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La clathrine est-elle super-
flue pour I'endocytose non
spécifique ?

L’inhibition de la polymérisation de la clathrine sous la
membrane plasmique ralentit d’environ dix fois ’endocyto-
se de transferrine liée a son récepteur, mais n’a pas d’effet
sur ’endocytose non spécifique de fluide et de membrane.
De plus, les vésicules d’endocytose primaires, identifiées
par cytochimie ultrastructurale, ont la méme taille dans les
cellules traitées et les cellules témoins. Deux interprétations
sont proposées. La plus provocante est que la clathrine ne
joue aucun role dans la formation des vésicules d’endocy-
tose primaires des cellules témoins et se limite a y recruter
les récepteurs dont I’endocytose est accélérée. La seconde
est que Pinhibition de la polymérisation de la clathrine dans
les cellules traitées y démasque une machine moléculaire
accessoire, qui ne participe pas a I’endocytose dans les cel-
lules témoins. Dans les deux cas, une nouvelle machine
moléculaire de I’endocytose reste a identifier.

ne caractéristique centrale
de la matiere vivante est la
délimitation de comparti-
ments aqueux par des

recueillies dans un systéme particulier
sont donc susceptibles d’éclairer
I’ensemble de ce trafic.

Dans ce contexte, la formation de

membranes lipidiques [1].
Cette compartimentation atteint un
niveau de complexité remarquable
dans les cellules eucaryotes. La com-
munication par échanges macromolé-
culaires entre les divers comparti-
ments de 'appareil endocytaire et de
I’appareil sécrétoire implique un
intense trafic vésiculaire, dont la
machine moléculaire fait I’objet de
recherches tres actives. Il apparait que
les mémes principes gouvernent les
deux types d’appareils, et que la
machine moléculaire qui les sous-tend
est largement conservée au cours
de I’évolution. Les informations

vésicules endocytaires primaires*
constitue un systéme expérimental
de choix. En effet, au contraire de la
phagocytose qui ne nous intéressera
pas ici, I’endocytose est un phéno-
meéne constitutif permanent durant

* Au sens large, Uendocylose définit la capture vési-
culaire et le ciblage intracellulaire de macromolécules
en solution (pinocytose) ou de particules (phagocyto-
se). Nous utiliserons ici le terme « endocytose » dans
son acception la plus restreinte, a savoir létape
d’entrée de macromolécules dans la cellule, qui cor-
respond a la formation d'une vésicule endocytaire
primaire par invagination de la membrane plas-
naque.
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I'interphase de toutes les cellules
eucaryotes. Son ampleur est considé-
rable: on peut estimer qu’une cellule
«moyenne » capte par endocytose
I’équivalent de son volume chaque
jour et intériorise I'équivalent de sa
surface chaque heure. L’étude expé-
rimentale en est particulierement
commode, car 'acceés des traceurs
endocytaires est immédiat et on peut
recourir a plusieurs types de pertur-
bations empiriques capables de
moduler 'activité endocytaire. Plu-
sieurs molécules auxquelles un roéle
important a été attribué dans I’endo-
cytose sont bien caractérisées et
I'effet de mutations critiques de leur
geéne peut étre précisé. Enfin, il n’est
pas inutile de rappeler I'importance
considérable de I’endocytose en phy-
siologie, en pathologie et en théra-
peutique, voire dans la transition
entre eucaryotes et procaryotes au
cours de I’évolution [2].

La formation d’une vésicule endo-
cytaire primaire implique nécessaire-
ment la séquestration d’une goutte-
lette du liquide extracellulaire. On
appclle endocytose fluide la pénétra-
tion des molécules qui y sont en solu-
tion. La membrane qui délimite cette
vésicule comprend la double couche
lipidique et des protéines de la mem-
brane plasmique. Les traceurs qui se
lient a ces constituants membranaires
de maniére non spécifique sont inter-
nalisés par endocytose adsorptive.
Dans l’endocytose liée aux récep-
teurs, certaines protéines transmem-
branaires et leurs ligands spécifiques
peuvent étre sélectivement rassem-
blés dans les invaginations endocy-
taires tapissées de clathrine, appelées
coated pits ou «puits mantelés» [3].
Les complexes ligand-récepteur y
sont concentrés environ dix fois par
rapport au reste de la membrane
plasmique et leur endocytose en est
accélérée d’autant [4]. Il convient de
rappeler qu’il s’agit la de modalités
pour la pénétration de molécules,
n’impliquant pas nécessairement des
structures subcellulaires distinctes. 11
semble d’ailleurs que pratiquement
toutes les protéines de la membrane
plasmique puissent étre détectées
dans les puits mantelés, y compris
diverses protéines dont I’ancrage se
limite a un lien glycophosphatidyl-
inositol [5, 6].

