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Résumé — Les phosphoinositides sont des lipides impliqués dans le transport vésiculaire
des protéines entre les différents compartiments. Ils agissent par le recrutement et/ou
P’activation de protéines effectrices et sont de ce fait impliqués dans la régulation de
différentes fonctions cellulaires telles que le bourgeonnement vésiculaire, la fusion ou
la dynamique des membranes et du cytosquelette. Bien que présents en faible concen-
tration dans les membranes, leur réle est indispensable a la survie des cellules et doit
étre régulé avec précision. Le contrdle de leur fonction se fait par la phosphoryla-
tion/déphosphorylation des positions D3, D4 et/ou D5 de leur anneau inositol par
des kinases et phosphatases spécifiques des différentes membranes intracellulaires. Ces
enzymes sont en partie conservées entre la levure et ’Homme et leur perte de fonction
peut entrainer des maladies génétiques graves comme les myopathies.

Mots clés : Lipides / trafic intracellulaire / phosphoinositide / phosphatase / kinase

Abstract — Phosphoinositides: lipidic essential actors in the intracellular traffic.

Phosphoinositides (PPIn) are lipids involved in the vesicular transport of proteins
between the different intracellular compartments. They act by recruiting and/or
activating effector proteins and are thus involved in crucial cellular functions including
vesicle budding, fusion and dynamics of membranes and regulation of the cytoskeleton.
Although they are present in low concentrations in membranes, their activity is essen-
tial for cell survival and needs to be tightly controlled. Therefore, phosphatases and
kinases specific of the various cellular membranes can phosphorylate/dephosphorylate
their inositol ring on the positions D3, D4 and/or D5. The differential phosphoryla-
tion determines the intracellular localisation and the activity of the PPIn. Indeed,
non-phosphorylated phosphatidylinositol (PtdIns) is the basic component of the PPIn
and can be found in all eukaryotic cells at the cytoplasmic face of the ER, the Golgi,
mitochondria and microsomes. It can get phosphorylated on position D4 to obtain
PtdIns4 P, a PPIn enriched in the Golgi compartment and involved in the maintenance
of this organelle as well as anterograde and retrograde transport to and from the
Golgi. PtdIns phosphorylation on position D3 results in PtdIns3P that is required for
endosomal transport and multivesicular body (MVB) formation and sorting. These
monophosphorylated PtdIns can be further phosphorylated to produce bisphophory-
lated PtdIns. Thus, PtdIns(4,5) Pz, mainly produced by PtdIns4P phosphorylation, is
enriched in the plasma membrane and involved in the regulation of actin cytoskeleton
and endocytosis. PtdIns(3,5)P2, mainly produced by PtdIns3P phosphorylation, is
enriched in late endosomes, MVBs and the lysosome/vacuole and plays a role in endo-
some to vacuole transport. PtdIns(3,4)P: is absent in yeast, cells and mainly produced
by PtdIns4P phosphorylation in human cells; PtdIns(3,4) P, is localised in the plasma
membrane and plays an important role as a second messenger by recruiting specific
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protein kinases (Akt and PDK1). Finally the triple phosphorylated PPIn,
PtdIns(3,4,5)P3 also absent in yeast, is produced by the phosphorylation of
PtdIns(3,4) P> and localized at the plasma membrane of human cells where it binds
proteins via their PH domain. Interaction partners include members of the Arf (ADP-
ribosylation factors) family, PDK1 (Phosphoinositide Dependent Kinase 1) and Akt.
Therefore this last PPIn is essential for the control of cell proliferation and its dereg-
ulation leads to the development of numerous cancers. In conclusion, the regulation of
PPIn phosphorylation/dephosphorylation is complex and needs to be very precisely
regulated. Indeed phosphatases and kinases allow the maintenance of the equilibrium
between the different forms. PPIn play a crucial role in numerous cellular functions
and a loss in their synthesis or regulation results in severe genetic diseases.
Key words: Lipids / intracellular trafficking / phosphoinositides / phosphatase / kinase
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PIKfyve PtdIns3P 5-Kinase (humaine) feuillets de phospholipides, la bicouche, dans laquelle
Pisl PtdIns synthase 1 s’enchassent les macromolécules protéiques, stérols et
PPIn PolyPhospholnositides glycolipides. Les phospholipides qui constituent cette
PS PhosphatidylSérine, bicouche sont amphiphiles avec un groupe hydrophile
PtdIns PhosphatidylInositol (téte) 1ié & un groupe hydrophobe (queue). Au sein
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4,5-trisphosphate

PtdIns(3,4,5)P3
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Vps34 Vacuolar Protein Sorting 34

1 Le métabolisme des phosphoinositides
membranaires

1.1 Les lipides, constituants majoritaires
des membranes

Les membranes ne sont pas des structures figées mais
dynamiques dont les propriétés physico-chimiques font
partie des facteurs ayant permis I’apparition de la vie.
En effet, ’environnement, au sens large, est caractérisé
par des variations de température, d’humidité, de pH,

générant un espace hydrophobe entre les deux feuillets
membranaires. Cette propriété est tres importante
pour 'ancrage dans la membrane de molécules lipi-
diques (stérols ou céramides), de protéines transmem-
branaires ou de protéines ayant une ancre lipidique. La
composition en lipides des membranes varie selon les
organismes (eucaryotes ou procaryotes), les types cel-
lulaires (au sein des tissus d’un méme organisme pluri-
cellulaire), le type de membrane (plasmique, réticulum
endoplasmique, endosomes, appareil de Golgi, mito-
chondries et autres compartiments intracellulaires) et
méme ’état de la cellule (au repos ou en réponse & un
stress/stimulus) (Spector & Yorek, 1985 ; Zinser et al.,
1991).

Les membranes sont composées principalement de
cinq phospholipides : la phosphatidylcholine (PC),
la phosphatidyléthanolamine (PE), la phosphati-
dylsérine (PS), le phosphatidylinositol (PtdIns) et
la sphingomyéline (SM). Les stérols, bien que pré-
sents dans les membranes cellulaires, ne forment
pas la membrane par eux-mémes mais modulent sa



Les phosphoinositides : synthese et roles 99

fluidité, essentielle pour la diffusion latérale des
molécules dans la bicouche. Le double feuillet lipi-
dique des membranes présente également une distribu-
tion asymétrique des phospholipides entre les feuillets
interne et externe, qui résulte en partie de la diffu-
sion verticale entre les deux feuillets par flip-flop, un
mécanisme peu efficace.

