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INTRODUCTION

A. Les membranes cellulaires

Les cellules eucaryotes possédent une architecture complexe, définie par la présence
d’'une forte compartimentalisation des fonctions cellulaires dans des sous-unités appelées
organites. A I'image de la cellule et sa membrane plasmique, ces compartiments cellulaires
sont le plus souvent délimités par une membrane. Les membranes exercent, entre autres, un
réle structural et sont constituées de nombreux lipides et de protéines. Les membranes
biologiques jouent également un réle fonctionnel crucial dans la communication entre les
organites, essentielle au bon fonctionnement de la cellule.

En résumé, les membranes cellulaires sont des éléments fondamentaux de la structure
et la fonction des cellules eucaryotes. Elles maintiennent la compartimentalisation des cellules
et certains organites tout en régulant I'échange de substances entre ces compartiments,

contribuant ainsi a I'noméostasie de la cellule et de I'organisme.

1. Les différents composants des membranes cellulaires

b. Les lipides

Les lipides, constituants majoritaires des membranes biologiques, sont le plus souvent
définis comme des molécules insolubles dans I'eau mais solubles dans des solvants
organiques (Fahy et al. 2011). Cette définition assez vague et parfois trompeuse (certains
lipides sont solubles dans I'eau), englobe de nombreuses molécules. En effet, il existe plus
d’'un millier de types de lipides, variant selon les organismes et types cellulaires (Corradi et al.
2019). Les trois grands groupes de lipides retrouvés majoritairement dans les membranes
cellulaires correspondent aux glycérophospholipides, les stérols et les sphingolipides (Figure

[1) (Harayama and Riezman 2018).
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Figure I11. Représentation des trois grands groupes de lipides membranaires et de leur diversité.

Ces trois groupes correspondent aux glycérophospholipides (GPL), aux sphingolipides (SL) et aux stérols (représentés ici
par le cholestérol, composant majoritaire de cette classe). Ces lipides peuvent varier selon la nature des chaines alipha-
tiques, le type de liaison de ces chaines et |e résidu constituant la téte polaire.

Figure adaptée de Harayama and Riezman, 2018.

Les glycérophospholipides (GPLs) correspondent a la classe la plus abondante de
lipides dans les membranes cellulaires avec une proportion d’environ 75% (Dowhan and
Bogdanov 2002). lls sont composés d’un squelette de glycérol, de deux chaines d'acides gras
et d’un groupe phosphate. Le groupe phosphate rend les glycérophospholipides polaires, ce
qui leur permet d'interagir avec I'eau et d'autres substances polaires, tandis que les chaines
d'acides gras sont hydrophobes, ce qui leur permet de s'associer et de former une membrane
stable. Les différents types de GPLs proviennent d’'une différence de résidu accolé a la téte
polaire. Chaque classe de phospholipides comprend a son tour de nombreuses espéeces
moléculaires, c'est-a-dire des molécules qui ont le méme groupement au niveau de la téte
mais qui difféerent par leurs chaines acyles (Hermansson, Hokynar, and Somerharju 2011).
Les deux principaux types de glycérophospholipides sont la phosphatidylcholine (PC) et la
phosphatidyléthanolamine (PE) (van Meer, Voelker, and Feigenson 2008). La PC est le GPL
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le plus abondant des membranes biologiques et est importante pour maintenir I'intégrité
structurelle de la membrane. La PE est également abondante dans les membranes
biologiques et joue un rdle dans les événements de fusion et fission membranaires. D'autres
types importants de glycérophospholipides comprennent le phosphatidylinositol (Pl) et ses
dérivés phosphorylés (PIPs), la phosphatidylsérine (PS) et le phosphatidylglycérol (PG).

Les sphingolipides (SLs) sont des lipides dérivés de la sphingosine, un alcool gras
sur lequel un acide gras se greffe par une liaison amide pour former un céramide. Les SLs les
plus abondants sont la sphingomyéline et les glycosphingolipides (van Meer, Voelker, and
Feigenson 2008). La sphingomyéline jouent notamment un rble structural important dans les
membranes, en modulant leur fluidité via la densité lipidique (Holthuis and Menon 2014). Ce
sont également des lipides pouvant interagir avec le cholestérol (au niveau des domaines
liquide-ordonnés) et capables de se lier a certaines protéines (Levental and Lyman 2022). Les
SLs sont les lipides structuraux les plus abondants derriere les GPLs (Casares, Escriba, and
Rossell6 2019).

Les stérols sont des lipides trés peu polaires représentés majoritairement par le
cholestérol. Ces lipides sont constitués dun noyau a 4 cycles (noyau
cyclopentanoperhydrophénanthréne) et d’'un groupe hydroxyle en position 3. Le cholestérol
joue un réle structural trés important dans la fluidité et la stabilité des bicouches lipidiques en
régulant le niveau d’empaquetage des lipides et la diffusion latérale (Maxfield and Mondal
2006). Ce lipide est également capable de former des microdomaines membranaires
(domaines liquide-ordonnés) impliqués dans le recrutement de certaines protéines ou
induisant leur changement conformationnel (Levental and Lyman 2022). En plus de leur role
structural dans la membrane cellulaire, les stérols jouent également des rbles fonctionnels
importants dans l'organisme. Par exemple, le cholestérol est impliqué dans la synthése

d'hormones, d'acides biliaires et de vitamine D (Schoop et al. 2021).

c. Les protéines membranaires

Les protéines sont des molécules biologiques complexes constituées d’acides
aminées et capables de remplir de nombreuses fonctions essentielles a 'homéostasie
cellulaire. Les protéines membranaires correspondent a une classe trés variée avec diverses
activités uniques, interagissant de maniére constitutive ou transiente avec les membranes
(Wojcik and Kriechbaumer 2021). On retrouve dans cette catégorie des protéines
indispensables telles que les canaux ioniques, des pompes a efflux, les protéines de jonctions
membranaires, etc. On distingue deux grandes classes de protéines membranaires : les

protéines membranaires intégrales (ou intrinséques) et les protéines membranaires
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périphériques (ou extrinséques) (Boes, Godoy-Hernandez, and McMillan 2021). La distinction
entre ces deux classes se fait selon le mode d’interaction avec la membrane biologique.

Les protéines membranaires intégrales (ou transmembranaires) sont directement
intégrés dans la membrane, elles contiennent donc un ou plusieurs domaines
transmembranaires hydrophobes interagissant avec les lipides (Hegde and Keenan 2022).
Ces protéines représentent a elles seules environ 25% du nombre total de protéines codées
chez 'Homme (Krogh et al. 2001). On retrouve dans cette catégorie par exemple les
récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs), permettant la transduction de nombreux
signaux moléculaires comme les hormones ou les neurotransmetteurs (Cherezov et al. 2007).

Les protéines membranaires périphériques se retrouvent d’'un seul coté de la
membrane et interagissent soit directement avec les lipides membranaires, soit avec des
protéines membranaires (Boes, Godoy-Hernandez, and McMillan 2021). Les domaines de ces
protéines reconnaissent les membranes par deux grands types d’interactions non exclusifs :
électrostatique ou hydrophobe (Whited and Johs 2015). Contrairement a la premiére classe,
ces protéines peuvent interagir transitoirement avec les membranes (a I'exception de certaines
protéines a ancrage lipidique) (Gofi 2002). On retrouve dans cette catégorie de nombreuses
enzymes du métabolisme lipidique et les protéines de transfert lipidique (LTPs) que nous

développerons plus tard.

d. Propriétés des membranes biologiques
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Figure I12. Interdépendance des différents composants membranaires et propriétés biophysiques associées.

La composition membranaire, définie par les lipides et protéines constituant ces membranes, régule les propriétés biophy-
siques comme la fluidité, I'empaquetage ou encore la rigidité membranaire. Par ailleurs, I'activité des protéines est modifiée
par ces paramétres biophysiques et la nature des lipides environnants. De maniere réciproque, la composition en lipide est
régulée par I'activité protéique et selon les propriétés biophysiques membranaires. Ainsi, il existe une interdépendance des
différents composants membranaires, définissant les paramétres biophysiques et régulant ainsi divers processus cellulaires.

Figure adaptée de Levental and Lyman, 2022.

La plupart des membranes retrouvées dans les cellules eucaryotes correspondent a
des bicouches lipidiques, structures dépendantes des propriétés amphiphiles des lipides
comme les GPLs. Les tétes polaires sont en contact avec le milieu aqueux, c’est-a-dire le
cytosol ou la matrice extracellulaire pour la membrane plasmique. Les chaines aliphatiques,
hydrophobes, sont quant a elles protégées du milieu aqueux en étant au centre des deux
feuillets de lipides. Une exception de cette structure en bicouche correspond aux gouttelettes
lipidiques (LDs, ou vésicules lipidiques), organites stockant des lipides sous formes neutres et
entourées par une monocouche de lipides (Thiam, Farese Jr, and Walther 2013). Les
bicouches sont souvent asymétriques : différents types de lipides sont ségrégés et enrichis
d’'un cbété ou de l'autre des membranes (Levental and Lyman 2022). Les membranes
biologiques peuvent étre définies par leurs propriétés biophysiques, c'est-a-dire les
caractéristiques physiques et chimiques, déterminant a leur tour la fonction associée aux
membranes.

Les propriétés biophysiques de ces membranes biologiques sont extrémement
variables et dynamiques, et définissent leur comportement et fonction (Munro 2002). Par

exemple, la tension, la rigidité ou la courbure membranaire dépendent du type de lipides
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constituant la membrane, la saturation des acides gras ou encore des charges des tétes
polaires (Harayama and Riezman 2018). Les protéines membranaires jouent également un
réle dans la régulation de ces propriétés. En effet, linteraction entre les protéines
membranaires et les lipides est complexe et multiforme, régulant les membranes de

nombreuses maniéres (Figure 12) (Levental and Lyman 2022) :

Le niveau d’empaquetage des lipides peut étre modifié par une incompatibilité entre
la longueur d’'un domaine transmembranaire et [I'épaisseur de la membrane. Cette
incompatibilité peut par exemple entrainer la compression des lipides ce qui empéche
I'exposition de leur partie hydrophobe. A l'inverse, ce stress mécanique provoqué par cette
incompatibilité peut aussi influencer la conformation et I'activité des protéines comme les
GPCRs (Botelho et al. 2006).

La fluidité est un parameétre régulant la diffusion latérale des protéines et lipides.
L’enrichissement en cholestérol et SLs, retrouvé notamment au niveau de la membrane
plasmique, induit la formation de sous-domaines membranaires parfois appelés « rafts, ou
radeaux lipidiques ». Selon les domaines transmembranaires, les protéines peuvent étre
partitionnées ou non dans les rafts et ainsi former, par exemple, des complexes de
signalisation (Stone et al. 2017). Ces sous-domaines influencent également la conformation
des protéines transmembranaires et par conséquent régulent leur activité.

La perméabilité, c'est-a-dire la capacité de la membrane a laisser passer des
molécules. Ce paramétre est crucial pour la cellule et permet de créer par exemple des
gradients de concentration pour les molécules hydrophiles comme les ions. Afin de réguler la
concentration ionique des difféerents compartiments cellulaires, des canaux ioniques
correspondant a des protéines intrinséques existent. De fagon intéressante, I'ouverture de ces
canaux peut étre régulée par la présence de lipides spécifiques. C’est le cas pour le canal
potassique Kir2.2, capable de s’ouvrir en présence du lipide Pl(4,5)P2 (Hansen, Tao, and
MacKinnon 2011).

Cette liste non exhaustive nous montre l'interdépendance entre les protéines et lipides
membranaires, régulant les propriétés biophysiques des membranes biologiques et par

conséquent leurs fonctions.

e. Hétérogénéité des membranes
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Figure I3. Les compositions membranaires définissent I'identité des organites et leur morphologie variable.

Les membranes sont des structures hétérogenes, définies par les lipides et protéines les constituant. Par exemple, la mem-
brane plasmique est plutét rigide en comparaison a la membrane du réticulum endoplasmique. Cette différence provient,
entre autres, des niveaux différents de cholestérol et de sphingomyéline dans ces membranes. De méme, la morphologie
variable observée entre organites et pour un méme organite, souvent associée a des fonctions spécifiques, provient d’'un
changement dans la composition membranaire.

SM:sphingomyéline; PC:phosphatidylcholine; PE:phosphatidyléthanolamine
Chol:cholestérol; PS:phosphatidylsérine;Pl:phosphatidylinositol

Figure adaptée de Casares, Escriba and Rosselllo, 2019.
Données de composition lipidique provenant de Escriba et al., 2015.

Les organites représentent des sous-unités cellulaires ayant des fonctions et des
morphologies distinctes, pouvant varier au cours du temps (Shibata et al. 2009). lls
représentent ainsi des structures dynamiques, capable de changer de taille ou de forme afin
de s’adapter au contexte cellulaire et maintenir ’lhoméostasie (Bozelli and Epand 2020). La
plupart des organites possédent une membrane contribuant aux roles intrinséques de ces
derniers, comme le réticulum endoplasmique (ER), I'appareil de Golgi, les mitochondries ou
encore les endosomes. Ces fonctions distinctes dépendent des protéines et lipides composant
leur membrane. L’hétérogénéité membranaire entre compartiments (mais également au
niveau d’'un méme compartiment) définit la variété des fonctions cellulaires exécutées par les

organites.
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Hétérogénéité membranaire inter-organite. Les organites sont enrichis en certains
lipides ou protéines et peuvent posséder des composants uniques, comme par exemple 'acide
lysobisphosphatidique (LBPA), aussi nommé bis(monoacylglycero)phosphate (BMP), retrouvé
exclusivement au niveau des endosomes tardifs (Kobayashi et al. 1998). De méme, il existe
un gradient de concentration croissant en cholestérol entre le réticulum endoplasmique (ER),
'appareil de Golgi et la membrane plasmique (Figure 13) (Casares, Escriba, and Rossellé
2019). Le taux de cholestérol élevé de la membrane plasmique, combiné a la présence de
sphingomyéline, entrainent des propriétés biophysiques uniques (forte rigidité, formation de
domaines ordonnés, empaquetage plus élevé) (Levental and Lyman 2022). Ces fortes
différences de composition en lipide sont importantes pour la localisation des protéines
membranaires et pourraient également restreindre leur activité a certaines membranes
cellulaires.

Hétérogénéité membranaire intra-organite. La membrane d’'un méme organite peut
également étre hétérogéne et avoir des sous-domaines associés a des fonctions spécifiques.
Par exemple, le ER posséde une structure complexe composée de tubules et de citernes,
formant respectivement le ER lisse, impliqué dans la synthése de lipides et le ER granuleux,
impliqué dans la synthése des protéines. En effet, les ribosomes synthétisant les protéines
s’associent préféerentiellement aux citernes du ER, alors que la diminution de la tubulation du
ER impacte négativement le métabolisme lipidique (Heald and Cohen-Fix 2014; Friedman and
Voeltz 2011).

Remodelage membranaire. Les membranes sont des structures dynamiques,
sujettes a des modifications au cours du temps que I'on appelle remodelage membranaire.
Par exemple, les processus de vésiculation ou tubulation membranaires sont des événements
transitoires correspondant a du remodelage membranaire et régulant de nombreuses
fonctions cellulaires, les plus connues étant les voies de sécrétion et d’endocytose (Graham
and Kozlov 2010). Ces processus entrainent une modification des paramétres biophysiques
des membranes comme la courbure ou la fluidité. Ces paramétres peuvent étre influencés par
'asymétrie transversale lipidique, le type de lipide présent, I'oligomérisation de protéines
intégrales, I'attachement de la membrane au cytosquelette, ou bien encore l'interaction avec

des protéines périphériques via des hélices amphipathiques (McMahon and Gallop 2005).

En conclusion, la diversité membranaire défini et régule a la fois les nombreuses

fonctions associées aux membranes et est donc a la base méme de la physiologie cellulaire.
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2. Adressage et distribution des différents composants

membranaires

La diversité de composition des membranes, en protéines et en lipides, régule les
fonctions associées a ces membranes. Cette distribution des protéines et des lipides n’est pas
aléatoire et est maintenu par divers mécanismes permettant de conserver ou de modifier
dynamiquement la composition membranaire (Holthuis and Levine 2005; Behnia and Munro
2005).

f. Mécanismes d’adressage des protéines transmembranaires

Endocytosis pathway Anterograde trafficking (secretive pathway)

—_— _—
Other specific pathways Retrograde trafficking
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L)

o0
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Figure 14. Les différentes voies d’adressage des protéines transmembranaires aux organites.

Les protéines intégrales sont synthétisées au niveau du réticulum endoplasmique ou du cytosol et suivent différentes voies
d’'adressage selon l'organite de destination. Les mitochondries et peroxisomes possédent des machineries spécifiques
permettant 'ancrage des protéines intégrales. Les organites de la voie de sécrétion, c¢’est-a-dire le réticulum endoplasmique,
le Golgi, la membrane plasmique et les endosomes, sont capables d’échanger des protéines transmembranaires par trans-
port vésiculaire via la voie antérograde ou rétrograde.
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La biosynthése des protéines se produit au niveau des ribosomes, qui peuvent étre
retrouvés au niveau du cytosol ou bien attachés a la surface du ER (Alberts 2015). La plupart
des protéines transmembranaires sont d’abord ancrées a la surface du ER avant d’étre
exportées vers d’autres organites (Figure [4). Ces protéines peuvent étre intégrées
directement pendant leur synthése (adressage co-traductionnelle) ou bien aprés avoir été
complétement synthétisées (adressage post-traductionnelle) (Hegde and Keenan 2022). Ces
différents mécanismes sont mis en place selon la localisation de la séquence d’adressage des
protéines et son niveau d’hydrophobicité. Cette séquence correspond soit a un peptide signal
ou bien au premier domaine transmembranaire synthétisé. Ces voies d’adressage ne sont pas
utilisées pour les mitochondries et les peroxysomes qui possédent leur propre machinerie
d’intégration des protéines transmembranaires (Wojcik and Kriechbaumer 2021). |l existe tout
de méme des exceptions, certaines protéines intégrales des peroxysomes proviennent en effet
du ER (van der Zand, Braakman, and Tabak 2010).