La concentration des complexes
ligand-récepteur dans les puits man-

telés y a facilité leur localisation ultra-
structurale, tout en attirant l’atten-
tion sur le réseau de clathrine. La
capacité de la clathrine de former un
réseau polygonal dynamique capable
d’incurvation [7], et son association
a une activité ATPasique [8] ont fait
naitre I'idée que le réarrangement
de la clathrine constituait un moteur
de I'endocytose. De plus, on a pu
estimer que l'entrée d’un virus par
les puits mantelés entrainait une
réduction de l’endocytose fluide,
compatible avec le degré d’occupa-
tion des puits par les virus [9]. Le
paradigme selon lequel toute 'endo-
cytose était dépendante de la clathri-
ne s’est donc établi, et c’est ce para-
digme qui sera mis en question ici.

L’'endocytose associée
a la clathrine

La clathrine est un hexamere
(~ 650 kDa) constitué de 3 chaines
lourdes et de 3 chaines légéres, qui
s’assemblent spontanément en triské-
lions [3]. Ceux-ci se disposent sur le
versant cytoplasmique de la membra-
nc plasmique et du réseau transgol-
gien (trans-Golgi network) en un grilla-
ge plan a base d’hexagones. Lors de
I'invagination de la membrane
conduisant a la formation d’un puits
mantelé, le réseau des triskélions
s’incurve par réorganisation partielle
en pentagones et heptagones. La cla-
thrine est reliée au domaine cytoplas-
mique de nombreux récepteurs de
protéines et de quelques autres pro-
téines transmembranaires par des
complexes d’assemblage ou adap-
tines (AP2 sous la membrane plas-
mique, AP sur les bourgeons trans-
golgiens) [10, 11]. Apres leur
formation, les vésicules perdent rapi-
dement leur manteau de clathrine,
sous I'effet d’'une ATPase dépolymé-
risante de 70 kDa, apparentée aux
protéines de choc thermique (uncoa-
ting ATPase [8]).

On estime que les cellules des mam-
miféres possédent au repos entre
1000 et 3000 invaginations et vési-
cules endocytaires recouvertes de cla-
thrine [3], dont le diamétre varie
entre 90 et 300 nm. Le pourcentage
de la membrane plasmique recouver-
te de clathrine a été estimé a ~2 %
[3]. L’endocytose liée aux récepteurs
existe déja chez des unicellulaires tels
les trypanosomes [12], les levures
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[13, 14] et les amibes [15, 16]. La
concentration des récepteurs dans
les puits mantelés est responsable de
leur endocytose particuliérement
efficace; a l'inverse, la délétion du
domaine cytoplasmique du récepteur
de la transferrine, dont l'interaction
avec le systeme AP2/clathrine assure
la concentration sélective dans les
puits mantelés, en rameéne la vitesse
d’endocytose a celle des constituants
non spécifiques de la membrane
plasmique (bulk [-flow Jendocytosis
[4]). Au niveau du réseau transgol-
gien, les puits mantelés sont impli-
qués dans le transport sélectif des
enzymes lysosomiales nouvellement
synthétisées vers les endosomes [17].

L’endocytose
indépendante
de la clathrine

Une série d’observations morpholo-
giques, biochimiques et génétiques
ont été présentées en faveur de I’exis-
tence d’une activité endocytaire indé-
pendante de la clathrine [18]. En
microscopie électronique, certains
ligands telles la toxine du choléra et
la toxine du tétanos, adsorbées sur
des particules d’or colloidal, parais-
sent se rassembler préférentiellement
sur la membrane plasmique dans de
petites invaginations (~50nm de dia-
meétre), non recouvertes de clathrine,
et appelées cavéoles (caveolae; figu-
re 1 (4)). Les toxines seraient inté-
grées par endocytose au niveau de
ces invaginations et transférées dans
les endosomes, ou convergent égale-
ment les constituants endocytés par
la voie dépendante de la clathrine
[19]. Cependant, cette interprétation
doit étre considérée avec prudence,
parce que la formation de vésicules
endocytaires primaires individuelles
a partir des cavéoles n’a jamais été
démontrée [18]. Celles-ci seraient
impliquées dans un mécanisme hypo-
thétique appelé potocytose, qui repo-
se sur un concept distinct de I’endo-
cytose [20]. En outre, les mémes
toxines peuvent étre détectées par
immunomarquage dans les puits
mantelés [21].

