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Mécanisme
de la fusion

membranaire

Thierry Galli, Sonia Martinez-Arca,

> Les cellules eucaryotes possedent un réseau
complexe de membranes intracellulaires. Les
différents compartiments (réticulum endoplas-
mique, appareil de Golgi, endosomes, lyso-
somes, membrane plasmique) communiquent
entre eux grace a des vésicules qui bourgeonnent
d’un compartiment donneur et fusionnent avec
un compartiment accepteur. Au cours de ces
transports vectoriels qui définissent le trafic
membranaire, les protéines SNARE ont un role
clé. Dans cet article, nous évoquerons les pro-
téines qui interviennent dans les différentes
étapes de la fusion membranaire: I'arrimage des
vésicules a la membrane cible, 'amorcage de la
réaction, la fusion membranaire elle-méme et,

enfin, le recyclage des protéines SNARE. <

(D ) m/s
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p- 669

Le trafic membranaire dépend de trois mécanismes clés: le
bourgeonnement de vésicules a partir d’un compartiment
donneur, le déplacement de ces vésicules vers un comparti-
ment accepteur, et leur fusion avec ce dernier. La fusion
membranaire entraine la réunion de deux structures mem-
branaires en une seule et le mélange du contenu des compar-
timents que délimitaient les deux structures membranaires. Il
en est ainsi au cours de I’exocytose lorsque la membrane de
la vésicule de sécrétion fusionne avec la membrane plas-
mique et libere son contenu dans le milieu extracellulaire.

Les protéines SNARE,
composants de la « machinerie minimale >
de la fusion membranaire

La mise en évidence des protéines SNARE

La mise en évidence du rle des protéines SNARE résulte du
travail de James Rothman et de ses collaborateurs, dans les
années 1980, sur le trafic membranaire dans I"appareil de
Golgi. L'observation princeps était que le transport de
diverses molécules, au sein de I'appareil de Golgi reconstitué
invitro, était sensible au N-éthyl-maléimide, agent oxydant
et puissant inhibiteur d’une classe d’ATPases. Ces travaux
ont permis d’identifier la N-ethyl-maleimide sensitive factor
(NSF) comme une protéine cytosolique ayant un rdle clé dans

M/Sn° 11, vol. 18, novembre 2002

Fabienne Paumet

T. Galli, S. Martinez-Arca:
Trafic membranaire et
plasticité neuronale,

Inserm U.536,

Institut du Fer-a-Moulin,

17, rue du Fer-a-Moulin,

75005 Paris, France

F. Paumet: Cellular Biochemistry
and Biophysics Program,
Memorial Sloan Kettering
Cancer Center,

1275 York Avenue, Box 251,

New York, Ny 10021, €tats-Unis.
http://thierry.galli.free.fr

la fusion membranaire. U'attachement de NSF aux mem-
branes dépend d’autres protéines cytosoliques: les soluble
NSF attachment proteins (SNAP). La recherche des récep-
teurs membranaires du complexe NSF-SNAP, effectuée a
partir d’un extrait de cerveau, a conduit a isoler des SNAP
receptors ou SNARE (Figure 1). Le cerveau est en effet le
siege de trés nombreux processus mettant en jeu des fusions
membranaires: au cours de la libération de neurotransmet-
teurs, les vésicules synaptiques fusionnent avec la mem-
brane plasmique. Cela a fait des neurones un modele de
choix pour I'étude des protéines SNARE [1] (00). Plusieurs
membres de cette famille ont été identifiés (Figure 1) dont
les principaux sont la synaptobrévine ou VAMP (vesicle asso-
ciated membrane protein), ainsi que la syntaxine et SNAP-25
(synaptosomal associated protein of 25 kDa), des protéines
de la membrane plasmique neuronale. Les SNARE vésicu-
laires comme la synaptobrévine sont appelées v-SNARE et
les SNARE cibles comme la syntaxine et SNAP-25 sont appe-
lées t-SNARE (t pour target) [2].