Les protéines membranaires sont ensuite adressées vers leur organite de résidence
en passant par la voie de sécrétion. Par différents processus de vésiculation, les protéines
quittent le ER via des sites de sortie pour aller au Golgi, puis vers les autres organites
(lysosomes, membrane plasmique, endosomes) (Derby and Gleeson 2007). En plus de son
réle prépondérant dans les modifications post-traductionnelles des protéines, le Golgi est
également une plateforme de tri pour les protéines (et les lipides) permettant 'adressage a
différents organites (De Matteis and Luini 2008). Selon les propriétés physicochimiques des
domaines transmembranaires et la présence de motifs en bordure de ceux-ci, les protéines
sont adressées a différents organites. Par exemple, le motif KKXX présent sur certaines
protéines résidentes du ER interagit directement avec le complexe COPI, permettant le retour
des protéines du Golgi vers le ER (Derby and Gleeson 2007; Bannykh, Nishimura, and Balch
1998).

En revanche, toutes les protéines transmembranaires ne semblent pas présenter de
motifs d’adressage. Il est probable qu'une incompatibilité entre la membrane et le domaine
transmembranaire d’'une protéine conduise a son clustering et une interaction avec certaines
protéines de transport (comme le complexe COP), entrainant la formation de vésicules et leur
transport vers d’autres membranes (Hanulova and Weiss 2012). La rétention des protéines au
niveau du ER ou du Golgi pourrait également se produire par la formation de complexes de
protéines résidentes trop volumineux pour étre transportés par des vésicules (Alberts 2015).
Une explication alternative pourrait étre que ces protéines ne produisent pas de défaut de
compatibilité membranaire et n’activeraient donc pas les processus de vésiculation (Hanulova
and Weiss 2012).
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g. Mécanismes d’interaction des protéines membranaires
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Figure 15. Les différentes types d'interaction des protéines périphériques avec les membranes.

(1) Interaction hydrophobe représentée par une hélice amphiphile. (2) Interaction électrostatique représentée par domaine
de liaison membranaire. (3) Modification post-traductionnelle représentée par un ancrage lipidique (GPI). (4) Interaction
protéine-protéine, ici avec une protéine intégrale en bleu.

Ces types d'interaction ne sont pas mutuellement exclusifs, au contraire, ces interactions sont le plus souvent combinées.

Figure adaptée de Bruce Alberts, 2015.

Contrairement aux protéines transmembranaires qui doivent transiter par le ER, les
protéines périphériques sont pour la plupart synthétisées dans le cytosol et peuvent étre
recrutées directement a la surface d’un organite pour effectuer leur fonction (Munro 2002).
Ces protéines utilisent différentes stratégies afin d’interagir avec les membranes que I'on peut
regrouper en 4 grands types non exclusifs : interaction hydrophobe, interaction électrostatique,
modification post-translationnelle et interaction protéine-protéine (Figure 15) (Whited and Johs
2015; Cho and Stahelin 2005). Ces protéines ont besoin de distinguer les différentes
membranes et combinent le plus souvent ces différents types d’interactions.

L’adressage de ces protéines a des organites distincts se fait essentiellement par la
reconnaissance de lipides spécifiques peu abondants (notamment les phosphoinositides), de
paramétres biophysiques comme la courbure membranaire, ou grace a des protéines
périphériques ou intégrales (Munro 2002; Bigay and Antonny 2012). Parmi ces nombreuses

méthodes d’adressage, on retrouve notamment :

Les hélices amphipathiques (AHs). Elles correspondent a des structures protéiques
cylindriques, le plus souvent en hélices-a, contenant une face apolaire et une face polaire
(Giménez-Andrés, Copi¢, and Antonny 2018; Kitamata, Inaba, and Suetsugu 2020). Cette

différence de polarité provient de la ségrégation des résidus polaires et des résidus
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hydrophobes entre les deux faces opposées. Cette caractéristique des AHs permet leur
insertion de maniére paralléle a la surface des membranes et agissent comme des tensioactifs
(Chorlay and Thiam 2020). La face hydrophile se retrouve du co6té des tétes polaires des
lipides alors que la face hydrophobe se retrouve au niveau des chaines d’acides gras. Les
séquences correspondantes a ces hélices sont souvent non-structurées en solution et forme
une hélice une fois en contact avec les membranes (Giménez-Andrés, Copi¢, and Antonny
2018). C’est le cas par exemple de la protéine CCT, une enzyme importante pour la synthése
de PC ; ou bien pour la protéine PLIN4, impliquée dans la régulation du métabolisme des
gouttelettes lipidiques (Cornell 2016; Copi¢ et al. 2018).

Les AHs sont capables de se lier a différentes membranes, comme le ER, les
peroxysomes, les endosomes, la membrane plasmique ou encore les LDs. De nombreux
parametres régulent leur interaction avec les membranes : la longueur des AHs, la nature des
résidus hydrophobes et polaires (présence de charges ou non), la composition lipidique de la
membrane ou encore les propriétés biophysiques de cette derniére (courbure, défaut
d’empaquetage) (Giménez-Andrés, Copi¢, and Antonny 2018; Kitamata, Inaba, and Suetsugu
2020; Prévost et al. 2018). De maniére intéressante, les AHs ne servent pas seulement
d’ancrage membranaire pour les protéines, mais peuvent aussi jouer un rble dans le
remodelage membranaire ou dans la reconnaissance de la courbure membranaire (Drin and
Antonny 2010). Par exemple, lors de I'endocytose clathrine-dépendante, la protéine epsin 1,
via son AH, est capable de courber la membrane et par conséquent, régule positivement le
processus de vésiculation (Ford et al. 2002). Il est également important de souligner que les
AHs ne sont pas retrouvées exclusivement dans les protéines périphériques mais peuvent
aussi étre présentes dans des protéines transmembranaires. C’est le cas par exemple de la
protéine SNX14, une protéine résidente du ER et capable de lier les LDs via une hélice
amphipathique ; ou de la protéine MIGA2, attachée a la surface des mitochondries et

interagissant avec les LDs par un mécanisme similaire (Datta et al. 2019; Freyre et al. 2019).

Les domaines de liaison membranaire. Selon la littérature, on les retrouve
également sous le nom de domaine liant des lipides (lipid-binding domains) ou domaine liant
des phospholipides (DiNitto, Cronin, and Lambright 2003; Cho and Stahelin 2005; Hurley
2006; Hammond and Balla 2015). N'ayant pas trouvé de consensus concernant leur définition,
ces domaines sont ici définis comme étant capables de se lier de maniére transitoire a une
membrane en interagissant avec des lipides. Les domaines impliqués dans le transport de
lipides (LTPs) que nous développerons plus tard ne sont pas intégrés dans cette famille. lls
existent plus d’une dizaine de familles de domaines différentes (e.g. PH, C1, C2, FYVE, BAR,
etc.) que I'on retrouve fréquemment dans des protéines multimodales (Lemmon 2008). Les

interactions médiées par ces domaines peuvent complémenter d’autres types d’interaction
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membranaire afin de favoriser le recrutement d’une protéine périphérique a une membrane
(Pemberton and Balla 2019). En plus de cette fonction d’ancrage, ces domaines peuvent
également avoir un réle sur l'activité d’autres domaines d’'une protéine en régulant leur
conformation de maniéere allostérique. Par exemple, le domaine PH de la protéine Akt et sa
liaison a différents PIPs active de maniére allostérique l'activité enzymatique de cette kinase
(Ebner et al. 2017).

Ces domaines protéiques sont capables de reconnaitre de maniére spécifique un lipide
(stéréospécificité) ou bien de reconnaitre des propriétés biophysiques d’'une membrane
(courbure, charge) (Stahelin 2009). Par exemple, les domaines PH, FYVE ou PX sont
capables de reconnaitre avec une certaine spécificité différentes espéces de PIPs. De maniére
intéressante, la reconnaissance de lipides spécifiques peut étre appliquée comme outil de
recherche en utilisant ces domaines comme sondes lipidiques (Kassas et al. 2017; Kay et al.
2012). De nombreuses sondes couramment utilisées en laboratoire pour marquer les PIPs
correspondent a des domaines protéiques PH ou FYVE et permettent de déterminer quels
organites sont enrichis pour ces lipides (Hammond and Balla 2015). Cette spécificité
d’interaction peut étre couplée a un autre paramétre biophysique, comme par exemple le pH
(S. A. Lee et al. 2005; He et al. 2008; Hom et al. 2007). En effet, certaines protéines ont une
meilleure affinité pour les PIPs a pH acide qui favorise la protonation de résidus histidines, des
acides aminés fréquemment impliqués dans l'interaction avec les PIPs ; cette interaction peut
également étre complémentée par des interactions électrostatiques non spécifiques avec des
lipides anioniques.

D’un autre coté, certains domaines comme la superfamille BAR ou domaine KA1
interagissent avec les membranes via une reconnaissance non spécifique de lipides
(Pemberton and Balla 2019; Moravcevic, Oxley, and Lemmon 2012). Les domaines BAR
reconnaissent et générent de la courbure membranaire, qu’elle soit positive (N-BAR, F-BAR)
ou négative (I-BAR). Pour cela, ces domaines utilisent des interactions électrostatiques
délocalisées (a des endroits différents de la membrane) et reconnaissent la géométrie des
membranes qui doit étre conforme a leur forme spécifique (en banane) afin de pouvoir interagir
(Qualmann, Koch, and Kessels 2011). Le recrutement progressif de protéines contenant des
domaines BAR pourrait par exemple faciliter le processus de vésiculation durant I'endocytose

clathrine-dépendante.

Pour conclure, les mécanismes de recrutement de protéines périphériques sont trés
variés et sont influencés par de nombreux paramétres membranaires. Ces protéines
combinent la plupart du temps plusieurs mécanismes afin de réguler leur localisation et leur
dynamique de recrutement. Cette régulation spatiotemporelle permet linteraction d’une

protéine dans un contexte membranaire particulier ou selon des conditions de signalisation
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spécifique. Ces interactions multivalentes peuvent jouer un réle dans l'avidité d’une protéine

pour une membrane mais aussi influencer I'activité ou la conformation d’autres domaines des

protéines multimodales.

h. Distribution intra-organite des lipides
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Figure 16. Voies de synthése des lipides membranaires.

Localisation des voies de synthése des lipides membranaires majeurs. La plupart des lipides sont synthétisés au niveau du
réticulum endoplasmique. Certains de ces lipides servent de précurseurs a d'autres lipides synthétisés au niveau d'organites
distincts comme le Golgi ou les mitochondries. Ces échanges peuvent se faire par un transport non vésiculaire et/ou vésicu-
laire selon les organites concernés.

Figure adaptée de Holthuis et al., 2014.

A I'image des protéines intégrales, le ER est le site principal de synthése de la plupart
des lipides et produit notamment les stérols, les GPLs et les céramides (Figure 16) (Alberts
2015; Holthuis and Menon 2014). Le ER est également le site de biogenése des LDs,
permettant le stockage de lipides neutres (Walther, Chung, and Jr 2017). De méme, le Golgi
est un lieu de synthése important pour la production de sphingolipides et la mitochondrie pour
la cardiolipine et son précurseur le PG (van Meer, Voelker, and Feigenson 2008; Fagone and
Jackowski 2009). La diversité de la composition membranaire en lipides ne dépend donc pas
seulement d’une compartimentalisation de la synthése des lipides car celle-ci est assez
limitée, mais plutdt de mécanismes divers permettant leur échange, dégradation et/ou

modification entre organites (Blom, Somerharju, and Ikonen 2011). Au niveau d’'un méme
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organite, cette hétérogéneité membranaire est également retrouvée entre les deux feuillets
membranaires (i.e. asymétrie transversale) ou bien via la formation de sous-domaines

membranaires (ou nanodomaines).

L’asymétrie transversale. Les lipides contenues dans une bicouche lipidique sont
soumis a différents mouvements : rotation sur eux-mémes, diffusion latérale et mouvement de
flip-flop correspondant au passage d’un feuillet a I'autre (Pomorski and Menon 2016). Ce
phénoméne de flip-flop se produit a des vitesses différentes selon la nature du lipide et est
accélérée par différentes classes de protéines. Les flippases et floppases sont des protéines
intégrales permettant le transfert unidirectionnel de lipides d’un feuillet a un autre en
consommant de I'ATP (Kobayashi and Menon 2018; Hankins et al. 2015). Les flippases
transférent les lipides du feuillet exoplasmique au feuillet cytosolique alors que les floppases
jouent le réle inverse. Les scramblases correspondent a une autre classe de protéines,
impliquées dans un transfert bidirectionnel des lipides entre les feuillets, sans consommer
d’ATP. Le ER est le site de synthése de nombreux composants membranaires et doit par
conséquent étre capable de s’expandre de maniére uniforme. Cette expansion nécessite le
transfert rapide des lipides entre les deux feuillets car ces derniers sont synthétisés
essentiellement du cbété cytosolique (Pomorski and Menon 2016). Le ER posséde des
scramblases actives de maniére constitutive, permettant le transfert rapide de lipides aprés
leur synthése (Mathiassen, Menon, and Pomorski 2021).

L’asymétrie membranaire est également maintenue par d’autres mécanismes de rétention
encore mal compris. Par exemple, la PS est enrichie dans le feuillet luminal du ER malgré la
présence de nombreuses scramblases peu spécifiques (Hankins et al. 2015). La PS semble
donc piégée d'un cbté de la membrane, ce qui pourrait étre di a des interactions

électrostatiques avec des protéines luminales (Holthuis and Menon 2014).

La formation de nanodomaines membranaires. Ces nanodomaines correspondent
a des « sous-compartiments » membranaires possédant des propriétés biophysiques
distincts, avec un diamétre estimé entre 4-200 nm (Cebecauer et al. 2018). Ces domaines
possédent souvent un état physique différent du reste de la membrane (phase liquide-
ordonnée ou liquide non ordonnée). La faible taille et le caractére souvent transient de ces
domaines compliquent leur étude (Lingwood and Simons 2010). Les ‘lipid-rafts’,
correspondant a des nanodomaines souvent trouvés a la membrane plasmique, jouent des
réles importants dans la transduction de signaux (Garcia-Parajo et al. 2014).

La formation de ces domaines est multifactorielle : mélange peu miscible de lipides
pouvant provoquer la séparation de phase (chaine d’acides gras, conformation géométrique

des lipides, affinité ou immiscibilité avec le cholestérol), auto-agrégation d’'un composant
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membranaire, interaction latérale préférentielle entre différents composants, interaction
électrostatique, courbure membranaire, etc. (Cebecauer et al. 2018). Par exemple, les PIPs
et notamment le PI(4,5)P2 peuvent étre retrouvés dans des nanodomaines par divers
meécanismes, du fait de leur interaction avec le cholestérol ou des cations divalents (Graber,
Gericke, and Kooijman 2014). De méme, des études in silico révélent que I'interaction de
domaines PH avec des PIPs (PIP3 et Pl(4,5)P2) pourrait conduire au regroupement de ces
lipides dans la membrane, soulignant le réle des protéines périphériques dans l'induction du
remodelage membranaire local (Yamamoto et al. 2016). De maniéere intéressante, il a
récemment été montré que les sites de contact membranaire meédiés par le ER, que nous
développerons plus tard, peuvent, sous certaines conditions, induire des changements de
phase (domaines liquide-ordonnées ou désordonnées) et pourraient ainsi correspondre a des

nanodomaines (King et al. 2020).

i. Mécanismes de distribution des lipides entre organites
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Figure I7. Les différents modes de transport de lipides entre organites.

Les lipides peuvent étre transportés par voie veésiculaire ou par des protéines de transfert de lipides (LTP). Ces protéines
sont capables de prendre en charge un lipide et de le transporter vers une autre membrane a travers le cytosol. Certaines
de ces LTP fonctionnent spécifiquement au niveau de zones d’échanges particulieres, appelées sites de contact membra-
naires (MCS). Ces MCS sont caractérisés par le rapprochement des membranes de deux organites, ce qui favoriserait
I'échange de lipides par voie non vésiculaire.

Figure adaptée de Blom, Somerharju and lkonen, 2014.

Comme pour les protéines transmembranaires, les lipides synthétisés au ER peuvent
transiter vers d’autres organites en suivant la voie de sécrétion (van Meer, Voelker, and
Feigenson 2008). Or, tous les organites ne sont pas connectés a cette voie (e.g.
mitochondries). Un autre mécanisme de transport inter-organite des lipides est effectuée par
un transport non-vésiculaire, consistant en un échange monomérique de lipides. Cet échange
peut étre réalisé spontanément par un lipide, di a sa désorption d’'une membrane et sa
diffusion dans un milieu aqueux vers une autre membrane (Holthuis and Levine 2005). Cette
réaction peut étre accélérée par une classe de protéines appelée LTPs, permettant le transfert

ciblé de lipides entre organites (Figure 17).

Transport vésiculaire. Le transport vésiculaire comprend la voie de sécrétion,
'endocytose et la voie rétrograde (van Meer, Voelker, and Feigenson 2008; Hermansson,

Hokynar, and Somerharju 2011). Ce transport permet le transit bidirectionnel de lipides entre
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le ER, le Golgi, la membrane plasmique et les endosomes. Comment le tri des lipides est
effectué par ce transport reste encore peu compris. Les changements des parameétres
biophysiques au niveau du Golgi, provoqués en partie par la synthése de SLs et le tri des
protéines, semblent étre impliqués dans la ségrégation de certains lipides (Holthuis and Levine
2005). D’apres des données in vitro, la formation de régions liquide-ordonnées pourrait induire
une vésiculation voire une fission membranaire (Baumgart, Hess, and Webb 2003). Il est donc
probable que la formation de nanodomaines soit importante pour la distribution des lipides (et
protéines) par voie vésiculaire. Comme vu précédemment pour le transport des protéines
intégrales, ces nanodomaines pourraient également favoriser le recrutement de la machinerie
permettant le processus de vésiculation (Hanulova and Weiss 2012; Holthuis and Levine
2005). Bien que primordial pour le transport de protéines, la voie vésiculaire a une place moins
prépondérante pour le transport de lipides. En effet, malgré le blocage du transport vésiculaire
par diverses approches pharmacologiques et génétiques, le transfert de divers lipides comme
les GPLs ou les stérols s’effectue principalement par transport non-vésiculaire médié par les
LTPs (van Meer, Voelker, and Feigenson 2008; Voelker 2005).
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Figure 18. Etapes du transfert de lipide entre deux membranes par un LTP.