Par ailleurs, dans les cellules HEp2,
le diameétre moyen des profils des
vésicules endocytaires primaires non
recouvertes de clathrine (95 nm)
apparait légérement mais significati-
vement inférieur a celui des vésicules
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endocytaires recouvertes de clathrine
(110 nm) [22]. On ne peut cepen-
dant exclure que cette faible diffé-
rence puisse résulter d’une rétrac-
tion inégale sous I'effet du fixateur
hypertonique, les vésicules mantelées
étant stabilisées par leur treillis de
clathrine. La rigidité de ce réseau
prévient en effet la déformation de
leur membrane sous 'effet de la fili-
pine [23].

Endosome

4

O Lysosome

Figure 1. Les diverses structures pro-
posées pour I'endocytose: (1) puits
mantelé; la dépolymérisation de la
clathrine sur la vésicule mantelée
produit une vésicule «nue », (2) inva-
gination endocytaire primaire
dépourvue de clathrine, de taille
comparable a celle des puits mante-
lés [22]; (3) formation d’une vacuole
de macropinocytose; (4) cavéoles,
I'une ouverte, I'autre fermée; leur
participation a I'endocytose est dou-
teuse [18]. Les constituants intériori-
sés par les différentes voies d’entrée
endocytaires peuvent converger
dans les endosomes tubulo-sphé-
riques, d’ou ils peuvent étre recon-
duits a la surface par des tubules
étroits ou de petites vésicules (recy-
clage de membrane et de récepteurs,
régurgitation de fluide), ou étre
transférés aux lysosomes.

L’effet discordant de diverses mani-
pulations expérimentales sur I’endo-
cytose fluide et I'endocytose par
récepteurs a été également interpré-
t¢ comme indiquant I'existence
d’une voie non associée a la clathri-
ne. C’est ainsi que I’endocytose flui-
de peut étre stimulée de 2 a 10 fois
par des facteurs de croissance, des
esters de phorbol, ou des protéines

oncogéniques [18]. Cette stimulation
s'accompagne d’une augmentation
des mouvements membranaires a
type de ruffling (constitution de rides,
d’ondulations), mais n’affecte pas
I’endocytose associée a la clathrine
[24]. Elle résulte, en fait, d’une
induction de la macropinocytose, for-
me particuliéere d’endocytose impli-
quant de grosses vésicules endocy-
taires primaires, souvent recouvertes
d’actine [25]. Dans les cellules épi-
théliales polarisées MDCK, Iactiva-
tion des protéines G hétérotrimé-
riques et l'augmentation de la
concentration en AMPc qui en résul-
te stimulent I’endocytose non spéci-
fique du coté apical, alors que
I’endocytose de transferrine serait,
quant a elle, inhibée [26].

En outre, des perturbations empi-
riques rapides et réversibles, telles
que la déplétion du potassium intra-
cellulaire [27], I'incubation en
milieu hypertonique (28] et I'acidifi-
cation du cytosol [29], inhibent la
polymérisation de la clathrine sous la
membrane plasmique et donc la for-
mation des puits mantelés [27, 28],
ou paralysent leur fermeture en vési-
cules mantelées [29]. Cela se traduit
par une inhibition équivalente de
I’endocytose rapide de ligands qui s’y
concentrent comme la transferrine,
alors que I'accumulation intracellu-
laire de traceurs de I’endocytose flui-
de n’est que partiellement diminuée.
Enfin, il existe des mutants de fibro-
blastes ou I’endocytose fluide est
diminuée de moitié, sans que I’endo-
cytose par récepteurs soit affectée
[30, 31]. Par ailleurs, I’'inactivation
par mutation du gene de la chaine
lourde de la clathrine chez Saccharo-
myces cerevisiae réduit de moitié 'inté-
riorisation du facteur o [13] tandis
que l'endocytose non spécifique de
membrane n’est guere affectée [32].
L’interprétation des effets de la sup-
pression de la clathrine par des ARN
messagers antisens sur I’endocytose
fluide chez Dictyostelium discoideum est
moins claire [15]. Ces perturbations
et mutations suggeérent fortement
I’existence d’une machine molécu-
laire endocytaire, distincte de la cla-
thrine.