La structure du complexe SNARE

La synaptobrévine et la syntaxine sont des petites protéines
transmembranaires de type Il insérées par leur extrémité C-
terminale alors que SNAP-25 est associée a la membrane par
des palmitoylations sur des cystéines situées en position cen-
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(0) mss trale dans la molécule. Les protéines SNARE sont définies par
2001, n°5, une séquence trés conservée (appelée motif SNARE) située
p- 669

dans la région C-terminale de leur domaine cytoplasmique.
Le complexe SNARE synaptique est une tresse composée de
quatre hélices O : une provient de la synaptobrévine, une de
la syntaxine et deux de SNAP-25 (10). Les extrémités N-ter-
minales des quatre hélices étant du méme coté dans le cristal du complexe
SNARE synaptique [3], la formation du complexe devrait donc rapprocher les
surfaces de la vésicule et de la membrane plasmique jusqu’a induire la fusion
des deux membranes (0). Cette observation suggére que la formation du
complexe SNARE libere une partie de ’énergie nécessaire pour franchir la
barriére de potentiel corres-

de deux approches expérimentales complémentaires: I'étude
des effets des neurotoxines clostridiales et la génétique.

Les neurotoxines clostridiales produites par Clostridium
botulinii, I'agent responsable du botulisme, et par
Clostridium tetanii, celui qui provoque le tétanos, sont les
plus puissants inhibiteurs de la libération de neurotransmet-
teurs. Lintoxication des neurones par ces toxines entraine
I'hydrolyse des protéines SNARE (synaptobrévine, syntaxine
ou SNAP-25, selon la toxine), ce qui se traduit par le blocage
de la libération de neurotransmetteurs [7, 8]. Ces résultats,
obtenus dans les neurones, ont été étendus a d’autres types
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Figure 1. Cartographie cellulaire des protéines SNARE. Localisation des protéines SNARE dans les différents com-

partiments membranaires d’une cellule type de mammifeére. Les membres des quatre familles de SNARE figurent

en 4 couleurs. En bleu: les v-SNARE de la famille de la synaptobrévine ou VAMP2, encore appelés R-SNARE a cause

Les SNARE sont
nécessaires a la fusion
membranaire

Les données essentielles qui
placent les SNARE au cceur
de la machinerie de la fusion

membranaire proviennent  SNAP-23, 25, 29) (adapté de [16]).
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du résidu arginine (R) au centre de leur motif SNARE. €n rouge: les t-SNARE de la famille de la syntaxine-1, encore
appelés Qa-SNARE & cause du résidu glutamine (Q) au centre de leur motif SNARE. €n noir: les t-SNARE de la
famille de SNAP-25 (dont le motif SNARE ressemble au motif SNARE N-terminal de SNAP-25), encore appelés Qb-
SNARE & cause du résidu glutamine (Q) au centre de leur motif SNARE. €n vert: les t-SNARE de la famille de SNAP-
25 (dont le motif SNARE ressemble au motif SNARE C-terminal de SNAP-25) encore appelés Qc-SNARE a cause du
résidu glutamine (Q) au centre de leur motif SNARE et les t-SNARE qui ont & la fois un domaine Qb et Qc (cas de



cellulaires en introduisant expérimentalement les chaines
légéres de ces toxines dans des cellules fibroblastiques [9]
ou épithéliales [10]. Uensemble de ces résultats a permis de
placer les protéines SNARE a une position centrale dans la
machinerie de fusion des membranes.

La génétique de la levure a depuis longtemps montré que des
déficits de la voie de sécrétion ou d’autres voies du trafic
membranaire intracellulaire résultaient de mutations dans
un des geénes codant pour des protéines SNARE [11].
U'analyse de mutants d’organismes invertébrés a permis de
généraliser cette observation [12]. Lapproche inverse a
consisté a invalider le géne codant pour la synaptobrévine
[13] ou pour SNAP-25 [14] chez la souris. Dans les deux cas,
la libération de neurotransmetteurs est gravement affectée,
confirmant ainsi la nécessité de protéines SNARE spécifiques
pour assurer la fusion des vésicules d’exocytose.