Cycle de transfert de lipide médié€ par un LTP. 1: liaison du LTP a la membrane donneuse; 2: extraction du lipide; 3: désan-
crage du LTP de la membrane donneuse; 4: diffusion; 5: liaison du LTP a la membrane acceptrice; 6: insertion du lipide dans
la membrane acceptrice; 7: désancrage du LTP de la membrane acceptrice; 8: diffusion.

Figure adaptée de Wong et al., 2019.

Transport par les LTPs. Le transport de lipides entre organites nécessite une
alternative a la voie de sécrétion qui ne connecte pas tous les organites. Cette voie non-
vésiculaire correspond a la prise en charge de lipides par des protéines de transfert de lipide
(LTPs) possédant un domaine de transfert de lipide (LTDs) (Chiapparino et al. 2016). De fagon
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intéressante, cette voie non-vésiculaire est également importante pour les organites faisant
partie de la voie de sécrétion, permettant par exemple des échanges entre le ER et la
membrane plasmique (Wong, Gatta, and Levine 2019; Lev 2010). Le role de ces LTPs est de
faciliter le transport de lipides dans une phase aqueuse. Le transfert de lipides comprend
plusieurs étapes (Figure 18) : accrochage a la membrane des LTPs, extraction des lipides,
détachement de la protéine, diffusion cytosolique, puis réinsertion du lipide dans une nouvelle
membrane. Cette capacité a transférer des lipides est le plus souvent définie par des
expériences in vitro, démontrant une accélération du mouvement de lipides entre deux
populations de liposomes. La capacité de solubiliser des lipides in vitro peut se traduire par
plusieurs réles in vivo : transfert entre membranes, détection de lipides ou encore présentation
de lipides & d’autres protéines (Wong, Copi&, and Levine 2017).

Les LTPs contiennent un domaine LTD, soluble dans I'eau et le plus souvent globulaire
(ou parfois formant un tunnel hydrophobe), ayant une cavité hydrophobe pouvant accommoder
la plupart du temps un lipide a la fois (Chiapparino et al. 2016). Ces LTPs peuvent étre des
protéines périphériques ou bien intégrales. Il existe plus de 156 protéines identifi€ées comme
étant des LTPs, regroupées en 27 familles différentes (Wong, Gatta, and Levine 2019). Les
LTPs d'une méme famille peuvent se lier a des ligands différents, méme s'ils partagent une

homologie de séquence élevée. On retrouve notamment :

Famille 8 domaine ORD. Nommée d’aprés son membre fondateur, oxysterol-binding
protein (OSBP), la famille OSBP-related proteins (ORPs) inclut 12 membres possédant tous
un domaine ORD. Ces protéines sont capables de reconnaitre plusieurs ligands: un
phosphoinositide commun, le PI4P, et un autre lipide de nature variable (Nakatsu and
Kawasaki 2021). Les protéines OSBP, ORP1L et ORP2 sont capables de transporter du
cholestérol alors que d’autres membres de la famille, comme ORP5 ou ORP8, transportent du
PS (Wong, Gatta, and Levine 2019). Cette famille couvre le transport de lipides entre la plupart
des organites, certaines protéines comme ORP2 transporte leur ligand a travers le cytosol
entre deux membranes alors que d’autres, comme OSBP, fonctionnent au niveau de sites de
contact membranaire (Mesmin et al. 2013; H. Wang et al. 2019).

Famille a domaine START. Les protéines a domaine START (Steroidogenic Acute
Regulatory protein) related lipid transfer) sont au nombre de 15 chez ’'Homme et permettent
le transfert de divers lipides dont le cholestérol et ses dérivés, les céramides, ou bien des
phospholipides (Alpy and Tomasetto 2014). Comme pour les ORP, les organites et les
fonctions associées sont trés variés. La protéine STARD3, membre de la famille START, a été
identifiée au laboratoire car surexprimée dans les tumeurs malignes du sein (Tomasetto et al.

1995). Cette protéine intégrale des endosomes tardifs est capable de transporter du
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cholestérol in vitro et contribue a la régulation du flux de cholestérol au niveau des endosomes
(Wilhelm et al. 2017).

Famille 8 domaine CRAL-TRIO (ou Sec14). Cette famille dont le réle reste peu
compris, contient 28 membres chez 'Homme. La protéine Sec14 chez la levure est le
prototype de cette famille et est importante pour la viabilité de ces organismes (Bankaitis et al.
1990). Les ligands sont extrémement variables : vitamines lipophiles, PG, PI, PC, squaléne,
etc. (Saito, Tautz, and Mustelin 2007). Il existe a ce jour peu d’évidences in vivo suggérant un
réle de transfert par ces protéines. L’hypothése actuelle serait que la protéine Sec14 (et ses
homologues) régule I'activité de kinases (P14-OH kinases), en présentant leur substrat a ces
enzymes et donc facilitant leur accessibilité (Bankaitis, Mousley, and Schaaf 2010). Cette
famille aurait ainsi un role de senseur de lipides couplé a un role de présentation, permettant
la régulation spatiotemporelle de processus de signalisation et métabolique (lle, Schaaf, and
Bankaitis 2006; Schaaf et al. 2008). La protéine MOSPD2, étudiée dans cette thése, possede

un domaine CRALTRIO mais ses ligands et sa fonction restent a ce jour inconnus.

Les LTPs sont capables de transporter leur(s) ligand(s) dans le sens du
gradient de concentration, ou a l'inverse du gradient. Par exemple, le transport peut étre
couplé a des pompes consommant de I'ATP, fournir un lipide précurseur converti dans la
membrane acceptrice, ou bien impliquer un contre-échange en transférant deux lipides
différents entre les membranes. Les propriétés biophysiques membranaires régulent
également I'activité des LTPs (Bigay and Antonny 2012). En effet, les défauts d’empaquetage
d’'une membrane provenant par exemple du taux de saturation des chaines d’acides gras
entrainent I'exposition de parties hydrophobes, réduisant le seuil énergétique nécessaire au
lipide pour quitter ou s’intégrer dans la membrane. Ces défauts d’empaquetage peuvent aussi
faciliter le recrutement de LTPs utilisant par exemple des hélices amphipathiques. De méme,
tous les lipides présents dans une membrane ne sont pas accessibles aux LTPs. C’est le cas
par exemple du cholestérol a la membrane plasmique, ségrégé en trois réservoirs qui différent
par leur accessibilit¢ a des sondes cytosoliques (Das et al. 2014). La régulation de
I'accessibilité aux lipides est également un moyen permettant a la cellule de maintenir des

concentrations élevées en lipides dans une certaine membrane.

La capacité des LTPs a interagir avec les membranes est primordiale pour réguler leur
activité. Les LTPs sont pour la plupart multimodales et possédent souvent des domaines de
lisison membranaire permettant leur localisation a des organites spécifiques (Wong, Gatta,
and Levine 2019). De maniére intéressante, de hombreux LTPs sont souvent retrouvés au
niveau de sous-domaines membranaires appelées sites de contact membranaire (MCS). Les

MCSs, défini par le rapprochement de deux membranes, sont enrichis en LTPs ou protéines
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liées a la synthése de lipides (Lev 2010; Lahiri, Toulmay, and Prinz 2015). En plus de leur role

important dans le métabolisme lipidique, les MCS régulent de nombreux autres processus

physiologiques.
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B. Sites de contacts membranaires (MCS) et homéostasie cellulaire

1. Généralités sur les MCS

Les sites de contact membranaire (MCS) correspondent a un rapprochement des
membranes de deux organites sans fusion membranaire ; les membranes sont de maniére
générale séparées par une distance inférieure a 30 nm (Figure 19) (Scorrano et al. 2019). Les
MCS sont des zones d’échanges de molécules (ions, acides aminés, lipides) entre organites,
ayant des fonctions et une composition membranaire spécifiques. Ce champ de recherche
s’est développé assez récemment, malgré la premiére description d’une forte proximité entre
les organites dans les années 50 par des observations en microscopie électronique (Bernhard
and Rouiller 1956). Les premiers papiers caractérisant un rdle fonctionnel de ces contacts
inter-organites datent des années 90 et montrent un réle des contacts entre le ER et les
mitochondries dans la synthése de lipides et la réponse calcique (J E Vance 1991; Rizzuto et
al. 1998). Depuis, les contacts ont été observés entre tous les organites cellulaires et peuvent
étre de nature homotypique ou hétérotypique (Valm et al. 2017). Les contacts sont transitoires,
méme si leur demi-vie peut varier selon les organites (Valm et al. 2017). Aujourd’hui, les MCS
sont reconnus comme étant impliqués dans de nombreux processus cellulaires, comme la
fission mitochondriale ou endosomale, ’'homéostasie calcique et lipidique, le positionnement
des organites, I'autophagie, etc. (Wu, Carvalho, and Voeltz 2018; Prinz, Toulmay, and Balla
2020). L’étude des MCS est un champ de recherche trés actif, se focalisant sur la
compréhension des mécanismes moléculaires sous-jacents a ces différentes fonctions, les
aspects structuraux des contacts, et leur implication dans des processus physiopathologiques.

Malgré de nombreuses avancées, le degré de complexité des MCS limite certains
aspects de I'étude de ces structures. Les MCS possédent des caractéristiques membranaires
protéiques et lipidiques spécifiques (Scorrano et al. 2019). La compréhension de I'ensemble
des interactions et de leurs réles dans la fonction de ces structures peut s'avérer difficile pour
plusieurs raisons techniques. On retrouve par exemple un probléeme de résolution en
microscopie optique qui ne permet pas d’évaluer 'ensemble de I'organisation moléculaire. La
microscopie électronique résout ce probléme de résolution mais limite le nombre de protéines
étudiées en méme temps et ne permet pas d’étudier la dynamique de ces contacts, une des
caractéristiques principales définissant ces structures. De plus, il est difficile de garder les
structures dans un état natif en microscopie électronique, nécessitant de nouvelles approches
comme la cryo-EM (Fernandez-Busnadiego, Saheki, and De Camilli 2015). De méme, les
approches biochimiques sont dénaturantes et détruisent I'intégrité de ces structures, pouvant
entrainer des contaminations membranaires et des données peu spécifiques. De nouvelles

approches émergent et permettent de contourner certaines limitations techniques, comme par
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exemple la microscopie optique de super-résolution (Huang et al. 2020). En revanche, ces

techniques émergentes restent encore restreintes a certains laboratoires.

Figure I9. Sites de contact membranaires entre le réticulum endoplasmique et des endosomes.

Image de microscopie électronique montrant plusieurs sites de contact membranaires (fleches noires) entre le réticulum
endoplasmique (en vert) et des endosomes (en rose). Ces zones sont définies par la forte proximité des membranes sans
fusion apparente. Données provenant de cellules HelLa surexprimant la protéine endosomale STARD3, favorisant la forma-
tion de contacts entre le réticulum et les endosomes.

2. Mécanismes moléculaires permettant la formation des MCS:

exemple des protéines VAPs

Une des caractéristiques définissant les MCS est I'interaction des deux membranes
opposées par des protéines d’ancrage. Cette fonction est médiée par des protéines capables
d’interagir avec d’autres protéines sur la membrane opposée ou bien de se lier directement a
'autre membrane (M. J. Phillips and Voeltz 2016; Eisenberg-Bord et al. 2016). Toutes les
protéines augmentant I'affinité d’'un organite pour un autre organite rentrent dans cette
catégorie de protéines d’ancrage (Prinz, Toulmay, and Balla 2020). De nombreuses protéines
correspondent a cette définition, ce qui pourrait expliquer pourquoi il est difficile d’abolir les
MCS entre organites en inhibant différentes paires de protéines (Manford et al. 2012). Il est
important de souligner que ces protéines peuvent remplir d’autres fonctions simultanément a

ce rbéle d’ancrage, comme par exemple le transport de lipides a I'image des protéines ORP.
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Complexes d’interaction majeurs du ER: les protéines VAPs. Le réticulum
endoplasmique (ER) est I'organite le plus vaste de la cellule et a des fonctions cellulaires
essentielles : synthése de protéines et de lipides, distribution par voie vésiculaire, homeéostasie
calcique, biogenése des LDs, etc. Le ER est organisé en feuillets et tubules, se propageant
dans toute la cellule a travers le cytosol. Cette architecture particuliére le rend propice a former
de nombreux contacts avec tout type d’organite (Wu, Carvalho, and Voeltz 2018; M. J. Phillips
and Voeltz 2016). Son réle primordial dans la cellule nécessite une coordination des activités
avec les autres organites. Les MCS médiés par le ER permettent une synchronisation des
différentes activités cellulaires et maintiennent ainsi ’homéostasie cellulaire. L’interaction
protéine-protéine permettant la formation des MCS entre ER et les autres organites est en
grande partie médiée par une famille de protéines intégrales ubiquitaires du ER, les protéines
VAPs (VAMP-associated protein) (Murphy and Levine 2016). Les protéines VAPA et VAPB
sont les deux membres les mieux décrits de cette famille. Ces protéines possédent un
domaine Major Sperm Protein (MSP) permettant leur interaction avec des protéines a motif
FFAT (Two Phenylalanines ['FF’] in an Acidic Tract) (Kaiser et al. 2005). Les motifs FFAT sont
retrouvés dans des protéines périphériques mais également dans des protéines intégrales
d’autres organites, comme la mitochondrie ou les endosomes (Alpy et al. 2013; De Vos et al.
2012; Wyles, McMaster, and Ridgway 2002). Les VAPs interagissent avec de nhombreuses
protéines, permettant la formation de différents types de MCS et la régulation de nombreux
processus cellulaires (Figure 110) (Murphy and Levine 2016; James and Kehlenbach 2021).
Plus récemment, un autre membre de cette famille a été caractérisé par notre laboratoire (Di
Mattia et al. 2018). La protéine Motile Sperm Domain-containing Protein 2 (MOSPD2), ancrée
au ER, posséde un domaine MSP ayant une structure proche de celles des protéines VAPs
et est également capable d’interagir avec des protéines a motifs FFAT, permettant ainsi la
formation de MCS. On retrouve également dans cette famille les protéines intégrales du ER
MOSPD1 et MOSPD3. Une étude récente rapporte que ces deux protéines peuvent former
des MCS grace a leur domaine MSP en interagissant avec des motifs appelés FFNT (Two
Phenylalanines ['FF’] in a Neutral Tract) (Cabukusta et al. 2020). Les protéines a domaine
MSP peuvent ainsi étre catégorisées selon leur type d’interaction : VAPA, VAPB et MOSPD2
interagissant avec les motifs FFAT et un autre sous-groupe incluant MOSPD1 et MOSPD3,
capable de lier des motifs FENT. Le dernier membre de la famille 8 domaine MSP est nommeée
CFAPG5 (ou CCDC108) et posséde un rble dans la fertilité et la spermatogenése (W. Wang
et al. 2021). En revanche, cette protéine est trés peu étudiée et aucune donnée n’existe
actuellement concernant son implication dans la formation de MCS ni sa capacité a lier des
motifs FFAT/FFNT.
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Figure 110. Formation et maintien des sites de contact membranaires par les protéines VAPs et MOSPD2.

VAPA, VAPB et MOSPD2 sont des protéines intégrales du réticulum endoplasmique (ER), capables de former des ponts
moléculaires entre le ER et de nombreux organites. Via leur domaine MSP, ces protéines reconnaissent et interagissent
avec d'autres protéines possédant un motif FFAT, une courte séquence peptidique. Par exemple, les VAPs et MOSPD2
peuvent se lier aux protéines ORP1L ou STARD3, formant ainsi des contacts entre le ER et les endosomes tardifs.

3. Facteurs connus permettant la régulation des MCS

Abondance des protéines d’ancrage. Les contacts inter-organites correspondent a
des structures dynamiques et transitoires (Valm et al. 2017). Un des facteurs les plus
importants régulant ces contacts est 'abondance des protéines d’ancrage (Kors, Kurian, et al.
2022). En effet, la surexpression de protéines d’ancrage comme ACBD5 ou STARD3, des
partenaires des protéines VAPs, augmentent la formation de MCS (Costello et al. 2017; Alpy
et al. 2013). Ces données suggérent que selon le type cellulaire ou I'état métabolique d’'une

méme cellule, les MCS sont modifiés. Par exemple, lors de la privation de nutriments des
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cellules Hel a, les contacts entre le ER et la membrane plasmique augmentent afin de stimuler
la biogenése d’autophagosomes (Nascimbeni et al. 2017). De méme, une compétition entre
différentes protéines pour une méme cible peut altérer la formation de MCS. La protéine a-
synuclein, impliquée dans la maladie de Parkinson, est capable de se lier au domaine MSP
de la protéine VAPB, induisant une baisse des contacts ER-mitochondrie médiés par la
protéine PTPIP51 (Paillusson et al. 2017).

Composition lipidique des membranes. De nombreuses protéines retrouvées aux
MCS possédent des domaines de liaison membranaire. Ces domaines permettent aux
protéines d’interagir avec des membranes spécifiques, enrichies en certains lipides. La
composition lipidique des membranes est sujette a un contrdle homéostatique permettant aux
cellules de s’adapter a leur environnement (Ernst, Ballweg, and Levental 2018). Comme
mentionné précédemment, les MCS possédent leur propre lipidome, suggérant une
modulation des protéines pouvant étre recrutées a ces structures (King et al. 2020). De méme,
cette modulation des lipides permet d’initier la formation ou non d’un site de contact selon la
présence d’'un lipide. Par exemple, la protéine ORP1L est capable de détecter le niveau de
cholestérol des endosomes tardifs par son domaine ORD, induisant un changement de
conformation de la protéine (Rocha et al. 2009). Lorsque le niveau de cholestérol est faible
sur les endosomes, ORP1L interagit avec les protéines VAPs et forme des contacts ER-
endosomes. A l'inverse, lorsque la membrane limitante des endosomes devient chargée en
cholestérol, le domaine ORD de ORP1L se lie au cholestérol, induisant un changement de
conformation et la perte d’interaction avec les protéines VAPs.