Si la membrane plasmique joue un role essentiel
de barriere sélective, on retrouve dans les cellules eu-
caryotes d’autres structures membranaires intracellu-
laires telles que les organites et les vésicules de trans-
port. L’organisation de ces membranes ainsi que leur
composition different selon la nature du comparti-
ment. En effet, le réticulum endoplasmique, ’appa-
reil de Golgi, les lysosomes (la vacuole chez les le-
vures), les endosomes et les vésicules de transport
sont entourés d’une seule bicouche lipidique. L’espace
a l'intérieur de ces compartiments intracellulaires est
nommé lumen ou lumiere. En revanche, le noyau, les
mitochondries, les chloroplastes des végétaux chloro-
phylliens et les vésicules autophagiques sont délimités
par une double bicouche lipidique. Chacun de ces com-
partiments intracellulaires s’acquitte de fonctions bien
précises nécessaires a la vie de la cellule (Spector &
Yorek, 1985). Cette derniere doit donc chorégraphier
le transport vésiculaire de protéines de maniere spatio-
temporelle entre ces différents compartiments. Il est
par conséquent indispensable pour la cellule de dis-
criminer un compartiment intracellulaire d’un autre.
Ceci passe par lattribution d’une identité propre a
chacun des organites allant méme jusqu’a distinguer
les faces « cis » des faces « trans » de D'appareil de
Golgi. Ces « cartes d’identité » propres a chaque com-
partiment intracellulaire sont essentiellement définies
par les molécules tapissant le feuillet cytoplasmique
des membranes. Parmi ces molécules, les lipides mem-
branaires, et plus particulierement les phosphoinosi-
tides jouent un role majeur dans la régulation spatio-
temporelle de différents processus cellulaires tels que
la dynamique du cytosquelette, le trafic membranaire,
la prolifération et la survie cellulaire.

1.2 Les phosphoinositides, des médiateurs lipides

Les polyphosphoinositides (PPIn) sont des consti-
tuants mineurs des membranes cellulaires, représen-
tant moins de 10 % des phospholipides cellulaires
(Payrastre et al., 2001). Les PPIn sont composés d'une
molécule de glycérol estérifiée en position SN1 et SN2
par deux chaines d’acides gras et reliée en position
SN3 & un anneau inositol par l'intermédiaire d’un
groupement phosphate (Payrastre et al., 2001). Chez
I’Homme, les acides gras les plus courants dans le
PtdIns sont 'acide stéarique (18:0) en position SN1
et 'acide arachidonique (20:4) en SN2 (Marcus et al.,
1969). Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, la

nature des acides gras est légerement différente; on
retrouve ainsi une majorité d’acide oléique (18:1),
d’acide palmitoléique (16:1) et d’acide palmitique
(16:0) (Trevelyan, 1966). Etant donné que les diverses
especes de PPIn dérivent du PtdIns, on estime que
leurs compositions en acides gras sont les mémes que
celles du PtdlIns.

L’anneau inositol des PPIn est un polyol de cyclo-
hexane dont les position D3, D4 et D5 sont phosphory-
lables, générant potentiellement sept PPIn différents
(figure 1) le phosphatidylinositol 3-phosphate
(PtdIns3P), le PtdInsdP, le PtdIns5P, le PtdIns
3,4-bisphosphate (PtdIns(3,4)P2), le PtdIns(3,5)P,
le PtdIns(4,5)P, et le PtdIns 3,4,5-trisphosphate
(PtdIns(3,4,5)P;). Malgré leur faible concentration
dans les membranes, les PPIn jouent un role essen-
tiel dans le recrutement et/ou 'activation de protéines
effectrices. De plus, leur présence dans une mem-
brane donnée et leurs niveaux varient grace aux lipides
kinases et phosphatases spécifiques des différentes
membranes, permettant ainsi la régulation spatio-
temporelle de divers événements tels que le bourgeon-
nement, la fusion ou la dynamique des membranes
(Payrastre et al., 2001).

1.3 Le phosphatidylinositol Ptdins, précurseur
des phosphoinositides

Le PtdIns, point de départ du métabolisme des PPIn,
est un phospholipide ubiquitaire dans les cellules euca-
ryotes mais dont la proportion varie selon le type de
membrane. En effet, les PPIn sont tous métabolisés
directement ou séquentiellement a partir du PtdIns
(figure 1). Chez la levure S. cerevisiae, le PtdIns est
synthétisé par la PtdIns synthase 1 (Pisl) au niveau
de la face cytoplasmique de la membrane du réticulum
endoplasmique, de I'appareil de Golgi, des mitochon-
dries et des microsomes (Nikawa & Yamashita, 1984).
Chez I'Homme, cette synthese est catalysée par 1’ho-
mologue de Pisl, la PtdIns Synthase qui présente une
distribution similaire a celle de Pisl chez la levure
(Antonsson, 1994).

Le PtdIns est également recyclé par la conver-
sion du PtdIns3P, du PtdIns4P et du PtdIns5P en
PtdIns par laction de lipides phosphatases (figure 1).
Chez ’'Homme, les myotubularines (MTM1, MTMR1-
4,6,7) sont des 3-phosphatases déphosphorylant
spécifiquement la position D3 et réalisant, entre
autres, la conversion du PtdIns3P en PtdIns (Laporte
et al., 2003). Les autres phosphatases sont moins
spécifiques car elles sont capables de déphosphoryler
le PtdIns3P en PtdIns, comme la PPIn phos-
phatase SACI1, qui déphosphoryle également le
PtdIns4P et probablement le PtdIns5P en Ptdlns
(Liu & Bankaitis, 2010). La levure S. cerevisiae
présente également une phosphatase spécifique de la
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PI(5) phosphatase
Fig4
FIG4
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Fig. 1. Synthese des phosphoinositides chez la levure S.cerevisiae et chez 'Homme avec les enzymes impliquées. Les
réactions de phosphorylation sont représentées par des fleches noires et celles de déphosphorylation par des fleches grises.
Le nom des enzymes de levure (quand elles existent) est indiqué en haut et leur homologue chez 'Homme est noté

en-dessous.

position D3 avec son unique homologue de myotubu-
larine Ymrl. Cette activité sur le PtdIns3P est par-
tagée avec des phosphatases plus générales que sont les
Synaptojanin-like protein 1 et 2 (Sjl12 et Sjl3) et Sacl,
aussi capables de convertir le PtdInsdP en PtdIns
(Parrish et al., 2004).

