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>Les mélanocytes situés a la base de I’épiderme
produisent des mélanosomes qui sont transférés
aux kératinocytes pour assurer la pigmentation
de I'épiderme et sa photoprotection contre les
rayons ultraviolets. Les mélanosomes, organites
apparentés aux lysosomes, sont le lieu de synthése
et de stockage d’un pigment, la mélanine. Leur
formation dépend de protéines mélanosomales qui
transitent par les voies de biosyntheése et d’endo-
cytose et exploitent les mécanismes moléculaires
du trafic intracellulaire. Les acteurs moléculaires
impliqués dans le transport des protéines mélano-
somales et la biogenése des mélanosomes sont la
cible de mutations dans des maladies génétiques
accompagnées d’hypopigmentation comme I’al-
binisme et les maladies lysosomales. Les études
menées sur les mélanocytes issus de souris mode-
les de ces maladies permettent de comprendre
certaines des étapes-clés de la mélanogenese
ainsi que les dysfonctionnements associés a ces
pathologies. De plus, décrypter la mélanogenese
facilite également la compréhension d’autres
processus physiologiques, comme Iillustrent les
similitudes inattendues avec I"amyloidogenese
dans les maladies neurodégénératives. <

L'épiderme est un épithélium composé majoritairement
de kératinocytes et, dans une moindre proportion, de
mélanocytes. Ces cellules, pourtant minoritaires, sont
de véritables usines dédiées a la syntheése d’un pigment,
la mélanine, qui définit la couleur de la peau et des
cheveux et représente un systeme de protection unique
contre les radiations ultraviolettes (UV). La gradation
de pigmentation de la peau, du blanc au noir, est due a
la nature et a la quantité de mélanine produite par les
mélanosomes. Généralement, la mélanine se compose
de biopolyméres d’eumélanine (noire et brune) et de
phéomélanine (rouge et jaune). La réaction chimique
responsable de la synthese des différents types de
pigment fait intervenir au moins trois enzymes trans-
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membranaires spécifiques des mélanocytes : la tyrosinase, Tyrpl
(tyrosinase-related protein 1) et Tyrp2 ou DCT (DOPAchrome tauto-
merase) [1]. La tyrosinase catalyse la formation des précurseurs de
la phéomélanine et de I’eumélanine, alors que Tyrpl et 2 permettent
la synthése de I"eumélanine (Figure I). Les mélanosomes compo-
sés principalement de phéomélanine (phéomélanosomes), encore
aujourd’hui peu caractérisés, different en structure et en composition
des eumélanosomes et ne seront pas présentés dans cette synthese.
La séquestration du pigment a I'intérieur des mélanosomes protege
le mélanocyte des résidus oxygénés libérés lors de la synthese et du
transfert du pigment. Une fois synthétisée, la mélanine est transférée
du mélanocyte au kératinocyte (Figure 1). Le mécanisme de ce trans-
fert reste mal compris et sera discuté ci-apres. Les propriétés opti-
ques de la mélanine, qui absorbe les rayons de longueurs d’onde des
UV jusqu’au domaine du visible, lui permettent de protéger ’ADN des
kératinocytes des effets mutagenes des rayons UV. Deés lors, il appa-
rait essentiel de comprendre comment les mélanocytes parviennent a
fabriquer ces organites hautement spécialisés.

La biogenése des mélanosomes

Au début des années 1960, les observations en microscopie électro-
nique ont permis d’analyser I'ultrastructure des mélanosomes [2].
Cependant, leur composition protéique et leur mode de biogenese
sont longtemps restés incompris. L’hétérogénéité de la population
mélanosomale dans les mélanocytes de la peau explique en partie qu’il
soit difficile d’appréhender leur formation et leur origine [2, 3]. €n
effet, quatre stades de maturation du mélanosome sont définis sur la
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Figure 1. L’unité mélano-épidermique, les
protéines mélanosomales et la synthése de
mélanine. Les mélanocytes se localisent a la
base de I’épiderme et produisent les mélano-
somes. Un mélanocyte peut contacter jusqu’a
40 kératinocytes vers lesquels sont transférés
les mélanosomes (gauche). A droite, repré-
sentation schématique d’'un mélanosome et
des protéines mélanosomales ainsi que de la
chaine de biosyntheése de la mélanine (phéo-
mélanine et eumélanine ou DHICA-mélanine).
Pmell7 (aussi appellé GP100) est le consti-
tuant majoritaire des fibres (bleues) présen-

tes dans la lumiére du mélanosome. Les enzymes, tyrosinase (Tyr), tyrosinase-related protein 1 (Tyrpl) et DCT (dopachrome tautomérase ou Tyrp2)

synthétisent la mélanine a partir de la tyrosine importée dans la lumiére du mélanosome. OA1 (ocular albinism type 1) est un récepteur a 7 domai-

nes transmembranaires impliqué dans la biogenése des mélanosomes. MART1 (aussi appelé MelanA) a été identifié comme un antigene tumoral

mais sa fonction est encore mal comprise. P, dont la mutation cause des albinismes oculocutanés (0CA2), MATP (0CA4), NCKX5 (ou SLC24A5) sont

des transporteurs d’anions et de cations et pourraient réguler le pH de la lumiére du mélanosome.

base de leur morphologie (Figure 2) [4]. La mélanogenése se déroule
en deux étapes majeures qui permettent tout d’abord de former un
organite immature dit non pigmenté (prémélanosomes de stades |
et 11), qui poursuit progressivement sa maturation en mélanosomes
pigmentés (dits de stades Il et IV) (Figure 2) [4]. Les mélanosomes
de stade IV sont ensuite transférés aux kératinocytes des couches
supérieures de I’épiderme (Figure 1).