Le transport de molécules du réticulum endoplasmique vers
Iappareil de Golgi ou vers les lysosomes, et la fusion homo-
typique des endosomes sont deux événements qui dépen-
dent aussi de I'activité de protéines SNARE spécifiques. Le
trafic membranaire dépendant de protéines SNARE spéci-
fiques est aussi important pour établir la forme neuronale
[15]. Par conséquent, le modéle SNARE représente certaine-
ment un modele général qui s'applique a toutes les voies
intervenant dans le trafic membranaire. Il est d’ailleurs pos-
sible de dessiner une cartographie cellulaire en localisant les
différentes v- et t-SNARE dans chaque compartiment cellu-
laire [16] (Figure 1).

Les protéines SNARE sont suffisantes

pour la fusion membranaire et

leur reconnaissance mutuelle est spécifique

Les protéines SNARE par elles-mémes sont capables d’in-
duire la fusion de liposomes artificiels dans lesquels elles
sont insérées [17]. Des v-liposomes portant des v-SNARE
fusionnent avec des t-liposomes portant des t-SNARE selon
un catalogue de possibilités compatible avec les données
obtenues a partir des cellules. Cela a été particulierement
bien étudié en utilisant les protéines SNARE de la levure qui
sont toutes connues. Par exemple, la protéine v-SNARE
impliquée dans la voie d’exocytose permet la fusion avec un
complexe t-SNARE de la membrane plasmique mais pas avec
un complexe t-SNARE du réticulum endoplasmique [18]. Ces
résultats montrent que les protéines SNARE sont suffisantes
pour induire, de maniere spécifique, la fusion de bicouches
lipidiques dans un systeme in vitro.

De la nature du pore de fusion

Une communication (sous la forme d’un pore) s’établit entre
les deux compartiments membranaires @ I'endroit ou la
fusion membranaire est déclenchée (Figure 2). Le pore de
fusion peut étre transitoire et se refermer ou s’étendre de
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sorte que la fusion entre les deux compartiments devient
complete.

Une des questions les plus brllantes dans le domaine de la
fusion membranaire concerne la nature du pore de fusion.
S’agit-il d’'un complexe de protéines formant un canal ou
bien résulte-t-il directement de la fusion des bicouches lipi-
diques et est-il alors de nature lipidique?

Les expériences de reconstitution de la fusion membranaire
in vitro a partir de liposomes suggerent que les lipides peu-
vent constituer le pore de fusion [19]. Cependant, le modeéle
du pore de fusion protéique reste d’actualité car le segment
membranaire V0 de I’ATPase vacuolaire est impliqué dans la
fusion des vacuoles de levure in vitro [20]. Cette observation
a remis sur le devant de la scéne un des composants de V0,
appelé sous-unité ¢, « ductine » ou encore « médiato-
phore » (1) & travers lequel I'acétylcholine peut étre libérée
[21]. Limplication du VO comme pore de fusion n’est, en
fait, pas incompatible avec le role des protéines SNARE. €n
effet, in vivo, la sous-unité ¢ forme un complexe avec la
synaptobrévine [22]. De plus, les données obtenues en étu-
diant la fusion homotypique des vacuoles de levure in vitro
suggéerent que les SNARE rapprochent les membranes jusqu’a
la formation d’un complexe de secteurs V0 en trans; ces sec-
teurs accolent les membranes, ouvrent un pore de communi-
cation entre les deux compartiments permettant la commu-
nication des contenus. Ils pourraient aussi entrainer la
fusion compléte par ouverture radiale du pore [20].

Les étapes de la fusion membranaire et
leur régulation

La fusion membranaire comprend plusieurs étapes
(Figure 2): les vésicules chargées de molécules migrent vers
le compartiment accepteur; elles s’arriment a la membrane
et acquiérent des propriétés nécessaires a la fusion mem-
branaire; un pore se forme, les molécules transportées sont
libérées puis les protéines de la vésicule sont recyclées.