2 Le PtdIns4P, un effecteur clé du trafic
au niveau de I'appareil de Golgi

2.1 Synthése du PtdIns4P

Le PtdIns4P représente environ 30 % des PPIn to-
taux chez la levure, et approximativement 45 % chez
I'Homme (Payrastre et al., 2001). Il est enrichi au
niveau de l'appareil de Golgi ou il est majoritaire-
ment généré par phosphorylation du PtdIns par des
PI 4-kinases (De Matteis et al., 2002). Il peut aussi
résulter de la déphosphorylation du PtdIns(4,5)P;
et du PtdIns(3,4)P, par des PI 5-phosphatases et
des PI 3-phosphatases, respectivement (figure 1).
Chez S. cerevisiae, les PI 4-kinases Pikl et Stt4

réalisent la conversion du PtdIns en PtdInsdP au
niveau de lappareil de Golgi et de la membrane
plasmique, respectivement (Audhya et al., 2000).
La déphosphorylation du PtdIns(4,5) P, en PtdIns4 P
est orchestrée par les 5-phosphatases Inp51/Sjll,
Inp52/8j12, Inp53/Sjl3 et Inpb4 (figure 1) (Liu &
Bankaitis, 2010). Chez 'Homme, les PPIn 4-kinases
Pl4Ka et PI4K( synthétisent le PtdIns4P & partir
du précurseur PtdIns. Par ailleurs, le PtdIns4 Ppeut
étre synthétisé a partir du PtdIns(3,4)P» par la
3-phosphatase PTEN ou a partir du PtdIns(4,5) P, par
les 5-phosphatases OCRL1 ( Occulo-cerebro-renal syn-
drome protein 1), INPP5B (Inositol Polyphosphate
Phosphatase 5B) et les synaptojanines 1 et 2 (figure 1)
(Liu & Bankaitis, 2010). Des mutations dans OCRL1
sont a l'origine du syndrome occulo-cérébro-rénal de
Lowe.

2.2 Role physiologique du PtdIns4P

Le PtdIns4dP a pendant longtemps été considéré
comme un simple précurseur d’autres PPIn. Chez
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la levure, le PtdInsdP est présent dans deux com-
partiments distincts : la membrane plasmique et le
réseau trans-golgien (Audhya et al., 2000). L’appareil
de Golgi constitue un carrefour central dans le tra-
fic membranaire, ou les protéines et les membranes
de divers compartiments intracellulaires s’échangent,
nécessitant donc la régulation spatio-temporelle tres
précise de ces processus. Le PtdIns4d P serait impliqué
dans le maintien de 'identité de I'appareil de Golgi,
afin de préserver son réle dans le trafic intracellulaire.
Ainsi, chez la levure, le PtdIns4 P a été montré comme
ayant une fonction dans le transport de protéines :
le transport antérograde a partir du réseau trans-
golgien et le transport rétrograde vers I'appareil de
Golgi (Audhya et al., 2000). De plus, chez la le-
vure le PtdIns4 P est important pour la formation des
vésicules de sécrétion allant du Golgi vers la mem-
brane plasmique (Mizuno-Yamasaki et al., 2010). De
nombreuses protéines interagissant avec le PtdIns4d P
ont été identifiées et sont localisées a l'appareil de
Golgi (Lemmon, 2003). Par exemple, la protéine de
levure Oshl (Ozysterol binding protein homologue),
requise pour le transport des stérols, est localisée a
Pappareil de Golgi via son domaine PH (Pleckstrin
Homology) qui lie le PtdInsdP (Levine & Munro,
2002).

L’homologue humain de Oshl, la protéine OSBP
(OxySterol Binding Protein), également impliquée
dans le transport intracellulaire des stérols, se loca-
lise au niveau du Golgi grace a l'interaction entre
son domaine PH et le PtdInsdP (Levine & Munro,
2002). Cependant, si cette interaction est essentielle a
la localisation de OSBP, elle n’est pas suffisante puis-
qu’elle nécessite également l'interaction avec une GT-
Pase golgienne (ADP-Ribosylation Factor ou ARF)
(Levine & Munro, 2002). Deux autres protéines,
FAPP1 et FAPP2 (Four-Phosphate-Adaptor Protéine
1 et 2) qui régulent le trafic membranaire golgien, sont
également en complexe avec ARF et interagissent avec
le PtdInsdP via leur domaine PH (Lemmon, 2003).
Cette interaction protéine-lipide jouerait un role dans
le transport vésiculaire antérograde du Golgi vers
la membrane plasmique en controlant la production
de vésicules bourgeonnant depuis ’appareil de Golgi
(Godi et al., 2004).

3 Le PtdIns3P, un lipide essentiel au trafic
membranaire au niveau des endosomes

3.1 Synthése du PtdIns3P

Le PtdIns3 P représente environ 30 % des PPIn totaux
de levure et est présent en quantité équivalente aux
PtdIns4P. Par ailleurs chez 'Homme, il représente
moins de 15 % des PPIn mono-phosphorylés et

est largement minoritaire par rapport au PtdIns4 P
(Payrastre et al., 2001). Le PtdIns3P est produit par
phosphorylation du PtdIns en position D3 de 'inosi-
tol ou par déphosphorylation du PtdIns(3,4)P; ou du
PtdIns(3,5) P, (figure 1).

