie White (White et al., 1999). The mCherry-clathrin 

light chain plasmid was a gift from Guillaume Montagnac (Gustave Roussy, Villejuif, France). 

Cells culture, transection and RUSH assay 

HeLa cells were grown at 37 °C with 5% CO2 in DMEM, high glucose, GlutaMAX 

(ThermoFischer Scientific) supplemented with 5% FCS (Biosera), 1 mM sodium pyruvate 

(ThermoFischer Scientific) and 100 U/mL penicillin and streptomycin (ThermoFischer 

Scientific). HeLa cells were transfected 24h before fixation or observation using calcium 

phosphate method as previously described (Jordan, Schallhorn and Wurm, 1996). To release 
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RUSH cargos, D-biotin (Sigma-Aldrich; cat. no. B4501) was added to the culture medium at a 

final concentration of 80 µM. 

Fluorescence image acquisition and analysis 

Widefield microscopy images were acquired using a Leica DM6000 equipped 

microscope with a CoolSnap HQ2 (Photometrics) CCD camera. Confocal images of fixed cells 

were acquired with an Eclipse Ti-E microscope (Nikon) equipped with a CSU-X1 Yokogawa 

spinning-disk head and a Prime 95B sCMOS camera (Photometrics). High-resolution images 

were acquired with this same set-up complemented with a Live-SR super-resolution module 

(Gataca Systems; Roth and Heintzmann, 2016). For time-lapse imaging, cells were transferred 

in the CO2-independent Leibovitz’s medium (ThermoFischer Scientific) and were acquired at 

37°C in a thermostat-controlled chamber. Confocal live-cell images were acquired with an 

Eclipse 80i microscope (Nikon) equipped with a CSU-X1 Yokogawa spinning-disk head and an 

Ultra897 iXon EMCCD camera (Andor). TIRF live-cell images were acquired with an Eclipse Ti-

E microscope (Nikon) equipped with a TIRF module (Nikon), a 100x CFI Apo TIRF objective and 

an Evolve EMCCD camera (Photometrics). All acquisitions were driven by the MetaMorph 

software (Molecular Devices). Pixel intensity linescans, kymographs (Fig. 1g) and temporal 

projections were performed thanks to Fiji software (Schindelin et al., 2012) built-in functions 

Plot Profile, Multi Kymograph and Temporal-Color Code, respectively. 
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Figure 1. RUSH-synchronised LAMP1 is transported from the Golgi apparatus to the cell surface before being 
internalized from clathrin-coated pits. 
 (a) Widefield microscopy images of HeLa cells transiently expressing SBP-EGFP-LAMP1 and Streptavidin-KDEL. 
Cells were incubated with biotin for the indicated times, stained with an anti-GFP antibody without 
permeabilization. Scale bar: 5 µm. (b) Flow cytometry measurement of the surface anti-GFP surface signal 
intensity of cells treated as in (a). Median anti-GFP intensity of GFP-positive cells normalized to the maximum 
value is shown. n = 3 independent experiments. Error bars: SEM. (c-d) TIRF images of living HeLa cells transiently 
expressing SBP-EGFP-LAMP1, Streptavidin-KDEL and mCherry-clathrin light chain (CLC) acquired at the indicated 
times after the addition of biotin. Scale bars: 5 µm. (d) Enlargement of the boxed area depicted in (c). (d) Time-
lapse acquisition of a fusion event magnified from the boxed region in (c). (e-f) TIRF images of living HeLa cells 
transiently expressing SBP-mCherry-LAMP1, Streptavidin-KDEL and EGFP-RAB6A. Scale bars: 5 µm. (f) Fusion 
events magnified from the boxed region in (e). (g) Kymographs along the line in (f) between the two indicated 
times. Dotted lines highlight the cell contour. Time in min:s. 
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Figure 2. LAMP1Y414A is blocked at the cell surface but follows the same Golgi-to-plasma membrane route than 
LAMP1 wild type.  
(a) Living HeLa cells transiently expressing both SBP-mCherry-LAMP1 (WT) and SBP-EGFP-LAMP1Y414A and 
Streptavidin-KDEL. The same cells were imaged at different times after the addition of biotin. Images correspond 
to maximum Z projections of several slices acquired with a spinning disk microscope.  Scale bar: 10 µm. (b) Flow 
cytometry quantification of the presence of SBP-EGFP-LAMP1Y414A at the plasma membrane. HeLa cells 
transiently expressing SBP-EGFP-LAMP1Y414A and Streptavidin-KDEL were incubated with biotin for different 
times, stained with an anti-GFP antibody without permeabilization. Median anti-GFP intensity of GFP-positive 
cells normalized to the maximum value is shown. n = 3 independent experiments. Error bars: SEM. (c-d) Living 
HeLa cells transiently expressing both SBP-EGFP-LAMP1 and SBP-mCherry-LAMP1Y414A and Streptavidin-KDEL 
were acquired every second. Scale bar: 10 µm. (c) Single Z-slice acquired with a spinning-disk microscope at the 
indicated time after biotin addition. Arrowheads indicate Golgi exit events. (d) Color-coded temporal projections 
between the two indicated times. (e-f) TIRF images of living HeLa cells transfected as in (c) and acquired every 
second. Scale bar: 10 µm. (f) Color-coded temporal projections between the indicated times. Arrowheads 
indicate fusion events with the plasma membrane. (g) Magnified view of boxed areas in (e-f). Arrowheads 
indicate the retention of LAMP1 retention points in clathrin-coated pits. Scale bar: 5 µm. Time in min:s. 
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Figure 3. LAMP1 and LIMP2 are segregated and sorted at the Golgi apparatus.  
(a) Schematic representations of LAMP1 and LIMP2 topologies, tagging and cytosolic motifs. Clathrin adaptors 
recruitment signals are shown in bold. (b-c) High-resolution images of HeLa cells transiently transfected to 
express Streptavidin-KDEL, SBP-mCherry-LAMP1, Streptavidin-HA-Endo-KKXX and SBP-EGFP-LIMP2. Cells were 
incubated with biotin for 26 min, fixed and stained for GM130. The images correspond to maximum Z projection 
of high-resolution image stacks. Scale bars: 10 µm. (c) Magnified view of the boxed area in (b). Linescan of pixel 
intensities along the line normalised on the Golgi mean intensity. (d-f) Living HeLa cells transfected to express 
streptavidin-KDEL, SBP-mCherry-LAMP1, mini-Ii-Streptavidin and SBP-EGFP-LIMP2 acquired every two seconds. 
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Images correspond to maximum Z projection of spinning-disk stacks acquired at indicated times after biotin 
addition. Scale bars: 10 µm. (e) Magnified view of the boxed area in (d). Arrows track two dots from their 
appearance to their Golgi exit. The dotted ovals highlight the appearance area of the two tracked dots. (f) Same 
cells as in (d-e). Red and green arrowheads indicate carriers that exit the Golgi apparatus for SBP-mCherry-LAMP1 
and SBP-EGFP-LIMP2, respectively. (g) Color-coded temporal projection between the two indicated times. 
Arrows track the carriers leaving the Golgi apparatus.  Scale bar: 10 µm. (h-j) Correlative light-electron 
microscopy of SBP-EGFP-LIMP2 and SBP-mCherry-LAMP1. HeLa cells were transfected like in (b-c) and were live 
stained using SiR-lysosome (SiR-Lys) and SiR-DNA, incubated with biotin for 27 min, fixed, acquired for 
fluorescence, and then prepared for TEM. The arrowhead indicates a SBP-EGFP-LIMP2 bright dot at the Golgi 
apparatus. (h) Images are confocal spinning-disk Z slices. Scale bar: 10 µm. (i-j) TEM images and fluorescence-EM 
correlation. The SiR-lysosome staining was used for the correlation. L, lysosome; M, mitochondria; N, nucleus; G, 
Golgi stack. Scale bar: 1 µm. Time in min:s. 
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Figure 4. LIMP2 [D/E]XXXL[L/I] motif is not involved in its sorting at the Golgi apparatus.  
(a-b) HeLa cells transiently expressing mini-Ii-Streptavidin, SBP-EGFP-LIMP2 WT, streptavidin-HA-Endo-KKXX and 
SBP-mApple-LIMP2AA. Images correspond to maximum Z projection of spinning disk confocal stacks. Scale bars: 
10 µm, magnified views: 5 µm. (b) Cells were incubated with biotin for 24 min and fixed. (c-d) HeLa cells were 
transfected to express mini-Ii-Streptavidin, SBP-EGFP-LIMP2 WT and SBP-mApple-LIMP2AA. Pictures were 
acquired every two seconds to follow the Golgi exit events. Scale bar: 10 µm. (c) Arrowheads point out a 
compartment exiting the Golgi apparatus. (d) Color-coded temporal projection between the two indicated times. 
Arrows indicate a track exiting the Golgi apparatus. (e-f) High resolution image of HeLa cells transiently 
expressing mini-Ii-Streptavidin, SBP-EGFP-LIMP2 and mCherry-clathrin light chain (CLC). The cells were incubated 
with biotin for 24 min and fixed. Images correspond to maximum Z projections (e) or single slices (f) of high-
resolution image stacks and deconvolved. (e) Scale bar: 10 µm. (f) Arrowheads indicate LIMP2 bright dots at the 
Golgi apparatus. Scale bar: 5 µm. (g) Linescans of pixel intensity along the two lines in (f), normalised to the 
maxima. Time in min:s. 
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Figure 5. LIMP2 C-terminal cytosolic domain is not involved in its sorting at the Golgi apparatus.  
(a) Schematic representation of the LAMP1/LIMP2 chimeras and LIMP2 deletion mutant. (b) HeLa cells were 
transfected to express Streptavidin-KDEL (for SBP-EGFP-LAMP1 or SBP-EGFP-LAMP1LIMP2C) or mini-Ii-Streptavidin 
(for SBP-EGFP-LIMP2, SBP-EGFP-LIMP2LAMP1C or SBP-EGFP-LIMP2ΔC treated or not with biotin for 24 min and fixed. 
Images correspond to maximum Z projection of spinning disk confocal image stacks. Dotted lines indicate cells 
contour. Bottom panel correspond to enlargement of the Golgi region boxed in upper lane. Scale bars: 10µm. 
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Supplementary figure 1. RUSH-synchronised LAMP1 reaches late endosomes/lysosomes.  
(a-b) Widefield microscopy images of HeLa cells expressing SBP-mCherry-LAMP1 and Streptavidin-KDEL. The cells 
were incubated with biotin for the indicated times, fixed and stained for the ER marker PDI isoform A3, the Golgi 
marker GM130 and or the lysosome marker LAMTOR4. (a) Scale bar: 10 µm. (b) Magnified views of boxed areas. 
Arrowheads point SBP-mCherry-LAMP1 positive compartments decorated with LAMTOR4. Scale bars: 5 µm. 
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 Supplementary figure 2. RUSH 
synchronised LIMP2, LAMP2 and LAP 
reach late endosomes/lysosomes.  
(a-f) Widefield microscopy images of 
HeLa cells transfected to express the 
mini-Ii-Streptavidin (a-b) or Streptavidin-
KDEL (c-f) and indicated cargos. The cells 
were incubated with biotin for the 
indicated times, fixed and stained for PDI 
isoform A3 or GM130 and LAMTOR4. (a, 
c, e) Scale bars: 10 µm. (b, d, f) Magnified 
views of boxed areas. Arrowheads point 
out compartments colocalising with 
LAMTOR4. Scale bars: 5 µm. 
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Supplementary figure 3. LAMP1 and LAMP2 are not sorted at the Golgi apparatus.  
(a-b) HeLa cells were transfected to express Streptavidin-KDEL, SBP-mCherry-LAMP1 and SBP-EGFP-LAMP2. 
Cells were incubated with biotin for 26 min and fixed. The images are maximum Z projection of high-
resolution images stacks. Scale bars: 10 µm. (b) Magnified view of the boxed area in (a). The curves show 
the pixel intensities along the white line normalised to the Golgi mean intensity. (c-d) The cells were 
transfected like in (a-b) and were acquired live. Scale bar: 10 µm. (c) Images are maximum Z projection of 
spinning-disk confocal stacks acquired at indicated time after biotin addition. The arrowheads point out Golgi 
exit events. (d) Color-coded temporal projection between indicated times. Arrowheads point out Golgi exit 
tracks. Time in min:s. 
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Supplementary figure 4. LAMP1 and LAMP2 are not sorted at the Golgi apparatus.  
(a-b) HeLa cells were transfected to express Streptavidin-KDEL, SBP-EGFP-LAMP1 and SBP-mCherry-LAP. Cells 
were incubated with biotin for 26 min and fixed. The images are maximum Z projection of high-resolution images 
stacks. Scale bars: 10 µm. (b) Magnified view of the boxed area in (a). Linescan of pixel intensity along the line 
normalised to the Golgi mean intensity. (c-d) The cells were transfected like in (a-b). Scale bar: 10 µm. (c) Images 
are maximum Z projection of spinning-disk confocal stacks acquired at indicated time after biotin addition. The 
arrowheads point out Golgi exit events. (d) Color-coded temporal projection between indicated times. 
Arrowheads point out Golgi exit tracks. Time in min:s. 
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Supplementary figure 5. LIMP2 [D/E]XXXL[L/I] motif is not involved in the formation of LIMP2 bright dots at 
the Golgi apparatus.  
(a-b) HeLa cells transiently expressing mini-Ii-Streptavidin and SBP-EGFP-LIMP2 (a) or SBP-LIMP2-LIMP2AA (b). 
Biotin was added at the time of transfection. The cells were fixed the day after and stained with anti-LAMTOR4 
and HCS CellMask.  Images are maximum projection of confocal Z stacks. Scale bars: 10 µm, magnified views: 5 
µm. (c-d) HeLa cells were transfected like in (a-b). The day after transfection, cells were incubated with biotin for 
24 min, fixed and stained for GM130. Images are maximum projection of confocal Z stacks. Scale bars: 10 µm, 
magnified views: 5 µm. 
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2 Réalisation d’un crible d’inactivation de gènes : à 
la recherche de régulateurs du trafic de LAMP1 