Larrimage des vésicules

L'une des étapes précédant la fusion membranaire consiste
en I'arrimage des vésicules avec leur membrane cible
(Figure 2). Il est peu probable que les SNARE jouent un rdle
important dans cette phase précoce. D’autres protéines,
appelées facteurs d’arrimage (tethering factor, de to tether:
attacher) ont été impliquées dans cette étape. Par exemple,
le complexe protéique appelé exocyste (Sec3p, Sechp,
Secép, Sec8p, Secl0, Secl5p, Exo70p, Exo84p) est impliqué
dans I'arrimage des vésicules d’exocytose a la membrane
plasmique chez la levure, notamment en marquant des do-
maines spécifiques de la membrane plasmique ol se produit
I’exocytose [23]. Limportance de ce complexe est illustrée
par le déficit de la voie de sécrétion qu’entraine la mutation

(D ) m/s
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somes qui serait activée localement par EEA1 [31]. Le trans-
port du réticulum endoplasmique vers le cis-Golgi est

d’un seul de ses composants. Par ailleurs, plusieurs sous-unités de I’exocyste
interagissent avec des petites GTPases impliquées dans le trafic membra-
controlé par la GTPase rabl qui recrute la protéine d’arri-
mage GM130, elle-méme agissant dans un complexe avec la

naire. Sec3p définit le site d’exocytose sur la membrane plasmique et a
besoin des GTPases Rholp et Cdc42p pour étre correctement localisée.

1116

Secl5p est associée aux vésicules de sécrétion et se lie a la GTPase Sec4p.

Dans les cellules des mam-
miferes, la forme active
(liée au GTP) de la GTPase
Ral interagit avec Sechp et
permet I'assemblage de
I’exocyste [24, 25]. Dans le
cerveau, une interaction a
été observée entre I’exo-
cyste et la syntaxine-1[26],
suggérant un lien entre la
machinerie d’arrimage et
celle de la fusion mais le role
exact de I’exocyste n’est pas
[27]. Par
ailleurs, dans les cellules

bien élucidé
épithéliales,  polarisées,
I’exocyste est impliqué dans
le transport vers la mem-
brane plasmique basolaté-
rale [28].

D’autres complexes pro-
téiques du méme type que
I’exocyste ont été identifiés:
Vps52/53/54 appelé VFT
pour Vps fifty three, qui est
impliqué dans le transport
des endosomes vers I"appa-
reil de Golgi, Sec34/35, qui
joue un réle dans le trans-
port rétrograde au sein de
Iappareil de Golgi [29], ou
encore TRAPP (pour trans-
port protein particle) qui est
impliqué dans le transport
de I'appareil de Golgi vers le
réticulum endoplasmique et
fonctionne comme un fac-
teur d’échange des petites
GTPases Yptl et Ypt3l/32
[30]. La fusion homoty-
pique d’endosomes implique
la petite GTPase rab5, son
facteur d’échange rabex5,
son effecteur la rabaptine-
5, une protéine des endo-
somes EEAL et la syntaxine-
13, une t-SNARE des endo-

giantine et p115 [32].
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Figure 2. Modéle du cycle de fusion des vésicules synaptiques. |’arrimage des vésicules synaptiques a la membrane pré-
synaptique pourrait dépendre du complexe de protéines exocyste (étape 1). Au cours de "'amorcage, Munc18 se dissocie
de la syntaxine-1, permettant a cette derniere d’interagir avec Muncl3 et d’acquérir une conformation fusiogénique
(étape 2). Rab3 et Rim interviendraient aussi dans cette étape. La syntaxine ainsi activée interagit avec ses partenaires
SNAP25 et synaptobrévine pour former un complexe SNARE bloqué dans un état d’assemblage incomplet (étape 3: assem-
blage du complexe). A la suite d’une stimulation, I’entrée de calcium active la synaptotagmine qui s’associe au complexe
SNARE et a la membrane plasmique, permettant ainsi la fusion des membranes et la libération des neurotransmetteurs
dans Iespace synaptique (étape 4). Le complexe SNARE, désormais en cis sur la membrane plasmique, devient alors le
récepteur des protéines NSF et SNAP qui, a la suite de ’hydrolyse de molécules d’ATP, vont dissocier le complexe et per-
mettre a chacun des partenaires d’étre de nouveau disponibles (étape 5). Finalement, la machinerie d’endocytose inter-
vient pour recycler les vésicules synaptiques ainsi que leurs constituants membranaires (étape 6). Ala suite de ce recy-
clage, les vésicules subissent une maturation qui leur permet d’étre rechargées en neurotransmetteurs. Elles sont alors de
nouveau prétes a effectuer un cycle de fusion. Un schéma analogue s’applique certainement a toutes les fusions mem-