Nous avons analysé I’endocytose
indépendante de la clathrine dans
des fibroblastes foetaux de rat en cul-
ture primaire, en utilisant deux per-
turbations empiriques décrites plus
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haut, la déplétion du potassium intra-
cellulaire et l'incubation dans du
NaCl 0,35 M [33]. Il convient de sou-
ligner que les cellules de notre orga-
nisme peuvent étre soumises a ces
deux perturbations. Les cellules rési-
dentes ou de passage dans les
papilles rénales y rencontrent en
effet un milieu qui dépasse 900 mos-
moles chez I'homme, et davantage
chez d’autres especes. Par ailleurs,
la déplétion du potassium intracellu-
laire a été observée dans des cellules
excitables dépolarisées lors de fortes
fievres [34]. Le niveau de déplétion
potassique résultant de I’hyperther-
mie dans des cellules en culture [35]
est compatible avec une interruption
de I'endocytose rapide liée aux
récepteurs [36].

Dans notre travail, ces deux perturba-
tions réduisent de ~90 % la surface et
le volume des invaginations et vési-

cules endocytaires recouvertes de cla-
thrine, et ralentissent d’autant la
vitesse d’intériorisation des com-
plexes transferrine-récepteur formés
a la surface cellulaire. Cette vitesse
est ramenée a ~1 % par minute, ce
qui correspond a celle de I’endocy-
tose non spécifique de membrane
(figure 2A).

En revanche, ces deux perturbations
n’affectent pas du tout la vitesse
d’entrée de membrane, estimée par
I’intériorisation de lipides fluores-
cents (figure 2B). En outre, la vitesse
initiale d’entrée de fluide, estimée
par I'endocytose de peroxydase de
raifort, est inchangée (figure 3A).
Toutefois, les perturbations doublent
la vitesse de régurgitation du fluide
capté, phénomene qui apparait apres
5 minutes de capture, et se traduit
par un ralentissement de la vitesse
d’accumulation intracellulaire apres
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 Figure. 2. Au contraire de I'endocyto-

se rapide de la transferrine, I'interna-
lisation non spécifique de membrane
ne dépend pas de la formation de
puits mantelés. A. Flux endocytaire
lié aux récepteurs. Cette figure décrit
l'internalisation de transferrine (pre-
miére heure, pulse, traits continus) et
son recyclage (deuxieme heure, cha-
se, traits discontinus) dans des fibro-
blastes de rat en culture primaire en
conditions témoins (traits et sym-
boles bistres) ou aprés inhibition de
la formation des puits mantelés par
déplétion potassique (traits et sym-
boles rouges). Les résultats sont
exprimés par le rapport entre le
ligand intracellulaire (résistant a la
digestion a 4°C par la pronase) et le
ligand lié a la surface (sensible a cet-
te digestion). B. Flux endocytaire de
lipides membranaires. Cette figure
compare le sort du C6-NBD-glucosyl-
céramide, un dérivé lipidique fluo-
rescent qui s’insére dans le feuillet
externe de la membrane plasmique,
dans des fibroblastes témoins (traits
et symboles bistres) ou appauvris en
potassium (traits et symboles
rouges). La premiére heure étudie la
vitesse d’intériorisation a 37 °C (traits
continus), mesurée par la fraction de
la sonde fluorescente qui devient
résistante a l'extraction en surface
par de I'albumine. Aprés une heure,
les cellules sont réincubées dans un
milieu dépourvu de la sonde et char-
gé en albumine, pour étudier le recy-
clage (traits discontinus). (Adapté de
[33])

cet intervalle. Si I'on additionne les
vitesses d’accumulation et de régurgi-
tation, les bilans de I'’endocytose flui-
de sont identiques dans les cellules
traitées et les cellules témoins. On
peut expliquer I'accélération de la
régurgitation par une inhibition du
transfert de fluide des endosomes
aux lysosomes (figure 3B, C ).