Il a été proposé que les mélanosomes soient issus du réticulum endo-
plasmique [5, 6]. Cependant, plusieurs travaux, dont les ndtres, appor-
tent des arguments en faveur de leur origine endosomale [3, 7]. Les
mélanosomes appartiennent a la classe des organites apparentés aux
lysosomes (ou LRO pour lysosome-related organelles). Ces organites
sont présents dans différents types cellulaires, lymphocytes, macro-
phages, plaquettes et cellules endothéliales. Cette dénomination de
LRO provient des caractéristiques qu’ils partagent avec les lysosomes :
ils possédent des protéines lysosomales (protéines de la membrane du
lysosome et hydrolases), sont accessibles & la voie d’endocytose, et
leur pH est acide. Cependant, leurs structures et leurs fonctions sont
tres différentes. Certains LRO possedent une double fonction, comme
les granules cytolytiques des lymphocytes T cytotoxiques qui assurent
la dégradation des macromolécules et la lyse des cellules cibles. €n
revanche, les mélanosomes ont une fonction unique [3]. €n effet, dans
les mélanocytes, les mélanosomes coexistent avec les lysosomes et
chaque organite remplit des fonctions distinctes (Figure 3).

La voie d’endocytose et ses modulations

Dans toutes les cellules, la voie d’endocytose se compose de réseaux
d’organites et de sous-domaines membranaires auxquels sont attri-
buées des fonctions cellulaires variées et essentielles telles que
I"apport de nutriments, le contrdle des voies de signalisation et la
dégradation de macromolécules [8]. Placés au carrefour des voies
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d’endocytose, de biosynthese et de dégradation, les
endosomes en sont la principale plateforme de tri
moléculaire. Ils se composent de domaines vacuolai-
res et tubulo-vésiculaires comprenant les endosomes
précoces de tri et de recyclage. Au cours de leur matu-
ration, ces domaines vacuolaires accumulent progres-
sivement des vésicules dans leur lumiere par un pro-
cessus de bourgeonnement a partir de la membrane
délimitant le compartiment. Ces domaines vacuolai-
res, nommés & ce stade CMV (corps multivésiculaires)
précoces, s’individualisent ensuite et se localisent
dans la voie d’endocytose ; définis par la présence
dans leur lumiére de vésicules membranaires d’un dia-
metre de 40 a 80 nm, ces CMV fusionnent avec les lyso-
somes afin d’y dégrader leur contenu (Figure 3). Dans
certains types cellulaires, ces CMV peuvent également
fusionner avec la surface cellulaire pour sécréter leurs
vésicules intraluminales (exosomes) dans le milieu
extracellulaire [9].

L'un des défis rencontrés par une cellule spécialisée
comme le mélanocyte est de créer un compartiment
membranaire aux caractéristiques morphologiques
uniques dans lequel des protéines spécifiques vont
remplir leur fonction : synthétiser et stocker le pig-
ment. Pour ce faire, le mélanocyte va utiliser a son
profit "extraordinaire plasticité du réseau endosomal.
Comment cette cellule spécialisée réussit-elle ce tour
de force ? Utilise-t-elle des compartiments cellulai-
res préexistants ou crée-t-elle de nouvelles voies du
trafic intracellulaire ? Une fois formés, comment ces
mélanosomes restent-ils distincts des endosomes
et des lysosomes ? Par quels mécanismes la cellule



Figure 2. Les mélanocytes et les mélano-
somes. Les mélanocytes isolés, observés

en microscopie optique (gauche), pré-

sentent de nombreuses extensions cellu-
laires (dendrites) ol s’accumulent les mélanosomes. Les observations faites par microscopie
électronique dans le cytoplasme des mélanocytes (droite) révélent non seulement des méla-
nosomes noirs contenant la mélanine (mélanosomes matures), mais également des organites
non pigmentés (prémélanosomes, compartiments précurseurs des mélanosomes). Lors de leur
formation, les mélanosomes évoluent en 4 stades distincts définis par leur morphologie. Les
stades | et Il sont blancs, non pigmentés. Ce sont des organites délimités par une membrane et
caractérisés respectivement par la présence de vésicules intraluminales membranaires et d’un
réseau organisé de structures fibrillaires. Les dépGts de mélanine, noirs en raison de leur den-
sité électronique, sont visibles dans les mélanosomes de stades Il et IV. échelle microscopie

optique : 10 pm. Echelle microscopie électronique : 0,2 pm.

composition et accessibilité a la voie
d’endocytose, les stades les plus préco-
ces (stade I) correspondent a des endo-
somes communs a la voie d’endocytose
et a la biogenése des mélanosomes [3].
La ségrégation des deux voies a lieu lors
de la formation des prémélanosomes de
stade Il qui, eux, adoptent une forme
ellipsoidale particuliére dite en ballon
de rugby (Figure 3). Cette particularité
morphologique est due a la présence de
fibres protéiques de nature amyloide [3,
10] qui servent de support physique a la
séquestration de la mélanine. Le consti-
tuant principal de ces fibres est une pro-
téine transmembranaire appelée Pmell7
[7]. La polymérisation des domaines
luminaux de Pmell7 générés lors de son
clivage protéolytique constitue I’élément
de base de ces fibres [11]. Ce clivage est
effectué par une prohormone conver-
tase de la famille des furines : il sépare
le domaine luminal (Ma) au caractére
fibrillogénétique des domaines trans-
membranaire et cytoplasmique (M)

réalise-t-elle alors le tri entre les macromolécules & délivrer aux  [12] (Figure 4 et Encadré 1). Ce clivage a lieu dans les

mélanosomes et les protéines résidentes de la voie d’endocytose ? endosomes lors du tri et de la séquestration de Pmell7
Autant de mysteres qui, au cours des dernieres années, ont commencé  sur les vésicules intraluminales des endosomes préco-

a livrer leurs secrets. ces précurseurs des prémélanosomes (stade 1) [13, 14]
(Figure 4).
L’endosome, site des premiéres étapes de la mélanogeneése Les mécanismes responsables de I’adressage de Pmell7

