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Comment I’épissage alternatif
contribue au controle
de la plasticité des structures

de clathrine

Gilles Moulay, Marc Bitoun, Denis Furling, Stéphane Vassilopoulos

> Dans les neurones, ou la rapidité de
I’endocytose est primordiale pour le
recyclage des vésicules synaptiques
[1], la machinerie d’endocytose coo-
pere pour former de petites vésicules
calibrées recouvertes de clathrine dont
le diamétre ne dépasse pas 80 nm. A
I’inverse, dans le muscle squelettique,
cette machinerie forme des plaques qui
recouvrent jusqu’a plusieurs m? de
membrane plasmique et apparaissent
deés le début de la différenciation mus-
culaire [2, 3]. Ces plaques sont asso-
ciées au cytosquelette cortical et per-
mettent I’adhérence des cellules a leur
substrat par I'intermédiaire d’intégrines
spécifiques, comme Iintégrine B5, qui
est abondante dans ces structures. Plu-
sieurs facteurs peuvent influencer la
formation de vésicules ou de plaques
de clathrine mais, étonnamment, les
déterminants génétiques qui contrélent
la fagon dont les cellules produisent ces
différents types de structures restent
mal connus.

Modéle d’assemblage des triskéles de
clathrine

Les chaines lourdes et légéres de cla-
thrine s’assemblent en triméres pour
former un manteau autour de la mem-
brane. Ces triskeles! de clathrine sont
recrutés par des protéines adapta-
trices qui déclenchent 'assemblage de
la clathrine et le bourgeonnement de

! Le mot triskele (également orthographié triskell
ou triscele) vient du grec triskéles qui signifie « a trois
jambes ». Ce motif se compose de trois spirales jointes par
un point central, orientées dans le méme sens (horaire ou
anti-horaire selon les cas), évoquant I'idée d’un cycle.
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la vésicule. Le mécanisme par lequel
les triskéles de clathrine s’assemblent
pour former différentes structures a fait
I’objet d’un débat, et deux modéles dif-
férents ont été proposés pour expliquer
la formation des puits de clathrine [4,
5]. Dans le modeéle canonique, dit « de
courbure constante » [5], les triskéles
de clathrine ont une forme courbée et la
courbure du manteau reflete leur forme
[6]. Le recrutement de la clathrine
cytosolique au bord d’un assemblage
de clathrine en formation produit des
structures sphériques dont la courbure
augmente avec la polymérisation de tris-
keles supplémentaires. Dans le second
modele, dit « de courbure variable »,
la clathrine s’assemble initialement en
polygones plats, qui sont ensuite remo-
delés pour former un puits de clathrine.
€n produisant des répliques de pla-
tine de la surface interne des cellules,
nous avons pu visualiser, en microscopie
électronique & transmission (uPREM)?,
et comparer les assemblages de cla-
thrine formés par différents types de
cellules en culture. Nous avons observé
que la clathrine s’assemble en plaques
dans la lignée de cellules cancéreuses
Hela® ou dans les cellules musculaires
différenciées, les myotubes (Figure I).
€n revanche, la clathrine produit uni-
quement des structures courbes et ne
forme pas de plaques dans les neu-
rones, dans la cellule souche musculaire
(myoblaste), ainsi que dans les cellules

2 platinum replica electron microscopy

¥ Ces cellules proviennent d’un prélévement effectué sur
une patiente (Henrietta Lacks) atteinte d’un cancer du col
de l'utérus.

Sorbonne Université, Inserm,
Association Institut de myologie,
Centre de recherche en myologie,
UMRS 974, 47 boulevard de I’Hépital,
75013 Paris, France.
s.vassilopoulos@institut-myologie.org

d’autres lignées cellulaires produisant
uniquement des puits sphériques. Bien
que les différents modéles ne s’excluent
pas mutuellement, aucun ne peut expli-
quer a lui seul la diversité des structures
de clathrine observées dans les cellules.
On ignore la raison pour laquelle la
clathrine s’assemble en plaques dans
certains types cellulaires alors qu’elle
produit des structures sphériques dans
d’autres, et comment cette plasticité
est contrélée au cours de la différen-
ciation.