Contexte 

La glycoprotéine LAMP1 est surexprimée à la surface cellulaire dans plusieurs types de 

cancer. Cela a notamment été montré dans des lignées humaines de cancers colorectaux, de 

leucémies myélomonocytaires, de mélanomes métastatiques, et de fibrosarcomes (Mane et 

al., 1989; Saitoh et al., 1992; Sarafian et al., 1998). À la surface cellulaire, LAMP1 semble jouer 

plusieurs rôles en lien avec l’agressivité tumorale. Elle a par exemple été impliquée dans la 

capacité des cellules cancéreuses à migrer et former des métastases (Saitoh et al., 1992; 

Krishnan et al., 2005; Agarwal et Kalraiya, 2014; Agarwal, Gude et Kalraiya, 2014; Agarwal et 

al., 2015). Une étude a également montré que LAMP1 à la surface cellulaire joue un rôle 

protecteur face aux perforines sécrétées par les cellules NK (Cohnen et al., 2013). De façon 

intéressante, ces deux rôles ont été associés aux glycosylations portées par LAMP1 : d’une 

part, ses N-glycosylations sont impliquées dans sa liaison à la galectine 3, lui conférant ses 

Figure 1. LAMP1 est fortement 
surexprimée à la surface de certaines 
PDX. Mesures de densités antigéniques de 
la protéine LAMP1 à la surface des cellules 
de tissus sains ou de xénogreffes 
cancéreuses dérivées de patients (PDX, 
pour Patient Derived Xenografts). 
Données produites et fournies par 
l’équipe de Yves Baudat (Centre de 
Recherche de Sanofi-Vitry, Vitry-surSeine, 
Paris). 



 

105 
 

fonctions dans la migration cellulaire et la formation de métastases (Sarafian et al., 1998; 

Agarwal et Kalraiya, 2014; Agarwal, Gude et Kalraiya, 2014; Agarwal et al., 2015) ; et d’autre 

part ses O-glycosylations sont décisives dans son rôle de protection face aux cellules NK 

(Cohnen et al., 2013).  

En accord avec ces informations, des données internes à Sanofi montrent des niveaux très 

importants de LAMP1 en surface de certaines xénogreffes cancéreuses dérivées de patients 

(PDX, pour Patient Derived Xenograft) (Fig. 1 ; données fournies par l’équipe d’Yves Baudat, 

Centre de Recherche de Sanofi-Vitry, Vitry-sur-Seine). De façon intéressante, cette 

surexposition en surface n’est pas associée à une amplification génique de LAMP1 (données 

non montrées) suggérant l’existence de mécanismes moléculaires sous-jacents dans certains 

cancers. 

Dans ce contexte, et pour faire suite à notre étude sur les voies de trafic de LAMP1 

(Manuscrit d’article : Lysosomal membrane proteins LAMP1 and LIMP2 are segregated and 

sorted in the Golgi apparatus independently of their clathrin adaptor binding motif), nous 

avons établi un protocole de criblage génétique avec deux objectifs : 

1) identifier des nouveaux régulateurs du trafic de LAMP1 ; 

2) identifier des mécanismes moléculaires mis en œuvre dans la surexposition de 

LAMP1 à la surface cellulaire dans les cancers. 