aux CMV restent encore mal compris. Conceptuellement,

La mélanogenese débute par la formation d’organites non pigmentés le tri de protéines transmembranaires sur les vésicules
ou prémélanosomes (stades | et II). Du fait de leurs morphologie, internes des CMV nécessite I’action de machineries
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Figure 3. La voie d’endocytose et la biogenése
des mélanosomes. Les mélanosomes provien-
nent de la voie d’endocytose et restent dis-
tincts des lysosomes. La protéine préméla-
nosomale Pmell7 transite par les endosomes
précoces afin de générer les fibres intralumi-
nales caractéristiques des prémélanosomes
de stade Il. Les enzymes de la mélanogenése,
tyrosinase et Tyrpl, sont adressées depuis des
intermédiaires endosomiaux aux mélanosomes
en cours de maturation (stades Il et II). Les
mélanosomes matures, contenant la mélanine
(stade 1V), sont transportés grice au réseau
de microtubules vers la péripherie de la cel-
lule, dans les extrémités dendritiques, avant
d’étre transférés aux kératinocytes. CMV : corps

multivésiculaires ; RTG : réseau trans-golgien.

155

REVUES

\

SYNTHESE




156

1 De la prémélanogenése aux maladies neurodégénératives

Les fibres protéiques formées par "autoassemblage du domaine luminal
Mot de Pmell7 présentent toutes les caractéristiques structurales, bio-
chimiques et biophysiques de fibres amyloides pathologiques, lesquelles
s’accumulent dans les maladies neurodégénératives telles que I’Alzhei-
mer, les maladies & prions ou le Parkinson [10]. La description récente
d’un domaine de Pmell7, nommé CTF (cytoplasmic terminal fragment),
issu du clivage du MP par une y-sécrétase [47], démontre une fois
de plus les fortes analogies qui existent entre Pmell7 et les protéines
amyloidogénes comme I’APP (Alzheimer precursor protein). Dés lors, les
clivages supplémentaires du domaine Mot nécessaires a la formation des
fibres pourraient eux aussi dépendre d’enzymes impliquées dans I’amy-
loidogenése [11].

Nos récents travaux ont fait appel a la tomographie électronique pour
reconstituer en 3 dimensions les intermédiaires précoces de la méla-
nogeneése. Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives quant a la
compréhension des bases cellulaires de I’amyloidogenese (voir [13] et
http://www.alzforum.org/new/detail.asp?id=1959). Cette étude montre
que les fibres générées lors du clivage de Pmell7 sont formées dans des
compartiments endosomiaux ou les vésicules intraluminales, du fait de la
présence de lipides particuliers dans leur membrane, joueraient un rdle de
«nucléateur » des fibres [13] (Figure 4). Ces lipides forment des radeaux
ou rafts lipidiques au sein des membranes et favoriseraient la formation
de fibres amyloides pathologiques [48]. Comme il a été proposé que les
endosomes soient impliqués dans I"amyloidogenese pathologique, il est
nécessaire de poursuivre ces études qui, au-dela de la mise en évidence
des mécanismes de la prémélanogenése, aideront a la compréhension des
bases cellulaires et moléculaires des maladies neurodégénératives.

moléculaires qui concentrent spécifiquement un cargo' donné dans
un domaine membranaire particulier de la membrane de I’endosome
[9]. Ce domaine est ensuite invaginé dans la lumiére de I'endosome
et forme un bourgeon qui, apres scission avec la membrane limitante
de "endosome, devient une vésicule intraluminale. Le mécanisme
de tri endosomal le mieux caractérisé nécessite I'action concertée
de quatre complexes protéiques appelés ESCRT (endosomal sorting
complex required for transport) [15]. De facon inattendue, le tri et
la séquestration de Pmell7 dans les vésicules intraluminales des CMV
(précurseurs des prémélanosomes) sont indépendants de la machine-
rie ESCRT [14]. Néanmoins, ce tri est nécessaire au clivage de Pmell7
et a la libération de son domaine luminal qui, deés lors, formera les
fibres caractéristiques du prémélanosome et servira de cocon lors de
la synthése du pigment (Figure 4).

La mélanogenese tardive :
un trafic établi grace aux maladies génétiques

Les enzymes impliquées dans la synthése de la mélanine (par
exemple : tyrosinase, Tyrpl) sont transportées vers les prémé-

! Nous garderons le terme anglais cargo qui désigne les protéines transmembranaires ou non (enzymes ou
autres) qui sont véhiculées vers les compartiments cellulaires appropriés via un routage spécifique aux
cellules spécialisées (ici les mélanocytes).
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lanosomes, permettant ainsi la progression de ces
derniers vers des stades ou ils contiennent du pigment
(I et 1V) (Figure 3). Plusieurs travaux récents mon-
trent que ces étapes sont altérées dans une maladie
génétique autosomale récessive accompagnée d’hypo-
pigmentation, le syndrome d’Hermansky-Pudlak (HPS)
(voir Encadré 2) [16]. Le HPS résulte de la mutation
de genes codant pour des protéines qui participent a
diverses étapes du trafic intracellulaire.

