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NOUVELLE

La V-ATPase : un senseur
de pH controlant la fusion

membranaire

Nicolas Morel!, Sandrine Poéa—Guyonl, Mohamed-Raafet Ammar?,

Nicolas Vitale?

ATPases a protons vacuolaires

et exocytose régulée des vésicules
synaptiques

Les ATPases a protons vacuolaires
(V-ATPases) accumulent des protons
dans de nombreux compartiments intra-
cellulaires tels que le réseau trans-
Golgi (trans-Golgi network), les endo-
somes, les lysosomes et les vésicules de
sécrétion ou les vésicules synaptiques.
L'acidification de ces organites est
nécessaire a une multitude de proces-
sus biologiques (maturation, adressage
ou recyclage de nombreuses protéines
membranaires notamment) ainsi qu’au
remplissage en médiateurs des vésicules
de sécrétion et des vésicules synap-
tiques. La V-ATPase est constituée d’une
quinzaine de sous-unités différentes
organisées en un domaine membranaire
V0 qui transporte les protons, et un
domaine cytosolique V1 portant I'ac-
tivité ATPasique. Ces deux domaines
peuvent se dissocier de fagon réversible,
inactivant I’enzyme et démasquant V0.
Le processus qui conduit a la libéra-
tion des médiateurs contenus dans les
vésicules de sécrétion ou les vésicules
synaptiques, appelé exocytose régulée,
se déroule en plusieurs étapes. Les vési-
cules sont d’abord amarrées a la mem-
brane plasmique (tethering et docking),
puis activées (priming). Apres activa-
tion par un influx de calcium, "ouverture
et I’expansion d’un canal traversant
les deux membranes accolées (pore de
fusion) aboutissent enfin & la fusion
des membranes vésiculaire et plas-
mique, libérant le contenu vésiculaire
dans I'espace synaptique [1]. Malgré
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I’identification depuis plus de deux
décennies du rdle crucial des protéines
SNARE (SNAP [soluble NSF attachment
protein] receptor) dans les étapes de
docking des vésicules synaptiques [1,
2], la compréhension du processus de
fusion membranaire en lui-méme reste
trés parcellaire. €n particulier, la nature
lipidique, protéique ou protéo-lipidique
du pore de fusion reste sujette a débat.
Des données anciennes, obtenues par
des approches de reconstitution fonc-
tionnelle [3, 4], avaient suggéré que
la sous-unité c de V0, ou VO lui-méme,
pouvait participer a la constitution d’un
tel pore de fusion membranaire. Un rdle
de V0 dans la fusion membranaire et
I’exocytose, indépendant du transport
des protons, a aussi été suggéré par
des approches génétiques chez la levure
[5], la drosophile [6], et C. elegans
[7]. Cependant, comme de nombreuses
fonctions cellulaires dépendent des
gradients de protons générés par les
V-ATPases, il est difficile de distin-
guer par des approches classiques un
éventuel effet direct de Iinactivation
de VO sur I'exocytose d’effets indirects
résultant de I'inactivation prolongée du
transport des protons. €t cette double
fonction potentielle de la V-ATPase
reste encore largement ignorée.

Double réle des domaines V0 et V1

de la V-ATPase dans le cycle

des vésicules synaptiques

Pour évaluer plus spécifiquement I'im-
portance du domaine V0 dans le pro-
cessus de fusion membranaire, nous
avons procédé a la photo-inactivation
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aigué de V0 (via la sous-unité al), ou
de V1 (via la sous-unité A portant le
site ATPasique) par la technique dite du
CALI (chromophore-assisted light inac-
tivation) [8]. Cette approche permet de
distinguer les effets rapides de 'inacti-
vation de la sous-unité ciblée, d’effets
a plus long terme sur P'acidification et
le remplissage en neurotransmetteurs
des vésicules. Ainsi la photo-inactiva-
tion de la sous-unité al de V0 conduit
ad une altération rapide (en 2 & 3 min)
de la neurotransmission de neurones en
culture et de la libération des catécho-
lamines par les cellules chromaffines
[9]. Cette altération est associée & une
modification des paramétres cinétiques
des événements de fusion unitaire, sans
changement du contenu vésiculaire en
catécholamines. Au contraire, la photo-
inactivation de la sous-unité cataly-
tique A n’entraine pas d’effets rapides
sur la neurotransmission, mais unique-
ment des effets retardés (aprés 30 min)
sur la quantité de catécholamines libé-
rée, sans affecter les paramétres ciné-
tiques des évenements d’exocytose [9].
Ces effets retardés sont probablement
la conséquence d’une altération pro-
gressive du contenu granulaire en caté-
cholamines, a la suite de I'inactivation
de la sous-unité A et donc de la perte
de I'activité de transport de proton. La
technique du CALI nous a donc permis de
distinguer tres clairement les effets de
la photo-inactivation aigué de V0, qui
surviennent bien avant I"apparition des
effets de 'inactivation de la sous-unité
catalytique A et du transport de pro-
tons [9]. Ces résultats montrent que V0
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contrédle la fusion de maniére indépen-
dante de son action dans le transport
de protons, et suggerent que V0 pourrait
stabiliser le pore de fusion et favoriser le
mélange des lipides membranaires lors
de I’étape ultime de I’exocytose [4].