L’absence d’effet des perturbations
sur le flux endocytaire de fluide et de
membrane prédit que le diametre et
I’abondance des vésicules endocy-
taires primaires ne sont pas affectés.
La distribution de taille des vésicules
endocytaires primaires est effective-
ment inchangée (figure 4), et permet
en outre d’exclure les cavéoles et les
structures macropinocytaires comme
équivalent structural de la voie indé-
pendante de la clathrine observée
dans les fibroblastes traités.
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Figure 3. L’endocytose fluide est indépendante de la formation de puits
mantelés, mais la régurgitation est accélérée par la déplétion potassique. A.
Cinétique. L’endocytose est mesurée par I'accumulation intracellulaire de
peroxydase de raifort (traits continus). Le ralentissement de cette accumula-
tion apres 5 min de capture suggeére une régurgitation partielle, plus mar-
quée apres déplétion potassique (symboles rouges) que dans les conditions
témoins (symboles bistres). Cette interprétation est confirmée par la mesure
du relargage de la peroxydase dans le milieu de culture (traits discontinus).
La somme de la vitesse d’accumulation et de régurgitation apres 5 min
rejoint la vitesse d’accumulation initiale. (Adapté de [33].) B. Fractionnement
subcellulaire, marqueurs endocytaires. Distribution en gradient de densité
des endosomes (chargés en '%I-transferrine) et des lysosomes (contenant la
N-acétyl-B-hexosaminidase), identique dans les cellules contréles et appau-
vries en potassium. C. Fractionnement subcellulaire, traceur de I'endocytose
fluide. La distribution de la peroxydase captée pendant une heure recouvre
essentiellement celle des lysosomes dans les cellules témoins et celle des

endosomes dans les cellules traitées.

Nature de I'endocytose
indépendante
de la clathrine

Ces résultats nous ameénent a reconsi-
dérer la nature de 'endocytose indé-
pendante de la clathrine, et a poser
les questions suivantes sur la machine
moléculaire qui la sous-tend.

(1) L’endocytose indépendante de la
clathrine, qui définit une propriété
mise en évidence dans des cellules
soumises a une perturbation sévere,
correspond-elle a une structure fon-
damentalement distincte des puits
mantelés, mis a part le recouvrement
de clathrine?

(2) La clathrine participe-t-elle acti-
vement au processus d’invagination
et de fermeture des puits mantelés,
comme il est communément admis
(premiere hypothése) ou sa fonction

se limite-t-elle a y recruter les pro-
téines transmembranaires capables
d’interaction spécifique avec les
adaptines (seconde hypothése) ?

(3) Dans la premiére hypotheése,
quelle serait la machine moléculaire
accessoire de 'endocytose, en réserve
dans les cellules témoins et démas-
quée par les perturbations, et com-
ment serait-elle réglée pour compen-
ser les défaillances de la premiére de
maniere assez précise? Faut-il invo-
quer un recrutement accéléré d’une
protéine Rab [37]? Dans la seconde
hypotheése, quelle serait la véritable
machine moléculaire de I'endocy-
tose ?

(4) Finalement, les invaginations
endocytaires couvertes et non cou-
vertes de clathrine coexistent-elles en
I'absence de perturbations, et dans
quelles proportions?

I
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Un avantage pour la cellule a possé-
der plusieurs portes d’entrée indé-
pendantes serait I’endocytose sélecti-
ve et différentielle de certains
constituants, reconnus par des
machineries de rétention distinctes.
On pourrait alors considérer que
I’endocytose dépendante de la cla-
thrine, spécialisée dans le rassemble-
ment et I'intériorisation de ligands
physiologiques tels que la transferri-
ne, diverses lipoprotéines, des fac-
teurs de croissance ou des immuno-
globulines, joue un role essentiel
dans la nutrition et la multiplication
cellulaires, ainsi que dans I'immunité
antimicrobienne. De son coOté,
I’endocytose indépendante de la cla-
thrine pourrait assurer la rentrée
dans la cellule d’autres constituants
de la membrane plasmique, tels que
des pompes, canaux ou transpor-
teurs, ou divers intermédiaires des
systemes de signalisation transmem-
branaire, et contribuer ainsi a la
régulation de la physiologie cellulai-
re. De plus, ces modes de rassemble-
ment et d’entrée distincts pourraient
conduire a des destinations intracel-
lulaires différentes.