Pour véhiculer les protéines mélanosomales vers les
mélanosomes, la cellule doit mettre en place des sys-
témes de reconnaissance qui permettent leur identifi-
cation et leur tri parmi toutes les autres protéines de
la cellule. AP-3 (adaptor protein-3) est I’un des quatre
complexes adaptateurs hétérotétramériques. Il inter-
agit avec des séquences d’acides aminés particuliéres
(signaux di-leucine) situées dans les domaines cyto-
plasmiques des protéines transmembranaires et permet
leur séquestration dans des intermédiaires de transport.
Puis, ces derniers sont ciblés vers un compartiment avec
lequel ils fusionnent pour y délivrer leur contenu. Dans
les mélanocytes, AP-3 interagit avec la tyrosinase et
participe a son transport vers les mélanosomes [17]. €n
effet, dans les mélanocytes issus de patients atteints de
HPS2 ou de souris pearl ou mocha (portant une mutation
dans une des sous-unités du complexe AP-3) (Figure 5),
la tyrosinase s’accumule dans les endosomes [17].
Comme AP-3 se localise dans des vésicules et bourgeons
associés aux endosomes précoces, cela suggere que cet
adaptateur transporte la tyrosinase des endosomes
précoces aux mélanosomes [17]. Cependant, AP-3
n’organise pas la totalité du transport des enzymes de
la mélanogenése car : (1) le pelage des souris pearl ou
mocha est coloré [18]; (2) les mélanocytes de patients
HPS2 produisent toujours des mélanosomes d’apparence
normale [17]; (3) la rétention de la tyrosinase dans
les endosomes reste partielle car elle se localise dans
des vésicules de transport [17]; (4) la Tyrpl, une autre
enzyme de la mélanogenese, n'interagit pas avec AP-3
et son transport aux mélanosomes n'est pas altéré en
son absence [17]. Ces observations ont conduit a consi-
dérer le possible r6le d’un autre adaptateur moléculaire
apparenté a AP-3, nommé AP-1, qui est intact dans
le HPS. De fagon intéressante, AP-1 interagit avec les
deux enzymes-clés de la mélanogenése (la tyrosinase
et Tyrpl) et prend partiellement en charge le transport
de la tyrosinase lorsque AP-3 n’est plus fonctionnel
[17, 19]. De plus, lorsque AP-1 est inactif, Tyrpl s’ac-
cumule dans des endosomes précoces suggérant qu’au
moins deux enzymes impliquées dans la synthése de la
mélanine transitent par ces plate-formes de tri avant
d’atteindre le mélanosome [17, 19].
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Figure 4. La protéine Pmell7 compose les
fibres des prémélanosomes. Pmel 17 est une
protéine transmembranaire qui transite par
des endosomes (les prémélanosomes de
stade 1). Dans ces organites, Pmel17 est clivée
par une prohormone convertase de la famille
des furines ainsi que par d’autres protéases
mal caractérisées. Les domaines luminaux
de Pmell7 ainsi libérés s’auto-assemblent et
forment des fibres qui s’organisent en feuillets
amyloides (gauche). Cette organisation est

mise en évidence par reconstruction 3D en

tomographie électronique (droite). Des coupes épaisses (400 nm) de mélanocytes fixés par congélation a haute pression ont été analysées par

microscopie électronique a transmission a 200 kV. Des séries d’images ont été acquises avec un logiciel de tomographie (Explore 3D), puis recons-

truites (imod) pour établir les modeles 3D correspondants. Le modele 3D met en évidence des fibrilles (jaune) émanant des vésicules intralumina-

les (vertes) au sein du prémélanosome de stade Il (rouge) (d’apres [13]) (échelle : 0,1 um).

2 Le syndrome de Hermansky-Pudlak

Le syndrome de Hermansky-Pudlak (HPS) se caractérise par un albi-
nisme oculocutané et des troubles associés au dysfonctionnement des
différents LRO (défauts de coagulation, fibrose pulmonaire et immuno-
déficiences). Le HPS résulte de la mutation dans au moins un des huit
genes candidats chez I’lhomme et des seize génes chez la souris (Figure 5).
Méme si les pathologies associées au HPS restent confinées aux types
cellulaires qui produisent des LRO (ex. mélanocytes, granules denses des
plaquettes), I’expression des génes mutés dans ces maladies est ubiqui-
taire. Certaines des protéines codées par ces génes ont des fonctions déja
décrites (’adaptateur AP-3, le complexe HOPS, I’enzyme Rab Gerany!
geranyl transferase). Au contraire, d’autres protéines n'ont pas de role
connu, a linstar de celles qui s’assemblent en des complexes nommés
BLOC (biogenesis of lysosome related organelles complex) (Figure 5). Ace
jour, les protéines mutées dans le HPS semblent uniquement impliquées
dans la formation des stades tardifs de mélanogenese. Elles régulent
le transport endosomal des enzymes de la mélanogeneése et de cargos
nécessaires a leur activité enzymatique.

Spécialisation du trafic intracellulaire des mélanocytes

Dans la majorité des types cellulaires, les protéines cargos triées par
AP-1 ou AP-3 sont adressées respectivement aux endosomes précoces
et aux endosomes tardifs ou aux lysosomes [20]. €n revanche, dans les
mélanocytes, les effecteurs doivent s’adapter a ces voies de transport
tres spécifiques vers les mélanosomes qui concentrent les enzymes
de la mélanogenese. Ici encore, les études issues des mélanocytes
de souris modéles du syndrome d’Hermansky-Pudlak permettent de
proposer des candidats intervenant dans ces étapes-clés de la méla-
nogenese : les complexes BLOC (biogenesis of lysosome related orga-
nelles complex). Au nombre de trois, BLOC-1, -2 et -3, ces complexes
sont formés de plusieurs protéines (Figure 5). BLOC-1 est composé
de 8 sous-unités : les genes correspondant a deux d’entre elles sont
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mutés dans le HPS humain (Dysbindin-HPS7 et BLOS3-
HPS8) et ceux qui correspondent & cing de ces protéines
sont mutés dans des modéles murins du HPS (capuc-
cino, sandy, reduced pigmentation, muted et pallidin)
[4]. Les mutations qui affectent le complexe BLOC-1
entrafnent les phénotypes d’hypopigmentation les plus
séveres rencontrés dans le HPS [16]. Dans les méla-
nocytes de souris déficientes pour des sous-unités de
BLOC-1, la distribution de Tyrpl est tres altérée comme
le démontre sa rétention massive dans les endosomes.
€n revanche, la localisation de la tyrosinase n’est que
partiellement affectée. Bien que cette enzyme-clé soit
encore présente dans les mélanosomes, ces mélanocy-
tes ne synthétisent plus de pigment. L'explication d’une
telle absence de pigmentation est venue de la démons-
tration qu’une altération fonctionnelle du complexe
BLOC-1 modifie fortement la distribution d’une protéine
essentielle a la fonction de la tyrosinase, le transpor-
teur du cuivre ATP7A (aussi appelé transporteur de
Menkes car son gene est muté dans la maladie du méme
nom). En effet, I'activité enzymatique de la tyrosinase
est dépendante de sa capacité a lier les ions cuivre
[21]. Le transport d’ATP7A des endosomes aux méla-
nosomes requiert BLOC-1. La présence d’ATP7A dans les
mélanosomes permet le transport du cuivre nécessaire a
Pactivité de la tyrosinase [22]. Ainsi, les mutations des
sous-unités du complexe BLOC-1 altérent, directement
ou non, l'activité de deux enzymes-clés de la méla-
nogenese, ce qui se traduit par une hypopigmentation
importante [23].