Ainsi, nous avons entrepris la réalisation d’un crible d’inactivation de gènes basé sur la 

technologie CRISPR-Cas9. 

Brièvement, la technologie CRIPSR-Cas9 correspond à l’adaptation d’un système 

immunitaire adaptatif présent chez certaines espèces de bactéries et d’archées (le système 

CRISPR-Cas ; pour plus de détails, voir la revue Hille et al., 2018). Ce système peut être 

détourné dans un contexte eucaryote pour une édition ciblée du génome et la génération de 

cellules ayant perdu l’expression d’un gène d’intérêt. Un ARN dit "guide" et la nucléase Cas9 

(provenant le plus souvent de Streptococcus pyogenes) sont insérés dans la cellule eucaryote. 

L’ARN guide permet la reconnaissance par appariement de la région ciblée du génome. La 

nucléase Cas9, associée à l’ARN guide, permet le clivage de l’ADN double brin dans la région 

ciblée. Après coupure, les mécanismes cellulaires de réparation de l’ADN peuvent entraîner 

des mutations ponctuelles ou des changements de cadre de lecture, ce qui peut mener à 

l’inactivation du gène ciblé. Pour plus de détails sur la technique, voir la revue Adli, 2018. 
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Réalisation du crible 

Une lignée cellulaire humaine de cancer du sein T47D transduite 1) pour exprimer la 

nucléase Cas9 de façon inductible par la doxycycline ; et 2) par une banque d’ARN guides a été 

utilisée. La banque est composée d’environ 168 000 ARN guides différents, le tout ciblant 

environ 18 000 gènes, avec une moyenne de 9,3 ARN guides différents par gène. La stratégie 

a consisté à générer des cellules mutantes par édition du génome et sélectionner par 

cytométrie en flux 1) les cellules qui surexposent LAMP1 à la surface cellulaire d’une part et 

2) les cellules dont la présence de LAMP1 en surface a été réduite. Dans un premier temps, 

nous avons confirmé que les cellules T47D expriment LAMP1 à leur surface à des niveaux 

comparables aux cellules HeLa, et à la lignée cellulaire non transformée hTERT-RPE1 (Fig. 2a). 

Nous avons aussi vérifié que des variations de la quantité de LAMP1 en surface étaient 

détectables en cytométrie en flux. La déstabilisation du complexe adaptateur de la clathrine 

AP2 déplace LAMP1 à la membrane plasmique (Janvier et Bonifacino, 2005). Nous avons donc 

ciblé la sous-unité α de AP2 par ARN interférence pour induire une augmentation de LAMP1 

en surface. Nous avons aussi ciblé LAMP1 pour induire une diminution de LAMP1 en surface. 

La mesure par cytométrie en flux permet effectivement de visualiser des populations 

cellulaires avec une quantité différente de LAMP1 à leur surface en fonction du traitement 

(Fig. 2b). Cependant, les différentes populations se chevauchent, compliquant le tri d’une 

Figure 2. Quantification de la présence de LAMP1 à la surface des cellules T47D. (a) 
Évaluation de la quantité de LAMP1 en surface des cellules T47D, comparés aux 
cellules HeLa et à la lignée non transformée hTERT-RPE1. Les cellules ont été sujettes 
à un marquage de surface anti-LAMP1 et l’intensité de fluorescence des cellules a été 
mesurée par cytométrie en flux. Le graphique représente l’intensité médiane au sein 
des populations, normalisées sur les cellules HeLa. (b) Trois jours après transfection 
avec les siRNA indiqués, des cellules T47D non perméabilisées ont été marquées avec 
un anticorps antiLAMP1 et l’intensité de fluorescence a été mesurée par cytométrie 
en flux. 
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population unique. C’est la raison pour laquelle nous avons décidé de ne pas trier des 

populations distinctes de la population non éditée, mais de trier une proportion de la 

population éditée totale, comme réalisé dans d’autres cribles similaires (Parnas et al., 2016; 

Potting et al., 2018; Pusapati et al., 2018). Il est alors nécessaire d’avoir une approche 

Figure 3. Représentation des étapes principales du crible. 
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statistique robuste pour exclure les contaminants. Quatre réplicas de notre crible ont donc 

été réalisés. 

Les grandes étapes du crible sont présentées dans la Fig. 3. Brièvement, les cellules ont été 

cultivées avec de la doxycycline pendant 7 jours pour induire l’expression de Cas9 et l’édition 

du génome. Un marquage avec un anticorps dirigé contre LAMP1 a ensuite été réalisé sur 

cellules non perméabilisées. 

Un marquage des cellules mortes et/ou perméabilisées a été également réalisé pour les 

exclure de l’analyse. Les cellules présentant les niveaux de LAMP1 en surface les plus faibles 

et les plus élevés, de part et d’autre de la population, ont été sélectionnées (Fig. 3). Les seuils 

pour chacun de ces tris ont été fixés à 5% de la population totale. Les populations résultantes 

sont notées "+Dox LAMP1Low" et "+Dox LAMP1High". L’ADN génomique de ces populations 

a été extrait et les séquences d’ADN correspondant aux ARN guides ont été amplifiées par PCR. 

Finalement, les amplicons purifiés, ont été analysés par séquençage à haut débit. La 

population +Dox LAMP1Low permettra l’identification de gènes dont la déplétion diminue la 

quantité de LAMP1 en surface. À l’inverse, la population -Dox LAMP1High permettra 

l’identification de ceux dont la déplétion entraine une surexposition de LAMP1 en surface. 

En parallèle, plusieurs populations témoins ont aussi été préparées (Fig. 3) : 

- Une population sans doxycycline pour chacune des population triées, notées 

"-Dox LAMP1Low" et "-Dox LAMP1High". Sans doxycycline, l’expression de Cas9 n’est 

pas induite et l’édition du génome n’a pas lieu. La comparaison des populations +Dox 

et -Dox permet d’évaluer l’enrichissement des ARN guides réellement liés aux niveaux 

de LAMP1 en surface dans les populations d’intérêts. 

- Une population +Dox non triée et -Dox non triée. La comparaison des 

populations +Dox NonTrié et -Dox NonTrié permet d’exclure les contaminants enrichis 

dans les populations d’intérêt du fait de la doxycycline mais indépendamment du 

niveau de LAMP1 en surface (par exemple, les gènes dont la déplétion accélèrent le 

cycle cellulaire). 
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Figure 4. Qualité des séquences 
et contrôles du crible. (a) 
Migration des produits de PCR 
purifiés avant séquençage. La 
taille attendue est de 260 pb 
(flèche). Migration de 0,4 ng de 
produit de PCR sur un système 
Agilent 4200 TapeStation. (b) 
Proportions de chaque base à 
chaque position moyennées pour 
les 24 échantillons (moyenne +/- 
écart-type). (c-e) Proportions de 
reads correspondant aux ARN 
guides ciblant les gènes 
contrôles. Barres d’erreur : 
écarts-types. Valeurs p 
indiquées : valeurs p générales 
après agrégation des guides. 
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Résultats et discussion 

Validation de la méthode 

Après séquençage, parmi les 167 957 ARN guides et 18 065 gènes théoriques de la 

banque, 121 283 ARN guides (72,2%), ciblant 17 818 gènes (98,6%) ont été retrouvés (avec 

une moyenne de 6,8 ARN guide par gène). Des gènes témoins ont été définis pour valider la 

technique et calibrer la méthode d’analyse statistique. Le complexe AP2 étant essentiel à la 

survie cellulaire, AP2α n’a pas été choisi comme témoin. Le complexe AP3 a été décrit comme 

nécessaire pour le trafic de LAMP1 vers les lysosomes (Le Borgne et al., 1998). La déplétion de 

ses sous-unités δ ou β3A déplace LAMP1 en surface sans être létal pour la cellule (Dell’Angelica 

et al., 1999; Peden et al., 2004). Pour cette raison, les gènes AP3D1 et AP3B1, codant pour δ 

et β3A, ont été choisis comme témoins pour l’enrichissement dans la population 

+Dox LAMP1High. Le gène LAMP1 a été choisi comme témoin pour l’enrichissement dans la 

population +Dox LAMP1Low. Les ARN guides ciblant LAMP1 sont significativement enrichis 

(valeur p générale < 0,01 ; agrégation statistique de la comparaison des 8 ARN guides (voir 

Matériels et Méthodes)) dans la population LAMP1Low (Fig. 4c). De façon intéressante, ces 

ARN guides sont aussi significativement déplétés dans la population +Dox LAMP1High (valeur 

p pour la déplétion < 0,01) (Fig. 4c), confirmant que la population de cellules est bien déplacée 

vers des niveaux plus faibles de LAMP1 en surface. À l’opposé, les ARN guides ciblant les gènes 

AP3D1 et AP3B1 (gène de la sous-unité β3 de AP3) sont significativement enrichis dans la 

population +Dox LAMP1High (respectivement, valeur p < 0,0001 et p < 0,001 ; Fig. 4c, d). 

