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Tri sélectif
et recyclage

Wntless et le retromer,
deux acteurs clés
de la signalisation WNT

> La signalisation entre cellules est un processus

central dans la formation des organismes multi- Grégoire Michaux, Roland Le Borgne

cellulaires, et toute voie de signalisation requiert
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le tri et ’adressage corrects non seulement des

récepteurs, mais aussi des ligands. Au cours des 6. Michaux :

équipe Avenir Inserm.
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dernieres décennies, des cribles génétiques réali-

&

sés chez C. elegans et la drosophile ont largement

contribué a I'identification du r6le du transport
intracellulaire dans la communication intercel-
lulaire. Dans cette revue, nous discutons les tra-
vaux qui ont conduit a I’identification de Wntless,
un récepteur de tri requis pour la sécrétion de
WNT, et du retromer, un complexe protéique qui
permet le recyclage de Wntless des endosomes
vers |le réseau trans-golgien. <

Atrticle disponible sur le site h

Les glycolipoprotéines WNT appartiennent a une famille
de molécules de signalisation sécrétées et conservées
au cours de I’évolution depuis I'anémone de mer [1]
jusqu’a ’homme. Les WNT participent a de multiples
événements, non seulement tout au long du dévelop-
pement, en controlant la prolifération cellulaire, la
morphologie, la motilité et I'acquisition d’identité,
mais aussi dans "homéostasie des tissus adultes en
assurant par exemple le maintien de cellules souches.
Les WNT sont sécrétées par les cellules productrices et
agissent en qualité de morphogénes a distance de la
source (Figure 1A). Comme toute voie de signalisation a
distance, la voie WNT peut étre découpée en quatre éta-
pes essentielles : la sécrétion du signal, son transport,
sa réception et sa transduction dans la cellule cible.
La réception du signal et la cascade de signalisation
dans les cellules cibles ont été trés largement étudiées
et bien décrites au cours des vingt derniéres années [?2,
3]. Plus récemment, la diffusion du signal requise pour
la formation du gradient de morphogéne a commencé a
étre disséquée [4]. Enfin, c’est au cours des derniéres
années qu’il a été montré que la voie de sécrétion des
WNT est finement régulée par des glycosylations et
des acylations, ces derniéres étant strictement requi-
ses pour la sécrétion, la propagation et I'activité de
signalisation des WNT [5]. Un modéle propose que les

M/Sn° 6-7, vol. 25, juin-juillet 2009

et développement de Rennes,
CNRS UMR 6061-Faculté

de médecine, CS 34317,

2, avenue

du Professeur Léon Bernard,
35043 Rennes Cedex, France.
gmichaux@univ-rennesl.fr

roland.leborgne@univ-rennesl.fr

lipidations pourraient servir de signal d’adressage de
WNT dans les vésicules de sécrétion en route pour des
microdomaines spécialisés de la membrane plasmique
et/ou a I'incorporation des WNT dans des particules
lipoprotéiques (pour revue, [6]). €n accord avec ce
modele, les lipoprotéines pourraient étre des véhicules
de propagation des WNT a distance de la source pour
former un gradient [7]. Toutefois, les démonstrations
expérimentales de ces hypotheses de travail manquent
encore. Mais on peut imaginer que de telles modifica-
tions ou qu’'un adressage particulier de WNT au cours
de sa sécrétion nécessitent I'implication de nouveaux
facteurs encore récemment inconnus. Ainsi, comprendre
les mécanismes impliqués dans la sécrétion des WNT et
identifier les compartiments intracellulaires par les-
quels transitent les WNT avant leur sécrétion est d’un
intérét primordial.

Wntless et le retromer
sont requis pour la signalisation WNT

Une série d’articles publiés entre 2006 et 2008 par des
équipes travaillant sur C. elegans, la drosophile et ’homme
ont montré que la sécrétion du signal EGL-20/Wingless/
Wnt (différents noms d’un des WNT dans ces organismes
respectifs) requiert I'intervention d’une protéine a plu-
sieurs domaines transmembranaires conservée au cours
de I’évolution jusqu’a I’homme et appelée Wntless/€vi/
Sprinter chez la drosophile [8-10] et MOM-3/MIG-14 chez
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le nématode [11, 12]. Pour des raisons de simplification, nous ferons réfé-
rence, dans cette revue, a Wntless et WNT. Chez les mutants pour Wntless,
WNT s’accumule dans la cellule productrice et sa sécrétion est bloquée.
De fagon surprenante, WNT s’accumule également a I'intérieur des cel-
lules émettrices en I"absence du retromer, un complexe impliqué dans le
recyclage entre la voie d’endocytose et le réseau trans-golgien(TGN) [11-
16]. Ceci suggere que Wntless et le retromer font partie d’une machinerie
requise pour la sécrétion de WNT, machinerie conservée chez le nématode,
la drosophile et les mammiféeres. Les travaux publiés en 2008 par cing
équipes démontrent de fagon concluante la connexion entre I'activité de
Wntless et celle du retromer, en montrant en particulier que le retromer est
nécessaire au recyclage de Wntless [11-13, 15, 16]. Ces articles démon-
trent par ailleurs que Wntless est un récepteur de tri intracellulaire.