Le destin de Tyrpl est différemment affecté dans les
mutants AP-3 et BLOC-1, et ces deux complexes se
localisent dans des domaines endosomiaux distincts
[23, 24]. Au contraire, et au vu des phénotypes engen-
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Figure 5. Protéines mutées dans le syndrome
d’Hermansky-Pudlak (HPS). Le HPS résulte

de la mutation d’au moins un geéne parmi

HPS8 (h) o _ )
HPS2 (h) 0 Reduced huit génes candidats chez ’lhomme et huit
Pearl (m) ___ Mocha (m) @G ino (m) BLOCISS Tpigmentation  supplémentaires chez la souris. De plus, les
Ruby (d) Garnet (d) Gypiadin (i Muted | (1) X ’
Apt-6 (c) ; Cappuccino BLOC1S1 \M ted (m) mutations de génes homologues chez Droso-
G — e () HPS7 () e PZl;d (:) phila melanogaster et Caenorhabditis elegans
Apt-7 (c) AP-3 Sandy (m) causent respectivement une malformation
BLOC-1 des granules pigmentaires de I’eeil ou des
| ‘ ranules de Pintestin. La quasi-totalité de
Buff (m) /Vps33am ‘Vps41\ . g U\ qu it
Carnation (d) Vpsléa Light (d) ces génes codent pour des sous-unités de
Y Vps-41 (c) Zpgé (h) () complexes protéiques ubiquitaires impliquées
uby-eye (m
DVpsIéa (d) Deep orange (d) HPS5 (h) ~___HPS5 o dans la biogenése des LRO. Certains d’entre
Vps-16 (c) Ruby-eye 2 (m) I HPs3 (h) - i
HOPS/VPS-C Cocoa (m) eux ont une fonction connue dans le trafic
BLOC-2 intracellulaire. Le complexe AP-3 interagit
avec des séquences d’acides aminés présen-
tes dans le domaine cytosolique de protéines
HPSI (h) — transmembranaires. I est impliqué dans leur
Pale ear (m) HPSE  ~
HPS4 (h) transport des endosomes vers les lysosomes
Light ear (m) . ,
ou les organites apparentés aux lysosomes. Le
Gunmetal (m)
BLOC-3 complexe HOPS (homotypic protein sorting)
Domaine LRR = lg-like interagit avec les protéines SNARE (soluble
Rab GGTase Il N-ethylmaleimide sensitive factor [NSF] atta-

chment protein receptors) impliquées dans la

fusion membranaire. La géranyl géranyl Rab transférase Il (RabGGTase I1) catalyse la prénylation de petites GTPases de la famille Rab, une modifi-

cation nécessaire a leur association aux membranes. Par exemple, une diminution de son activité dans les souris Gunmetal entraine la localisation

cytosolique de certaines Rab et bloquent ainsi des étapes de trafic membranaire. €n revanche, les sous-unités des complexes BLOC (biogenesis of

lysosome related organelles) BLOC-1, BLOC-2, BLOC-3 ne présentent ni motifs structuraux, ni homologies significatives avec des protéines connues

et leurs fonctions restent mal comprises. Cette figure illustre les sous-unités des différents complexes connus chez I’lhomme (h), la souris (m), la

drosophile (d) ou C. elegans (c). Structure de Rab GGTase Il : vert, domaine hélical de la sous-unité o ; jaune : domaine Ig-like ; vert en feuillets :

domaine LRR (leucine rich repeat) ; gris : sous-unité B (d’apres [4]).

drés par leur dysfonctionnement, AP-1 et BLOC-1 pourraient coordon-
ner une seule et méme voie, méme si cela reste a démontrer [19, 23].
On peut proposer que ces complexes définissent des voies distinctes
mais complémentaires pour rejoindre le mélanosome a partir des
endosomes. Au cours de la mélanogenese, ces routes permettraient
de délivrer aux mélanosomes, de maniére séquentielle, des protéines
ayant des fonctions diverses (enzymes, transporteurs) [24, 25]. De
plus, la capacité de ces complexes a interagir avec d’autres machine-
ries moléculaires (moteurs, SNARE [soluble N-ethylmaleimidesensitive
facteur (NSF) attachement protein receptors]) leur permettrait de
réguler diverses étapes du trafic intracellulaire dans le mélanocyte et,
par conséquent, la mélanogenése et la pigmentation du mélanocyte.