Toutefois, on n’a identifié a ce jour
de maniére certaine aucun marqueur
spécifique d’une endocytose indépen-
dante de la clathrine, qui implique-
rait des structures de méme taille que
celle des puits mantelés. Au contraire,
pratiquement tous les constituants
membranaires sont détectables dans
les puits et vésicules mantelées, si on
les y recherche soigneusement [4,
21]. Enfin, des travaux suggérant
I’existence de ces deux types d’endo-
cytose montrent également que les
constituants intégrés par endocytose
par ces différentes structures conver-
gent rapidement vers les mémes
endosomes [38].

En revanche, on admet plus aisément
I’existence de deux machines molécu-
laires distinctes, I’'une en réserve de
I’autre, au vu des nombreuses obser-
vations ou l’invalidation (knock out)
d’un géne n’a pas entrainé de modifi-
cation du phénotype (premiére hypo-
thése). On se doit aussi de considérer
la seconde hypothese, certes plus pro-
voquante, selon laquelle la clathrine
ne fait pas partie de la véritable
machinerie moléculaire de I’endo-
cytose. Celle-ci dépendrait d’une
autre machine moléculaire encore
inconnue, qui déclencherait I'invagi-
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nation et conduirait a la formation
des vésicules endocytaires primaires.
Dans ce cas, il ne faudrait plus utiliser
les termes d’endocytose dépendante
ou indépendante de la clathrine,
mais bien ceux d’endocytose, d’inva-
ginations et de vésicules associées ou
non associées a la clathrine.

Les deux interprétations rendent
bien compte de nos observations et
de celles de la littérature. Les pertur-
bations empiriques n’affectent pas les
flux endocytaires non spécifiques de
fluides et de membrane, ni la taille
des vésicules endocytaires primaires,
mais bloquent I’endocytose rapide de
transferrine, réduite a la vitesse de
I'endocytose non spécifique de mem-
brane. En effet, des récepteurs dont
la séquence d’intériorisation rapide a
été tronquée sont toujours détectés
dans les puits mantelés, méme s’ils
sont intégrés par endocytose dix fois
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moins vite [4]. Elles expliquent aussi
pourquoi I'incubation d’hépatocytes
de rat en milieu hypertonique, qui
bloque la formation des puits mante-
lés, ralentit de dix fois I'endocytose
liée aux récepteurs sans affecter
I’endocytose fluide [39]. Cette obser-
vation avait été initialement interpré-
tée en faveur de I'existence de deux
voies endocytaires distinctes, 'une
dépendante de la clathrine et respon-
sable de I'endocytose liée aux récep-
teurs, 'autre indépendante de la cla-
thrine, responsable de I’endocytose
fluide. Une telle interprétation négli-
ge la contribution nécessaire des puits
mantelés a I’endocytose fluide, sauf si
la taille ou I'abondance des vésicules
endocytaires primaires indépendantes
de la clathrine est largement supé-
rieure a celles des puits mantelés.

Si la machine moléculaire de I’endo-
cytose n’est pas la clathrine, ou s’il

Figure. 4. Les vésicules endocytaires
primaires formées par les puits man-
telés et non mantelés ont la méme
taille. Des fibroblastes témoins (A, C,
trait fin noir) ou appauvris en potas-
sium (B, C, trait rouge) sont incubés
pendant ~15 s en présence de per-
oxydase, qui est ensuite révélée par
cytochimie. A, B. Aspect ultrastructu-
ral. La fleche indique le manteau de
clathrine en (A) et son absence en
(B). Les barres représentent 100 nm.
L’astérisque recouvre la membrane
plasmique en coupe tangentielle (cli-
chés réalisés en collaboration avec le
Pr A. Kiss). C. Distribution de taille
des particules. Celle-ci est dérivée de
la distribution de taille des profils
dans les coupes par la transforma-
tion de Wicksell. (Adapté de [33].)

existe en permanence une machine-
rie accessoire vicariante, rien
n’exclut la coexistence d’invagina-
tions endocytaires recouvertes ou
non de clathrine dans les mémes cel-
lules et il n’y aurait rien de surpre-
nant a voir les deux types de vésicules
fusionner avec les mémes endosomes
[19, 38].