Ensemble, ces résultats démontrent la validité de la méthode de criblage. 

ARN guides significativement enrichis 

Après exclusion des contaminants (voir Matériels et Méthodes), les listes des gènes 

dont les guides sont significativement enrichis comptent 568 gènes pour la population 

LAMP1Low et 514 gènes pour la population LAMP1High. Ceux présentant les valeurs p les plus 

basses et les taux d’enrichissement les plus élevés sont indiqués dans la Fig. 5. 

Ces listes de gènes obtenues sont toujours en cours d’analyse. Il est évidemment 

nécessaire de confirmer les gènes d’intérêt par des techniques de déplétion différentes pour 

pouvoir conclure sur leur implication dans la localisation de LAMP1. Cependant, du fait de la 

grande redondance de certaines fonctions cellulaires dans ces listes, il est déjà possible de 

tirer quelques conclusions. 
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Un élément intéressant est l’abondance dans les gènes enrichis dans LAMP1High de 

gènes codant pour des sous-unités du protéasome (gènes « PSMxx » ; Fig. 5b, Tableau 1). 

Plusieurs gènes impliqués dans les mécanismes d’ubiquitinylation sont aussi enrichis dans 

LAMP1High (Tableau 2). Cela pourrait signifier que LAMP1 est dégradée par la voie du 

protéasome. Une défaillance du système d’ubiquitinylation ou du protéasome entrainerait 

alors une surexpression globale de LAMP1, et ainsi une surexposition en surface. LAMP1 a 

déjà été montré comme étant la cible d’ubiquitinylations, mais celles-ci semblent plutôt 

associées à une dégradation par autophagie (Yoshida et al., 2017). Le complexe 

Figure 5. Représentation de 
l’ensemble des gènes selon leur 
enrichissement. (a-b) Les 
graphiques représentent la 
totalité des gènes de la banque 
retrouvés après séquençage 
selon leur  valeur p 
d’enrichissement et le taux 
d’enrichissement. Ces valeurs 
ont été calculées en comparant 
les populations +Dox et -Dox 
pour chacune des populations 
LAMP1High, LAMP1Low et 
NonTrié. Le taux 
d’enrichissement est calculé en 
moyennant par gène les taux 
d’enrichissement des guides qui 
supportent la valeur p 
d’enrichissement (voir Matériels 
et méthodes). Les gènes témoins 
apparaissent en rouge. (b) Dans 
le cas de AP3B1, AP3D1 et 
DNM2, les points ont été 
manuellement ajoutés au 
graphique. Ces gènes présentant   
une valeur p d’enrichissement de 
0, il n’est pas possible de calculer 
leur Log. Leur position sur l’axe x 
correspond bien aux valeurs 
réelles. 
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d’ubiquitinylation impliqué dans ce processus a été identifié et se compose de SKP1, CUL1 et 

FBXO27 (Yoshida et al., 2017). Mais les ARN guides ciblant les gènes codant pour ces protéines 

ne sont pas significativement enrichis dans LAMP1High. De façon intrigante, la majorité des 

gènes de cette liste code pour des ligases E3 de l’ubiquitine (Tableau 2, TRIM68, MARCH8, 

MYCBP2, UBE3C, PPIL2, SHPRH, RNF34 et KLHL11). Si elles sont toutes impliquées dans 

l’ubiquitinylation de LAMP1, on pourrait s’attendre à ce que leurs fonctions soient 

redondantes, et de fait, qu’elles soient difficilement identifiées au cours d’un crible 

d’inactivation de gène comme celui-ci. Un mécanisme indirect pourrait être mis en jeu. Le 

système ubiquitine/protéasome prend en charge, entre autres, la dégradation de protéines 

mal repliées (Nandi et al., 2006). Des dysfonctions dans le système ubiquitine/protéasome 

entraine une accumulation d’agrégats dans la cellule (Junn et al., 2002; Bennett et al., 2005; 

Chhangani et al., 2014; Kitajima et al., 2014). L’accumulation d’agrégats dans le cytosol 

mobilise la macroautophagie pour leur dégradation (Hyttinen et al., 2014). Or, l’activation de 

la macroautophagie est étroitement liée à l’activité du facteur de transcription TFEB 

(Settembre et al., 2011; Napolitano et Ballabio, 2016). TFEB régule la biogenèse des lysosomes 

en régulant l’expression de nombreuses protéines lysosomales, incluant LAMP1 (Palmieri et 

al., 2011; Napolitano et Ballabio, 2016). Dans ce contexte, il est facile d’imaginer qu’une 

accumulation d’agrégats due à une défaillance du système ubiquitine/protéasome pourrait 

induire une surexpression globale de LAMP1. 

De nombreuses protéines liées aux mécanismes d’ubiquitinylation sont aussi retrouvées 

dans la liste des guides enrichis dans LAMP1Low (Tableau 2). Dans ce cas, leur présence est 

peut-être à mettre en lien avec les rôles de l’ubiquitine dans l’endocytose et dans le tri des 

cargos au sein de la voie d’endocytose. Ces protéines feront l’objet d’une attention 

particulière lors de la validation des gènes d’intérêt. 

De nombreux gènes enrichis dans LAMP1High comme dans LAMP1Low sont des 

régulateurs du trafic membranaire (Tableau 3). Comme attendu pour la liste LAMP1High, 

plusieurs protéines sont impliquées dans l’endocytose (DNM2, PICALM, AP2M1 et DBNL). À 

noter que parmi ceux-ci, DNM2, le gène codant pour la dynamine 2, est enrichi avec une valeur 

p similaire aux deux témoins AP3D1 et AP3B1 dans LAMP1High (Fig. 5b). 

D’autres gènes impliqués dans la régulation du trafic membranaire, mais, a priori, sans 

lien avec l’endocytose, sont aussi enrichis (Tableau 3). Cela suggère que la méthode utilisée 
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permettra bien d’identifier de nouveaux régulateurs du trafic de LAMP1. RAB8A ainsi que 

RAB3IP et DENND1C se trouvent dans ces listes. Rab8 est une petite GTPase qui joue un rôle 

majeur dans la fusion des vésicules de sécrétion avec la membrane plasmique (Grigoriev et al., 

2011). Les protéines Rab sont régulées positivement par des facteurs d’échange de la guanine 

(GEF, pour Guanine Exchange Factor ; Stenmark, 2009). Dans le cas de Rab8, RAB3IP/Rabin8 a 

été identifiée comme GEF (Hattula et al., 2002) et DENND1C comme GEF potentielle 

(Yoshimura et al., 2010). De façon surprenante, les guides ciblant RAB8A sont enrichis dans 

LAMP1High, alors que ceux ciblant RAB3IP et DENND1C sont enrichis dans la liste LAMP1Low. 

Si l’implication de ces protéines dans la localisation de LAMP1 se confirme, il sera intéressant 

d’étudier les mécanismes moléculaires sous-jacents. De nombreuses protéines impliquées 

dans diverses voies de signalisation ont aussi été retrouvées. Il sera intéressant d’examiner 

plus en détails les liens qui peuvent exister entre certaines de ces voies de signalisation et les 

Tableau 1. Sous-unités du protéasome parmi les gènes 
enrichis dans +Dox LAMP1High. 

Gène

Valeur p 

d'enrichissement Enrichissement

ARN guides 

supportant la valeur p 

d'enrichissement

Significativement 

déplété dans 

LAMP1Low

PSMA1 < 0,001 5,6 3/6

PSMA4 < 0,001 5,4 4/10 X

PSMD8 < 0,001 2,8 3/9 X

PSMB2 < 0,001 1,5 2/10 X

PSMD7 < 0,001 0,9 2/10 X

PSMB4 < 0,01 3,1 2/10 X

PSMA5 < 0,01 3,1 2/10

PSMA2 < 0,01 2,2 7/9

PSMD6 < 0,01 1,1 9/17 X

PSMB6 < 0,05 3,1 7/9

PSMC4 < 0,05 2,1 4/10 X

PSMD14 < 0,05 1,8 2/9 X

PSMD11 < 0,05 1,5 4/9 X

PSMD12 < 0,05 1,1 2/9

Tableau 2. Listes non exhaustives de gènes liés à l’ubiquitinylation parmi les gènes enrichis dans +Dox 
LAMP1Low ou +Dox LAMP1High. 