Chez lalevure S. cerevisiae, une seule enzyme cata-
lyse spécifiquement et uniquement la phosphorylation
du PtdIns en PtdIns3P, la lipide kinase Vps34 (Va-
cuolar Protein Sorting 34) (Herman & Emr, 1990;
Schu et al., 1993). L’activité de Vps34 est régulée
par la protéine kinase Vpsld et est indispensable
a la formation du MVB (MultiVesicular Body ou
corps multivésiculaire). De fagon intéressante, il a été
montré que la régulation positive de Vps34 par Vpslh
est stimulée par l'interaction directe entre les sept
répétitions WD (Trp-Asp) situées dans la région C-
terminale de cette derniére et la sous-unité Ga de
la protéine Gpal. Le domaine C-terminal de Vpsl5
se comporterait ainsi comme la sous-unité 3 de la
protéine G. Ainsi, il y aurait un couplage entre la si-
gnalisation médiée par les protéines G au niveau de la
membrane plasmique et le tri des récepteurs de cette
signalisation au niveau des endosomes. De plus, I'inter-
action du complexe Vps34-Vpsld avec Gpal stimule
la production de PtdIns3P aux endosomes (Slessareva
et al., 2006).

Le génome humain code pour huit lipide-kinases
capables de produire du PtdIns3P et regroupées en
trois classes, selon leurs spécificités de substrat et leur
homologie (Vanhaesebroeck et al., 2001) :

— Deux phosphoinositides 3-kinases de classe I (PI3K
I) qui phosphorylent surtout le PtdIns(4,5)P; en
PtdIns(3,4,5) Ps.

— Trois phosphoinositides 3-kinases de classe II
(PI3K II) qui phosphorylent surtout le PtdInsd P
en PtdIns(3,4) Pe.

— La phosphoinositide 3-kinase de classe III, qui est
I’homologue de la protéine de levure Vps34. Tout
comme Vps34, la PI3K III humaine est spécifique
du PtdIns et est par conséquent probablement &
lorigine de l’essentiel du PtdIns3P cellulaire. La
sous-unité régulatrice de hVps34 est la protéine
p150, 'homologue de Vpsl5 de levure (Panaretou
et al., 1997). Une étude phylogénétique a mis en
évidence la coévolution de 'unique PI3K III et de
sa sous-unité régulatrice Vpslb chez la plupart des
eucaryotes, de la levure a 'Homme en passant par
les amibes et les parasites (Lecompte et al., 2008).

Chez la levure, le PtdIns3P est également
synthétisé par les lipides phosphatases Figd (Fac-
tor Induced Gene /4, également appelée Sac3),
Sjl2/Inp52, Sjl3/Inp53 et Sacl. Elles possedent
toutes un domaine SAC catalytique permettant de
déphosphoryler différents PPIn dont le PtdIns(3,5)P»
en PtdIns3P (Liu & Bankaitis, 2010). Fig4 est la seule
PtdIns 5-phosphatase spécifique du PtdIns(3,5) P
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(Gary et al., 2002). L’homologue humain FIG4/SAC3
remplit des fonctions cellulaires similaires a Fig4. Des
mutations dans le géne humain FIG4 sont a 'origine
du syndrome de Charcot-Marie-Tooth type 4J, une
maladie neuromusculaire de forme récessive qui se
traduit par une démyélinisation des axones (Liu &
Bankaitis, 2010). Avec MTMR2, FIG/ est donc le
deuxieme gene codant pour une lipide phosphatase
impliquée dans une maladie neuromusculaire.

3.2 Role physiologique du PtdIns3P

Dans les cellules de levure et de mammiferes, le
PtdIns3P est enrichi au niveau de la membrane
des endosomes précoces et a la membrane des
vésicules internes des endosomes tardifs (ou corps mul-
tivésiculaires, ou MVB) (Gillooly et al., 2000). Au
niveau des endosomes précoces, il joue un role cen-
tral dans le recrutement de protéines effectrices telles
que la protéine de levure Vps27 ou son homologue
humaine Hrs (Hepatocyte growth factor-Regulated ty-
rosine kinase Substrate), deux protéines du complexe
ESCRT-0 (Endosomal Sorting Complex Required for
Transport) impliquées dans le tri endosomal des
protéines et la formation du MVB (Henne et al., 2011).
Ces deux protéines comportent un domaine FYVE
(Fabl, YGLO023, Vps27, et EEA1) liant le PtdIns3P
endosomal et un motif de recrutement du complexe
ESCRT-1 (Gruenberg & Stenmark, 2004). Ceci per-
met de recruter les deux autres complexes ESCRT-2
et 3 dont l'action concertée permet l'internalisation
des protéines membranaires dans les vésicules internes
du MVB (Henne et al., 2011). Cette internalisation
est indispensable a I'arrét des cascades de signalisa-
tion médiées par des récepteurs transmembranaires
et a l'adressage de protéines membranaires a la va-
cuole/lysosome.

La protéine adaptatrice humaine EEA1 (Early En-
dosomal Antigen 1) se lie également au PtdIns3 P avec
une forte affinité via son domaine FYVE et régule les
processus de fusion membranaire entre endosomes en
recrutant la GTPase Rabb aux endosomes (Gruenberg
& Stenmark, 2004).

De méme, la PtdIns3P 5-kinase Fabl (S. cerevi-
siae) ou PIKfyve (humaine), qui catalyse la phos-
phorylation du PtdIns3P en PtdIns(3,5)P,, se fixe
au PtdIns3P wvia son domaine FYVE (Payrastre
et al., 2001). Ainsi, un des rdles physiologiques du
PtdIns3P est de servir de précurseur a la synthese
du PtdIns(3,5)P,.

Chez la levure S. cerevisiae, la délétion du gene
VPS3} n’est pas létale mais elle entraine une crois-
sance tres lente et une forte diminution de la résistance
a de nombreux facteurs (température, pH, éthanol,
hygromycine B, stress hyperosmotique, caféine ou

rapamycine). La levure wps34A présente également
d’importants défauts de trafic membranaire qui se tra-
duisent par une morphologie et un transport vacuo-
laire anormaux, I'excrétion de la carboxypeptidase Y
(CPY) et un défaut d’autophagie (Kihara et al., 2001).
Un des roles essentiels de cette lipide kinase de levure
est donc d’assurer 'intégrité du tri des protéines a des-
tination de la vacuole en produisant du PtdIns3P, le-
quel permettra le recrutement de protéines effectrices
du trafic (Henne et al., 2011).