Le retromer a été initialement identifié chez la levure comme étant
requis pour le routage intracellulaire des hydrolases vacuolaires [17].
Il s’agit d’un complexe protéique de cing sous-unités, Vps5p, Vpsl7p,

Vps26p, Vps29p et Vps35p, conservées jusqu'a I’homme
[18]. Chez la levure, le retromer est composé de deux
sous-complexes : le premier inclut Vps5p et Vpsl7p, et
sert ainduire la force mécanique nécessaire au bourgeon-
nement des vésicules de transport. Le second sous-com-
plexe composé de Vps26p-Vps29p-Vps3bp est impliqué
dans la reconnaissance des cargos a transporter. Ce
complexe fonctionne dans le transport rétrograde de
protéines et (peut-étre) de lipides vers le réseau TGN.
Ainsi, chez la levure, le retromer promeut le recyclage
de VpslO0p, le transporteur des hydrolases vacuolaires
solubles, depuis les endosomes prévacuolaires jusqu’au
TGN [17]. Ce transport rétrograde permet de réutiliser le
récepteur de tri Vps10 pour plusieurs cycles de transport
des hydrolases vacuolaires. Cette fonction du retromer
semble étre conservée au cours de I’évolution car dans
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Figure 1. Réle de Wntless et du retromer
dans la sécrétion de WNT. A. Représentation
schématique du gradient de WNT. WNT est
une glycolipoprotéine qui agit en qualité de
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distance de la source, ce qui conduit a des

différences parfois subtiles mais essentiel-
~ les, a la fois pour le répertoire et le niveau
d’expression des genes cibles de la voie WNT.
Ces propriétés indiquent que WNT est un mor-
phogene. Dans les cellules épithéliales du dis-
que imaginal larvaire de drosophile, WNT est
majoritairement adressé et sécrété a la face
apicale, bien qu’il existe aussi une fraction de
WNT au pdle basolatéral. Cette fraction n’est
pas représentée sur la figure pour des raisons
de simplification. B. Modéle pour le transport
intracellulaire de Wntless. Dans la cellule
sécrétrice, le facteur WNT est synthétisé dans
le réticulum endoplasmique (RE) ol il subit
des modifications lipidiques (non représenté).
Du RE, il transite dans I'appareil de Golgi pour
y étre glycosylé avant d’atteindre le réseau
trans-golgien (TGN). Le récepteur de tri Wnt-
less est nécessaire pour la sécrétion de WNT a
partir du TGN. Aprés apparition a la membrane

plasmique, Wntless est recyclé vers le TGN en

passant successivement par des endosomes précoces puis des endosomes tardifs. Dans ces endosomes, Wntless subit un tri pour étre soit recyclé

via le retromer, soit dégradé dans les lysosomes en I’absence du retromer. Le mode de propagation de WNT glycosylé et acylé aprés sécrétion

demeure une question tres débattue dans le domaine.

M/Sn® 6-7, vol. 25, juin-juillet 2009



les cellules de mammiferes en culture, le retromer régule
le transport rétrograde des récepteurs aux hydrolases
lysosomiales, depuis les endosomes jusqu’au TGN. Le
retromer assure donc des fonctions essentielles pour la
physiologie cellulaire.