Un dialogue étroit requis pour le trafic
des endosomes aux mélanosomes

Une fois le tri des cargos de la mélanogenese organisé au niveau des

endosomes précoces, les intermédiaires de transport enrichis en ces
cargos rejoignent le mélanosome pour y étre délivrés. AP-3, AP-1
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et BLOC-1 trient des cargos de la mélanogenese dans
les membranes endosomales (Figure 6). Alors, quels
complexes protéiques permettraient leur adressage
aux mélanosomes ? BLOC-2 pourrait étre un acteur
privilégié de ce processus. Il se compose de 3 sous-
unités (HPS3, 5 et 6) [26, 27] mutées chez les patients
atteints du HPS et dans des modéles de souris (ruby-
eye, ruby-eye-2 et cocoa) [16]. ’hypopigmentation
observée lorsque BLOC-2 est mutée est moins sévére
que celle qui accompagne les mutations de BLOC-1.
Elle se caractérise par un défaut de distribution de
Tyrpl et, dans une moindre mesure, de la tyrosinase
qui s’accumulent dans des vésicules membranaires
qui joueraient le role d’intermédiaire de transport a
I’interface entre les endosomes précoces et les méla-
nosomes [28]. De plus, BLOC-1 et BLOC-2 interagissent
directement et génétiquement [18, 24], suggérant
fortement que ces deux complexes interviennent de
maniere séquentielle, en triant puis acheminant les
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cargos des endosomes aux mélanosomes. Des lors, la génération
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d’intermédiaires de transport et la polarisation d’un tel trafic
depuis le compartiment donneur vers I'accepteur requierent une
étroite coordination entre le tri moléculaire et le positionnement des
organites (Figure 6).

Dans les mélanocytes, les mélanosomes les plus pigmentés (stades Il
et IV) se distribuent & la périphérie cellulaire. Cette particularité
spatiale nécessite que les enzymes de la mélanogenése soient trans-
portées du centre de la cellule, ou elles sont synthétisées, vers la péri-
phérie, ou elles agissent. Les moteurs moléculaires, de types myosines
ou kinésines, s’associent respectivement au cytosquelette d’actine
ou au réseau de microtubules et sont nécessaires a la formation des
intermédiaires de transport (tubules et/ou vésicules) et a leur dépla-
cement jusqu’au compartiment cible. Nos travaux récents montrent
gu’une kinésine, KIF13A, est nécessaire au transport de I"enzyme Tyrpl
des endosomes aux mélanosomes. Ce moteur, via son interaction avec
AP-1, coordonne a la fois le tri des enzymes dans les endosomes ainsi
que le transport et le positionnement de ces derniers a proximité des
mélanosomes [19]. De plus, le moteur KIF13A et 'adapteur AP-1 inte-
ragissent tous les deux avec le cargo Tyrpl. Des lors, ces observations
permettent de proposer un modéle selon lequel AP-1 et KIF13A, en
association avec BLOC-1 et BLOC-2, réguleraient le tri des enzymes
au niveau des endosomes précoces puis leur transport au contact des
mélanosomes.

Comment les cargos sont-ils délivrés aux mélanosomes ?

L'une des dernieres étapes permettant aux cargos de la mélanogenese
de rejoindre leur destination est la fusion des endosomes avec les
mélanosomes en cours de maturation. Bien que trés peu de données
expérimentales permettent de comprendre ce processus, les obser-
vations en microscopie électronique mettent en évidence des conti-
nuités membranaires entre les endosomes et les mélanosomes [19].
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Figure 6. Spécialisation du trafic intra-
cellulaire dans le mélanocyte. Les adaptateurs
AP-1 et AP-3 ainsi que les complexes BLOC
régulent le transport des enzymes mélanoso-
males (tyrosinase et Tyrpl) des endosomes
aux mélanosomes. Par ailleurs, I"adaptateur

Stade IV AP-1 est également impliqué dans le posi-

tionnement des endosomes a proximité des
mélanosomes grdce son interaction avec un
moteur moléculaire, la kinésine KIF13A (non
représentée ici). Ce positionnement facilite
les échanges entre endosomes et mélanoso-
mes requis pour la maturation de ce compar-
timent. OAl est un récepteur a 7 domaines
transmembranaires, localisé dans les méla-
nosomes immatures, qui contrdle la formation

des prémélanosomes.

Dans les mélanocytes, le trafic endosome-mélanosome
semble s’effectuer par I’intermédiaire de tubules
membranaires [19]. Ces observations ne permettent
pas de discriminer la nature antérograde ou rétrograde
du transport qui s’opeére via ces tubules membranai-
res et les deux possibilités ne sont pas mutuellement
exclusives. Des lors, le mélanosome poursuit vraisem-
blablement sa maturation grace a la régulation de
I’équilibre entre 'apport et I"export des protéines qui
le composent.

Dans les cellules eucaryotes, le processus de fusion
membranaire est régi par une famille de protéines
appelées SNARE définies comme la machinerie molécu-
laire minimale responsable de la fusion des membranes
biologiques [29]. Actuellement, aucune d’entre elles
n'a été directement impliquée dans ce processus au
cours de la mélanogeneése. Cependant plusieurs SNARE
de la voie d’endocytose sont présentes a des taux éle-
vés dans les mélanocytes [30] et I’'une d’entre elles,
la syntaxine-13, interagit directement avec BLOC-1 ou
le complexe HOPS (homotypic protein sorting) [31].
Cette SNARE est localisée dans les endosomes de recy-
clage [32] et apparaft comme un bon candidat a la
régulation de la fusion de ce compartiment avec les
mélanosomes. Par ailleurs, la distribution de plusieurs
SNARE endocytiques est altérée dans les mélanocytes
déficients pour AP-3 ou BLOC-1, suggérant que ces
complexes puissent moduler, directement ou non,
I’activité de ces SNARE [23, 25]. Cependant, identifier
les SNARE qui participent a décrypter la fusion endo-
somes-mélanosomes, leur régulation et le réle des
protéines mutées dans le HPS restent des objectifs qui
méritent d’étre abordés.
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Les genes de I’albinisme et leur réle dans la mélanogeneése