4 Le PtdIns5P, un phosphoinositide
méconnu

4.1 Synthése du Ptdins5P

Le PtdIns5P est le PPIn mono-phosphate identifié
le plus récemment (Rameh et al., 1997). Il est long-
temps resté méconnu en raison de sa faible concen-
tration basale dans les cellules de mammiferes, mais
également des difficultés liées aux techniques permet-
tant de le séparer du PtdIns4 P. En effet, en conditions
basales dans les cellules de mammiferes, le PtdIns5P
représente moins de 10 % des PPIn monophosphates
(Payrastre et al., 2001).

Par ailleurs, aucune étude n’a mis en évidence
la présence de PtdIns5P dans une souche sauvage
de levure S. cerevisiae. En effet, Ymrl, I'unique
représentante des myotubularines dans la levure, est
dépourvue d’activité 3-phosphatase a ’encontre du
PtdIns(3,5)P, (Taylor et al, 2000; Parrish et al.,
2004).

Chez '’humain, le PtdIns5P est produit par la li-
pide kinase PIKfyve directement & partir du PtdIns
(figure 1). In vivo, la surexpression de PIKfyve induit
une augmentation de PtdIns5 P, tandis que des souris
hétérozygotes PIKfyve +/null présentent des niveaux
réduits de PtdIns5P en comparaison avec les souris
témoins, sans pour autant que cela affecte la viabilité
des souris mutantes (Ikonomov et al., 2011).

Du c6té des lipides phosphatases, on retrouve
les membres de la famille des myotubularines
(MTM1, MTMRI1-4,6,7) qui possédent une acti-
vité 3-phosphatase & l'encontre du PtdIns(3,5)Ps, et
génerent ainsi du PtdIns5P (figure 1) (Laporte et al.,
2003).

4.2 Role physiologique du PtdIns5P

Le role du PtdIns5 P dans les cellules de mammiferes
est encore relativement mal compris. Une fraction du
PtdIns5P a été détectée au niveau du noyau et se-
rait impliquée dans la réponse au stress, notamment
en modulant l'activité du régulateur transcriptionnel
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ING2. ING2 est en outre la premieére protéine iden-
tifiée comme ayant un domaine de liaison spécifique
au PtdIns5 P, nommé PHD (Plant HomeoDomain fin-
ger), un domaine en doigt de zinc (Gozani et al., 2003).

5 Le PtdIns(4,5)P2, un phosphoinositide
impliqué dans I'’endocytose

5.1 Synthese du Ptdins(4,5)P;

Chez la levure, le PtdIns(4,5) P, est présent en quan-
tité équivalente au PtdIns4 P, soit approximativement
30 % des PPIn totaux et plus de 90 % des différents
PPIn bis-phosphorylés. Chez 'Homme, il représente
environ 45 % des PPIn totaux et plus de 90 % des
différents PPIn bis-phosphorylés. Le PtdIns(4,5) P» est
donc un PPIn majoritaire (Di Paolo & De Camilli,
2006).

Le PtdIns(4,5)P> est synthétisé par la PPIn
5-kinase Mss4 chez la levure (figure 1) et il est présent
essentiellement & la membrane plasmique (figure 2)
(Desrivieres et al., 1998).

Chez 'Homme, plusieurs PPIn-kinases a l'origine
du PtdIns(4,5)P, ont été identifiées : les PIP5K de
type I «, B et v sont localisées a la membrane plas-
mique et convertissent le PtdIns4d P en PtdIns(4,5) P
(Ishihara et al., 1998); tandis que les PIP4K de type
IT sont situées au niveau de P'appareil de Golgi et
convertissent le PtdInsbP en PtdIns(4,5)P, (Bunce
et al., 2008; Clarke et al., 2008). Contrairement &
la levure, les mammiferes synthétisent également du
PtdIns(3,4,5) Ps qui peut servir de substrat a des PPIn
3-phosphatases telles que PTEN (Phosphatase and
TENsin homolog), TPIP«, 3 et v pour produire du
PtdIns(4,5) P, (figure 1) (Liu & Bankaitis, 2010).

5.2 Role physiologique du PtdIns(4,5)P-

Chez S. cerevisiae et dans les cellules humaines,
le PtdIns(4,5)P; est majoritairement présent dans
le feuillet cytoplasmique de la membrane plasmique
(figure 2), ou il agit comme un régulateur majeur du
cytosquelette d’actine et de 'endocytose. Chez S. ce-
revisiae, Mssd agit en combinaison avec la PtdIns
4-kinase Stt4 a la membrane plasmique pour générer le
PtdIns(4,5) P, a partir de PtdIns. Ce PPIn est essen-
tiel pour 'activation de la cascade de signalisation des
MAP kinases médiée par Rhol/Pkcl. En effet, la lo-
calisation correcte de Rom2, la GEF (GTP FEzchange
Factor) de la GTPase Rhol, dépend directement de
I'interaction entre son domaine PH et le PtdIns(4,5) P>
membranaire (Audhya & Emr, 2002). L’organisation
du cytosquelette d’actine dépend en grande partie de

cette voie de signalisation (Desrivieres et al., 1998).
L’activité de Mss4 et la synthese de PtdIns(4,5)P;
remplissent également une fonction essentielle dans
I’endocytose qui dépend de l'actine chez la levure
(Sun et al., 2007). En effet, les protéines effectrices
de l'endocytose comme les domaines ENTH (Epsin
N-Terminal Homology), ANTH (AP-180 N-Terminal
Homology) ou PH (Pleckstrin Homology) possedent
un domaine de liaison au PtdIns(4,5)P, (Itoh &
Takenawa, 2002; De Craene et al., 2012).