Chez le nématode, la perte de fonction du retromer induit
des phénotypes restreints observables dans la partie
postérieure de I"animal, et similaires a ceux qu’entraine
une altération de la voie de signalisation WNT [14, 19].
On observe notamment une inversion de polarité dans la
migration antéro-postérieure de certains neurones [14]
et I’extension asymétrique de prolongements neuronaux
[19]. Des études de mosaicisme (voir Glossaire) ont
montré que le retromer était spécifiquement requis dans
les cellules qui sécretent WNT. Ce signal est sécrété dans
la partie postérieure de I’animal et forme un gradient qui
s’étend jusqu’a la moitié antérieure du vers. €n I’absence
du retromer, le gradient de WNT est considérablement
réduit, ce qui indique que le retromer est nécessaire pour
la formation de ce gradient. Le rdle du retromer dans la
sécrétion de WNT a ensuite été confirmé chez la droso-
phile : les mutations qui affectent Vps35 induisent une
importante réduction du niveau d’expression de Wntless
[13] et une baisse sensible de la sécrétion de WNT dans
les disques imaginaux alaires en développement [15,
16]. Une différence notable entre ces deux organismes
modeles est que chez la drosophile la perte de fonction
du retromer induit une létalité larvaire [16].

Sites d’action du retromer et de Wntless

La perte de fonction du retromer conduit a la dégra-
dation de Wntless, et la signalisation WNT est rétablie
par simple surexpression de Wntless dans les cellules
mutantes pour Vps35 [16]. Ces résultats indiquent que
le retromer est requis pour stabiliser Wntless. Afin de
comprendre le mécanisme de cette stabilisation, le trafic
de Wntless a été étudié dans des cellules normales ou des
cellules dans lesquelles le retromer et/ou la machinerie
d’endocytose (le complexe adaptateur de la clathrine
AP-2, la dynamine, ou Rab5) étaient perturbés. La
conclusion de ces études est que Wntless prend en charge
WNT au niveau du TGN jusqu’a la membrane plasmique.
Wntless est ensuite internalisé via AP-2 et la clathrine, et
transite dans les endosomes précoces, puis tardifs. Dans
ces compartiments endosomiaux, le retromer promeut le
transport rétrograde de Wntless a partir des endosomes
jusqu’au TGN, I’empéchant ainsi de rejoindre la voie de
dégradation lysosomiale (Figure 1B).

La perte de fonction de Rab5 ou de la dynamine entraine
la relocalisation et la stabilisation de Wntless a la mem-
brane plasmique. Ceci suggére qu’une fraction de Wntless
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est dégradée apres internalisation. Toutefois, I'incubation de cellules
humaines en culture avec des anticorps dirigés contre Wntless a pour
résultat I’adressage des anticorps dans I’appareil de Golgi, un processus
bloqué par I'inactivation de Vps35. Ceci démontre clairement qu’une
autre fraction de Wntless est prise en charge par Vps35 pour échapper a
la dégradation et étre adressée au TGN pour un autre cycle de transport
de WNT. Les expériences par microscopie optique [11, 12, 15] et immuno-
marquage en microscopie électronique [15] confirment qu’une fraction
de Wntless se localise dans les lysosomes, et que cette localisation est
considérablement augmentée dans les cellules mutantes pour Vps35. Les
études dans différents types cellulaires ont montré, par co-immunopré-
cipitation, I’existence d’une interaction entre Wntless et Vps35 [13, 15].
Ensemble, ces résultats suggerent que Vps35 pourrait directement pro-
mouvoir I'incorporation de Wntless dans des vésicules destinées au TGN.
Ainsi, la fonction du retromer dans le routage intracellulaire de Wntless
pourrait étre identique a sa fonction dans le transport rétrograde des
récepteurs des hydrolases acides des endosomes vers le TGN (Figure 1B).
Toutefois, le compartiment endosomal a partir duquel Wntless est séparé
de la voie de dégradation n’a pas été précisément caractérisé.

Réle de WNT dans le trafic intracellulaire de Wntless

Une observation importante réalisée par Port et ses collégues montre
que la perte de fonction du retromer n’affecte la stabilité de Wntless que
dans les cellules exprimant WNT [16]. Ceci suggere qu’en I’absence de
WNT, Wntless n’effectue pas ou peu de cycles, le rendant donc insensible
a la perte du retromer. On peut alors émettre I"hypothese que Wntless
est une protéine résidente du TGN en I’absence de WNT. La liaison de
WNT a son récepteur de tri, c’est-a-dire Wntless, pourrait déclencher son
«activation », par analogie avec 'activation d’un récepteur de surface
par son ligand. Mais au lieu d’induire une endocytose, il s’agirait d’une
sécrétion. Topologiquement, le ligand et son récepteur de tri, ou récep-
teur de signalisation, auraient le méme comportement. Cette hypothése
pourrait étre testée en analysant de fagon plus approfondie la locali-
sation de Wntless en présence ou en I'absence de WNT, ainsi qu’en iden-
tifiant les résidus impliqués dans une éventuelle rétention dans le TGN.
€n tout état de cause, cette observation souléve I'intéressante question
d’une régulation du trafic intracellulaire d’un récepteur de tri par son
cargo.