Bien que "analyse des modeles de HPS nous ait appris que la pro-
gression des événements au cours de la mélanogenése est largement
régulée par des mécanismes ubiquitaires du trafic intracellulaire, les
étapes de biosynthése du pigment nécessitent un niveau supplémen-
taire de spécialisation. Ces étapes sont réalisées par des protéines
exprimées spécifiquement par les mélanocytes et dont les genes
sont mutés dans des pathologies de la pigmentation couramment
appelées albinismes. U'albinisme regroupe un ensemble hétérogene
de troubles héréditaires résultant en une hypopigmentation variable
de la peau, de I’iris et de la rétine, caractérisée par des défauts du
nombre, de la structure et/ou de la fonction des mélanosomes. €n
outre, I’albinisme peut étre associé a des défauts d’autres types cel-
lulaires non pigmentés qui produisent des LRO, comme dans le HPS
et le syndrome de Chediak-Higashi (CH) [33]. Toutefois, I’albinisme
primaire est exclusivement dii aux mutations d’au moins un des cing
geénes codant pour des protéines transmembranaires du mélanosome
dont les fonctions sont essentielles a la synthése du pigment et a la
maturation du mélanosome : tyrosinase, Tyrpl, P (pink eyed dilu-
tion), MATP (membrane-associated transporter protein)/SLC45A2 et
0Al (ocular albinism 1)/GPR143 (G protein-coupled receptor 143)
(voir Encadré 3).

0Al, le garant de I’identité du mélanosome ?

Le gene codant pour OAl, dont I’expression est restreinte aux cel-
lules pigmentées de la peau et des yeux, a été identifié depuis plus
de 10 ans [34], mais sa fonction n’est toujours pas complétement
comprise [35]. OAL est une glycoprotéine a sept domaines transmem-
branaires qui présentent peu d’homologies de séquence mais d’im-
portantes similitudes structurelles et fonctionnelles avec les récep-

3 Les albinismes oculocutanés

Les mutations de la tyrosinase et de Tyrpl sont responsables des albi-
nismes oculocutanés 1 et 3 (ocular cutaneous albinism type 1 et type 3,
0CA1 et OCA3) caractérisés respectivement par une absence de pigment
et une réduction de la quantité de mélanine [49]. P (pink eyed dilution)
et MATP (membrane-associated transporter protein) sont deux protéi-
nes canaux qui controlent le pH ou I’osmolarité des mélanosomes. Leurs
mutations sont la cause des albinismes oculocutanés (0CA2 et 0CA4)
caractérisés par une diminution de la quantité de mélanine. La muta-
tion du gene OA1 est responsable d’une forme particuliere d’albinisme
oculaire (ocular albinism type 1) qui, contrairement a ce qui est observé
pour les OCA, n’affecte pas directement la production du pigment mais
a pour conséquence une diminution du nombre des mélanosomes [38].
L’une des caractéristiques de cette maladie (chez les patients affectés
ou dans des modeles murins) est la présence, dans les cellules pigmen-
tées de la rétine et de la peau, de mélanosomes géants (macroméla-
nosomes) [50]. Ainsi, OAl pourrait contrdler la mélanogenése via la
régulation du nombre et de la taille des mélanosomes.
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teurs couplés aux protéines G (GPCR, G protein coupled
receptor) [36]. Les GPCR se localisent & la membrane
plasmique et possedent un domaine de liaison a un
ligand extracellulaire qui peut étre une hormone ou un
neurotransmetteur. La liaison de ce ligand induit un
changement de conformation du récepteur qui inte-
ragit avec des GTPases intracellulaires ou protéines G,
nommées Gi, Go ou Gq. Celles-ci modulent activité du
GPCR et lui permettent d’envoyer des signaux intra-
cellulaires en réponse aux stimulus physiologiques.
A Iinstar des GPCR, OA1 lie un ligand, la L-DOPA (un
produit intermédiaire de la voie de biosynthése de
la mélanine) [37], et interagit avec les protéines G
de type inhibiteur (Gi) [35]. Cependant, dans les
mélanocytes humains de la peau, OAl s’associe majo-
ritairement d la membrane des lysosomes et des méla-
nosomes immatures (stades | et I1) [38]. Sa distribu-
tion intracellulaire est due a deux motifs protéiques
responsables de son tri, dont les mutations alterent
son trafic intracellulaire et sa fonction [40]. Dés lors,
la localisation d’0Al aux membranes intracellulaires
ainsi que sa topologie membranaire suggérent que sa
liaison a la L-DOPA intervient dans la lumiere du méla-
nosome. Ainsi, OAl pourrait transduire un signal de
I"intérieur du compartiment vers le cytosol.

Les pathologies associées a I’albinisme oculaire de
type 1 suggerent que OAl joue un role-clé dans la
maturation des mélanosomes. En effet, par I'inter-
médiaire d’une cascade de transduction dépendante
de la protéine Ga.i3, OAL régulerait la biogenese des
mélanosomes. Des souris chez lesquelles I’expression
de Gai3 est éteinte ont des phénotypes semblables
a ceux observés dans I'albinisme oculaire de type 1
[40]. Récemment, il a été montré qu’0Al participe aux
étapes précoces de la mélanogenese en contrdlant la
composition protéique et I'identité des prémélanoso-
mes [38]. Par exemple, en "absence d’0Al, les méla-
nocytes produisent des prémélanosomes anormaux qui
accumulent a la fois les protéines de la prémélanoge-
nése (Pmell7) et celles de la mélanogenése tardive
(Tyrpl). Ces observations suggérent que la ségrégation
et/ou le tri de ces protéines sont affectés [38]. Dés
lors, 0Al modulerait le trafic des protéines de la méla-
nogenese en régulant négativement la maturation des
mélanosomes [38]. U'étude de la fonction des protéi-
nes mutées dans I’albinisme facilite la compréhension
de la physiopathologie liée a ce trouble. Cette étude
permet également la mise en évidence de nouvelles
voies de signalisation et de régulation du trafic intra-
cellulaire des cellules spécialisées dans la formation
d’organites spécifiques, dont les mélanosomes font
partie.