branaires. Les protéines actives sont représentées avec un contour net, celles qui sont inactivées en pointillé.
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’ensemble de ces données suggere que I'arrimage pourrait
mettre en jeu des complexes de protéines, recrutées séquen-
tiellement sous la dépendance d’un signal contrdlé par des
petites GTPases. Ces complexes pourraient définir les sites de
fusion membranaire, probablement en activant localement
la machinerie SNARE.

Lamorgage de la fusion membranaire

’amorgage, autre étape importante dans la préparation de
la fusion membranaire, est particulierement bien connu
dans le cas de 'exocytose. Les mutations des genes codant
pour les protéines Secl/Muncl8 et Muncl3 induisent des
phénotypes de défaut de sécrétion chez la levure (mutant
Sec), le nématode (mutant unc pour uncoordinated, des
mutants dont la nage n’est pas bien coordonnée) et la sou-
ris. La protéine n-Secl/Muncl8 est le prototype d’une
famille de protéines qui interagissent avec I’extension N-
terminale des syntaxines et les maintiennent dans une
conformation fermée [33]. €n effet, le domaine N-terminal
de la syntaxine se replie sur son motif SNARE, empéchant
ainsi la formation des complexes avec les v-SNARE et inhi-
bant la fusion membranaire. Bien que n-Secl/Muncl8
semble de prime abord correspondre a un facteur inhibiteur,
sa suppression chez la levure comme chez les mammiféres,
entraine un phénotype sévere de blocage de la sécrétion
[34]. Lactivation de la syntaxine se fait si n-Secl/Muncl8
estdéplacée parMuncl3, un autre partenaire du domaine N-
terminal de la syntaxine. Muncl3 a été particuliérement bien
étudié dans les neurones dans lesquels cette protéine joue
un réle primordial dans 'amorcage de la libération de neu-
rotransmetteurs en activant la syntaxine-1 [35]. Muncl3
interagit avec RIM, un partenaire de la GTPase Rab3, et fait
partie de la « cytomatrice présynaptique », un assemblage
moléculaire complexe qui contréle I"exocytose et I’endocy-
tose au niveau de la zone active (Figure 2), notamment en
modulant la probabilité de libération de neurotransmetteurs
[36]. Alors que des homologues de n-Secl/Munc-18 contrd-
lent les autres voies de trafic membranaire, les homologues
de Muncl3 ne sont pas encore identifiés.

La régulation de la fusion membranaire

La fusion membranaire est un phénomeéne finement
controlé. Dans le cas de I'exocytose conduisant a la libéra-
tion de neurotransmetteurs ou d’hormones, la fusion est
déclenchée parune augmentation de la concentration intra-
cellulaire de calcium. La synaptotagmine, protéine mem-
branaire des vésicules synaptiques, semble étre I'une des
protéines sensibles au calcium (Ca® sensor) impliquées dans
cette régulation. €n effet, la synaptotagmine possede deux
domaines (2 homologues au domaine C2 de la protéine
kinase C. ’augmentation de calcium stimule I'interaction de
la synaptotagmine avec le complexe SNARE, les phospholi-

M/Sn° 11, vol. 18, novembre 2002

pides et également avec les canaux Ca®* dépendants du
potentiel, et diminue son affinité pour SV2, une protéine des
vésicules synaptiques [37-39]. La sensibilité de la libération
de neurotransmetteurs au calcium est directement liée a
Paffinité de la synaptotagmine pour cet ion [40]. Ces don-
nées suggerent que la synaptotagmine est responsable de la
dépendance au calcium de la libération de neurotransmet-
teurs. Il est possible que la synaptotagmine participe a la
geneése du pore de fusion [41]: avant I'entrée du calcium,
elle bloquerait la fusion, le complexe SNARE étant partielle-
ment assemblé; aprés I'entrée de calcium, elle se lierait au
complexe SNARE et permettrait ainsi la fusion (Figure 2).