La V-ATPase : un senseur

du remplissage des vésicules

Bien que le réle de V0 dans la fusion
membranaire soit indépendant de la
fonction de transport de protons, le
trafic de nombreux organites intracel-
lulaires semble contr6lé par leur pH
interne. €n manipulant le pH intra-vési-
culaire par différents ionophores, bases
faibles ou inhibiteurs spécifiques de la
V-ATPase, nous avons pu montrer que
le pH intravésiculaire régule I’exocytose
des granules chromaffines, probable-
ment en changeant la conformation
de VO [9]. Ainsi, & pH intravésiculaire
acide (voisin de 5,5), V0 adopte une
conformation entrafnant la dissocia-
tion du domaine V1, et permissive pour
I’exocytose (Figure 1B). €n revanche,
a pH neutre, V0 et V1 sont associés, la
V-ATPase pompe les protons, permet-
tant de restaurer le gradient de protons,
et V0 est incompétent pour I’exocy-
tose (Figure IA). Ainsi, il est tentant
de proposer que, le remplissage des
vésicules synaptiques en neurotrans-
metteurs consommant le gradient de
protons, celui-ci ne devient optimum
pour I’exocytose que lorsque les vési-
cules sont pleines de neurotransmet-
teurs et de protons. La V-ATPase serait
alors un senseur du pH intravésiculaire
qui, par la conformation permissive de
V0 et la dissociation de V1, renseignerait
le mécanisme d’exocytose sur le contenu
en neurotransmetteurs de la vésicule,
évitant I’exocytose de vésicules en cours
de remplissage. V0 interagit avec les
protéines SNARE [1] et pourrait donc
jouer un réle régulateur lors de I"étape
de docking des vésicules synaptiques
(Figure 1C), avant de réintervenir lors
de la fusion membranaire (Figure 1D).
De maniére intéressante, la dissociation
de V1 rend aussi V0 disponible pour une
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Figure 1. Modéle du mécanisme permettant a la V-ATPase de réguler la neurosécrétion. A pH>5,5,

le complexe V1-V0 permet le remplissage en neurotransmetteurs (NT) de la vésicule en générant

un gradient de protons (4). La dissociation du complexe V1-V0 a pH acide (B) rend disponible

V0 pour une interaction avec la v-SNARE VAMP-2 (rouge) et la t-SNARE syntaxine-1 (vert), qui

favorise ainsi la formation de complexes entre VAMP-2, la syntaxine-1 et la SNAP-25 (bleue), et

permet I'arrimage de la vésicule synaptique a la membrane plasmique (€). Lors de la stimulation,

V0 régule la formation et/ou I’ouverture d’un pore de fusion (D) dont I’expansion va conduire a

la fusion membranaire.

interaction avec d’autres régulateurs
potentiels de I’exocytose. Parmi ces der-
niers, on peut citer la triade ARNO-ARF6
(ADP-ribosylation factor)-PLD (phos-
pholipase D) qui module la production
de lipides fusogéniques au niveau du
site de fusion membranaire [10], ce qui
pourrait contribuer a réguler la forma-
tion et la vitesse d’expansion du pore
de fusion.