Le transfert des mélanosomes : I'ultime étape ?

Dans I'épiderme, le transfert des mélanosomes des mélanocytes aux
kératinocytes est nécessaire a la pigmentation de la peau et a sa pro-
tection lors de son exposition aux rayons UV. Un mélanocyte de I’épi-
derme, grdce a ses projections dendritiques, peut contacter environ
quarante kératinocytes [41]. Linteraction entre ces deux types cellu-
laires met en cause de multiples protéines d’adhésion créant un contact
intime qui, par analogie aux synapses neuronales ou immunologiques,
est appelé synapse pigmentaire [42]. Uune des étapes précédant le
transfert est la mobilisation des mélanosomes sous la membrane plas-
mique, aux extrémités dendritiques. Les mélanosomes y sont transportés
via la kinésine-1 et le réseau de microtubules [43]. Une fois en périphé-
rie, les mélanosomes s’associent au réseau d’actine sous-membranaire
via le complexe tripartite Rab27a-mélanophiline-myosine Va [44]. Le
role de ce complexe dans le transport et "arrimage des mélanosomes a
la périphérie des mélanocytes a été mis en évidence grdce a I’étude de
mélanocytes issus de patients et de souris modéles d’une autre maladie
lysosomale, le syndrome de Griscelli [45]. Les mécanismes impliqués
dans le transfert des mélanosomes depuis les mélanocytes aux kératino-
cytes restent encore aujourd’hui mal compris. Trois processus distincts
mais non mutuellement exclusifs sont proposés pour expliquer I"acqui-
sition du pigment par les kératinocytes : (1) I’exocytose du pigment nu
de toute membrane suivie de son endocytose par le kératinocyte ; (2) le
transfert des mélanosomes par des nanotubes établis entre mélanocytes
et kératinocytes ; (3) la phagocytose par le kératinocyte des extrémités
dendritiques des mélanocytes riches en mélanosomes [42]. Cependant,
gageons que si autant d’efforts sont entrepris pour comprendre ce
transfert que pour élucider la mélanogenese, ce processus-clé de la
pigmentation devrait livrer rapidement ses secrets.

Conclusion

Au cours de ces derniéres années, les bases nécessaires a la compré-
hension des mécanismes et machineries cellulaires intervenant dans la
formation des mélanosomes ont été élucidées. La pertinence de I’étude
des mécanismes de biogenése du mélanosome est intimement liée a
importance de la compréhension du maintien de I’état pigmenté de
I’épiderme, non seulement d’un point de vue cosmétique, mais surtout
parce qu’il est essentiel a la photoprotection contre les radiations des
rayons UV (auxquels I’&tre humain est exposé). Uincidence des cancers
de la peau, dont en particulier le mélanome, est inversement propor-
tionnel a I’état de pigmentation d’un épiderme. De plus, le risque de
développer un mélanome dépend du patrimoine génétique de chacun.
€n effet, dans certaines familles, I’expression de variants génétiques
augmente la susceptibilité a ce cancer. Beaucoup, parmi les variants
des genes déja identifiés, codent pour des protéines mélanosomales
et pour des protéines impliquées dans la biogenése des mélanosomes
[46]. Il serait donc essentiel de comprendre comment 'expression de
ces variants affecte le processus de formation du mélanosome. D’autre
part, un grand nombre de protéines impliquées dans le trafic intra-
cellulaire sont codées par des genes dont les mutations sont a "origine
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de maladies génétiques. Les syndromes de Griscelli, de
Chediak-Higashi et d’Hermansky-Pudlak, qui affec-
tent la pigmentation, en sont les meilleurs exemples.
Cependant, ces maladies génétiques dites lysosomales
alterent la formation et la fonction de nombreux LRO,
avec pour conséquence de multiples troubles comme un
défaut de coagulation, des fibroses pulmonaires ou des
déficits immunitaires. Ces multiples effets démontrent
que la biogenese des différents LRO emprunte en partie
les mémes mécanismes moléculaires. Ainsi, les données
déja acquises sur la formation des mélanosomes faci-
literont sans aucun doute la compréhension des méca-
nismes de biogenese de cette famille de compartiments
membranaires et des troubles qui leur sont associés. ¢

SUMMARY

Biogenesis of melanosomes:

the chessboard of pigmentation

Melanosomes are lysosome-related organelles in retinal
pigment epithelial cells and epidermal melanocytes in
which melanin pigments are synthesized and stored.
Melanosomes are generated by multistep processes in
which an immature unpigmented organelle forms and
then subsequently matures. Such maturation requires
inter-organellar transport of protein cargos required
for pigment synthesis but also recruitment of effector
proteins necessary for the correct transport of melano-
somes to the cell periphery. Several studies have started
to unravel the main pathways and mechanisms exploi-
ted by melanosomal proteins involved in melanosome
structure and melanin synthesis. A major unexpected
finding seen early in melanosome biogenesis showed
the similarities between the fibrillar sheets of premela-
nosomes and amyloid fibrils. Late steps of melanosome
formation are dependent on pathways regulated by
proteins encoded by genes mutated in genetic diseases
such as the Hermansky-Pudlak Syndrom (HPS) and dif-
ferent types of albinism. Altogether the findings from
the past recent years have started to unravel how spe-
cialized cells integrate unique and ubiquitous molecular
mechanisms in subverting the endosomal system to
generate cell-type specific structures and their asso-
ciated functions. Further dissection of the melanosomal
system will likely shed light not only on the biogenesis of
lysosome-related organelles but also on general aspects
of vesicular transport in the endosomal system. ¢
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