Gène

Valeur p 

d'enrichissement Enrichissement

ARN guides 

supportant la valeur p 

d'enrichissement

Significativement 

déplété dans 

LAMP1High Gène

Valeur p 

d'enrichissement Enrichissement

ARN guides 

supportant la valeur p 

d'enrichissement

Significativement 

déplété dans 

LAMP1Low

UBL4A < 0,001 4,3 2/6 USP1 < 0,01 4,3 2/5

ASB13 < 0,001 2,4 4/8 BRCC3 < 0,01 2,7 6/8

COPS6 < 0,01 5,5 1/2 TRIM68 < 0,01 1,8 4/7

RANBP10 < 0,01 5,4 1/4 MARCH8 < 0,01 1,7 5/8

COPS2 < 0,01 4,5 2/10 MARCH10 < 0,01 0,5 3/8

DCAF4L2 < 0,01 3,9 2/6 MYCBP2 < 0,05 2,6 2/6

SIMC1 < 0,01 3,9 2/7 COPS7B < 0,05 2,5 2/6

KLHL32 < 0,01 3,6 2/8 HERC2 < 0,05 2,5 2/4

FBXL8 < 0,01 2,4 4/10 UBA7 < 0,05 2,4 4/10

USP36 < 0,01 1,8 3/8 OTULIN < 0,05 2,2 1/1

SUMO4 < 0,05 5,7 1/4 UBE3C < 0,05 2,1 4/7

CSN2 < 0,05 4,0 1/1 PPIL2 < 0,05 2,0 5/7

MAGEL2 < 0,05 3,6 2/7 SHPRH < 0,05 1,9 2/10 X

MARCH6 < 0,05 2,8 2/7 X RNF34 < 0,05 1,9 3/10

LTN1 < 0,05 2,3 2/9 KLHL11 < 0,05 1,8 6/10 X

RNFT2 < 0,05 2,0 2/10 NEURL4 < 0,05 1,0 6/10

RNF123 < 0,05 1,5 5/10

RNF40 < 0,05 0,7 2/10

Gènes dont les ARN guides sont enrichis dans +Dox LAMP1Low Gènes dont les ARN guides sont enrichis dans +Dox LAMP1High
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voies de trafic de LAMP1. De même, plusieurs enzymes de glycosylation ont été retrouvées 

parmi les gènes ciblés par les ARN guides significativement enrichis, que ce soit dans la 

population +Dox LAMP1Low (TUSC3, LARGE, B4GALT2 et TMTC1) ou +Dox LAMP1High 

(ST8SIA3, ST3GAL3, C1GALT1, FUT7, FUT5 et MAN2A1). Il a été suggéré que la nature des 

glycosylations portées par LAMP1 puisse influencer sa localisation (Agarwal et Kalraiya, 2014). 

Ces enzymes feront donc aussi l’objet d’une attention particulière lors des validations. 

Matériels et méthodes 

Lignée cellulaire et banque d’ARN guides 

La lignée T47D doublement transduite pour exprimer stablement Cas9 de façon 

inductible par la doxycycline (système Tet-On) et par la banque d’ARN guides a été établie et 

nous a été généreusement donnée par Karine Berthelot (Centre de Recherche de Sanofi-Vitry, 

Vitry-sur-Seine, France). La banque d’ARN guides utilisée a été achetée auprès de 

Tableau 3. Liste non exhaustive de gènes régulateurs du trafic membranaire parmi les gènes enrichis dans 
+Dox LAMP1Low ou +Dox LAMP1High. 

Gène

Valeur p 

d'enrichissement Enrichissement

ARN guides 

supportant la valeur p 

d'enrichissement

Significativement 

déplété dans 

LAMP1High Gène

Valeur p 

d'enrichissement Enrichissement

ARN guides 

supportant la valeur p 

d'enrichissement

Significativement 

déplété dans 

LAMP1Low

RAB3IP < 0,001 5,1 2/9 DNM2 < 0,0001 3,8 4/10

SGSM1 < 0,01 3,8 2/7 AP3B1 < 0,0001 2,2 7/10

EPN1 < 0,01 2,1 5/9 AP3D1 < 0,0001 0,7 6/10

VPS29 < 0,01 1,4 5/7 AP3M1 < 0,001 3,5 6/8

STX8 < 0,01 1,4 6/9 PICALM < 0,001 2,8 6/7

RAB10 < 0,01 1,1 5/7 X GGA1 < 0,01 3,0 4/9

ATP6V0E2 < 0,01 1,0 4/10 TRAPPC5 < 0,01 2,7 4/5

SNX18 < 0,05 4,6 1/2 ATP6AP1L < 0,01 2,4 3/5

SFT2D2 < 0,05 4,2 2/3 RAB7A < 0,01 2,1 5/5

KIAA1107 < 0,05 4,0 1/4 TRAPPC8 < 0,01 2,1 2/6

VPS52 < 0,05 3,6 2/8 VPS53 < 0,01 0,8 3/8

DENND1C < 0,05 3,4 2/5 SNX12 < 0,01 0,1 5/5

RAB41 < 0,05 2,9 2/3 ATP6V1C2 < 0,05 5,7 6/8

RAB18 < 0,05 2,9 2/2 GOSR2 < 0,05 3,7 2/9

SNX13 < 0,05 2,8 2/3 MVB12A < 0,05 3,5 6/10

VPS13B < 0,05 1,7 5/10 GOLIM4 < 0,05 3,4 5/6 X

ANKRD13D < 0,05 1,6 3/6 ATP6V1F < 0,05 3,3 2/4

RABAC1 < 0,05 1,5 4/7 AVL9 < 0,05 3,0 5/6

RAB40C < 0,05 1,0 6/10 X LYST < 0,05 2,6 4/9

AP1G1 < 0,05 0,8 2/10 X SYNGR3 < 0,05 2,6 2/9

SBF1 < 0,05 0,7 6/10 TRIM3 < 0,05 2,4 2/10

AP1M2 < 0,05 0,6 3/10 CLVS2 < 0,05 2,2 6/7

COPZ1 < 0,05 0,5 2/10 VPS51 < 0,05 2,1 4/7 X

ATP6V1B2 < 0,05 2,0 3/9

AP2M1 < 0,05 2,0 4/9

TRAPPC11 < 0,05 1,8 2/7

DBNL < 0,05 1,8 6/8

ANKRD13B < 0,05 1,7 2/3 X

RHOBTB3 < 0,05 1,7 2/9

RAB8A < 0,05 1,5 4/8

FLCN < 0,05 1,5 3/10 X

SYNGR2 < 0,05 1,4 3/4

EHD4 < 0,05 1,3 3/10

TBC1D21 < 0,05 1,0 4/9

CCDC132 < 0,05 0,9 4/4

HPS1 < 0,05 0,7 4/10

SEC61B < 0,05 0,6 2/6

STXBP5L < 0,05 0,6 4/5

ALS2CL < 0,05 0,5 2/10

Gènes dont les ARN guides sont enrichis dans +Dox LAMP1Low Gènes dont les ARN guides sont enrichis dans +Dox LAMP1High
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ThermoFisher Scientific. Elle comporte un nombre théorique de 174 088 ARN guides et 18 278 

gènes ciblés. Après retrait des doublons, des ARN guides qui s’alignent avec plusieurs régions 

différentes du génome et ceux qui ne s’alignent avec aucun gène, ces nombres descendent à 

167 957 ARN guides et 18 065 gènes ciblés. Chaque gène est ciblé par 1 à 10 ARN guides, avec 

une moyenne de 9,30 ARN guides et un écart-type de 1,86. 

Culture des cellules 

Les cellules T47D ont été cultivées en DMEM GlutaMAX™ (ref. 31966-021 ; 

ThermoFischer Scientific) supplémenté avec 10% de serum de veau fœtal certifié sans 

tétracycline (ref. P30-3602 ; Pan Biotech), 100 U/mL pénicilline et streptomycine 

(ThermoFischer Scientific), 1 nM d’œstradiol (ref. E2758 ; Sigma-Aldrich), 0,5 mg/mL de 

généticine (ref. 10131-019 ; ThermoFischer Scientific) qui permet le maintien de la Cas9 et de 

1 µg/mL de puromycine (ref. A11138-02 ; ThermoFischer Scientific) qui permet le maintien de 

l’ADN viral (et donc des ARN guides). Pour l’induction de l’expression de la Cas9, 0,3 µg/mL de 

doxycycline (ref. 9891 ; Sigma-Aldrich) a été ajouté au milieu de culture ; la généticine et la 

puromycine ont été retirées. Les décongélations des cellules, passages et séparations en 

différentes population (+ ou - doxycycline) ont toujours été faits de façon à conserver une 

couverture minimum de 1000X, soit environ 200.106 cellules. 