Conclusion

Nos travaux ont permis de révéler un
lien entre le remplissage des vésicules
synaptiques en neurotransmetteurs
et leur disponibilité a I’exocytose. De
maniére remarquable, il n’existe qu’une
ou deux copies de V-ATPase par vésicule
synaptique ; ce qui les placent a une

position stratégique pour recruter des
éléments essentiels a la formation d’un
site d’exocytose fonctionnel. U'approche
de photo-inactivation rapide par CALI
devrait maintenant permettre d’étudier
plus en détail par quels mécanismes la
V-ATPase joue successivement un rdle
de senseur du contenu vésiculaire ren-
seignant la machinerie d’exocytose, puis
de régulateur de la stabilité du pore de
fusion et du mélange des lipides mem-
branaires lors de la phase terminale de
I’exocytose. ¢

V-ATPase is a pH sensor controlling
vesicular membrane fusion
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Instabilité des jonctions
endothéliales : biomarqueurs
du remodelage vasculaire

Tiphaine Mannic!, Alban Deroux*, Barry Stidderh23,

Olivier Vittecog®, Isabelle Vilgrain3

> Le systeme vasculaire chez les adultes
est majoritairement quiescent mis a part
dans le systeme reproducteur femelle et
au cours des processus de cicatrisation et
d’angiogenése tumorale, ol apparaissent
des remodelages vasculaires. Lintérieur
des vaisseaux sanguins est tapissé d’une
monocouche de cellules endothéliales — ou
endothélium vasculaire — dont I'intégrité
est assurée par une forte cohésion entre les
cellules via des structures adhésives situées
au niveau des contacts intercellulaires : les
jonctions endothéliales. 'organisation de
ces dernieres est essentielle a I’lhoméos-
tasie vasculaire. La protéine majeure des
jonctions interendothéliales est la VE-cad-
hérine (VE pour vascular endothelial), pro-
téine transmembranaire qui comporte un
large domaine extracellulaire, dont les pro-
priétés adhésives permettent des interac-
tions homophiliques entre molécules de VE-
cadhérine, et un domaine intracellulaire
qui se lie aux composants du cytosquelette
et solidifie la cohésion du tapis cellulaire.
Le rdle de la VE-cadhérine dans I"angioge-
nese a été démontré dans les années 1995-
99, et les recherches sur ses modifications
post-traductionnelles en physiopathologie
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vasculaire se poursuivent
actuellement [1].

Phosphorylation/déphosphorylation

Les processus de phosphorylation/déphos-
phorylation des protéines sont des réactions
enzymatiques majeures impliquées dans la
prolifération, la migration, et la différen-
ciation cellulaires. Ainsi, dans les cellules
endothéliales, la modification covalente
des protéines des jonctions adhérentes par-
ticipe a la déstabilisation de "endothélium
vasculaire au cours de processus inflam-
matoires et/ou angiogéniques. €n situation
physiologique, ces processus sont régulés
par un équilibre entre protéine kinases et
phosphatases. Nous avons montré qu’un
domaine spécifique de la VE-cadhérine
(Ly®®5AQV) est un substrat privilégié pour
la tyrosine kinase Src ; I’environnement
de séquence de ce domaine correspond
@ un site consensus pour les kinases de
cette famille (YxxV/I/L). De fagon intéres-
sante, ce motif est unique a la VE-cadhérine
humaine. €n réponse au VEGF (vascular
endothelial growth factor), puissant agent
angiogénique et inducteur de perméabilité,
c’est ce site qui est phosphorylé in vitro [2].
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In vivo, ce processus existe également dans
des organes soumis @ une angiogenése
physiologique tels que I'utérus et 'ovaire,
dont I"évolution cyclique est soumise a une
régulation hormonale et dépendante de la
production locale de VEGF [3]. Le réle de ce
domaine spécifique est étudié actuellement
par analyse d’une souris knock-in pour la
VE-cadhérine Y685F [4]. Depuis quelques
années, nous avons observé que, au plan
cinétique, cette modification covalente
de la VE-cadhérine par phosphorylation
précede le clivage de son domaine extra-
cellulaire, appelé VE-cadhérine soluble
(sVE). Actuellement en cours d’étude, le
lien mécanistique entre les deux processus
pourrait étre un changement de confor-
mation de la protéine VE-cadhérine apres
I’incorporation des charges phosphate qui
rend la protéine plus susceptible a la pro-
téolyse. Ces données ont abouti au déve-
loppement, par le laboratoire, d’un dosage
par ELISA de sVE présent dans le sang des
patients ; la méthode et son application ont
été brevetées par I'Inserm et 'université de
Grenoble [5].

633



	ATPases à protons vacuolaires et exocytose régulée des vésicules synaptiques

	Double rôle des domaines V0 et V1 de la V-ATPase dans le cycle des vésicules synaptiques

	La V-ATPase : un senseur du remplissage des vésicules

	Conclusion
	V-ATPase is a pH sensor controlling vesicular membrane fusion

	LIENS D’INTÉRÊT
	RÉFÉRENCES