Wntless, seulement un récepteur de tri pour WNT ?

Tous les travaux mentionnés démontrent clairement que Wntless est
un récepteur de tri de WNT dans le TGN. Il est envisageable que Wntless
puisse également avoir d’autres activités telle qu’'une modification post-
traductionnelle de WNT requise pour sa propagation et/ou un adressage
particulier de WNT vers un compartiment intracellulaire nécessaire a la
sécrétion de WNT. Une possibilité serait le ciblage dans un compartiment
endocytique spécifique ol il est postulé que WNT puisse étre incorporé
a des particules lipoprotéiques, un des véhicules proposés pour la pro-
pagation des WNT [7]. La réponse & ces questions est inconnue et, plus
particulierement, la localisation intracellulaire de WNT en I’absence
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de Wntless est mal caractérisée. Chez la drosophile, WNT s’accumule
dans un ou plusieurs compartiments intracellulaires dont "appareil de
Golgi (post-réticulum endoplasmique) en I’absence de Wntless [8, 16].
Uinactivation de Wntless dans des cellules humaines en culture prévient
non seulement la sécrétion de WNT mais aussi sa détection a la surface
des cellules [8]. Ces observations démontrent que Wntless est impliquée
dans le transport intracellulaire de WNT jusqu’a la membrane plasmique.
Dans les épithéliums de drosophile, certaines données suggerent que
WNT serait préférentiellement adressé au pdle apical [20], bien qu’un
adressage au péle basolatéral coexiste [20, 21]. Dans les mutants
Wntless, on trouve WNT dans toute I’épaisseur de la cellule [9]. Bien que
ces résultats puissent indiquer que Wntless pourrait étre requise pour la
localisation apicale de WNT, ils pourraient tout aussi bien étre secon-
daires a "accumulation de WNT dans la cellule sécrétrice. Une analyse
par marquage immunologique en microscopie électronique s’avererait
précieuse pour déterminer la localisation de WNT le long de I"axe apico-
basal en présence et en absence de Wntless. Aussi, s’il est clair que Wnt-
less est essentiel pour la sécrétion de WNT, sa fonction précise (simple
récepteur de tri ou role plus complexe) nest pas encore définie.

.....

Une question sous-jacente a ces travaux est de savoir si Wntless est
requise exclusivement pour la sécrétion de WNT ou si c’est un facteur
générique important pour la sécrétion en général. La sécrétion et la
propagation de Hedgehog (Hh), un second type de morphogéne modi-
fié par I'agjout de groupements de lipides, et qui pourrait également
étre empaqueté sur des particules lipoprotéiques, ne sont pas affec-
tées par la perte de fonction de Wntless [8]. De méme, des protéines
sur lesquelles est ajouté un signal peptide sont sécrétées correctement
[8]. €nfin, la fonction de Wntless est seulement requise dans les cel-
lules exprimant WNT, ce qui démontre que de nombreux événements de
sécrétion se déroulent normalement en "absence de Wntless [8, 12].
A moins d’évoquer une hypothétique redondance fonctionnelle pour
les glycoprotéines autres que les WNT, ou d’imaginer qu’il puisse exis-
ter un mécanisme compensatoire, ces résultats suggerent fortement
que Wntless n’exerce pas de r6le général dans la voie de sécrétion
des glycoprotéines. €n revanche, ces travaux soulévent la question
de I'existence de récepteurs de tri pour d’autres molécules sécré-
tées. En d’autres termes, Wntless est peut-étre le membre fondateur
d’une nouvelle famille de protéines spécifiquement requises pour la
sécrétion de glycoprotéines telles que WNT, Hh ou TGF (transforming
growth factor [3). €n particulier, on peut se demander si la protéine
transmembranaire Dispatched qui est requise pour la sécrétion de Hh
[22] est un récepteur de tri comme Wntless.