Marquage, fixation des cellules et tri cellulaire 

Pour détacher les cellules, celles-ci ont été lavées une fois en Cell Dissociation Buffer 

(ref. 13151-014 ; ThermoFischer Scientific) puis incubées pendant 15-20 min en Cell 

Dissociation Buffer. Les cellules ont ensuite été transférées en PSB 1% BSA (ref. A7906 ; Sigma-

Aldrich) pré-incubé à 4°C. Pour le marquage, une suspension cellulaire de 10.106 cellules/mL  

en PBS 1% BSA a été préparée et incubée sur glace avec 12 µg/mL d’anticorps anti-LAMP1 

(produits de Sanofi ; Baudat et al., 2014) et de Fixable Viability Dye eFluo450 dilué à 1/1500 

(ref. 65-0863-14 ; eBioscience) pendant 1 h. Les cellules ont ensuite été lavées, fixées pendant 

10 min avec 4% de paraformaldéhyde dilué dans du PBS froid. Les cellules sont ensuite lavées, 

reprises en PBS 1% BSA à une concentration de 10.106 cellules et incubées avec 1 µg/mL 

d’anticorps secondaire anti-Humain couplé à la phycoérythrine (ref. 709-116-098 ; Jackson 

ImmunoResearch) pendant 45 min. Enfin, les cellules sont lavées et placées en PBS 1% BSA, 

25 mM Hepes 2 mM EDTA à une concentration de 15.106 cellules/mL pour le tri cellulaire. Les 

cellules ont été triées avec un cytomètre BD FACSAria™ (BD Biosciences). Les populations 
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d’intérêt ont été triées de façon à exclure les cellules mortes et perméabilisées (cellules 

positives pour le marquage Fixable Viability Dye eFluo450). 

Extraction et concentration de l’ADN génomique 

L’ADN génomique a été extrait en utilisant le kit DNeasy Blood & Tissue (ref. 69504 ; 

Qiagen). Ce kit a été choisi après comparaison avec les kits Blood & Cell Culture Maxi 500/G 

et 20/G (ref. 13362 et 13323 ; Qiagen) car il présentait un meilleur rendement sur cellules 

fixées (données non montrées). L’ADN génomique de 10.106 cellules a été extrait par colonne, 

les colonnes ne présentant pas de saturation à ces quantités (données non montrées). Pour 

pouvoir les concentrer, les ADN génomique extraits ont été précipités par ajout de 0,1 volume 

d’acétate de sodium 3 M pH 5,2 et de 3 volumes d’éthanol 100%, suivi d’une incubation 

pendant une nuit à -20 °C. L’ADN a ensuite été culotté par centrifugation à 20 000 g pendant 

20 min à 4 °C, le culot est alors lavé en éthanol 70%, séché et repris en tampon 10 mM Tris·Cl 

10 mM, EDTA 0,5 mM. 

Amplification des ARN guides et purification des amplicons 

Les ARN guides ont été amplifiés en une seule étape de PCR. Dans 30 µL total, 1,8 µg 

d’ADN génomique a été mélangé avec le tampon 5X Phusion Green Buffer (ref. F534 ; 

ThermoFisher Scientific) à 1X final, 0,2 mM de dNTP (ref. 10610851 ; TermoFisher Scientific), 

0,5 µM d’amorce sens et 0,5 µM d’amorce antisens, 3% de DMSO et 0,02 U/µL d’enzyme 

Phusion (ref. F534 ; ThermoFisher Scientific). Après 3 min de dénaturation à 98 °C, les PCR se 

sont effectuées en 30 cycles (dénaturation : 98 °C, 10 s ; appariement : 66 °C, 30 s ; 

élongation : 72 °C, 20 s) suivis de 10 min d’élongation (72 °C). 12 couples d’amorces indexés 

différents ont été utilisés afin de permettre le multiplexage des 24 échantillons en deux 

mélanges :  

 Séquence P5   Illumina Read1       Dégénéré Complémentaire à l’ADN viral 

Sens 
 

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNNNNNNGCTTTATATATCTTGTGGAAAGG

ACGAAACACC 

 Séquence P7 Index Illumina Read2 Complémentaire à l’ADN viral 

Antisens 1 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCCTTGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCGACTCGGTGCCACTTTTTCAA 

Antisens 2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATAGCGTCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCGACTCGGTGCCACTTTTTCAA 

Antisens 3 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGAAGAAGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCGACTCGGTGCCACTTTTTCAA 

Antisens 4 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTCTAGGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCGACTCGGTGCCACTTTTTCAA 

Antisens 5 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTTACCAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCGACTCGGTGCCACTTTTTCAA 

Antisens 6 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCTGATGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCGACTCGGTGCCACTTTTTCAA 

Antisens 7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTACGCACGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCGACTCGGTGCCACTTTTTCAA 

Antisens 8 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTGAATAGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCGACTCGGTGCCACTTTTTCAA 
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Antisens 9 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCCTTGGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCGACTCGGTGCCACTTTTTCAA 

Antisens 10 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACAGGTATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCGACTCGGTGCCACTTTTTCAA 

Antisens 11 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGTAAGGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCGACTCGGTGCCACTTTTTCAA 

Antisens 12 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAACAATGGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCGACTCGGTGCCACTTTTTCAA 

Les produits de PCR ont été purifiées sur billes AMPure (ref. A63881 ; Beckman Coulter). 

NGS et analyse statistique 

Le séquençage des produits de PCR a été réalisé par la plateforme de séquençage ADN 

haut débit de l’Institut Curie, Paris, France. Les échantillons ont été supplémentés de 20% 

d’ADN de phage Phi X et ont été analysés avec un système NovaSeq 6000 (Illumina) sur deux 

lignes (une ligne par mélange de 12 échantillons), fournissant théoriquement 640.106 reads 

par échantillon. Le nettoyage de la banque théorique (retrait des doublons et des ARN guides 

qui ne s’alignent pas ou s’alignent à plusieurs endroits sur le génome), les indexations des 

reads sur la banque théorique et les contrôles qualités du séquençages ont été réalisés par 

Marc Deloger (plateforme de bio-informatique de l’Institut Curie, Paris, France). L’analyse 

statistique des séquençages et le calcul des valeurs p ont été réalisés par Pierre Gestraud 

(plateforme de bio-informatique de l’Institut Curie, Paris, France). Pour ce faire, les nombres 

de reads par ARN guides pour chaque échantillon +Dox ont été comparés à ceux des 

échantillons équivalents -Dox (+ Dox LAMP1High vs - Dox LAMP1High ; +Dox LAMP1Low vs -

Dox LAMP1Low ; +Dox NonTrié vs -Dox NonTrié) grâce à l’outil logiciel Limma-Voom. Les 

données statistiques ainsi obtenues pour chaque ARN guide ont été agrégées par la méthode 

RRA (Robust Rank Aggregation) pour calculer des valeurs p générales, les valeurs p 

d’enrichissement et les valeurs p de déplétion par gène. Pour réaliser la liste finale des gènes 

d’intérêt, seuls les gènes significativement enrichis (valeurs p d’enrichissement < 0,05) dans 

les populations +Dox ont été conservés, puis ont été exclus : 

1) les gènes significativement enrichis (valeurs p d’enrichissement < 0,09) dans 

+Dox NonTrié ; 

2) les gènes significativement enrichis (valeur p d’enrichissement < 0,09) dans les deux 

populations triés (enrichis dans +Dox LAMP1Low et +Dox LAMP1High) ; 

3) les gènes dont moins de 20% des ARN guides ciblant le gène supportent la valeur p 

d’enrichissement ; 

4) les gènes qui présentent, pour un même échantillon, une valeur p de déplétion plus 

petite que sa valeur p d’enrichissement.  
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DISCUSSION 

Les LMP dans le système RUSH 
Pour plusieurs LMP, mais surtout pour LAMP1, la nature de leur voie de transport vers 

les endosomes, directe ou indirecte, a fait l’objet d’intenses débats. Les premières études 

s’intéressant à la dynamique de LAMP1 ont observé la présence et l’endocytose de LAMP1 à 

la membrane cellulaire par des techniques de marquages immunofluorescents ou par 

l’endocytose d’anticorps anti-LAMP1 (Lippincott-Schwartz et Fambrough, 1986, 1987). 