Quelle pourrait étre cette machine
moléculaire? On sait que la forma-
tion des puits et vésicules mantelés
dépend de nombreux facteurs cyto-
soliques, dont I’ATP, le GTP, et
diverses protéines liant le GTP [40].
Parmi ces derniéres, on a identifié la
dynamine, 'ARF et des protéines G
hétérotrimériques sensibles a I'ion
AlF, _, mais il est encore trop tot pour
en préciser les roles respectifs et leur
mode d’interaction (m/s n°3, vol. 10,
p. 364). Le cas de la dynamine semble

particuliéerement intéressant. Cette m—
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protéine est affectée de manieére
thermosensible par la mutation shibi-
re chez Drosophila melanogaster (41,
42]. La mutation inhibe I’épincage
du collet des puits mantelés ou la
dynamine se concentre [43, 44]. Au
niveau des jonctions neuro-muscu-
laires, le blocage de I’endocytose
interrompt le recyclage des consti-
tuants des vésicules synaptiques et se
traduit par la paralysie des droso-
philes. L’endocytose fluide est égale-
ment ralentie dans les cellules du
mutant shibire [45]. Toutefois, dans
des cellules transfectées surexpri-
mant une dynamine inactivée par
mutation du site de liaison du GTP,
I'endocytose rapide de transferrine
est bien inhibée, mais I'endocytose
fluide n’est pas aftectée [46].

Une autre piste intéressante est celle
des lipides membranaires. Les amino-
phospholipides membranaires pré-
sentent une asymétrie transversale,
induite par une translocase dépen-
dant de 'ATP. Le transfert d’une
faible fraction de la phospha-
tidylsérine et de la phosphatidyl-
¢thanolamine du feuillet interne vers
le feuillet externe suffirait a provo-
quer I'invagination de la membrane
plasmique [47]. Cependant, la rapi-
dit¢ de la diffusion latérale des
lipides membranaires (correspon-
dant a ~1 pm.s™') requiert en outre
une stabilisation locale de ces invagi-
nations. Cette fonction pourrait étre
assurée par des protéines comme les
annexines, qul interagissent etroite-
ment avec les phospholipides mem-
branaires et dont certaines peuvent
régler I'activité de I'appareil endo-
cytaire [48]. Enfin, des inositolpoly-
phosphates (IP2, IP4, IP5 et IP6)
peuvent se lier a 'extrémité amino-
terminale de la sous-unité o. des AP2
et inhiber I'assemblage des triské-
lions sur les puits mantelés [49].

La place dans la machine moléculai-
re de 'endocytose, laissée vacante ou
partagée par la clathrine, peut ainsi
étre convoitée par de nombreux pré-
tendants. On suivra donc avec intérét
I’analyse de mutants de la levure
défectifs pour I'endocytose fluide et
I’endocytose par récepteurs [14,
16] W

Summary
Is clathrin required for bulk endo-
cytosis ?

Key features of clathrin-associated
endocytosis are outlined, and cur-
rent evidence in favor of clathrin-
independent endocytosis and of its
structural counterpart(s) is revie-
wed. We next summarize our
recent observations on clathrin-
independent endocytosis in prima-
ry cultures of rat foetal fibroblasts,
using two reversible inhibitors of
the formation of endocytic cla-
thrin-coated pits. Severe inhibition
of clathrin polymerization at the
plasma membrane slows down
receptor-mediated endocytosis of
transferrin by ten-fold, without
affecting bulk-flow endocytosis of
fluid and membrane. Furthermo-
re, the size of primary endocytic
vesicles, identified by ultrastructu-
ral cytochemistry, is the same in
control and treated cells. Two
interpretations are offered. The
most provocative one proposes
that clathrin plays no role in the
formation of primary endocytic
vesicles, and is only required to
concentrate receptors in endocytic
pits, accelerating thereby internali-
zation of ligand-receptor com-
plexes. In the second interpre-
tation, inhibition of clathrin
polymerization unmasks an acces-
sory molecular machinery, which is
not operating under control condi-
tions. In both cases, another endo-
cytic molecular machinery is requi-
red and remains to be identified.
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