Le recyclage des SNARE

Dissociation du complexe SNARE

Initialement, la protéine NSF avait été isolée comme un fac-
teur essentiel pour la fusion membranaire. On sait mainte-
nant que ni NSF ni les SNAP ne sont nécessaires a la fusion des
v- et t-liposomes in vitro. &n réalité, NSF et les SNAP disso-
cient les différents complexes SNARE. Dans le modele de
fusion des vacuoles de levure tel qu’il est reconstitué in vitro,
la dissociation des complexes SNARE est une étape précoce
importante. €n effet, chaque vacuole porte a la fois des v- et
des t-SNARE qui s’associent en complexes en cis. La fusion
des vacuoles est dite homotypique car elle se fait avec deux
organites de méme composition. NSF et les SNAP agissent sur
chaque vacuole pour dissocier les complexes SNARE en cis et
permettre ainsi de libérer les v- et les t-SNARE qui peuvent
alors former des complexes en trans et induire la fusion des
deux vacuoles [42]. Dans le cas de la terminaison nerveuse,
NSF et les SNAP dissocient le complexe synaptique qui s’est
formé au cours de la fusion des vésicules avec la membrane
plasmique [43]. Au cours de cet événement, le complexe
SNARE, initialement formé en trans, devient un complexe en
cis, et la synaptobrévine et les autres protéines vésiculaires
se retrouvent dans la membrane plasmique. La dissociation
du complexe SNARE par NSF et les SNAP libéere la synaptobré-
vine de sa forte interaction avec la syntaxine et SNAP25 et
permet son recyclage (Figure 2).

Retour des v-SNARE vers le compartiment donneur

Une fois que le complexe SNARE est dissocié, la v-SNARE est
renvoyée vers son compartiment donneur d’origine. Dans la
synapse, la synaptobrévine est recyclée par endocytose
d’une maniéere dépendante du calcium, dans de nouvelles
vésicules synaptiques qui participeront aux prochaines
vagues de libération de neurotransmetteurs [44] (Figure 2).
’homéostasie cellulaire est ainsi maintenue a chaque ins-
tant par un perpétuel recyclage des protéines SNARE laissant
apparaitre, a I’état d’équilibre, la spécificité de localisation
précédemment décrite.
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Conclusions

La fusion membranaire est un événement cellulaire fon-
damental de la biologie de la cellule eucaryote. Elle peut
étre reconstituée in vitro, a partir de liposomes conte-
nant les protéines SNARE, autour desquelles des parte-
naires essentiels sont impliqués dans les étapes d’arri-
mage et d’amorgage, ainsi que dans la régulation de la
fusion. 'un des enjeux majeurs est maintenant de com-
prendre les liens entre la fusion membranaire et les cas-
cades de signalisation qui contrdlent les différentes
voies de trafic membranaire au cours du développement
et dans les situations pathologiques. ¢

SUMMARY

Mechanisms of membrane fusion

Eukaryotic cells have a complex network of intracellular
membranes. The different compartments (endoplasmic
reticulum, Golgi apparatus, endosomes, lysosomes,
plasma membrane) are connected by vesicles that bud
from a donor compartment and fuse with an acceptor
compartment thus defining membrane trafficking as a
dynamic phenomenon. Membrane fusion depends on the
SNARE family of proteins, the function of which can be
recapitulated in vitro. In addition, a large number of
proteins, that is discussed in the present paper, control
the tethering of the membranes, the priming of the reac-
tion, the regulation of fusion itself and the recycling of
SNARE proteins. ¢
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