Modifications post-traductionnelles. La modification d’affinité des interactions par
des modifications post-traductionnelles est une autre fagcon de réguler les contacts. Notre
laboratoire a récemment montré que certains motifs FFAT, appelés phospho-FFAT, peuvent
étre phosphorylés permettant ainsi leur interaction avec les domaines MSP de maniére rapide
et réversible (Di Mattia et al. 2020). Ce changement d’affinit¢ a des conséquences
fonctionnelles importantes, le transport de lipides médié par STARD3 nécessite cette
phosphorylation afin de pouvoir s’effectuer. Plus récemment, une autre équipe a suggéré que
la phosphorylation de certains motifs FFAT a une autre position pourrait avoir I'effet inverse et
bloguer l'interaction avec les protéines VAPs avec leur partenaire (Kors, Hacker, et al. 2022).
Une autre modification connue est I'ubiquitination, pouvant conduire a la dégradation des
protéines ou bien altérer leur capacité d’interaction (Kors, Kurian, et al. 2022). C’est le cas par
exemple du complexe UBE2J1 et RNF26, des protéines intégrales du ER, capables
d’ubiquitiner la protéine cytosolique SQSTM1 (ou p62) (Cremer et al. 2021). Cette modification
de p62 permet son interaction avec des protéines endosomales comme TOLLIP, induisant la

formation de MCS ER-endosome et la régulation de la réponse a 'EGF et la voie Akt.
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Protéines a IDR. De nombreuses protéines retrouvées aux MCS possédent des
régions intrinséquement désordonnées (IDR), comme les protéines VAPs ou certains LTPs
comme OSBP (Jamecna and Antonny 2021). Une des fonctions associées a ces regions est
d’agir comme une barriére entropique, limitant 'encombrement protéique. La protéine OSBP
posséde une IDR lui permettant d’éviter de former des contacts homotypiques Golgi-Golgi et
joue également sur la densité de protéines aux MCS (Jamecna et al. 2019). La diminution de
I'encombrement protéique permet a OSBP d’étre plus mobile a cette interface ER-Golgi. De
maniere intéressante, les protéines VAPs possédent également des IDR régulant leur
localisation aux MCS. En effet, une étude récente montre que le raccourcissement de cette
région chez la protéine VAPA entraine une relocalisation importante de cette protéine aux
contacts ER-mitochondrie, au détriment des contacts ER-Golgi (Subra et al. 2023). Ainsi, la
flexibilité fournie par ces IDR joue un réle important sur les capacités d’interaction des

protéines VAPs et par conséquent la formation de MCS.

4. Fonctions moléculaires associées aux MCS

D’'un point de vue moléculaire, les MCS correspondent a des sous-domaines
membranaires spécialisés dans I'échange de molécules permettant de synchroniser
différentes activités cellulaires. Les deux fonctions principales identifiées sont I'échange de
lipides et d’ions (Holthuis and Levine 2005; Burgoyne, Patel, and Eden 2015; Prinz, Toulmay,
and Balla 2020). De nombreuses LTPs ont été identifiées aux sites de contact membranaires,
dont notamment des protéines de la famille a domaine ORD précédemment abordées (Wong,
Copic":, and Levine 2017; Hanada 2018; Egea 2021). En plus de ces LTPs, on retrouve
également un enrichissement d’enzymes impliquées dans le métabolisme lipidique, comme
cela a été montré pour les contacts ER-mitochondrie (Jean E. Vance 2020; Rusifnol et al.
1994). Par ailleurs, des modifications post-traductionnelles sont aussi associées aux MCS.
C’est le cas par exemple de 'enzyme PTP1B située au ER, capable de déphosphoryler des
récepteurs a activité tyrosine kinase aux contacts ER-Endosome (Stuible and Tremblay 2010).
De méme, on retrouve un enrichissement de kinases et phosphatases de Pl dans ces
structures, dont notamment I'enzyme Sac1 permettant a OSBP d’effectuer des contre-
échanges de lipides (Selitrennik and Lev 2016; Mesmin et al. 2013). Des protéines associées
a des voies de signalisation sont également retrouvées dans des complexes protéiques
localisés dans ces structures. C’est le cas par exemple de I'enzyme Akt, localisée dans des
contacts ER-mitochondrie (Giorgi et al. 2010). De méme, il a été récemment montré que
SREBP1, un facteur de transcription majeur de la voie du cholestérol, est enrichi aux sites de

contacts ER-mitochondrie (Ganiji et al. 2023). En résumé, la fonction des MCS ne se limite pas
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a un simple remodelage membranaire local, mais ces structures servent également de
plateformes de signalisation intracellulaire et permettent ainsi la régulation de nombreuses
activités cellulaires, et plus globalement 'hnoméostasie cellulaire. Par la suite, deux sites de

contacts seront abordés plus en détail, a savoir les contacts ER-LD et ER-Endosome.

5. Réle du ER dans le cycle de vie des gouttelettes lipidiques

Les gouttelettes lipidiques (LDs) sont des organites atypiques, consistant en une
accumulation de lipides neutres protégés par une hémi-membrane de phospholipides et
prenant vie depuis le ER (Walther, Chung, and Jr 2017). De ce fait, le ER a une place cruciale
dans la biologie des LDs et permet leur régulation tout le long de leur cycle de vie. Longtemps
considérés comme de simples réservoirs inertes, I'étude de ces organites a pris de 'ampleur
ces derniéres années, mettant en avant de nombreuses fonctions associées aux LDs et des
répercussions dans différents processus physiopathologiques (Welte 2015; Herker et al. 2021;
J. A. Olzmann and Carvalho 2019).

Biogenése des LDs (Figure 111). L'initiation de la formation des LDs se fait au ER via
la synthése de lipides neutres, correspondant essentiellement a des triacylglycérols (TAGs) et
esters de stérols (SEs) (Walther, Chung, and Jr 2017). D’autres lipides peuvent étre retrouvés
dans le cceur des LDs, comme des esters de rétinols, le squaléne ou encore des éthers de
lipides selon les conditions de culture ou le type cellulaire (Bartz et al. 2007; Ajat et al. 2017;
Ta et al. 2012). La synthése des TAGs de novo est constituée de 4 étapes : du glycéro-3-
phosphate en lyso-PA (par GPAT), lyso-PA en PA (par AGPAT), PA en diacyglycérol (DAG)
(par PAP) et DAG en TAG (par DGAT) (Coleman 2004). Certaines de ces enzymes sont des
protéines intégrales du ER ; il a également été montré qu’au moins une isoforme des enzymes
impliquées dans chaque étape de cette voie de synthése est capable de se retrouver aux LDs
afin de faciliter 'expansion de ces organites (Wilfling et al. 2013). La synthése des SEs et leur
réle dans la biogenése est moins bien documentée que celles des TAGs ; on sait néanmoins
que des enzymes impliquées dans la voie de synthése du cholestérol sont retrouvés au ER et
semble également se localiser aux LDs d’aprés des données de protéomique (Goodman 2009;
Henne, Goodman, and Hariri 2020). De plus, la synthése de SEs semble suffisante pour initier
la formation de LDs chez la levure (Czabany et al. 2008). Les lipides neutres nouvellement
synthétisés se retrouvent entre les deux feuillets de la membrane du ER et lorsqu’une certaine
concentration critique est atteinte, ces lipides vont nucléer, c’est-a-dire entrainer une
séparation de phase (Thiam and Forét 2016). Cette nucléation forme des structures en lentille

d’environ 30-60nm chez la levure apreés induction de la biogenése de TAGs (Choudhary et al.
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2015). Plusieurs facteurs peuvent influencer le processus de nucléation : la morphologie du
ER via la courbure membranaire, 'accumulation des lipides neutres au lieu de synthése
(vitesse de synthése plus rapide que la diffusion latérale), la présence de certaines protéines
comme fat storage-inducing transmembrane proteins (FIT), Seipin, long-chain acyl-coenzyme
A synthetase (ACSL) capables de baisser la barriere énergétique en interagissant ou
favorisant le recrutement de certains phospholipides par exemple (Thiam and Forét 2016). Il
est également possible que la nucléation soit détectée par ces différentes protéines ce qui
entrainerait leur recrutement. Cette lentille de lipides neutres va ensuite bourgeonner et former
une vésicule du cbté du cytosol, donnant ainsi une LD initiale (Walther, Chung, and Jr 2017).
Le processus de vésiculation pourrait étre déterminé par la tension de surface, provenant
essentiellement de la composition membranaire, en lipides et protéines, et plus
particulierement de son asymétrie transversale (Thiam and Forét 2016; Chorlay and Thiam
2018). Les protéines FIT sont nécessaires pour ce processus de vésiculation, leur perte
empéchant les LDs de se développer au niveau du cytosol (Choudhary et al. 2015). Des
données montrent que les cellules déficientes en FIT accumulent du DAG, et que la
normalisation de la quantité de ce lipide permet de rétablir la maturation des LDs (Choudhary
et al. 2018). Récemment, d’autres études ont mis en avant une activité catalytique pour FIT2
nécessaire pour ’lhoméostasie des LDs (Hayes et al. 2018; Becuwe et al. 2020). La perte de
FIT2 entraine également un défaut de morphologie du ER. Le mécanisme moléculaire
impliquant FIT dans la maturation des LDs est encore incertain. De méme, il a été montré chez
la levure que certaines périlipines pourraient cibler les LDs de maniére précoce afin de
favoriser les premiéres étapes de la biogenése (Gao et al. 2017). Les LDs restent connectées
au ER par un pont membranaire, permettant la translocation de protéines intégrales du ER
vers la surface des LDs (Renne, Klug, and Carvalho 2020; Kory, Farese, and Walther 2016;
Olarte et al. 2020). Les protéines cytosoliques sont recrutées aux LDs la plupart du temps par
une hélice amphipathique ou des interactions protéiques, mais d’autres mécanismes comme
I'ancrage lipidique ont déja été décrits (Bersuker and Olzmann 2017; Olarte et al. 2022). La
connexion physique entre le ER et les LDs semblent maintenue par des complexes protéiques,
incluant la protéine seipin (Jeeyun Chung et al. 2019; Olarte et al. 2022). Une population de
LDs pourrait par la suite se détacher du ER par un mécanisme inconnu. En revanche, des
données suggérent que ce processus est réversible et nécessite pour cela le complexe ARF1-
COPI qui pourrait déstabiliser la membrane des LDs afin de favoriser leur fusion avec le ER
(Wilfling et al. 2014; Thiam et al. 2013; J. A. Olzmann and Carvalho 2019).
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Figure 111. Biogenése des gouttelettes lipidiques.

Les gouttelettes lipidiques (LD) prennent naissance dans la bicouche du réticulum endoplasmique (ER). Les lipides neutres
constituant le coeur des LD sont synthétisés entre les deux feuillets de la membrane du ER. Ces lipides neutres vont subir
une séparation de phase, conduisant a leur nucléation. Cette accumulation va vésiculer du cété cytosolique puis grandir par
un flux continu de lipides. Ces différentes étapes sont caractérisées par des changements de composition membranaire. La
majorité des LD matures restent en contact avec le ER via différentes protéines identifiées.

Figure adaptée de Gao et al., 2019.

Contact ER-LDs. Des données de microscopie a fluorescence suggerent qu’environ
85% des LDs sont en contacts avec le ER (Valm et al. 2017). Malgré 'existence de ponts
membranaires, essentiellement décrits chez la levure, des contacts ER-LD sans fusion ont été
visualisés par microscopie électronique dans des tissus humains (Salo et al. 2016; Jacquier
et al. 2011; Datta et al. 2019). Plusieurs protéines ont été décrites au niveau de ces interfaces,
dont notamment :

Seipin. Responsable du syndrome de Berardinelli-Seip, une séveére lipodystrophie
congénitale, la protéine seipin (ou BSCL2) est la plus étudiée des contacts ER-LD (Magré et
al. 2001). Seipin est une protéine intégrale du ER capable de s’oligomériser afin de former des
structures en forme d’anneau (Sui et al. 2018; Arlt et al. 2022). Cette structure semble faciliter
le processus de nucléation des TAGs, dont la transition de phase s’effectue plus rapidement
en présence de seipin (Zoni et al. 2021; Prasanna et al. 2021). De méme, ce complexe permet
de réguler le flux de TAGs contenu dans la bicouche du ER vers le cceur des LDs en formation
(Salo et al. 2019). Seipin joue également un rbéle sur 'accumulation de DAG, ce qui pourrait
favoriser le recrutement de certaines protéines (Zoni et al. 2021). Le rble de seipin ne se limite
pas aux TAGs mais semble s’étendre a d’autres lipides neutres, dont les SEs (Renne, Corey,
and Ver 2022; Dumesnil et al. 2023). Malgré ces récentes découvertes, il reste encore de

nombreuses zones d’ombres sur le réle de seipin dans la maturation des LDs. En effet, de
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nombreuses protéines semblent interagir avec seipin, mais la relevance biologique de la
plupart de ces interactions est encore incertaine (Rao and Goodman 2021).

VPS13A et VPS13C. Ces protéines périphériques appartiennent a la famille des LTPs.
Des études suggérent qu’elles pourraient étre localisées aux contacts ER-LD (Kumar et al.
2018; Yeshaw et al. 2019). Ces protéines possédent un motif FFAT leur permettant d’interagir
avec les protéines VAPs au ER d'un coté et se lie de l'autre coté aux LDs par des hélices
amphipathiques (Kumar et al. 2018). En revanche, leur fonction au niveau de ces contacts
reste assez obscure. En effet, la perte de VPS13A a été associée a une hausse du nombre
de LDs dans une étude, et a une baisse dans une autre (Yeshaw et al. 2019; Chen et al. 2022).
Cette différence proviendrait selon les auteurs des lignées cellulaires utilisées entre les deux
études (Chen et al. 2022). Concernant VPS13C, une étude rapporte que sa perte d’expression
dans du tissu adipeux brun entraine une hausse de la taille des LDs et une baisse du contenu
en TGs (Ramseyer, Kimler, and Granneman 2018). De maniére intrigante, les auteurs notent
que VPS13C est enrichi a des contacts LD-mitochondrie. De méme, la perte d’interaction avec
les protéines VAPs n’abroge pas le recrutement de VPS13A aux LDs, suggérant que cette
protéine est capable d'étre recrutée directement a la surface des LDs, sans que ce
recrutement soit spécifique des contacts ER-LD (Yeshaw et al. 2019). Il serait intéressant
d’analyser l'importance de leur localisation aux contacts ER-LD par des expériences de
sauvetage, méme si la taille importante de ces protéines complique leur étude.

ORPS. Cette protéine est également un membre de la famille des LTPs et est capable
d’effectuer un transfert de lipides entre de nombreux organites (J. Chung et al. 2015; Monteiro-
Cardoso et al. 2022). Contrairement a la plupart des membres de la famille ORP, ORP5 ne
posséde pas de motif FFAT mais un domaine transmembranaire I'ancrant au ER (Olkkonen
and Li 2013). Il existe a ce jour une seule publication sur la localisation de ORP5 aux contacts
ER-LD (Du et al. 2020). Cette protéine posséde un domaine de liaison membranaire PH, et un
LTD ORD. De maniére intéressante, la délétion du domaine PH semble augmenter le
recrutement de ORP5 aux LDs. La liaison aux LDs est médiée par le domaine ORD,
potentiellement par une hélice amphipathique. La perte d’expression de ORP5 entraine une
augmentation de la taille des LDs, mais cette étude ne fournit pas de données sur le nombre
ou l'aire total. Les auteurs suggérent que ORP5 serait capable d’effectuer un contre-échange
PI(4)P/PS au niveau des contacts ER-LD (Du et al. 2020). Une étude récente montre
également qu’ORPS se retrouve dans les contacts ER-mitochondrie et favorise la biogenése
des LDs en régulant la localisation de seipin (Guyard et al. 2022). Dans cette méme famille,
la protéine ORP2 a également été suggérée comme pouvant se localiser aux contacts ER-LD
mais ces données nécessitent confirmation (Kentala et al. 2015).

SNX14. Des mutations entrainant la perte de fonction de la protéine SNX14 sont

associées a une forme d’ataxie cérébelleuse appelée SCAR20 (Thomas et al. 2014; Shukla
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et al. 2017). Les études caractérisant la fonction moléculaire de SNX14 sont récentes. SNX14
a dabord été montrée comme étant une protéine intégrale du ER, impliquée dans
’lhoméostasie lipidique de la cellule (Bryant et al. 2018). En effet, sa délétion perturbe les
concentrations de lipides neutres (TAGs et SEs) et la distribution du cholestérol. Cette méme
étude rapporte le recrutement de SNX14 aux LDs aprés traitement a I'acide oléique, induisant
la biogenése des LDs. Cette localisation aux contacts ER-LD a été confirmée par la méme
équipe en 2019 (Datta et al. 2019). Le recrutement de SNX14 est médié par une hélice
amphipathique située dans un domaine cytosolique. SNX14 est une protéine d’ancrage ER-
LD : sa surexpression entraine une hausse de ces contacts. De plus, sa perte d’expression
entraine une diminution de l'aire totale des LDs. Ce rble dans la régulation de I’homéostasie
des LDs nécessite son ancrage aux LDs. SNX14 interviendrait t6t dans la biogenése des LDs
et favoriserait la synthése de TAGs. La méme équipe a également montré que les cellules
déficientes pour SNX14 sont plus sensibles a un stress nutritif induit par le palmitate, un acide
gras saturé (Datta et al. 2020). Ce phénotype est caractérisé par un défaut morphologique du
ER, une accumulation d’acides gras libres et un changement de la composition des chaines
aliphatiques des lipides. Les auteurs font I'hypothése que SNX14 est impliquée dans
’homéostasie de la saturation des lipides, en interagissant avec la protéine SCD1, une
désaturase formant des acides gras monoinsaturés. SNX14 favorise également la formation

de LDs en période d'influx élevé d’acides gras, évitant ainsi un stress cellulaire.