Epissage alternatif des transcrits
codant les protéines de I’endocytose
au cours du développement

Au cours du développement embryon-
naire, I"expression de différents genes
codant des protéines impliquées dans
le trafic membranaire est controlée de
maniere spécifique a chaque tissu par
I’épissage alternatif de leurs transcrits
[7, 8]. De nombreux événements d’épis-
sage alternatif dans le cerveau et les
muscles squelettiques concernent des
génes codant les protéines d’endocytose
[9, 101, et leur contréle au cours du
développement, afin d’assurer la transi-
tion des isoformes feetales aux isoformes
adultes, implique les facteurs d’épissage
appartenant aux familles CELF (CUGPB/
Elav-like) et MBNL (muscleblind-like)
[11]. Nous avons montré que Iexon 31
du gene CLTC codant la chaine lourde de
la clathrine humaine est inclus dans le
transcrit mature de ce gene par épissage
alternatif au cours de la différenciation
musculaire [12]. Nous avons cherché a
évaluer le lien entre 'épissage alternatif
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Figure 1. Comparaison entre les structures de clathrine a la surface de neurones et celles de clathrine de myotubes en culture. (A-C) Images de

microscopie electronique a transmission (obtenues a des grossissements croissants) de répliques de platine du soma d’un neurone d’hippocampe de

rat décapé par sonication. €n (€), on peut distinguer les puits de clathrine sphériques par leur manteau de clathrine formant des polygones autour de

la vésicule de membrane plasmique. (D-F) Images de microscopie electronique d’un myotube murin décapé par sonication. €n (F), on peut distinguer

les plaques de clathrine plates qui constitutent la majorité des structures de clathrine présentes a la face cytoplasmique de la membrane plasmique

de myotubes en culture. €n (4) et (D), les régions de la réplique qui correspondent au substrat sur lequel sont cultivées les cellules sont en rouge, et
en (C) et (F), les structures de clathrine sont en violet. (€’) et (F’) sont des agrandissements des zones encadrées en (C) et (F).

de cet exon et la diversité des structures
de la clathrine présentes a la membrane
plasmique. Nous avons montré que dif-
férents types cellulaires produisent dif-
férentes structures de clathrine, et que
la capacité a former des plaques aug-
mente avec 'inclusion de I'exon 31 dans
le transcrit mature. Les neurones, les cel-
lules souches induites a la pluripotence
(iPSC), et les cellules de la lignée BS-C-1,
des cellules rénales de singe vert, qui
produisent exclusivement des structures
en puits, expriment peu ou pas I'isoforme
incluant I'exon 31, tandis que les myo-
tubes qui forment des plaques expriment
fortement cette isoforme [12]. Uanalyse
in silico montre que I'inclusion de I'exon
31 dans I’ARN messager (ARNm) de CLTC
ajoute sept acides aminés qui prolongent
et maintiennent les hélices o impliquées
dans la structure du domaine de trimé-
risation de la clathrine. €n conséquence,
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I’amphiphilie des hélices est augmen-
tée, ainsi que leur capacité a former
des superhélices. Une interaction accrue
entre les trois triskéles de clathrine pour-
rait rigidifier chaque triskéle en rédui-
sant 'angle du domaine de trimérisation,
ce qui conduirait a I'aplatissement des
triskeles et favoriserait la formation de
structures plates.

Manipulation de la structure de la

clathrine par saut ou inclusion d’exon
Afin de démontrer le rGle de I’épissage
alternatif de I"exon 31 de CLTC sur la
formation de plaques par rapport a la
formation de puits de clathrine, nous
avons développé une stratégie de « saut
d’exon » dans les myotubes, inhibant
ainsi I’inclusion de I’exon 31 dans le
transcrit mature de ce gene lors de la
différenciation de ces cellules. Pour cela,
nous avons infecté des myotubes avec un

vecteur viral adéno-associé (AAV-U7-
CLTCex31) codant un petit ARN nucléaire
U7, dont la séquence antisens a été
modifiée pour couvrir les sites donneur
et accepteur d’épissage de I'exon 31 de
CLTC. La visualisation de Pultrastruc-
ture de la clathrine par uPREM a permis
de montrer que |‘absence de I’exon 31
dans ’ARNm de CLTC obtenue par cette
stratégie est corrélée a une réduction
du nombre et de la taille des plaques au
profit de la formation de puits de cla-
thrine. A contrario, forcer I'inclusion de
I’exon 31 dans ’ARNm de CLTC par inhibi-
tion du facteur d’épissage CELF dans les
myoblastes favorise I"assemblage de la
clathrine en plaques [12].