Chez 'Homme, le PtdIns(4,5) P> joue un réle ma-
jeur dans la régulation de différentes voies de signa-
lisation, notamment en raison des variations rapides
auxquelles il peut étre soumis par le jeu des kinases
et phosphatases & PPIn (figure 1). A I'instar de celui
de la levure, le PtdIns(4,5)P, remplit chez 'homme
une fonction importante dans la régulation du cytos-
quelette d’actine. En effet, plusieurs études ont révélé
des interactions entre le PtdIns(4,5) P, et des protéines
régulatrices de la polymérisation de ’actine. Dans les
cellules de mammiferes, le PtdIns(4,5) P> est principa-
lement requis au niveau de la membrane plasmique
pour l'endocytose médiée par la clathrine (figure 2)
(Di Paolo & De Camilli, 2006). Il sert alors de si-
gnal de recrutement & de nombreuses protéines ef-
fectrices de 1’étape d’internalisation de ’endocytose,
via un domaine protéique (ENTH, ANTH, PH) liant
spécifiquement le PtdIns(4,5)P; (Itoh & Takenawa,
2002; Di Paolo & De Camilli, 2006; De Craene
et al., 2012). Ainsi, le domaine ENTH de I’'Epsinel
lie le PtdIns(4,5)P;, et cette interaction induit un
réarrangement structural de 'extrémité N-terminale
en une hélice-a qui va pénétrer dans la bicouche lipi-
dique et générer la courbure membranaire nécessaire
a la formation de la vésicule d’endocytose (Ford et al.,
2001).

6 Le PtdIns(3,5)P>, un phosphoinositide
régulant le trafic endosome-lysosome

6.1 Synthése du PtdIns(3,5) P>

Le PtdIns(3,5)P, est également un PPIn peu abon-
dant puisqu’il représente moins de 5 % des PPIn to-
taux chez 'Homme et chez S. cerevisiae; il est enri-
chi au niveau des endosomes tardifs, du MVB et du
lysosome/vacuole (figure 2) (Di Paolo & De Camilli,
2006).

Lalevure S. cerevisiae synthétise séquentiellement
le PtdIns(3,5) P2, d’abord sous laction de la PtdIns
3-kinase Vps34 qui génere le PtdIns3 P, puis par phos-
phorylation du PtdIns3P en PtdIns(3,5)FP. par la
PtdIns3P 5-kinase Fabl (figure 1). Chez la levure,
un stress hyperosmotique stimule tres fortement la
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Fig. 2. Localisation intracellulaire des différents phosphoinositides et voies du trafic membranaire. Les différents phos-
phoinositides (PPIn) sont spécifiquement enrichis dans des membranes définies. Ils sont représentés par des symboles :
en rond les PPIn impliqués dans le trafic intracellulaire avec les étapes qu’ils régulent ; en carré les PPIn impliqués dans
la signalisation cellulaire, ces deux types de PPIn sont absents chez la levure.

synthese du PtdIns(3,5) P> qui voit son taux intracel-
lulaire augmenter de 20 fois (Dove et al., 1997). La
synthese du PtdIns(3,5) P est régulée par les protéines
vacuolaires membranaires Vac7 et Vacl4 (Bonangelino
et al., 2002). En effet, dans des mutants affectés dans
les génes FAB1, VAC7 ou VAC14, le PtdIns(3,5) Py
n’est pas détectable, et ce indépendamment des
conditions osmotiques (Bonangelino et al., 2002). Si
Vac7 et Vacl4 sont indispensables a la synthese de
PtdIns(3,5) P, elles n’interagissent pas puisque Vac7
est l'activateur majeur de Fabl lors d’un choc hyper-
osmotique, alors que Vacl4 agit dans le cadre d'un
complexe avec la lipide phosphatase Figd pour réguler
le renouvellement du PtdIns(3,5)P, (Duex et al.,
2006b). Ceci est tres surprenant car la stimulation
de la synthese du PtdIns(3,5) P2 en réponse au stress
osmotique est dépendante de réactions antagonistes
de phosphorylation du PtdIns(3)P en PtdIns(3,5)P
et de la déphosphorylation de celui-ci en PtdIns3P

dans un cycle futile (Duex et al., 2006a). Il existe
donc une interdépendance essentielle entre la lipide
kinase et la phosphatase pour réguler le taux de
PtdIns(3,5) P, mais également pour activer la produc-
tion de PtdIns(3,5) P, en réponse & un stimulus.

Chez [I'Homme, la voie de synthese du
PtdIns(3,5)P; est similaire & celle de la levure
et c’est PIKfyve, I'unique homologue de Fabl, qui
est & lorigine du PtdIns(3,5)P, (figure 1) (Shisheva,
2008). A ce jour, aucune PPIn 4-phosphatase hydroly-
sant le PtdIns(3,4,5)Ps n’a pu étre mise en évidence.
Par conséquent, il semblerait que I'unique voie de
synthese du PtdIns(3,5) P, passe par la phosphoryla-
tion du PtdIns3P (figure 1). De plus, la régulation
de la synthese du PtdIns(3,5)P, est conservée chez
I’Homme, en effet PIKfyve interagit avec de multiples
partenaires jouant un roéle dans I’homéostasie du
PtdIns(3,5) P, (Shisheva, 2008). Par exemple, PIK-
fyve interagit avec son enzyme antagoniste Sac3/Fig4
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déphosphorylant spécifiquement le PtdIns(3,5)FP» en
PtdIns3P. Cette interaction indirecte se fait par le
biais de la protéine adaptatrice ArPIKfyve/Vacl4 qui
stabilise le complexe et stimule l'activité de PIKfyve
(Tkonomov et al., 2010).

Une étude plus récente démontre clairement 1’ho-
mologie dans la voie de synthese du PtdIns(3,5)Ps
entre la levure et les mammiferes (Jin et al., 2008). En
effet, que ce soit chez la levure ou la souris, la protéine
Vacl4 joue un role de plate-forme pour la régulation
de la synthese du PtdIns(3,5) P, en interagissant di-
rectement avec Fabl/PIKfyve, Figd/Sac3 et Vac7 qui
sont les effecteurs de cette voie de synthese. Ainsi
Vac7, Fabl et Figd pourront entrer en contact par
I'intermédiaire de leur liaison & différentes régions de
Vacl4 (Jin et al., 2008).

6.2 Role physiologique du PtdIns(3,5) P,

Différentes études ont montré le role du PtdIns(3,5) P>
dans la régulation du trafic entre les endosomes et
la vacuole (I’équivalent du lysosome chez la levure)
(figure 2).