Cette liste de protéines retrouvées aux contacts ER-LD est non exhaustive, on retrouve
également DGAT2 et FATP1, Rab18 et le complexe NRZ, DFCP1, MCTP2, etc. (Figure I11)
(J. A. Olzmann and Carvalho 2019; Joshi et al. 2021; D. Li et al. 2019). De nombreux protéines
associées aux contacts ER-LD sont impliquées dans des maladies héréditaires
neurodégénératives ou métaboliques (Herker et al. 2021). En revanche, le réle des contacts
ER-LD dans la physiopathologie de ces maladies reste méconnu. En effet, les contacts ER-
LD correspondent a un champ de recherche assez récent et les mécanismes moléculaires de
régulation des LDs sont encore peu compris. En plus de ces maladies héréditaires, les LDs
sont aussi associées a des pathologies plus fréquentes comme I'athérosclérose ou certains

cancers (Petan, Jarc, and Jusovi¢ 2018).

6. Perturbations des LDs et pathologies : exemple du cancer

Afin de pouvoir alimenter leur forte prolifération, les cellules cancéreuses adaptent leur
métabolisme énergétique (Hanahan and Weinberg 2011). La premiére modification

meétabolique des cellules cancéreuses décrite concerne le métabolisme du glucose, les
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cellules passant d’'un métabolisme aérobie a anaérobie, un processus appelé effet Warburg.
Il apparait que le métabolisme des lipides est également crucial pour la biologie des cellules
cancéreuses (Currie et al. 2013). En effet, les cellules cancéreuses en prolifération ont des
besoins élevés en lipides, qu’elles peuvent obtenir par différentes sources comme par exemple
la biosynthése, 'autophagie, ou I'endocytose (Petan 2020). Ces différents points d’entrée de
lipides convergent vers les LDs, permettant ainsi de réguler le flux de lipides dans la cellule et
d’adapter leur utilisation selon les besoins. Par exemple, une étude a démontré que des
cellules cancéreuses du sein triple négative (TNBC) sont capables de séquestrer des acides
gras polyinsaturés (PUFAs) dans des lipides neutres stockés dans les LDs en limitant leur
lipolyse ou bien en stimulant un remodelage membranaire par des phospholipases (sPLA2)
(Jarc et al. 2018). Ainsi, ces cellules limitent le stress oxydatif causé par les PUFAs et sont
également capables d'utiliser ces lipides en période de stress nutritif afin de survivre. Les LDs
agissent comme des tampons énergétiques, permettant aux cellules cancéreuses d’avoir une
flexibilité métabolique nécessaire a leur survie dans différentes conditions environnementales.

De facon intéressante, il a été montré que la quantité de LDs dans les cellules
cancéreuses est corrélée a I'agressivité tumorale, en particulier dans le cancer du sein (Shyu
et al. 2018; Abramczyk et al. 2015). De méme, une étude analysant des tumeurs de patientes
atteintes de cancers du sein a mis en évidence un lien entre le taux d’esters de stérols et le
niveau de prolifération et un mauvais pronostic clinique (de Gonzalo-Calvo et al. 2015). Un
taux élevé de SEs corréle avec la surexpression des récepteurs LDLR, SCARB1 et de
'enzyme ACAT1 responsable de I'estérification du cholestérol. En bloquant ACAT1 par
traitement pharmacologique, il est possible de diminuer la prolifération de plusieurs lignées de
cancer du sein (Antalis et al. 2010). Ces résultats ont également été retrouvés dans des
cellules de cancer de la prostate (Yue et al. 2014). En effet, ces cellules cancéreuses
accumulent aussi des SEs et I'inhibition d’ACAT1 diminue leur agressivité. En plus de cet effet
métabolique, les LDs sont également impliquées dans la chimiorésistance en séquestrant par
exemple des molécules anticancéreuses hydrophobes (Shyu et al. 2018; Antunes et al. 2022).

Ces différents éléments montrent que les LDs sont des organites cellulaires centraux
dans la biologie des cellules cancéreuses. |l existe de plus en plus d’études démontrant
I'implication des LDs dans le processus tumoral (Fader Kaiser et al. 2022). En revanche, il
existe trés peu de données sur les mécanismes moléculaires régulant le cycle de vie des LDs.
Comprendre comment la formation des LDs est régulée et comment ces organites impactent
la progression tumorale est essentiel pour envisager d’exploiter cette voie métabolique comme
marqueur de progression ou cible thérapeutique. Au vu de la proximité du ER avec les LDs et
son implication dans leur biogenése, il est probable que les contacts ER-LD soient une voie

de régulation importante du métabolisme lipidique des cellules cancéreuses.
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7. Régulation du systéme endosomal par le ER
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Figure 112. Cycle de maturation du systéme endosomal et les différents compartiments le composant.

Le processus d’endocytose est initié a la membrane plasmique via différents mécanismes. Les endosomes précoces corre-
spondent au premier compartiment du systéme endosomal. Ces endosomes sont en contact avec le Golgi et peuvent fournir
du matériel a la voie de recyclage ou bien continuer leur maturation en fusionnant de maniére homotypique. Le systéme
endosomal tardif correspond au site de dégradation des macromolécules d'origine exogene ou endogéne, grace a
différentes enzymes hydrolytiques, les plus souvent actives a pH acide. Le Golgi communique avec le systéeme endosomal
tardif afin de réguler la composition des differents compartiments gréce a la voie de sécrétion et la voie rétrograde. La voie
de recyclage permet de redistribuer des composants membranaires comme des récepteurs a la membrane plasmique afin
d'éviter leur dégradation.

Figure adaptée de Huotari and Helenius., 2011 et Bright et al., 2016.

Les différents compartiments du systéme endosomal. Les endosomes
correspondent a une classe hétérogéne d’organites faisant le lien entre la cellule et son
environnement (Figure 112). Le processus d’endocytose est initié a la membrane plasmique
par différentes machineries, ou une vésiculation du cbété cytosolique de la membrane se met

en place afin de former des cavités qui vont se détacher par fission membranaire, donnant
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ainsi des endosomes précoces (EE) (Huotari and Helenius 2011; Scott, Vacca, and Gruenberg
2014). Les EE, de morphologie variable, correspondent a un premier nceud de distribution du
systéme endosomal. En effet, une voie de recyclage existe permettant le retour de certaines
molécules a la membrane plasmique, comme c’est le cas de certains récepteurs par exemple.
Les EE peuvent aussi continuer leur cycle intracellulaire en formant des endosomes matures.
De méme, ils peuvent communiquer avec le Golgi par la voie rétrograde. Le passage d’un type
d’organite a un autre est caractérisé par un changement dans la composition membranaire, a
'image de la conversion Rab5-Rab7 correspondant au passage d’'un EE a un endosome
mature (C. Bissig and Gruenberg 2013). Récemment, il a été montré que la maturation des
EE dépend de contacts hétérotypiques entre différents stades de maturation de ces organites,
entrainant ainsi un échange de matériel permettant un changement de leur composition
membranaire (York et al. 2022). Par la suite, les endosomes matures (MVB) font partie du
premier point dentrée dans le cycle du systéeme endosomal tardif, au co6té des
autophagosomes et des vésicules dérivés du Golgi (Scott, Vacca, and Gruenberg 2014, 20).
Ces structures peuvent fusionner avec des lysosomes, formant un organite hybride parfois
appelé endolysosome ou autolysosome selon I'organite en question (Luzio, Pryor, and Bright
2007; Bright, Davis, and Luzio 2016; Barral et al. 2022). L'’échange de matériel entre ces
organites peut également se faire via des contacts transients appelés « kiss and run » (Bright,
Gratian, and Luzio 2005). Ces organites hybrides et les lysosomes matures, a la morphologie,
pH, et composition membranaire variables, correspondent aux compartiments de dégradation
de matériels endogénes ou exogénes (Barral et al. 2022; Ballabio and Bonifacino 2020). Ces
compartiments sont capables de se reformer par fission membranaire (Yu et al. 2010; Christin
Bissig et al. 2017). Ainsi, le systtme endosomal tardif est caractérisé par des cycles
d’événements de fission et fusion membranaire, régulant le processus d’hydrolyse et des voies

de signalisations majeures a I'image de mTOR (Puertollano 2014).

Contacts ER-Endosome (ER-E). Lors de la maturation des endosomes, les contacts
avec le ER sont de plus en plus fréquents. Une étude s’est intéressée a la colocalisation par
microscopie confocale des EE (positifs pour le marqueur Rab5) et des endosomes tardifs (LE ;
positifs pour le marqueur Rab7) avec le ER au cours du temps (Friedman et al. 2013). Sur une
durée de 2 minutes, environ 50% des EE restent en contact permanent avec le ER contre 99%
des LE. De méme, il existe des différences entre les EE marqués par APPL1 (marqueur
précoce des EE) et EEA1 (marqueur tardif des EE), démontrant que ces contacts augmentent
progressivement lors de la maturation. De maniére intéressante, les endosomes en contact
avec le ER sont plus mobiles et capables de bouger sur de longues distances grace aux
microtubules, alors que les endosomes ne touchant pas le ER sont plus statiques (Guo et al.

2018). Les contacts ER-endosomes aideraient a stabiliser les endosomes et leur connexion
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aux microtubules. Il existe aujourd’hui un nombre élevé de protéines identifiées dans les
contacts ER-E (Di Mattia, Tomasetto, and Alpy 2020). On retrouve par exemple des LTPs, des
phosphatases et des canaux ioniques permettant de réguler de nombreux processus comme
le positionnement des endosomes, les évenements de tubulations et fissions membranaires,
mais encore la modulation de la signalisation intracellulaire (Raiborg, Wenzel, and Stenmark
2015; Neefjes, Jongsma, and Berlin 2017; Di Mattia, Tomasetto, and Alpy 2020). Il est
important de souligner que les contacts ER-E altérent également le ER. En effet, plusieurs
études ont montré un remodelage de l'architecture du ER par des événements de fission ou
de tubules entrainés par ces MCS (Guo et al. 2018; Spits et al. 2021). Une étude rapporte
également que la composition en PI(3)P des endosomes précoces, permettant la formation de
contacts ER-E, altére la morphologie du ER (Jang et al. 2022). La perte des contacts ER-E
entraine une augmentation des feuillets du ER, au détriment des tubules. Ce changement
morphologique est associé a une modification de la redistribution des acides gras entre les
LDs et les mitochondries.

Fission et tubulation des endosomes. L’'implication du ER dans la fission des
endosomes a été observée il y a environ une décennie par microscopie confocale sur des EE
positifs au marqueur Rab5 (Rowland et al. 2014). De maniére intrigante, ces contacts étaient
positifs pour FAM21, une protéine du complexe WASH. Le complexe protéique WASH est
impliqué dans le tri des endosomes vers le recyclage ou bien vers le Golgi en promouvant la
polymérisation de l'actine et ainsi la tubulation/fission des endosomes (Seaman, Gautreau,
and Billadeau 2013). Le complexe WASH est recruté aux endosomes par un autre complexe
protéique, le retromer (Helfer et al. 2013; Seaman, Gautreau, and Billadeau 2013). Deux ans
aprés cette publication, une autre équipe montra que les protéines intégrales du ER VAPs
sont capables d’interagir directement avec la protéine SNX2, faisant partie du retromer (Dong
et al. 2016). Cette interaction est nécessaire afin de réguler la composition en PI(4)P des
endosomes, I'échange de matériel entre le Golgi et les endosomes et I'accumulation
endosomale d’'actine. En revanche, le processus de fission n’a pas été analysé dans ce papier.
En 2018, I'équipe de Gia Voeliz identifia deux protéines impliquées dans la fission endosomale
médiée par le ER (Hoyer et al. 2018). La protéine TMCC1 est une protéine intégrale du ER
que I'on retrouve enrichie dans des contacts ER-E impliqués dans la fission des endosomes
tardifs, positifs pour Rab7. La perte de fonction de cette protéine diminue le nombre
d’événements de fission médiés par le complexe WASH. Ces contacts ER-E sont également
positifs pour la protéine endosomale Coronin 1C, dont la perte d’expression diminue la
formation des contacts et le processus de fission endosomale. En revanche, aucune
explication sur les mécanismes moléculaires d’action de ces protéines n’est fournie, il est donc
possible que ces protéines n’interagissent pas ensemble. Durant cette méme période, une

équipe publia deux articles reliant la protéine M1-spastin aux contacts ER-E et un réle dans la
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fission endosomale (Allison et al. 2013; 2017). Dans un premier temps, il a été rapporté que
la perte d’expression de la protéine intégrale du ER M1-spastin induit une augmentation du
processus de tubulation des endosomes. Cette formation de tubules d’endosomes dépend
des microtubules et du domaine ATPase de spastin permettant la fragmentation des
microtubules. De plus, spastin posséde un domaine MIT capable d’interagir avec deux
protéines du complexe ESCRT-III, CHMP1B et IST1. La perte d’expression de IST1 induit une
augmentation du nombre de tubules. Ainsi, les contacts ER-E médiés par le complexe M1-
spastin:IST1 permet la fission des endosomes. Cette interaction est également importante
pour le trafic rétrograde endosome-Golgi et impacte la morphologie et I'acidité des lysosomes
(Allison et al. 2017).

Transport de cholestérol. Le cholestérol peut étre biosynthétisé au niveau du ER ou
bien provenir de lipoprotéines endocytées (lkonen and Zhou 2021). De plus, le ER est sensible
au niveau de cholestérol contenu dans sa membrane, permettant ainsi de réguler finement
’homéostasie du cholestérol (Eberlé et al. 2004). Il est estimé qu’environ 30% du cholestérol
provenant des LDL sont transférés directement des endosomes au ER, démontrant
l'importance des contacts ER-endosome dans la régulation de ce lipide (Meng et al. 2020) A
ce jour, de nombreux LTPs pouvant lier du cholestérol ont été localisés aux contacts ER-
endosome, mais leur réle reste souvent incertain.

On retrouve par exemple ORP1L, la LTP la plus étudiée des contacts ER-endosome.
Cette protéine a d’abord été montrée comme ayant un réle de senseur de cholestérol, régulant
la formation de MCS ER-E (Rocha et al. 2009; van der Kant, Fish, et al. 2013). Lorsque la
membrane limitante des endosomes est faible en cholestérol, ORP1L est capable d’interagir
avec les VAPs afin de former des MCS. En revanche, si les endosomes sont enrichis en
cholestérol, le domaine ORD se lie a ce lipide, induisant un changement de la conformation
d’ORP1L empéchant l'interaction avec les VAPs. ORP1L interagit alors avec le complexe
Rab7-RILP, permettant le recrutement du complexe HOPS et de la dynéine, induisant le
transport des endosomes par les microtubules et favorisant leur fusion (Wijdeven et al. 2016).
ORP1L serait également capable de transférer du cholestérol. Une étude suggére que cette
protéine pourrait, dans des conditions pauvres en LDL, transférer du cholestérol provenant du
ER vers les endosomes, favorisant ainsi la formation de vésicules intraluminales (Eden et al.
2016). Ainsi, le réle d’ancrage d’'ORP 1L via son interaction avec les VAPs serait couplé a un
processus de transport de cholestérol (Rocha et al. 2009). Le phénotype observé sur la
formation des ILVs pourrait aussi provenir d’un effet indirect de ORP1L sur le positionnement
des endosomes et non a un transfert direct de cholestérol (Eden et al. 2016). Un an aprés
cette étude, une autre équipe a publié un article montrant quORP1L pourrait transférer du
cholestérol des endosomes au ER (K. Zhao and Ridgway 2017). En effet, des cellules

déficientes en ORP1L présentent un défaut d’estérification du cholestérol, une augmentation
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de la voie de biosynthése du cholestérol et une accumulation de cholestérol au niveau des
endosomes tardifs provenant d’'un défaut de redistribution intracellulaire. Ainsi, ORP1L serait
capable d’exporter le cholestérol de la membrane limitante des endosomes vers le ER. La
protéine OSBP, de la méme famille que ORP1L, est également impliquée dans le transport de
cholestérol a l'interface ER-E. Récemment, il a été montré que cette protéine, dans des
cellules NPC1 mutantes, est capable de transférer du cholestérol du ER vers les endosomes,
en échange de PI(4)P (Lim et al. 2019). Cette accumulation de cholestérol a la membrane
limitante des endosomes, médiée par OSBP, dépend de son recrutement aux contacts ER-E
par les protéines VAPs et permettrait d’activer le complexe mTOR. Dans cette méme famille,
les protéines ORP5 et ORP6 seraient également impliquées dans un transport de cholestérol
des endosomes au ER (Du et al. 2011; Ouimet et al. 2016). D’autres études sont nécessaires
afin d’éclaircir le rle de cette famille aux contacts ER-E.

D’autres LTPs ont également été retrouvées dans les contacts ER-E. On retrouve par
exemple la protéine Gramd1b, située sur le ER, connue pour sa capacité de transport de
cholestérol de la membrane plasmique vers le ER (Sandhu et al. 2018). Une étude a montré
par marquage en microscopie électronique que Gramd1b est située aux contacts ER-E et que
sa perte d’expression est associée a une diminution des contacts entre le ER et les lysosomes
(Hoglinger et al. 2019). De plus, Gramd1b interagirait directement avec NPC1, la protéine
intégrale majeure des endosomes tardifs permettant I'export de cholestérol. A 'image des
contacts ER-membrane plasmique, Gramd1b pourrait médier un transfert de cholestérol des
endosomes au ER. Une autre protéine localisée aux contacts ER-E est STARD3 (aussi
appelée MLNG64), une protéine intégrale des endosomes tardifs (Alpy et al. 2001). STARD3
est capable d’interagir avec les protéines VAPs et MOSPD2 et sa surexpression entraine des
contacts massifs entre le ER et les endosomes (Alpy et al. 2013; Di Mattia et al. 2018; 2020).
Il a également été montré qu’'une fois surexprimée, STARD3 entraine une relocalisation
importante de cholestérol dans les endosomes tardifs, qui proviendrait d’'une accumulation de
vésicules et membranes intraluminales (Wilhelm et al. 2017). De plus, STARD3 est capable in
vitro d’accélérer le transfert de cholestérol entre liposomes. Ainsi, les auteurs font I'hypothése
que STARD3 médie un transfert de cholestérol du ER aux endosomes et favorise la formation
de membranes intraluminales. Il est important de souligner que la surexpression de STARD3
altere le processus de tubulation des endosomes et favoriserait leur fusion (Alpy et al. 2013;
Holtta-Vuori et al. 2005). De plus, la présence de structures membranaires complexes dans le
lumen des endosomes, meédiée par la surexpression de STARDS3, suggére plutdét une
accumulation de matériel endogéne provenant de structures autophagiques. Il est donc
possible qu’en jouant sur la dynamique de maturation des endosomes, STARD3 puisse
moduler le contenu en cholestérol de ces derniers sans effectuer un transfert du ER vers les

endosomes. D’autres études sont nécessaires afin d’éclaircir ce point.
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Pour conclure, les contacts ER-E mais également les autres MCS médiés par le ER
permettent de réguler de nombreux processus cellulaires, notamment des voies de
signalisation ayant un impact global sur 'homéostasie cellulaire. Ainsi, l'identification de
protéines permettant la formation et le maintien de ces MCS est un champ de recherche

important auquel le laboratoire participe activement.
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C. MOSPD2, une protéine d’ancrage membranaire impliquée dans

le cancer

1. MOSPD2 est capable de former des MCS via son domaine MSP
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Figure 113. Structure et localisation des protéines VAPs et MOSPD2.