Cependant, avec le recul actuel, nous savons qu’il n’est pas possible de conclure sur la voie de 

transport suivi par LAMP1 via la simple observation de sa présence à la surface cellulaire. En 

effet, les LMP peuvent accéder à la membrane plasmique par d’autres voies que la voie de 

sécrétion, telles que par fusion des endosomes tardifs ou des lysosomes avec la membrane 

plasmique. De même, une voie de trafic directe vers les endosomes précoces suivie d’un 

recyclage vers la membrane plasmique est aussi envisageable. Par la suite, des marquages 

métaboliques radioactifs des protéines néosynthétisées a permis des mesures cinétiques de 

l’accumulation de LAMP1 dans les endosomes relativement précises (Green et al., 1987). En 

utilisant cette même technique de marquage, l’apparition de LAMP1 à la surface cellulaire au 

cours de son transport n’était observée qu’en cas de forte expression (Green et al., 1987; 

Harter et Mellman, 1992). De cette observation est née l’hypothèse que LAMP1, selon son 

niveau d’expression, peut emprunter une voie de trafic directe ou indirecte. Cependant, il est 

aussi possible que les techniques utilisées ne sont pas suffisamment sensibles pour détecter 

le passage de LAMP1 à la surface lorsque celui-ci n’est que faiblement exprimé. L’utilisation 

de techniques de synchronisation du trafic permet de répondre à ces défauts. De plus, 

l’étiquetage des protéines synchronisées avec une protéine fluorescente permet alors 

d’observer directement les voies de transport suivies par ces protéines. 

Nous confirmons, avec d’autres (Chen et al., 2017), que le système RUSH est applicable 

à l’étude des voies de trafic directe et indirecte vers les endosomes et qu’il constitue un outil 

puissant pour étudier la séparation de ces voies au niveau de l’appareil de Golgi. Bien sûr, le 

système RUSH vient avec les défauts inhérents au phénomène de synchronisation. Même avec 

une expression faible, voire endogène, les protéines RUSH sont transportées en vague et sont 
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donc transitoirement anormalement surabondantes dans les compartiments qu’elles 

traversent. Des phénomènes de saturation des régulateurs du trafic pourraient donc avoir lieu. 

Cependant, de tels phénomènes tendraient à homogénéiser les voies de trafic observées. 

Nous montrons que LAMP1 et LIMP2 synchronisés par l’outil RUSH sont triées au niveau de 

l’appareil de Golgi et que des intermédiaires de transport positifs uniquement pour l’une ou 

l’autre de ces LMP sont générés. Cela suggère que, dans nos conditions, les voies de trafic 

observées ne sont pas artéfactuelles. 

La voie de trafic des LAMP et de LAP 
Il a été proposé que LAMP1 puisse être capable de suivre à la fois une voie directe et 

indirecte vers les endosomes (Harter et Mellman, 1992). En 2013, Pols et al. ont observé par 

microscopie électronique que LAMP1 et LAMP2 pouvaient se localiser sur des compartiments 

positifs pour TGN46 et présents à la fois à proximité de l’appareil de Golgi et des endosomes 

tardifs. Ils proposent que ces compartiments, aussi positifs pour Vps41 et VAMP7, 

transportent LAMP1 et LAMP2 de l’appareil de Golgi jusqu’aux endosomes de façon directe.  

Dans notre étude, nous montrons, comme d’autres avant nous (Chen et al., 2017), que 

LAMP1 RUSH suit une voie de transport indirecte dans les cellules HeLa. De plus, LAMP1 RUSH 

muté dans son signal GYXXΦ colocalise pleinement avec LAMP1 RUSH sauvage, que ce soit au 

niveau des compartiments émergents de l’appareil de Golgi ou de ceux fusionnant avec la 

membrane plasmique. Ces données montrent que le signal GYXXΦ de LAMP1 ne joue pas de 

rôle au niveau de l’appareil de Golgi dans l’adressage de LAMP1 vers les endosomes ou la 

membrane plasmique dans nos conditions mais que ce signal est mis en jeu dans l’endocytose 

de LAMP1. 

Il a été montré que LAMP2 et LAP passent par la membrane plasmique avant d’atteindre 

les endosomes (Braun, Waheed et von Figura, 1989; Nabi et al., 1991; Obermüller et al., 2002). 

En accord avec ces données, nous montrons que ces deux LMP quittent l’appareil de Golgi 

dans les mêmes intermédiaires de transport que LAMP1. Les données de Chen et al. montrent 

que les intermédiaires de transport contenant LAMP1 permettent aussi le transport du 

récepteur à la transferrine et du VSV-G vers la membrane plasmique (Chen et al., 2017). De 

plus, nous avons montré que les compartiments transportant LAMP1 vers la membrane 

plasmique portent sur leur membrane la petite GTPase Rab6, impliquée dans le transport des 

protéines depuis l’appareil de Golgi vers la surface cellulaire (Grigoriev et al., 2007, 2011; 
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Patwardhan et al., 2017; Fourriere et al., 2019). De même, les résultats préliminaires de notre 

crible d’inactivation de gènes suggèrent que Rab8A joue un rôle dans le transport de LAMP1, 

bien que ces données doivent être confirmées. Ensemble, ces données suggèrent fortement 

que la voie empruntée par LAMP1, LAMP2 et LAP n’est pas différente de la voie de sécrétion 

constitutive. 

À la membrane plasmique,  LAMP1 est enrichie dans les puits à clathrine (Lippincott-

Schwartz et Fambrough, 1987; Furuno, Ishikawa, et al., 1989). En plus de la clathrine, son 

endocytose dépend aussi de AP2 et de la dynamine (Janvier et Bonifacino, 2005). Ici, nous 

montrons que l’inclusion de LAMP1 dans les puits à clathrine après la fusion des 

compartiments post-Golgi est quasi-immédiate. Une telle efficacité de capture de LAMP1 

pourrait être la raison pour laquelle cette LMP n’est pas observable à la surface de certaines 

cellules. LAMP1 est capable de recruter AP2 via son signal GYXXΦ (Höning et al., 1996), et cet 

adaptateur à été impliqué dans son endocytose (Janvier et Bonifacino, 2005; Chen et al., 2017). 

En accord avec cela, la mutation du signal GYXXΦ dans LAMP1 RUSH empêche son 

incorporation dans les puits à clathrine et son endocytose. 

La transformation tumorale des cellules s’accompagne d’altérations dans les processus 

de glycosylation, notamment en raison de la surexpression ou la perte d’enzymes golgiennes 

(Pinho et Reis, 2015). Or, il a été suggéré que la nature des glycosylations portées par LAMP1 

puisse influencer son trafic (Agarwal et Kalraiya, 2014). Notre étude ayant été réalisée avec 

des cellules HeLa, il sera important d’observer si LAMP1 RUSH se comporte différemment dans 

d’autres lignées cellulaires, et notamment dans des cellules non transformées ou dont les 

mécanismes de glycosylation ont été altérés. Étant donné le rôle de LAMP1 à la surface 

cellulaire dans l’agressivité tumorale et de l’implication de ses glycosylations dans ces rôles 

(voir 4.4 Les LMP à la surface cellulaire : rôles dans les cancers), ces questions sont 

essentielles. 

La voie de trafic de LIMP2 
Nos données montrent qu’au niveau de l’appareil de Golgi, LIMP2 RUSH est séparée de 

LAMP1, LAMP2 et LAP. La voie de transport de LIMP2 avait été définie comme directe du fait 

de l’impossibilité d’observer LIMP2 à la surface cellulaire au cours de son transport (Vega et 

al., 1991; Obermüller et al., 2002). La démonstration que LIMP2 et LAMP1 sont triés au niveau 

de l’appareil de Golgi renforce encore cette idée. Cela est cohérent avec les données publiées 



 

122 
 

montrant que LIMP2 ne semble pas capable de recruter AP2 (Höning, Sandoval et Von Figura, 

1998; Janvier et al., 2003). 

L’étude du trafic du CD-MPR inséré dans le système RUSH par Chen et al. avait aussi 

montré une ségrégation de cette protéine par rapport aux cargos dirigés vers la membrane 

plasmique (Chen et al., 2017). Ils ont montré que le CD-MPR quitte l’appareil de Golgi dans 

des intermédiaires de transport différents de ceux contenant LAMP1 ou le récepteur à la 

transferrine. Cependant, ils ont aussi montré que le CD-MPR et le récepteur à la transferrine 

présentent aussi une localisation différente au sein de l’appareil de Golgi (Chen et al., 2017). 