Chez S. cerevisiae, les cellules fablA présentent
un défaut de croissance a 23 °C, ne sont pas viables
a 37 °C et montrent un défaut d’acidification de la
vacuole. Elles montrent aussi d’importants défauts
d’homéostasie vacuolaire avec un compartiment va-
cuolaire anormalement élargi, occupant jusqu’a 80 %
du volume de la cellule. Cet encombrement lié a la
taille de la vacuole peut également causer une distribu-
tion incorrecte des chromosomes lors de la division cel-
lulaire (Yamamoto et al., 1995). La présence de Vac7
et de Vacl4, qui régulent la synthese du PtdIns(3,5) Ps
par Fabl, est requise pour permettre le maintien de la
morphologie vacuolaire ainsi que pour la transmission
correcte de la vacuole de la cellule mere a la cellule
fille (Bonangelino et al., 2002).

Le PtdIns(3,5)P, joue un role essentiel dans le
tri des protéines membranaires au niveau des en-
dosomes tardifs/MVB (Odorizzi et al., 1998). Les
protéines membranaires a destination de la vacuole
sont marquées par de I'ubiquitine au niveau des en-
dosomes. Ces cargos ubiquitinés sont reconnus suc-
cessivement par les complexes ESCRT-0 a -2 pour
leur internalisation dans les vésicules internes de I'en-
dosome afin de former le MVB, dont la fusion avec
la vacuole aboutit au largage des vésicules dans la
lumiere de la vacuole (Gruenberg & Stenmark, 2004).
Au niveau des endosomes, les epsines de levure Ent3 et
Ent5 interagissent avec le PtdIns(3,5)P, grace a leur
domaine ENTH, et elles sont indispensables pour le
tri des cargos au MVB (Friant et al., 2003 ; Eugster
et al., 2004). La protéine liant le plus spécifiquement
et avec le plus d’affinité le PtdIns(3,5) P, est & 'heure
actuelle la protéine de levure Svpl/Atgl8, qui joue

un role dans I'autophagie chez la levure. De maniere
intéressante, Svpl/Atgl8 régule aussi lactivité de
Fabl, en se liant également a la protéine régulatrice
Vac7 (elle-méme recrutée par la protéine plate-forme
Vacl4). Ainsi, Svpl/Atgl8 agirait comme un senseur
du taux de PtdIns(3,5) P, en permettant la régulation
de sa synthese via un rétrocontrole impliquant Vac7
et Vacl4 (Efe et al., 2007).

Chez la souris, le mutant PIKfyve meurt
tres tot au cours du développement embryonnaire
(Ikonomov et al., 2011), ce qui témoigne de I'impor-
tance fondamentale de ce lipide membranaire dans
les processus cellulaires. Fabl et PIKfyve possedent
toutes les deux un domaine FYVE capable de lier
le PtdIns3P. Cette interaction avec le PtdIns3P va
entrainer leur recrutement aux endosomes, ou le
PtdIns3P est enrichi, et permettre la synthese du
PtdIns(3,5) P, (figure 2) (Shrissa et al., 2002). PIK-
fyve a été décrite comme ayant un role dans divers
processus tels que le tri endosomal des protéines,
I’homéostasie vacuolaire/lysosomale ou la régulation
de voies de signalisation (Payrastre et al., 2001).

KO/KO

7 Le PtdIns(3,4) P2, un second messager
lipidique
7.1 Syntheése du PtdIns(3,4) P,

Chez la levure S. cerevisiae, aucune étude n’a pu
mettre en évidence la présence du PtdIns(3,4) Py. Chez
I'Homme, le PtdIns(3,4)P, est essentiellement loca-
lisé & la membrane plasmique (figure 2) et compte
pour moins de 10 % des PPIn totaux en condition ba-
sale. Cependant, ces niveaux peuvent transitoirement
augmenter en réponse a une stimulation par des fac-
teurs de croissance ou des cytokines (Payrastre et al.,
2001). Le PtdIns(3,4)P, est obtenu majoritairement
par la phosphorylation du PtdIns4 P en PtdIns(3,4) P,
par les PI3K II (figure 1). La déphosphorylation
du PtdIns(3,4,5)P3 en PtdIns(3,4)P, peut étre
réalisée par les PPIn 5-phosphatases SHIP1/INPP5D,
SHIP2/INPPL1, OCRL1, INPP5B ainsi que par les
Synaptojanines 1 et 2 (figure 1) (Liu & Bankaitis,
2010).

7.2 Role physiologique du Ptdins(3,4) P,

Plusieurs études suggerent que le PtdIns(3,4) P, fonc-
tionne comme un second messager. En effet, il est
par exemple capable de recruter les protéine-kinases
Akt et PDK1 wvia leurs domaines PH. Le lien entre
le PtdIns(3,4)P» et la voie de signalisation PI3K/Akt
suggere que ce PPIn pourrait étre impliqué dans
un grand nombre de processus biologiques comme le
controle du cycle cellulaire, la survie, ’angiogenese, la
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prolifération ou le métabolisme du glucose. L’équilibre
entre le PtdIns(3,4) P, et le PtdIns(3,4,5)P; par le jeu
des lipides kinases et phosphatases (figure 1) pour-
rait donc jouer un role essentiel dans la régulation
des voies de signalisation en aval de Akt (Hers et al.,
2011). Malgré les nombreuses études sur ce PPIn,
sa fonction a la membrane plasmique est peu docu-
mentée, en effet la plupart des études se focalisent sur
le PtdIns(3,4,5)Ps.

Parmi les différents domaines protéiques, seuls
les domaines PH de la protéine TAPP1 (tan-
dem PH domain containing protein 1) interagissent
spécifiquement avec le PtdIns(3,4)P,. La protéine
TAPP1 régule l'organisation du cytosquelette d’ac-
tine. Une étude suggere que la liaison de TAPP1 au
PtdIns(3,4) P, favoriserait le recrutement a la mem-
brane plasmique de PTPL1 (Protein Tyrosine Phos-
phatase Like protein 1, ou FAP-1), une tyrosine phos-
phatase ubiquitaire impliquée dans la survie cellulaire
(Kimber et al., 2003).