(A) Représentation de la structure des protéines VAPA, VAPB et MOSPD2. Ces protéines possédent un domaine transmem-
branaire (TM) permettant leur ancrage au réticulum endoplasmique. VAPA et VAPB ont aussi un domaine coiled-coil,
impliqué dans leur dimérisation. Les trois protéines possedent un domaine MSP, permettant la formation de sites de contact
via interaction protéine-protéine. MOSPD2 a un domaine additionnel, nommé CRAL-TRIO, appartenant a la famille des
domaines de transfert de lipides (LTD).

(B) Image d'immunofluorescence obtenue par microscopie confocale des protéines GFP-VAP ou GFP-MOSPD2 (en vert)
avec un marqueur du réticulum endoplasmique, la calnexine (en magenta). Ces protéines possédent une localisation réticu-
laire typique, composée d’'un réseau de tubules et de feuillets. Barres d’échelles : 10 pm.

(C) Structure des domaines MSP de VAPA ou MOSPD2 (en cyan), obtenues par cristallographie, en interaction avec le motif
FFAT de STARD3 (en vert). La phénylalanine en position 9 du motif FFAT (en magenta) est capable d’interagir avec le
domaine MSP de MOSPD2, via une poche hydrophobe, et non avec celui de VAPA. Images réalisées par Arthur Martinet en
utilisant le logiciel PyMOL.

(C) Figure adaptée de Di Mattia, Martinet ef al., 2020.

Les protéines VAPs sont retrouvées dans de nombreux MCS et régulent ainsi diverses
activités cellulaires (Murphy and Levine 2016). Pourtant, I'inhibition de I'expression de ces

protéines dans des cellules n’affectent pas leur viabilité et ne semble pas altérer drastiquement
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la fréquence des contacts entre le ER et certains organites comme les endosomes ou bien les
peroxysomes (Eden et al. 2016; Costello et al. 2017). Ces données suggérent que d’autres
protéines puissent remplir la méme fonction d’ancrage entre le ER et le reste de la cellule. Afin
d’identifier d’autres protéines pouvant remplir la méme fonction que VAPA et VAPB, I'équipe
a utilisé une approche de protéomique (Di Mattia et al. 2018). Les protéines VAPs interagissent
avec d’autres protéines contenant un motif FFAT, une courte séquence peptidique (Kaiser et
al. 2005). Le laboratoire a utilisé un peptide synthétique correspondant au motif FFAT de
ORP1 comme appéat pour une expérience de pull-down (Di Mattia et al. 2018). Ensuite, I'élution
a été analysée par spectrométrie de masse et un score d’enrichissement a été calculé en
comparaison a un peptide contrble. Grace a cette expérience, I'équipe a identifié la protéine
MOSPD2 et a réalisé une analyse structure-fonction. Comme les protéines VAPs, MOSPD2
est une protéine intégrale du ER, ubiquitaire, ancrée via un domaine transmembranaire C-
terminal (Figure 113A et B). MOSPD2 possede également un domaine MSP capable de lier le
motif FFAT de ORP1 avec une affinité proche de celles des VAPs, avec une constante de
dissociation d’environ 1 uM. Cette capacité a lier des motifs FFAT in vitro a ensuite été
confirmée sur extraits cellulaires, par co-immunoprécipitation de MOSPD2 avec des protéines
a motifs FFAT, comme les protéines des endosomes STARD3 et STARD3NL. Cette
interaction protéine-protéine induit la formation de contacts entre liposomes in vitro et
I'enrichissement de MOSPD2 a des MCS dans des modéles cellulaires. Par ces résultats,
I'équipe confirma que la protéine MOSPD2 interagit de la méme fagon que les VAPs avec les
motifs FFAT et que ce mécanisme moléculaire permet d’induire la formation de MCS entre le
ER et différents organites. De maniére intrigante, I'inhibition de I'expression de MOSPD?2 altére
la fréquence des contacts ER-E et entre endosomes, contrairement aux protéines VAPs. En
effet, dans les cellules n’exprimant plus MOSPD2, la surface de contact entre le ER et les
endosomes est diminuée d’environ 40-50% contre une augmentation d’environ 80-100% des
contacts entre endosomes. L’inhibition simultanée de VAPA et VAPB n’interfére pas autant
sur ces contacts, suggérant un réle spécifique de MOSPD2 dans la régulation du systéme
endosomal.

La capacité d’interaction des domaines MSP des protéines VAPs et MOSPD2 avec les
motifs FFAT a été caractérisée plus en détail par le laboratoire en 2020. De fagon intéressante,
les motifs FFAT sont hétérogénes et peuvent étre classés en motif conventionnel ou phospho-
FFAT selon leur séquence primaire (Di Mattia et al. 2020). Les motifs conventionnels ne sont
pas sujets a des modifications post-traductionnelles et interagissent de maniére constitutive
avec les domaines MSP. En revanche, des modifications des régions proches du motif FFAT
peuvent modifier I'affinité de ce motif et ainsi jouer sur l'interaction avec les domaines MSP.
C’est le cas par exemple de la protéine CERT, dont la phosphorylation d’'une sérine en amont

de son motif FFAT augmente son affinité pour les protéines VAPs (Kumagai, Kawano-Kawada,
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and Hanada 2014). Les phospho-FFAT sont quant a eux des motifs capables d’étre
directement phosphorylés, modifiant ainsi leur capacité d’interaction avec les domaines MSP.
C’est le cas par exemple de la protéine endosomale STARD3 ou bien de la protéine
mitochondriale MIGA2, dont les motif FFAT doivent étre phosphorylés pour qu’elles
interagissent avec les protéines VAPs et MOSPD2. De maniére intrigante, certains motifs
FFAT, comme ceux des protéines Kv2.1 et Kv2.2, interagissent avec les protéines VAPs et
non avec MOSPD2. Ces données suggérent que ces protéines partagent un mécanisme
moléculaire commun, mais que des différences structurelles de leur domaine MSP définissent
des partenaires préférentiels en modulant leur capacité d’interaction. En effet, I'équipe a
également montré que I'affinité in vitro de MOSPD2 pour le phospho-FFAT de STARD3 est
environ 5 fois plus élevée que I'affinité de VAPA pour le méme motif. De plus, les structures
des domaines MSP des VAPs et MOSPD2 ont été obtenues par cristallographie et ont permis
de mettre en évidence des différences d’interaction pour le motif FFAT de STARD3. Le
domaine MSP de MOSPD2 serait capable dengager une interaction hydrophobe
supplémentaire avec le résidu en position 9 (une phénylalanine) de ce motif FFAT en
comparaison aux protéines VAPs, ce qui pourrait expliquer cette différence d’affinité (Figure
[13C). Par ces expériences, I'équipe a démontré que les protéines VAPs et MOSPD2
reconnaissent différents types de motif FFAT en utilisant un mode d’interaction commun, mais
que le répertoire de protéines reconnues par VAPs et MOSPD2 difféerent par leur nature ou

par leur affinité.

Cette différence d’interaction protéine-protéine médiée par le domaine MSP entre les
protéines VAPs et MOSPD2 pourrait expliquer I'implication spécifique de MOSPD2 dans la
régulation des contacts ER-Endosomes précédemment observée (Di Mattia et al. 2018).
MOSPD2 pourrait avoir un partenaire endosomal unique, ou ayant une différence d’affinité
assez importante pour ne pas étre compensée par des interactions avec les protéines VAPs
qui sont pourtant plus abondantes que MOSPD2 dans les cellules HelLa (Di Mattia et al. 2018).
Contrairement aux protéines VAPs, MOSPD2 posséde un autre domaine en N-terminal, du
cbté cytosoliqgue, nommé CRAL-TRIO. A ce jour, ce domaine de MOSPD2 n’a pas été
caractérisé et pourrait aussi étre responsable de l'altération des contacts ER-Endosomes

observée lors de la perte d’expression de MOSPD2.

2. Structure des domaines CRAL-TRIO et leur implication

biologique chez I’lhumain
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Figure 114. Structure du domaine CRAL-TRIO avec ou sans ligand.

Sfh1 et Sec14 sont des protéines de levure constituées d'un domaine CRAL-TRIO. Sfh1 fut cristallisée avec un ligand, la
phosphatidyléthanolamine (PE, en magenta) (PDB: 3B74). Sec14 fut cristallisée dans sa forme apo (sans ligand naturel)
(PDB: 1AUA). L'hélice amphiphile recouvrant la poche hydrophobe existe sous plusieurs conformations, selon la présence
du ligand ou non. La conformation fermée (en vert), permet de protéger le ligand du mileu agueux et entraine l'interaction de
I'hélice avec le ligand. La position ouverte (en rouge), expose I'hélice au milieux aqueux, dont la partie hydrophobe.

La superposition des deux protéines permet de mettre en évidence le changement de conformation de I'hélice.

Images réalisées par Arthur Martinet en utilisant le logiciel PyMOL.

Comme précédemment abordé, la famille des domaines CRAL-TRIO (souvent
retrouvée sous le nom de Sec14) appartient aux LTDs (Chiapparino et al. 2016). Leur fonction
in vivo reste incertaine : Sec14, la protéine de levure la plus étudiée de cette famille, aurait un
réle de présentation de lipides a des enzymes favorisant ainsi le processus de vésiculation du
Golgi (Bankaitis, Mousley, and Schaaf 2010). Le domaine CRAL-TRIO est globulaire,
composé de 11 hélices a, 8 hélices 31, et 6 brins B (Tripathi et al. 2019). Une des
caractéristiques de ce domaine est la présence d’une cavité hydrophobe, composée d’'un fond
en feuillet B et d’'une hélice mobile permettant de fermer la poche. De fagon intéressante, les
propriétés électrostatiques de la surface du domaine semblent assez conservées. Le domaine
CRAL-TRIO possede une distribution électrostatique asymétrique, avec un c6té
essentiellement chargé négativement et le coté opposé, vers I'entrée de la poche, possédant
des régions chargées positivement. Cette polarisation des charges aurait un réle dans
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I'orientation du domaine et son interaction avec les membranes. L’hélice mobile a I'entrée de
la poche hydrophobe, aussi appelée « gate helix », change de conformation selon la présence
d’'un ligand ou non (Schaaf et al. 2008; Ryan et al. 2007). Les structures de protéines a
domaine CRAL-TRIO obtenues avec ou sans ligand permettent de mettre en évidence la
mobilité de cette hélice (Figure 114) (Schaaf et al. 2008; Arai and Kono 2021). En présence
d’'un ligand, I'hélice se positionne en conformation « fermée », avec la partie hydrophobe de
I'hélice faisant face a I'entrée de la poche. Dans la structure du domaine sans ligand, I'hélice
est en position « ouverte », avec la partie hydrophobe exposée au solvant. Ce changement de
conformation a été suggéré comme pouvant réguler la liaison du domaine a des membranes
et 'activité d’extraction/transfert de lipides des protéines a-TTP chez I'humain ou Sec14 chez
la levure (Arai and Kono 2021; Sugiura et al. 2019; 2021). Par ailleurs, les ligands sont trés
hétérogénes : vitamine E, PI, différents PIPs, PG, squaléne, cholestérol, etc. (Saito, Tautz,
and Mustelin 2007). Cette forte diversité de ligands pourrait provenir de la flexibilité du
domaine, suggérant des roles biologiques variées entre les membres de cette famille (Tripathi
et al. 2019). Il existe chez I'humain 28 protéines a domaine CRAL-TRIO. Malgré I'implication
de certaines de ces protéines dans des maladies graves, cette famille reste trés peu
caractérisée (Curwin and McMaster 2008). On retrouve par exemple :

a-TTP. La protéine a-tocopherol transport protein (a-TTP), 'une des plus étudiée chez
’humain, est capable de lier des formes actives de vitamine E (K. C. Min, Kovall, and
Hendrickson 2003). Des mutations de cette protéine sont associées a une ataxie provenant
d’un stress oxydatif neuronal issue d’'un défaut de distribution en vitamine E (Ulatowski et al.
2022; Curwin and McMaster 2008). D’un point de vue moléculaire, cette protéine cytosolique
serait capable de récupérer une molécule de vitamine E aux lysosomes par un mécanisme de
reconnaissance encore indéterminé (S. Chung et al. 2016; Arai and Kono 2021). Ensuite, la
liaison de son ligand entrainerait un changement de conformation du domaine, correspondant
au recouvrement de la poche hydrophobe contenant le ligand par une hélice alpha. Dans cette
conformation, la protéine se détacherait des lysosomes, puis serait capable d’interagir avec la
membrane plasmique grace a sa reconnaissance du Pl(4,5)P2 (Kono et al. 2013). Cette liaison
entrainerait 'ouverture de I'hélice, le relargage du ligand dans la membrane plasmique par un
potentiel échange contre du PI(4,5)P2 (Arai and Kono 2021).

Clavesin-1. Une autre protéine de cette famille est clavesin-1 (ou CRALBPL), une
protéine périphérique capable de lier le Golgi et les endosomes (Katoh et al. 2009). Cette
protéine est capable de lier du PI(3,5)P2 par son domaine CRAL-TRIO, mais un mutant
fonctionnel abolissant cette liaison n’empéche pas le recrutement de clavesin-1 aux
endosomes. De plus, la perte dexpression de cette protéine induit une altération
morphologique des endosomes tardifs positifs a LAMP1. Le mécanisme moléculaire de ce

phénotype endosomal est inconnu, les auteurs suggeérent que clavesin-1 pourrait modifier la
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composition en PI(3,5)P2 des endosomes tardifs. Par ailleurs, cette protéine est surexprimée
dans différents types de cancers, dont des hépatocarcinomes (S. Zhao et al. 2008).

Dbs. De maniére intéressante, le domaine CRAL-TRIO pourrait réguler I'activité
d’autres domaines de protéines multimodales de maniére allostérique. C’est le cas par
exemple du proto-oncogéne Dbs, un membre de la famille des facteurs d'échange de
nucléotidique guanylique spécifiques de Rho (RhoGEF) (Kostenko et al. 2005). Cette protéine
de plus de 1000 acides aminés posséde, entre autres, un domaine Dbl homology (DH)
interagissant avec les GTPases et un domaine de liaison membranaire PH. La délétion du
domaine CRAL-TRIO stimule les capacités oncogéniques de cette protéine, comme montré
par des tests de clonogénicité. Ce domaine régule également la localisation intracellulaire de
Dbs : la forme entiére est localisée en périnucléaire et colocalise avec le Golgi alors que la
délétion du domaine Sec14 induit la localisation de la protéine a la membrane plasmique. Le
domaine Sec14 de Dbs est capable de lier des PIPs, plus particulierement le PI(4,5)2. De plus,
ce domaine CRAL-TRIO interagirait directement avec le domaine PH de cette méme protéine.
Ainsi, le domaine CRAL-TRIO serait capable d’inhiber I'activité oncogénique de Dbs en
séquestrant la protéine au Golgi et en interagissant de maniére intramoléculaire avec le

domaine PH, empéchant sa liaison a la membrane plasmique.

Comme vu a travers ces différents exemples, les fonctions et conséquences
biologiques des protéines a domaine CRAL-TRIO sont divers. Il n’existe pas de consensus
sur le mécanisme moléculaire médié par ces domaines et les ligands sont trés variés. |l semble
tout de méme que la liaison in vitro aux PI/PIPs soit un mécanisme commun, méme si la
relevance in vivo est souvent incertaine. |l est donc difficile d’émettre des hypothéses sur la
fonction du domaine CRAL-TRIO de MOSPD2. Au vu de la diversité des fonctions des
domaines CRAL-TRIOQO, il est tout a fait imaginable que le défaut de contacts ER-Endosome

induit par la perte d’expression de MOSPD2 puisse dépendre du domaine CRAL-TRIO.

3. MOSPD2, migration cellulaire et cancer

Une équipe a publié en 2017 un article démontrant I'implication de MOSPD2 dans le
processus de migration cellulaire (Mendel et al. 2017). L'inhibition de I'expression de MOSPD2
dans des monocytes diminue leur capacité migratoire, indépendamment de la chimiokine
utilisée. Dans les cellules déficientes en MOSPD2, il y a une diminution de la phosphorylation
d’Akt et ’'ERK1/2, deux voies de signalisation majeures de la migration. Les auteurs montrent
également que parmi les cellules du systéme immunitaire, les monocytes et les neutrophiles

sont les deux types cellulaires ayant la plus forte expression de MOSPD2. De plus, I'inhibition
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de I'expression de MOSPD2 dans les neutrophiles affecte leur capacité migratoire, ce qui n’est
pas le cas des lymphocytes T qui expriment faiblement cette protéine. Cette étude suggére
que dans certains types cellulaires, par un mécanisme moléculaire non identifié, MOSPD2
serait capable de moduler des voies de signalisation et ainsi réguler le processus de migration
cellulaire.