Le cas de LIMP2 semble différent. LIMP2 colocalise pleinement avec LAMP1 au niveau de 

l’appareil de Golgi et la ségrégation n’est visible qu’au niveau des intermédiaires de transport. 

Cela suggère que la voie empruntée par LIMP2 est différente de celle des MPR. De plus, 

l’apparition des structures ponctiformes dans lesquelles se concentre LIMP2 est 

indépendante de son signal (D/E)XXXL(L/I) ou même de sa queue cytoplasmique. En accord 

avec cela, ces structures ne colocalisent pas avec la chaîne légère de la clathrine exprimée de 

façon exogène. Cela contraste avec le mode d’export des MPR de l’appareil de Golgi qui 

dépend de la clathrine et des GGA (Puertollano et al., 2001; Zhu et al., 2001; Doray, Bruns, et 

al., 2002; Chen et al., 2017). 

Dans leur étude, Chen et al. ont montré que la ségrégation du CD-MPR au niveau de 

l’appareil de Golgi n’est pas médiée par son domaine cytoplasmique mais dépend de la 

présence du domaine luminal et du domaine transmembranaire (Chen et al., 2017). De façon 

intéressante, nous montrons de la même manière que le déterminisme de l’insertion de LIMP2 

dans ces intermédiaires de transport caractéristiques n’est pas codé dans la queue 

cytoplasmique de LIMP2. La possibilité que la βGC puisse jouer un rôle dans le mode d’export 

de LIMP2 à l’appareil de Golgi n’a pas été examinée. L’association de βGC à LIMP2 est 

supposée se produire au niveau du réticulum endoplasmique (Reczek et al., 2007). Il n’est 

donc que peu probable que la formation du complexe LIMP2-βGC soit le facteur déclencheur 

de la concentration de LIMP2 dans ces structures ponctiformes, bien qu’il ne soit pas exclu 

que la βGC soit nécessaire. LIMP2 a aussi la capacité d’homodimériser et de se lier à des lipides 

(Conrad et al., 2017), ce qui pourrait aussi jouer un rôle déterminant dans son transport. Ces 

interrogations représentent des points clefs à élucider dans les études futures du transport de 

LIMP2. 
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Fait intéressant, bien que la mutation du signal (D/E)XXXL(L/I) de LIMP2 ou le retrait de 

sa queue cytoplasmique n’empêche pas la protéine d’atteindre les endosomes, ils induisent 

la présence de LIMP2 à la membrane plasmique. Il est possible d’interpréter cela en imaginant 

qu’une proportion de la population de la protéine LIMP2 RUSH suit une voie indirecte. Cette 

proportion passerait alors par la membrane plasmique et, si le signal de LIMP2 est absent, y 

resterait bloquée, à l’image de LAMP1. Malgré l’absence d’interaction avec AP2, le signal 

(D/E)XXXL(L/I) de LIMP2 pourrait en effet tout de même être impliqué dans son endocytose 

en recrutant d’autres adaptateurs. Une autre interprétation, plus crédible, implique AP3. AP3 

localise au niveau des tubules émergeant des endosomes précoces et est nécessaire pour 

éviter le recyclage vers la membrane plasmique de plusieurs LMP, dont LAMP1 et CD63 

(Dell’Angelica et al., 1999; Peden et al., 2004). De plus, il a été montré que la déplétion d’AP3 

par ARN interférent relocalise partiellement LIMP2 à la surface cellulaire (Le Borgne et al., 

1998). La présence à la surface cellulaire de ces mutants de LIMP2 est donc potentiellement 

imputable à la perte de l’interaction avec AP3, plutôt qu’à un effet lié à l’endocytose.  

Les rôles de AP1 dans le trafic de LAMP1 et LIMP2 
LIMP2 est capable de s’associer à AP1 grâce à son motif (D/E)XXXL(L/I) (Höning, Sandoval 

et Von Figura, 1998; Fujita et al., 1999). Il a été postulé que AP1 permette l’incorporation de 

LIMP2 dans des vésicules recouvertes de clathrine au niveau du TGN (Fujita et al., 1999). 

Cependant, nous montrons que le signal (D/E)XXXL(L/I) de LIMP2 n’est pas impliqué dans son 

export de l’appareil de Golgi. De plus, les intermédiaires de transport post-golgiens de LIMP2 

semblent dépourvus de clathrine. Ces résultats soulèvent la question du rôle de AP1 dans le 

transport de LIMP2. AP1 est aussi recruté par les MPR (Höning et al., 1997; Ghosh et Kornfeld, 

2003, 2004a; Stöckli, Höning et Rohrer, 2004). De la même manière, ce résultat a aussi mené 

à l’hypothèse que ce complexe adaptateur fonctionne dans l’incorporation des MPR dans les 

vésicules à clathrine au niveau du TGN (Doray, Ghosh, et al., 2002). Cependant, la déplétion 

d’AP1 n’empêche pas l’export du CD-MPR de l’appareil de Golgi (Chen et al., 2017). De plus, 

la déplétion de sous-unités d’AP1 de même que la délocalisation de AP1 sur les membranes 

mitochondriales déplacent les MPR vers les endosomes (Meyer et al., 2000; Robinson, 

Sahlender et Foster, 2009). À la vue de ces résultats, il a donc été proposé que AP1 puisse 

fonctionner dans le transport rétrograde des MPR, pour le retour de ceux-ci à l’appareil de 

Golgi (Meyer et al., 2000; Robinson, Sahlender et Foster, 2009). LIMP2 fonctionnant comme 
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récepteur de la βGC, l’existence d’une telle voie rétrograde impliquant AP1 et permettant le 

retour de LIMP2 à l’appareil de Golgi est une hypothèse attractive. 

LAMP1 est, lui aussi, capable de lier AP1 via son signal GYXXΦ (Höning et al., 1996). Mais 

la déplétion de AP1 ne modifie pas son trafic post-Golgi ni sa capacité à atteindre les 

endosomes tardifs et lysosomes (Meyer et al., 2000; Chen et al., 2017). Pourtant, LAMP1 a été 

observé, par microscopie électronique, dans des vésicules à clathrine à proximité de l’appareil 

de Golgi et positives pour la sous-unité γ de AP1 (Höning et al., 1996). Si LAMP1 est capable 

de suivre une voie rétrograde dépendante de AP1, et, le cas échant, quelle est la nécessité de 

cette voie pour la cellule, sont des questions intrigantes. 

Crible d’inactivation génétique pour l’identification de 
régulateurs du transport de LAMP1 

LAMP1 se voit surexposée à la surface cellulaire dans plusieurs cancers (Mane et al., 

1989; Saitoh et al., 1992; Sarafian et al., 1998). Cette exposition de LAMP1 à la surface 

cellulaire joue plusieurs rôles dans la survie des cellules cancéreuses et est intimement liée à 

l’agressivité tumorale (voir 4.4 Les LMP à la surface cellulaire : rôles dans les cancers). Dans 

l’espoir d’identifier, d’une part, des régulateurs et/ou des voies de signalisation impliquées 

dans la surexposition de LAMP1 à la surface cellulaire, mais aussi des régulateurs plus 

généraux du trafic de LAMP1, nous avons réalisé un criblage génétique d’inactivation de gènes 

basé sur la technologie CRISPR-Cas9. La méthode utilisée, adaptée d’autres criblages (Parnas 

et al., 2016; Potting et al., 2018; Pusapati et al., 2018), comprenait 1) l’inactivation de gènes 

par édition du génome dans une population de cellules grâce à une banque d’ARN guides, et 

2) le tri des cellules éditées surexposant ou sous-exposant LAMP1 à la surface cellulaire par 

cytométrie en flux. 

Nous avons démontré que cette méthode permet bien d’identifier des gènes impliqués 

dans la localisation à la surface cellulaire de LAMP1. Cependant, les résultats obtenus sont 

toujours en cours d’analyse et demandent une validation indépendante du crible. En 

conséquence, ceux-ci ne doivent être interprétés qu’avec précaution. Les listes des gènes dont 

les ARN guides sont significativement enrichis dans les populations triées présentent une forte 

abondance de protéines impliquées dans le trafic intracellulaire. Cela suggère qu’il sera 

possible d’identifier des régulateurs du trafic de LAMP1. De même, ces listes comptent un 

grand nombre de gènes impliqués dans des voies de signalisation. Il sera intéressant d’étudier 
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si certaines de ces voies sont en relation avec les niveaux de LAMP1 à la surface cellulaire 

et/ou avec l’agressivité tumorale. De façon intéressante, les résultats du crible suggèrent un 

lien inattendu entre le système ubiquitine/protéasome et les niveaux de LAMP1 en surface. 

Ce lien fera l’objet d’une étude plus approfondie.
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