La situation est clairement différente pour le retromer. £n effet, celui-ci
est impliqué dans le transport rétrograde des récepteurs des hydrolases
acides, fonction conservée de la levure aux mammiferes. Aussi peut-
on considérer que cette fonction est probablement conservée chez
le nématode et la drosophile, méme si aucun défaut de dégradation
lysosomiale n'a été observé suite a la perte de fonction de Vps35 chez
ces organismes. Des mécanismes moléculaires compensatoires assu-
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rent probablement la fonction lysosomiale en I'absence
du retromer [23]. Une autre fonction du retromer a été
proposée par le groupe de K. 0’Cane. €n effet, Vps35p a
été isolée dans un crible d’interférence ARN fait a partir
de cellules de drosophile en culture et visant a identifier
de nouveaux régulateurs de I’endocytose déclenchée par
des récepteurs [24]. Vps35p contrdlerait la polyméri-
sation de I'actine via la petite GTPase Racl, et pourrait
ainsi déclencher ’endocytose de nombreux récepteurs.
Une question importante est de savoir si cette activité
de Vps3bp requiert les autres sous-unités du retromer.
Dans le cas contraire, Vps35p cumulerait deux fonctions
distinctes, comme c’est le cas pour des protéines du
complexe ESCRT-II fonctionnant d’une part dans la bio-
genése des endosomes tardifs, et d’autre part dans la
localisation d’ARNm dans I"ovocyte de drosophile [25].
Enfin, le retromer régule également la transcytose du
récepteur des immunoglobulines polymériques dans les
cellules épithéliales [26], ainsi que Iadressage polarisé
d’un transporteur de I'auxine chez les plantes [27]. La
question de savoir si ces fonctions du retromer impli-
quent le transport rétrograde ou s’il s’agit de nouvelles
fonctions reste en suspens.

Conclusion

Ces études sont une des plus belles démonstrations de
la nécessité d’utiliser des systémes modeles tres divers.
C’est en effet la combinaison d’approches de biologie
cellulaire chez la levure et les cellules de mammiféres
d’une part, et de génétique chez le nématode et la dro-
sophile d’autre part, qui a conduit a une vue générale
du role de Wntless et du retromer dans la régulation de
la voie WNT. Les questions les plus importantes a résou-
dre désormais concernent la fonction exacte de Wntless
durant la sécrétion: comment et dans quel comparti-
ment WNT interagit avec Wntless, ainsi que I’existence
potentielle de récepteurs de tri pour d’autres cargos.

€nfin, la voie WNT est cruciale pour maintenir la balance
entre la prolifération et la différenciation tout au long
de la vie embryonnaire et adulte. De fagon surprenante
de prime abord, il n’y a pas d’exemple connu de muta-
tion ou d’amplification génique codant les ligands WNT
ou les récepteurs associés a des cancers. €n revanche,
plusieurs composants de la voie de signalisation WNT tels
APC (adenomatous polyposis coli) et B-caténine sont
clairement impliqués dans la carcinogenése. A la vue des
travaux récents, il est envisageable que des mutations,
délétions, translocations et/ou amplification des genes
codant les différentes sous-unités du retromer et de
Wntless puissent étre associées a des pathologies liées
aux WNT tels que des cancers et I’holoprosencéphalie. ¢



SUMMARY
Sorting, recycling and WNT signaling:
Wntless and retromer functions

Cell-cell signaling is essential for the development of multi-cellular

organisms. Indeed, membrane traffic is required for the correct sorting
and function of receptors and ligands. In the past decades, many gene-

tic screens performed in C. elegans and Drosophila have been crucial to
identify the role of intracellular traffic in signaling. In this review, we

discuss recent work that led to the identification of Wntless, a sorting
receptor for WNT, and of the retromer, a protein complex required for

the recycling of Wntless from endosomes to the trans-Golgi network. ¢
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GLOSSAIRE

Morphogene : un morphogéne est une protéine dont la
fonction est de produire un gradient de concentration
extracellulaire. Ce gradient a pour role de donner une
information de position et d’induire différents types
cellulaires le long du gradient.

Mosaicisme ou analyse clonale : chez la drosophile : ana-
lyse d’un clone de cellules portant une mutation létale
dans un organisme hétérozygote pour la mutation. Cette
technique permet d’analyser chez "adulte la fonction
de produits de geénes dont la perte de fonction entraine
une létalité précoce au cours du développement. Chez
C. elegans, cela consiste le plus souvent en I’expression
de la protéine sauvage dans certaines cellules, seule-
ment dans le contexte d’un animal mutant. Cela permet
d’identifier par exemple les cellules ou une protéine
donnée doit étre exprimée pour sauver le phénotype
mutant.

Clone de cellules : groupe de cellules de méme génotype
(issues d’un méme fondateur), au sein d’un individu de
génotype différent (par exemple : -/- au sein de +/-).
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