La méme équipe a publié une autre étude en 2019 démontrant cette fois un lien entre
MOSPD?2 et la migration de cellules cancéreuses (Salem et al. 2019). Par immunohistochimie,
les auteurs montrent que I'expression de MOSPD2 est augmentée dans des tissus cancéreux
en comparaison a des tissus sains. C'est le cas par exemple pour le colon, I'cesophage, le
foie, le rein et le sein. De maniére intrigante, I'expression de MOSPD2 semble corrélée a la
capacité d’invasion des cancers du sein. En effet, lintensité du marquage par
immunohistochimie est plus forte sur des coupes de cancers invasifs/métastatiques que sur
des coupes de carcinomes in situ. De plus, I'inhibition de I'expression de MOSPD2 dans des
cellules cancéreuses du sein MDA-MB-231 diminue leur capacité migratoire en réponse a
'EGF, sans affecter leur prolifération. La capacité dinvasion a également testée dans
différentes lignées de cancers du sein par un test d’'invasion basé sur des sphéroides 3D dans
une matrice. Dans ces expériences, les cellules déficientes en MOSPD2 ne sont plus capables
de traverser la matrice et de former des sphéroides, confirmant I'implication de MOSPD2 dans
le processus de migration et plus particulierement l'invasion cellulaire. En ligne avec la
précédente étude démontrant une baisse de la voie Akt et ERK dans les monocytes, les
auteurs montrent que les cellules MDA-MB-231 déficientes pour MOSPD2 ont un défaut de
phosphorylation d’Akt et ERK en réponse a 'EGF. Afin de confirmer I'importance de MOSPD2
dans le processus d’invasion, les auteurs ont injecté des cellules MDA-MB-231 déficientes ou
non pour MOSPD2 dans des souris immunodéficientes. La taille de la tumeur primaire ne varie
pas selon I'expression de MOSPD2. En revanche, la taille des ganglions lymphatiques et le
volume de métastases sont diminués lors de I'inhibition de MOSPD2. Cette étude démontre
I'importance de MOSPD2 dans un processus physiopathologique important, la dissémination

de cellules cancéreuses.

En résumé, MOSPD2 contribue a la migration de différents types cellulaires en
modulant des voies de signalisation comme Akt et ERK. Cette protéine est également
retrouvée surexprimée dans différents cancers, et son expression corréle au degré d’invasivité
de cancers du sein. De plus l'inhibition de MOSPD2 diminue les capacités migratoires et
invasives dans des modéles cellulaires et animaux. En revanche, le mécanisme moléculaire

par lequel MOSPD2 régule ces voies de signalisation reste incompris.
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D. Objectifs du projet de thése

MOSPD2 est une protéine intégrale du ER peu caractérisée, pourtant, des études
récentes montrent que celle-ci est capable de réguler des processus physiopathologiques
importants et pourrait correspondre a une cible thérapeutique intéressante dans certains
cancers (Mendel et al. 2017; Salem et al. 2019). En effet, I'inhibition de I'expression de
MOSPD2 réduit la formation de métastases dans un modeéle animal de cancer du sein (Salem
et al. 2019). MOSPD?2 est impliquée dans les processus de migration cellulaire, en modulant
par un mécanisme inconnu des voies de signalisation (Mendel et al. 2017; Salem et al. 2019).
Afin de mieux comprendre comment cette protéine régule ces processus biologiques, des
études caractérisant sa structure et les fonctions associées sont nécessaires. Ce projet de
thése, par ses différents objectifs, vise a élucider les fonctions moléculaires médiées par
MOSPD2 en étudiant différentes caractéristiques associées a cette protéine la distinguant des
protéines VAPs.

Des données de I'équipe, non publiées lors de mon arrivée au laboratoire, montraient
que MOSPD?2 est parfois enrichie dans des sous-domaines du ER lorsqu’elle est surexprimée
dans des cellules HeLa. De maniere frappante, cette distribution subcellulaire n’est pas
retrouvée avec les protéines VAPs, suggérant une localisation subcellulaire spécifique de
MOSPD2 et donc une potentielle fonction unique. Contrairement aux protéines VAPs,
MOSPD2 posséde un domaine CRAL-TRIO. Ce domaine dont la fonction est inconnue pour
MOSPD2, appartient a la famille des LTDs, suggérant qu’en plus de sa fonction d’ancrage,
cette protéine pourrait médier un transport de lipide. Nous avons donc voulu comprendre si ce
domaine pouvait étre impliqué dans cette localisation spécifique de MOSPD2. Une explication
alternative serait une différence d’interaction entre MOSPD2 et les VAPs pour une méme
protéine a motif FFAT, induisant I'enrichissement de MOSPD2 a un site de contact particulier.
Un argument allant contre cette hypothése est que ce type d’interaction, MSP-FFAT, n’est pas
connu pour induire des accumulations lorsque les protéines VAPs sont surexprimées. Le
premier objectif principal de mon projet correspondait a étudier ce phénomene, en identifiant
la nature de cette localisation et d’évaluer si MOSPD2 exerce une fonction spécifique au
niveau de ces sous-domaines réticulaires.

A I'image des protéines VAPA et VAPB, MOSPD2 est une protéine intégrale du ER,
capable de former des MCS via son domaine MSP (Di Mattia et al. 2018). Ces domaines
interagissent avec des protéines a motif FFAT, correspondant a de courtes séquences
peptidiques permettant ainsi la formation de ponts moléculaires entre le ER et d’autres
organites (Kaiser et al. 2005; Di Mattia et al. 2020). De maniére intrigante, MOSPD2 semble
impliquée spécifiquement dans la régulation des contacts ER-E. En effet, la perte d’expression

de MOSPD2 augmente la surface de contacts entre endosomes et diminue de maniére
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concomitante les contacts ER-E. La perte d’expression simultanée des VAPs n’induit pas ce
méme phénotype. Cette différence par rapport aux protéines VAPs reste inexpliquée. De
méme, I'impact fonctionnel de la modification de ces contacts sur le systéeme endosomal n’a
pas été étudié. Plusieurs hypothéses sont possibles pour expliquer cette différence : MOSPD2
pourrait, via son domaine additionnel CRAL-TRIO, réguler ces contacts. Alternativement,
MOSPD2 serait capable d’avoir des partenaires protéiques spécifiques, comme suggéré par
des différences d’affinité observées in vitro entre les domaines MSP de VAPs et MOSPD2
pour un méme motif FFAT (Di Mattia et al. 2020). Cette hypothése implique qu’une interaction
MSP-FFAT, médiée par MOSPD2, ne serait pas substituable par les protéines VAPs. Le
second obijectif principal de ma thése a été de tester ces hypothéses afin de comprendre
comment MOSPD2 est capable de réguler les contacts ER-E et d’étudier le réle de MOSPD2

dans le cycle endosomal.
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A. MOSPD2 forme des sites de contact membranaires entre le
réticulum endoplasmique et les gouttelettes lipidiques grace a son
domaine CRAL-TRIO

1. Introduction et objectifs

Les sites de contact membranaire (MCS) sont des zones d’échanges privilégiées entre
organites et régulent de nombreux processus cellulaires (Prinz, Toulmay, and Balla 2020). La
formation des MCS dépend de protéines d’ancrage, tels les protéines VAPA et VAPB (VAPS)
que I'on retrouve au réticulum endoplasmique (ER) qui sont capables d’interagir avec d’autres
protéines via leur domaine MSP. L’équipe a identifié en 2018 un nouveau membre de la famille
VAPs, la protéine MOSPD2, capable elle aussi de former des MCS par son domaine MSP (Di
Mattia et al. 2018). En revanche, MOSPD2 se distingue des VAPs par la présence d’un
domaine additionnel, le domaine CRAL-TRIO, appartenant a la grande famille des domaines
de transfert de lipides (LTDs) (Chiapparino et al. 2016). A ce jour, aucune donnée concernant
le CRAL-TRIO de MOSPD2 n’a été publiée.

Des données non publiées de I'équipe montraient que MOSPD2, une fois surexprimée,
se retrouve enrichi dans des sous-domaines du ER. De maniére intrigante, ce phénomeéene
n’est pas observé avec les protéines VAPs, suggérant qu'’il corresponde a une fonction unique
de MOSPD2. En effet, cette protéine posséde un domaine additionnel par rapport aux
protéines VAPs, évoquant un potentiel réle supplémentaire. De méme, il est possible que la
reconnaissance de protéines via son domaine MSP differe par rapport aux VAPs et permette
son interaction a un MCS spécifique, comme suggéré par des données in vitro (Di Mattia et
al. 2020). Les objectifs de mon travail étaient de comprendre par quel mécanisme MOSPD2
se retrouve enrichi dans ces sous-domaines du ER et s’il existe une fonction associée a cette

localisation particuliere.

2. Résultats

a. Résumeé

MOSPD2 étant capable de former des contacts entre le ER et d’autres organites
cellulaires tels que les mitochondries, les endosomes ou bien le Golgi, nous avons émis
I'hypothése que les enrichissements de MOSPD2 observés dans des sous-domaines du ER
correspondent a des contacts entre le ER un autre organite. La premiére étape a été d’identifier
cet organite par des expériences de co-marquage avec différents marqueurs d’organites. Cela

nous a permis d’identifier que les organites en question sont des gouttelettes lipidiques (LDs)
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marquées par le BODIPY, une sonde hydrophobe ayant une forte affinité pour les lipides
neutres contenues dans les LDs. Grace a de la microscopie corrélative fluorescence-
électronique, nous avons ensuite confirmé que MOSPD2 est retrouvée au niveau des sites de
contact ER-LD. Cette expérience a permis de montrer que MOSPD2 n’est pas transloquée a
la surface des LDs, ce qui est le cas de certaines protéines intégrales du ER possédant un
motif en téte d’épingle (Kory, Farese, and Walther 2016).

J'ai également vérifié¢ que l'accumulation de MOSPD2 aux contacts ER-LD est
visualisable au niveau endogéne. Pour cela, nous avons généré une lignée HelLa exprimant
de maniére endogéne une protéine de fusion mClover3-MOSPD2 en utilisant la méthode
CRISPR-Cas9. La mClover3 est une protéine fluorescente permettant de suivre la localisation
de MOSPD2 par microscopie confocale. Aprés induction de la biogenése des LDs par
traitement avec de 'acide oléique, j'ai pu observer des accumulations de mClover3-MOSPD2
autour des LDs dans cette lignée modifiée, confirmant ainsi la localisation de la protéine au
niveau endogéne. En paralléle, nous avons utilisé d’autres lignées, nommées Huh-7 et 501-
MEL, correspondant respectivement a une lignée d’hépatocarcinome et de mélanome, ayant
une expression endogéne importante de MOSPD2 en comparaison aux cellules HeLa. Dans
ces deux lignées, l'utilisation d’anticorps dirigés contre MOSPD2 a permis de mettre en
évidence les mémes types d’enrichissements autour des LDs. Ainsi, la localisation de
MOSPD2 aux contacts ER-LD est retrouvée dans différents types cellulaires.

Nous nous sommes ensuite demandé si MOSPD2 pouvait réguler ’homéostasie des
LDs. Pour cela, jai quantifié le nombre et la taille des LDs dans des modéles de perte de
fonction de MOSPD2 obtenus par knock-down via siRNA ou knock-out (KO) via CRISPR-
Cas9. Dans ces cellules déficientes en MOSPD2, le nombre et |a taille des LDs sont fortement
réduits. Cette régulation des LDs est spécifique a MOSPD2 et n’est pas retrouvée avec les
protéines VAPA et VAPB. De plus, nous avons quantifié les deux grandes classes de lipides
neutres présents dans les LDs par analyse biochimique : les triacyglycérols (TAG) et les esters
de stérols. La perte d’expression de MOSPD2 induit une baisse significative des esters de
stérols mais pas des TAG.

L’étape suivante a été de comprendre par quel mécanisme MOSPD2 est recrutée aux
LDs. De maniere intrigante, nous avons trouveé que ce recrutement ne dépend pas du domaine
MSP mais du domaine CRAL-TRIO. Ce recrutement se fait gréce a une interaction de type
protéine-membrane, via une hélice amphipathique a la surface du domaine CRAL-TRIO. Cette
interaction a été caractérisée plus en détail in vitro et nécessite la présence de défauts
d’empaquetage et de charges négatives sur la membrane liée par MOSPD2.

Afin de comprendre comment MOSPD2 régule les LDs, des expériences de sauvetage
ont été réalisées avec différentes formes mutantes de MOSPD2. Pour cela, ces mutants ont

été exprimés dans une lignée déficiente en MOSPD2 et le nombre de LDs a ensuite été
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analysé par immunofluorescence. Par cette analyse, nous avons découvert que la régulation
des LDs médiée par MOSPD2 dépend du domaine CRAL-TRIO et non du domaine MSP. De
plus, la liaison aux LDs médiée par I'hélice amphipathique sans la présence du reste du
domaine CRAL-TRIO ne permet pas de réguler les LDs. Ce résultat montre qu’en plus d’'un
réle d’ancrage aux LDs, médié par I'’hélice amphipathique, le domaine CRAL-TRIO a une autre
activité importante pour la fonction des LDs. Au vu des données de la littérature, il est probable
que le domaine CRAL-TRIO soit impliqué dans un transfert ou une présentation de lipides a
l'interface ER-LD via sa poche hydrophobe (Bankaitis, Mousley, and Schaaf 2010).

Ces résultats ont été publiés en 2022 dans le « Journal of Cell Biology » dans un article
dont je suis le premier auteur (Zouiouich et al. 2022). Dans ce papier, j'ai effectué la majorité
des expériences d’'immunofluorescence, les quantifications liées a I'analyse d’images, les
expériences de biochimie (TLC et kits biochimiques), j'ai également participé a 'imagerie et le
traitement post-analytique des données de microscopie corrélative, les expériences de FRAP,
de pull-down des LDs artificielles et j’ai généré la lignée cellulaire HeLa knock-in mClover3-
MOSPD2 par CRISPR-Cas9. J'ai aussi participé a la conception de I'étude, la mise en place

des expériences et la rédaction de l'article.

b. Publication
(Zouiouich et al. 2022)
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MOSPD2 is an endoplasmic reticulum-lipid droplet
tether functioning in LD homeostasis
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Erwan Grandgirard">>*@®, Nicolas Fuggetta®®, Catherine Fromental-Ramain'23*®, Giulia Mizzon’@®, Calvin Dumesnil®, Maxime Carpentier®,
Bernardo Reina-San-Martin?234@, Carole Mathelin*?>*#@®, Yannick Schwab’@®, Abdou Rachid Thiam*®, Toshihide Kobayashi*®, Guillaume Drin®@®,
Catherine Tomasetto®>**@®, and Fabien Alpy*?*4@®

Membrane contact sites between organelles are organized by protein bridges. Among the components of these contacts, the
VAP family comprises ER-anchored proteins, such as MOSPD2, that function as major ER-organelle tethers. MOSPD2
distinguishes itself from the other members of the VAP family by the presence of a CRAL-TRIO domain. In this study, we
show that MOSPD2 forms ER-lipid droplet (LD) contacts, thanks to its CRAL-TRIO domain. MOSPD2 ensures the attachment
of the ER to LDs through a direct protein-membrane interaction. The attachment mechanism involves an amphipathic helix that
has an affinity for lipid packing defects present at the surface of LDs. Remarkably, the absence of MOSPD2 markedly disturbs
the assembly of lipid droplets. These data show that MOSPD2, in addition to being a general ER receptor for inter-organelle
contacts, possesses an additional tethering activity and is specifically implicated in the biology of LDs via its CRAL-TRIO domain.

Introduction

The ER, a major membrane-bound organelle of eukaryotic cells,
ensures diverse functions such as lipid synthesis, protein syn-
thesis and folding, calcium storage, etc. The ER has a network
architecture spreading throughout the cytosol, and is in physical
contact with other organelles such as mitochondria, endosomes/
lysosomes, autophagic structures, peroxisomes, lipid droplets,
and the plasma membrane (Wu et al., 2018). These contacts,
which do not lead to organelle fusion, are named membrane
contact sites. They are scaffolded by protein bridges connecting
the two membranes and involving protein-membrane and
protein-protein interactions (Gatta and Levine, 2017).

Many molecular players involved in the formation of contact
sites have been identified in recent years (Di Mattia et al.,
2020b; Prinz et al., 2019; Wu et al., 2018). A few of them act
as general receptors that recruit a variety of tethering partners
and hold a central role in the biology of inter-organelle contacts.
The ER-resident VAMP-associated protein (VAP) protein family
plays a major role in the formation of contacts between the ER
and the other organelles, as well as to the plasma membrane.
This family comprises six proteins divided into two subfamilies.

The first sub-family comprises VAP-A, VAP-B, and motile sperm
domain-containing protein 2 (MOSPD2) that are anchored in the
ER membrane by a transmembrane helix (Murphy and Levine,
2016; Di Mattia et al., 2018). VAP-A, VAP-B, and MOSPD2 act as
ER receptors that bind multiple protein ligands, either cytosolic
or localized on the surface of other organelles, to connect them
with the ER (Di Mattia et al., 2018; Murphy and Levine, 2016).
VAP-A, VAP-B, and MOSPD2 have a major sperm protein (MSP)
domain exposed to the cytosol; this domain hooks proteins that
possess a small linear motif named FFAT (two phenylalanines in
an acidic tract; Mikitova and Levine, 2012; Loewen et al., 2003;
Di Mattia et al., 2018). Recently, a novel subfamily comprising
MOSPDI1 and MOSPD3 was characterized; these proteins have an
MSP domain that recognizes FFNT (two phenylalanines in a
neutral tract) motifs (Cabukusta et al., 2020). Lastly, the sixth
family member named CFAP65 (Cilia- and flagella-associated
protein 65) is involved in ciliogenesis (Zhao et al., 2022).