8 Le Ptdins(3,4,5)P;, un effecteur clé
de la voie de signalisation PI3K/Akt

8.1 Syntheése du PtdIns(3,4,5)P;

La levure S. cerevisiae ne présente pas de taux
détectable de PtdIns(3,4,5)P5 et celui-ci est donc
considéré comme absent de cet organisme. Chez
I'Homme, le PtdIns(3,4,5)Ps représente moins de 5 %
des PPIn totaux et il est quasiment indétectable dans
des cellules quiescentes. Ses niveaux intracellulaires
peuvent cependant augmenter de fagon rapide et tran-
sitoire, jusqu’a 100 fois en réponse a un agoniste
(Milne et al., 2005). Le PtdIns(3,4,5)Ps est essen-
tiellement synthétisé & la membrane plasmique (fi-
gure 2) par les PPIn 3-kinases de classe I & partir du
PtdIns(4,5) P, (figure 1), mais il n’est pas exclu que des
pools minoritaires de PtdIns(3,4,5) P; puissent exister
a la membrane de compartiments intracellulaires en
réponse a un agoniste (Payrastre et al., 2001).

La synthese du PtdIns(3,4,5)P; est finement
régulée, étant donné que cette molécule signal est au
centre de nombreuses voies de signalisation. Parmi les
régulateurs du taux intracellulaire de PtdIns(3,4,5) Ps,
on retrouve la phosphatase PTEN qui catalyse la
déphosphorylation en position 3 du PtdIns(3,4,5)Ps
pour produire du PtdIns(4,5)P,. PTEN a été ca-
ractérisée comme un suppresseur de tumeur et des mu-
tations dans PTEN sont impliquées dans de nombreux
cancers (Liu & Bankaitis, 2010). Le role principal de
PTEN est de réguler le cycle cellulaire et 'apoptose
via son activité phosphatase requise pour la régulation
de la voie de signalisation dépendant de la kinase Akt.

8.2 Role physiologique du Ptdins(3,4,5)Ps

Bien qu’il soit présent a de tres faibles taux, le
PtdIns(3,4,5)Ps est sans doute le PPIn dont le role
est le mieux caractérisé. En effet, ses effecteurs im-
pliqués dans différentes voies de signalisation le lient
via leurs domaines PH, et sa dérégulation entraine
le développement de nombreux cancers. Parmi les
effecteurs, il y a des facteurs d’échange de petites
protéines G de la famille Arf (ADP-ribosylation fac-
tors). D’autres effecteurs sont les sérine-thréonine ki-
nases PDK1 (Phosphoinositide Dependent Kinase 1)
et Akt ainsi que la phospholipase Cy (PLCr) qui font
ainsi le lien entre ce PPIn et le controle de fonctions
cellulaires telles que la prolifération et la survie cel-
lulaire, la dynamique du cytosquelette, la mobilité, le
trafic membranaire et ’apoptose (Lemmon, 2003).

Un des roles les plus étudiés du PtdIns(3,4,5) P; est
celui de régulateur de la kinase Akt qui lie ce PPIn via
son domaine PH. Akt joue un role trés important car
d’une part elle va permettre 'activation de la PI3K I
et la synthese du PtdIns(3,4,5)Ps, et d’autre part sa
liaison au PtdIns(3,4,5)Ps via son domaine PH va lui
permettre d’étre ancrée a la membrane plasmique, ol
elle sera phosphorylée et activée par la protéine ki-
nase PDK1 (Hers et al., 2011). Chez les mammiferes,
il existe trois isoformes d’Akt nommées Aktl, Akt2 et
Akt3 qui sont activées par des facteurs de croissance
ou d’autres stimuli extracellulaires, ainsi que par des
mutations oncogéniques dans différents régulateurs
d’Akt (Ras, les sous-unités pl10 et p85 de la PI3K
I et PTEN). En effet, le domaine PH d’Akt lie aussi le
PtdIns(3,4) P, qui est produit par PTEN a partir du
PtdIns(3,4,5)Ps (figure 1) (Hers et al., 2011). La voie
de signalisation PtdIns(3,4,5)Ps;/PtdIns(3,4)P,/Akt
est impliquée dans la régulation de nombreuses fonc-
tions biologiques dont la prolifération cellulaire, la sur-
vie et le métabolisme. La dérégulation d’Akt aboutit
a des cancers, des diabetes et des maladies cardiovas-
culaires et neurologiques. Il est donc trés important de
trouver des inhibiteurs agissant sur Akt pour traiter
ces pathologies. Ainsi, parmi les inhibiteurs couram-
ment utilisés en thérapie, beaucoup agissent sur la liai-
son entre les PPIn et le domaine PH d’Akt (Hers et al.,
2011).

Conclusion

Les phosphoinositides sont des molécules lipidiques
qui coordonnent le trafic intracellulaire. Les différentes
formes phosphorylées des PPIn sont contrélées par un
jeu de kinases et de phosphatases en réponse a des sti-
muli. Les sept PPIn sont présents en quantité variable
dans les cellules et certaines especes sont enrichies
dans des compartiments intracellulaires bien précis.
Les PPIn sont tous virtuellement inter-convertibles
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sous réserve que 'organisme possede le jeu d’enzymes
appropriées. Ainsi, le PtdIns5 P, le PtdIns(3,4)P; et le
PtdIns(3,4,5) Ps, présents chez les mammiferes, n’ont
pu étre mis en évidence dans la levure S. cerevi-
siae. Les PPIn jouent un role essentiel dans I'identité
des membranes intracellulaires. De plus, des change-
ments locaux dans les niveaux de PPIn permettent
une régulation spatiotemporelle de divers événements
tels que le bourgeonnement vésiculaire, la fusion mem-
branaire ou la dynamique du trafic intracellulaire.
Du fait de leur faible abondance, moins de 10 %
des phospholipides cellulaires, les PPIn peuvent étre
soumis localement a des variations tres fortes dans
leur concentration; c’est plus particulierement le cas
pour le PtdIns(3,4,5)Ps; en réponse a une stimula-
tion cellulaire chez les mammiferes et le PtdIns(3,5)Ps
en réponse a un choc osmotique chez la levure.
Ainsi de nombreuses études se sont penchées sur le
métabolisme des PPIn, leurs localisations et leurs roles
intracellulaires. En effet, malgré leur faible proportion,
ils jouent un role essentiel dans le recrutement et/ou
I’activation de protéines effectrices et interviennent
dans la régulation de différentes fonctions cellulaires.
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