€pissage alternatif de la clathrine et
dystrophie myotonique de type 1

Au cours du développement muscu-
laire, le domaine de trimérisation de la
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clathrine passe d’une forme ubiquitaire,
I’isoforme de clathrine embryonnaire,
a I'isoforme musculaire CLTC-ex31 chez
I’adulte, qui contient les sept acides
aminés supplémentaires codés par
I’exon 31. €n forgant le saut de cet exon
lors de I’épissage du transcrit dans des
muscles de souris, nous avons montré
que I"absence de I'isoforme musculaire
CLTC-ex31 est délétere pour I'archi-
tecture du muscle et la capacité des
fibres musculaires a produire de la force
musculaire [12]. U'absence des sept
acides aminés codés par I’exon 31 a
un impact direct sur la fonction de la
clathrine dans le muscle, et produit un
phénotype semblable a celui précédem-
ment observé lors de la déplétion de la
clathrine in vivo [3].

Nous avons recherché si un défaut d’in-
clusion ou d’exclusion d’exons dans les
transcrits codant des protéines impli-
quées dans la machinerie de I’endo-
cytose était impliqué dans certaines
maladies musculaires. Un criblage de
nombreuses protéines de I’endocytose a
révélé un épissage anormal du transcrit
codant I'isoforme CLTC-ex31 dans les
cellules et tissus de patients atteints
de dystrophie myotonique congéni-
tale de type 1 [12]. Cette myopathie,
particulierement fréquente, est cau-
sée par I'expression de répétitions de
séquences microsatellites dans le géne
DMPK (dystrophia myotonica 1 protein
kinase)*, et est associée a une altéra-
tion de I'activité des facteurs d’épis-
sage MBNL et CELF. Parmi les défauts
d’épissage, nous avons observé une
corrélation entre I’absence d’épissage
de ’exon 31 de CLTC et la sévérité de
I’atteinte musculaire chez les patients
atteints de formes congénitales
séveres de cette myopathie. Uanalyse
de l'ultrastructure de la clathrine et de

4 Une séquence microsatellite est une séquence d’ADN
formée par une répétition continue de motifs composés
de 1 a 4 nucléotides le plus souvent. Ces motifs répétés
sont présents en grand nombre dans le génome de tous les
eucaryotes. La mutation du gene DMPK en cause dans la
dystrophie myotonique de type 1 est une expansion de la
répétition du triplet CTG, dont le nombre dépasse 37 chez les
personnes atteintes.
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I’activité d’endocytose dans les myo-
tubes de ces patients a confirmé leur
phénotype de myoblastes immatures,
similaire a celui observé en supprimant
expérimentalement I’exon 31 de "ARNm
de CLTC dans des myotubes témoins.
Cette observation montre I"implication
d’un défaut d’épissage du transcrit
de CLTC dans le phénotype musculaire
immature précédemment décrit dans
les formes congénitales de la dystro-
phie myotonique congénitale de type 1
[13]. Des anomalies ultrastructurales
observées dans les fibres musculaires
dans lesquelles le transcrit de CLTC est
dépourvu de I’exon 31, telles que le
détachement de I'appareil contractile
et des désorganisations sous-sarco-
lemmales en fibres annelées (ringed
fibers) qui présentent des groupes de
myofibrilles périphériques orientées
perpendiculairement, ont été mises en
évidence dans plusieurs dystrophies
musculaires, dont la dystrophie myo-
tonique congénitale de type 1 [14].
Cependant, la présence des détache-
ments entre le sarcolemme et les sar-
comeres sous-jacents s’est révélée étre
une caractéristique de la déplétion des
chafnes lourdes de clathrine dans les
muscles squelettiques [3], suggérant
que ce phénotype pourrait étre associé
a une perte de fonction d’adhérence de
la clathrine et a la formation défec-
tueuse des plaques.

Alors que les évenements d’épissage
alternatif qui ont lieu au cours du déve-
loppement semblent jouer un réle majeur
dans le remodelage des structures de
clathrine présentes dans des cellules
a I’état indifférencié, de nombreuses
questions restent en suspens quant aux
mécanismes impliqués. Les résultats
obtenus sur le réle de I’exon 31 du géne
CLTC codant la chaine lourde de la cla-
thrine suggérent que certains facteurs
d’épissage des transcrits, tels que CELFI,
sont spécifiquement impliqués dans la
transition entre une cellule en prolifé-
ration et une cellule différenciée, et que
cette transition met en jeu un certain
nombre d’évenements d’épissage alter-

natif qui conferent aux protéines de
I’endocytose des propriétés nouvelles.
Outre les contraintes mécaniques et
chimiques qui modulent la fonction de
la clathrine, nous avons ainsi mis en évi-
dence que I’équilibre entre la quantité
de puits et de plaques de clathrine est
aussi contrélé au niveau post-trans-
criptionnel, ce qui permet d’expliquer la
plasticité fonctionelle entre endocytose
et adhérence au cours de la différencia-
tion de types cellulaires distincts. ¢
How alternative splicing contributes to
clathrin’s structural plasticity
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