The functions of VAP-A and VAP-B are well studied; they are
central proteins for the formation of inter-organelle contacts
and function in lipid transport, ion homeostasis, and autophagy
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(Murphy and Levine, 2016; Wilhelm et al., 2017; Zhao et al., 2018;
Mesmin et al., 2013; Kirmiz et al., 2018; Johnson et al., 2018). In
contrast, the function of MOSPD?2 is still elusive. MOSPD2 is a
genuine member of the VAP family: It shares with VAP-A and
VAP-B a large number of tethering partners and promotes the
formation of contacts between the ER and many organelles (Di
Mattia et al., 2018, 2020a). Unlike VAP-A, VAP-B, MOSPD]1, and
MOSPD3, which only possess an MSP domain in addition to their
transmembrane (TM) domain, MOSPD2 possesses an additional
cytosolic domain named CRAL-TRIO (cellular retinaldehyde-
binding protein [CRALBP] and triple functional domain pro-
tein [TRIO]) at its amino terminus. The CRAL-TRIO domain (also
called the Secl4 domain) is present in 28 proteins in human
and contains a hydrophobic pocket that, in the case of Secl4p
and a-tocopherol transfer protein, can bind/transport small
lipophilic molecules such as phospholipids or tocopherols
(Chiapparino et al., 2016). Knowing that MOSPD2 contains a
CRAL-TRIO domain, we hypothesized that it may have a broader
function than the VAP proteins. Here, we show that in addition
to serving as a VAP-like tether that establishes ER-organelle
contacts through protein-protein interactions, MOSPD2 also
tethers the ER to lipid droplets (LDs) by protein-membrane in-
teractions. LDs are ubiquitous organelles that serve as uni-
versal lipid stores in cells; they consist of a neutral lipid oil core
surrounded by a monolayer of phospholipids associated with
peripheral proteins (Olzmann and Carvalho, 2019; Thiam and
Beller, 2017; Thiam et al., 2013). In this report, we found that
the absence of MOSPD2 compromises LD assembly, showing
that MOSPD2 is involved in the biology of LDs.

Results

MOSPD2 is involved in the biology of LDs

MOSPD2 is an ER-resident protein (Di Mattia et al., 2018). When
expressed in HeLa cells, GFP-labeled MOSPD2 exhibited a dis-
tinctive reticular localization pattern throughout the cytoplasm
and co-localized with the ER marker Calnexin (Fig. 1 A, a). Re-
markably, in about half of the cells, MOSPD2 was additionally
found in ring- and comma-shaped structures that were also
positive for the ER marker Calnexin (Fig. 1 A, b and c). This
shows that in some cells, MOSPD2 can be enriched in sub-
regions of the ER. Importantly, VAP-A and VAP-B were never
observed in similar ring-like structures, suggesting that only
MOSPD2 can specifically populate these ER subdomains (Fig. 1
B). We then checked whether these MOSPD2-enriched areas
corresponded to contact sites between the ER and a particular
organelle by performing co-localization experiments using
markers of LDs (Nile Red; Fig. S1 A), early endosomes (EEA1),
late endosomes/lysosomes (Lampl), mitochondria (OPA1), and
Golgi (GM130; Fig. S2, A-D). MOSPD2-positive rings did not
overlap with endosomes, Golgi, and mitochondria. In contrast,
ring- and comma-shaped MOSPD2-positive structures were
found to be around LDs labeled with Nile Red. To confirm this
observation, LD biogenesis in HeLa cells was stimulated by oleic
acid (OA) treatment (Listenberger and Brown, 2007). After this
treatment, most HeLa cells had numerous and large LDs mas-
sively surrounded by ring- and comma-shaped structures
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positive for MOSPD2 (Fig. 1 C). This accumulation of MOSPD2-
positive ER around LDs was also found in other tested cell lines,
including hepatocytes (Huh7), melanoma (501-mel), and mam-
mary epithelial (MCF?) cells (Fig. S1, B-D).

To examine whether endogenous MOSPD2 can be seen in
association with LDs, we generated a reporter cell line. The
endogenous MOSPD2 gene was modified in HeLa cells using
the CRISPR/Cas9 method to fuse the coding sequence of the
fluorescent protein mClover3 in frame with that of MOSPD2
(Fig. S3, A and B). As observed by expressing GFP-MOSPD2,
endogenous mClover3-MOSPD2 was present in structures in
contact with LDs (Fig. 1 D). Next, in Huh-7 and 501-MEL cells,
which express higher levels of endogenous MOSPD2 than HeLa
cells (Fig. S3 C), we could analyze this protein using a specific
antibody (Fig S3, D and E). We found that the endogenous
MOSPD2 did accumulate in ring- and comma-shaped structures
around some LDs in Huh7 and 501-MEL cells treated with OA
(Fig. S3, D and E). These data indicate that endogenous MOSPD2
is localized around a subset of LDs.

These observations prompted us to investigate whether
MOSPD2 has a role in LD biology. We first established sev-
eral cell models of MOSPD2 deficiency. MOSPD2 was either
knocked-down using a pool of siRNAs or knocked-out using a
CRISPR/Cas9 approach in HeLa cells (Fig. 2 A); two independent
knock-out clones (KO#1 and KO#2) were analyzed. The number
and size of LDs labeled with BODIPY 493/503 were then quan-
tified in MOSPD2 knocked-down, knocked-out, and control cells
(Fig. 2, B and C; and S4 A). Strikingly, compared with control
cells, MOSPD2-deficient cells contained fewer (~2-fold) and
smaller (~40% decrease) LDs. To compare the effect of MOSPD2
deficiency with that of VAP-A and VAP-B, we silenced VAP-A
and VAP-B either individually or together using pools of siRNAs
(Fig. S5 A). The LDs were then labeled (Fig. S5 B), and their
number and size quantified (Fig. S5 C). The silencing of VAP-A
and/or VAP-B had no effect on the number and size of LDs, thus
showing that among the FFAT-binding proteins of the VAP
family, only MOSPD2 has a specific role in LD biology.

We next determined the level of neutral lipids in MOSPD2-
deficient cells by quantifying total cellular triacylglycerols (TAG)
and cholesterol esters (CE) using thin-layer chromatography
(TLG; Fig. 2 D). In MOSPD2-deficient cells, TAG levels were
unchanged while CE were reduced by ~40%. To further sub-
stantiate this phenotype, cholesterol, phospholipids, CE, and
TAG were quantified by enzymatic methods in wild type and
MOSPD2 knock-out cells (Fig. 2 E). While cholesterol, phos-
pholipids, and TAG remained unchanged in MOSPD2-deficient
cells, CE levels were reduced by ~40%. These data show that in
the absence of MOSPD2, the level of neutral lipids, especially CE,
is decreased.

Together, these data suggest that MOSPD?2 is present in ER
sub-domains in contact with LDs and show that MOSPD2 is in-
volved in the biology of LDs.

MOSPD?2 is dynamically recruited to ER-LD contacts

MOSPD2 is present in comma-shaped structures that are also
positive for the ER marker Calnexin. This suggests both that
MOSPD2 is in ER sheets that do not completely encircle LDs, and
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Figure 1. MOSPD2 is an ER-resident protein found enriched around LDs. (A) Hela cells expressing GFP-MOSPD2 (green) were labeled with an anti-
Calnexin antibody (magenta). GFP-MOSPD2 exhibited a reticular pattern (a), with additional ring- and comma-shaped structures (b). c: Percentage of cells with
GFP-positive ring- or comma-shaped structures in the absence of treatment (NT) or after OA treatment. Mean + SD; n = 3 independent experiments (NT: 300
cells, OA: 136 cells). (B) Confocal images of HeLa cells expressing GFP-VAP-A (green; a) and GFP-VAP-B (green; b), labeled as in A. c: Quantification as in panel
A, c of VAP-A and VAP-B expressing cells. Mean + SD; n = 3 independent experiments (GFP-VAP-A: NT: 119 cells, OA: 126 cells; GFP-VAP-B: NT: 140 cells, OA:
141 cells). (€) a: HeLa cells expressing GFP-MOSPD2 were treated with OA (400 uM, overnight) and LDs were labeled with Nile Red. b: 3D reconstruction from
confocal images of MOSPD2-positive ER (green) around LDs (magenta). Images generated with the surface representation tool of the Chimera software
(Pettersen et al,, 2004). Scale bar: 500 nm. (D) a: Live imaging of CRISPR/Cas9-edited HeLa cells expressing mClover3-MOSPD2 (green) at the endogenous
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level, treated with OA, and labeled with LipidTOX (magenta). b: 3D reconstruction from confocal images of MOSPD2-positive ER (green) around LDs (magenta)
using Imaris (white dashed rectangle from overlay panel). Scale bar: 500 nm. (A, B, and D) Images were acquired on a spinning-disk confocal microscope
(Nikon CSU-X1, 100x NA 1.4). Scale bars: 10 um (insets, 2 um). (C) Confocal microscope (Leica SP5, 63x NA 1.4) images, scale bars: 10 pum (insets, 2 um).

that it does not translocate at the surface of LDs, meaning that it
remains in ER-LD contact sites. To examine this, we performed
correlative light and electron microscopy (CLEM). GFP-
MOSPD2-expressing cells were processed for electron micros-
copy and embedded in a fluorescence-preserving resin. Thick
sections were imaged by spinning-disk confocal microscopy and
then by transmission electron microscopy (TEM; Fig. 3 A). GFP-
MOSPD2 fluorescence correlated with the presence of ER sheets
in contact with LDs. Noteworthy, we confirmed that comma-
shaped fluorescent structures corresponded to areas of ER in
contact with LDs. Fluorescence was absent from the surface of
LDs making no contact with the ER. These data indicate that
MOSPD2 accumulates in ER regions in contact with LDs.

The fact that MOSPD2 is both distributed throughout the
entire ER membrane and enriched in subdomains of the ER
surrounding LDs suggests that it is in equilibrium between
ER-LD contact sites and the remainder of the ER. To analyze the
dynamics of MOSPD2 movement between these two regions, we
performed fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)
experiments. GFP-MOSPD2 was expressed in HeLa cells, and
individual LDs were bleached (Fig. 3, B and D). GFP-MOSPD2
fluorescence rapidly recovered (t1/2 of ~8 s) and reached a
plateau equivalent to ~50% of the initial fluorescence (Fig. 3, B
and D). In comparison, the LD protein Perilipin-2 (PLIN2) fused
with GFP remained permanently associated with LDs with no
recovery observed for the duration of the experiment (Fig. 3, C
and D). The localization of MOSPD2 is balanced between distinct
areas of the ER, some of which are in contact with the LDs, and
half of the protein pool can rapidly move in and out these two
regions.

We noted that the MOSPD2 signal was not uniform around
LDs, suggesting that the surface of LDs might have sub-domains.
To examine this, we performed co-localization experiments
between GFP-MOSPD2 and endogenous PLIN3, a coat protein of
LDs. Of interest, while both proteins were present around LDs,
they exhibited a different distribution, the two signals being
mostly mutually exclusive, as observed by confocal and super-
resolution microscopy (Fig. 3, E and F). This supports the notion
that, in terms of protein composition, the surface of LDs has
distinct territories, either sticking to the ER (MOSPD2 territory)
or being free (PLIN3 territory), and that contacts define them.

MOSPD2 is recruited around mature LDs. Next, to determine
whether MOSPD2 is already recruited early in the life of LDs, we
visualized the location of GFP-MOSPD2 following the induction
of LD biogenesis by OA using live cell imaging (Fig. 3 G). As
shown in Fig. 3 G, GFP-MOSPD2 was recruited early during LD
biogenesis: GFP-MOSPD2 was already present in areas that were
not yet detected by the LD marker LipidTox. Thus, MOSPD2 is
associated with LDs at different stages of their life.

Overall, these results demonstrate that MOSPD2 dynamically
distributes between specific subdomains of the ER: ER mem-
branes in contact with LDs and the remainder of the ER.

Zouiouich et al.
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MOSPD?2 tethers the ER to LDs

Since associations between the ER and LDs are frequent events,
we wondered whether MOSPD2 merely populates existing ER-
LD contacts or, instead, contributes to making these contacts. To
address this question, we determined by TEM whether the
overexpression of MOSPD2 generates more ER-LD contacts. In
control cells, LDs made few focal contacts with the ER (Fig. 4 A,
a). In contrast, in cells expressing MOSPD2, LDs were frequently
associated with long segments of ER encircling them (Fig. 4 A, b).

To evaluate the capacity of MOSPD2 to drive ER-LD contact
formation more quantitatively, we examined by light micros-
copy the recruitment of the ER around LDs in cells where
MOSDP2 was overexpressed. The ER surface was labeled with a
red fluorescent marker (mScarlet-ER) and the radial distribution
of the fluorescence signal was measured around LDs (Fig. 4, B
and C; and Fig. S4 B). In cells expressing the mScarlet-ER marker
alone, the fluorescent signal was evenly distributed in the cy-
tosol, with no enrichment around LDs (Fig. 4, B and D). In
contrast, in cells expressing MOSPD2, the ER marker accumu-
lated in the periphery of LDs, thus showing that MOSPD2 ex-
pression promotes the formation of ER-LD contacts. This was
specific to MOSPD2 since VAP-A expression did not result in ER
accumulation around the LDs (Fig. 4, B and D). Furthermore,
consistent with data from Fig. 1, the relative fluorescence of
MOSPD2 was 2-fold higher at the periphery of LDs than in the
remaining part of the cytoplasm, whereas VAP-A fluorescence
was homogeneously distributed; this confirmed that MOSPD2
accumulates around LDs (Fig. 4 E).

We next addressed whether MOSPD2 association with LDs
relies on Seipin. Seipin, a protein encoded by the BSCL2 gene,
which is mutated in lipodystrophy, is a major tether localized in
ER-LD junctions tightly controlling LD assembly (Szymanski
et al., 2007; Salo et al., 2016; Gao et al., 2019). Since we found
MOSPD2 at ER-LD contacts, especially during the early stages of
LD formation (Fig. 3 G), we asked whether this localization relies
on Seipin. We found that in cells knocked-out or silenced for
Seipin, MOSPD?2 still localized to ER-LD contacts (Fig. 5, A and
B), indicating that Seipin was not required for MOSPD2-
mediated ER-LD contact formation.

Collectively, these data show that MOSPD2 favors the teth-
ering of the ER with LDs.

The MSP domain of MOSPD?2 is dispensable for the formation
of ER-LD contacts

MOSPD2 contains an MSP domain involved in protein-protein
interactions and a CRAL-TRIO domain, which is potentially a
lipid transfer domain (Di Mattia et al., 2018; Chiapparino et al.,
2016). We first reasoned that the MSP domain could mediate the
formation of ER-LD contacts to position the CRAL-TRIO domain
at the ER/LD interface. To test this hypothesis, we constructed a
deletion mutant lacking the MSP domain (Fig. 6 A). This mutant
was transfected in HeLa cells in which LD biogenesis was
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Figure 2. MOSPD2 is involved in LD homeostasis. (A) Western blot analysis of MOSPD2 protein level in control Hela cells (WT), Hela cells transfected with
control siRNAs (siCtrl), siRNAs targeting MOSPD2 (siMOSPD2), and in two MOSPD2-deficient HeLa cell clones (KO#1 and KO#2) established by CRISPR/Cas9
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gene editing. (B) Representative confocal images of parental HeLa cells (WT), of HeLa cells transfected with control siRNAs (siCtrl), and with siRNAs targeting
MOSPD2 (siMOSPD2), and of MOSPD2-deficient Hela cell clones (KO#1 and KO#2) labeled with BODIPY 493/503 (LDs, magenta) and Hoechst 33258 (nuclei,
blue). Scale bars: 10 um. Images were acquired on a spinning-disk confocal microscope (Nikon CSU-X1, 100x NA 1.4). The contour of each cell is delimited by a
white dotted line. (C) Number (a) and area (b) of LDs in cells shown in B. Data are displayed as Superplots (Lord et al., 2020) showing the mean number and
area of LDs per cell (small dots) or per independent experiment (large dots). Independent experiments (n = 5) are color-coded. Means and error bars (SD) are
shown as black bars. Data were collected from 398 (WT), 323 (siCtrl), 280 (siMOSPD2), 333 (KO#1), and 413 (KO#2) cells. One-way ANOVA with Tukey’s
multiple comparisons test (ns, not significant; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; **** P < 0.0001; n = 5 independent experiments). (D) a: TLC analysis of lipids
extracted from cells shown in A. Neutral lipids were separated with hexane/diethylether/AcOH (80:20:2 vol/vol) and revealed with primuline. CE and TAG were
used as standards. b and c: Relative levels of CE (b) and TAG (c) detected by TLC. Means and error bars (SD) are shown. One-way ANOVA with Tukey’s multiple
comparisons test (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; n = 4 independent experiments). (E) Enzymatic quantification of cholesterol (a), cholesterol ester (b),
triacylglycerol, (c) and phospholipid (d) in control Hela cells (WT) and MOSPD2-deficient Hela cell clones (KO#1 and KO#2). Means and error bars (SD) are
shown. One-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test (¥, P < 0.05; **, P < 0.01; n = 6 independent experiments). A.U., arbitrary unit. Source data are

available for this figure: SourceData F2.

induced by OA, and we analyzed its ability to form ring- and
comma-shaped structures around LDs, i.e., to form ER-LD con-
tacts. Unexpectedly, we observed that the MOSPD2 AMSP mu-
tant localized in ring- and comma-shaped structure around LDs
like the WT protein; in fact, we noted that the recruitment
around LDs was even more frequent than that of the WT protein
(97 vs. 77%, Fig. 6, B and C). Likewise, the mutation of two key
residues in the MSP domain (R404D/L406D referred to here as
RD/LD mutant), precluding the recognition of FFAT motifs (Di
Mattia et al., 2018), resulted in a massive recruitment of
MOSPD2 at the periphery of LDs in most cells, both in the
presence (Fig. 6, A-C) and in the absence of OA (Fig. 5 C).
Consistent with this observation, CLEM experiments performed
with cells expressing GFP-MOSPD2 RD/LD mutant (Fig. 5 D)
showed that the protein accumulated in ER strands in tight
contact with LDs.

To further ascertain that the MSP domain of MOSPD2 is
dispensable for the formation of ER-LD contacts, cells express-
ing GFP-tagged MOSPD2 MSP deletion mutant (GFP-MOSPD2
AMSP) and the RD/LD mutant (GFP-MOSPD2 RD/LD) were
processed for TEM (Fig. 6 D). In cells expressing MOSPD2 mu-
tants lacking the MSP domain (GFP-MOSPD2 AMSP) or having a
defective MSP domain (GFP-MOSPD2 RD/LD), the ER remained
extensively attached to LDs (Fig. 6 D).

Thus, the MSP domain is not involved in the formation of
ER-LD contacts, and may even limit the recruitment of MOSPD2
at ER-LD contacts.

The CRAL-TRIO and TM domains of MOSPD2 mediate the
formation of ER-LD contacts

Since the MSP domain of MOSPD2 is not necessary for the
formation of ER-LD contacts, we alternatively examined the
contribution of the TM and CRAL-TRIO domains by testing de-
letion mutants (GFP-MOSPD2 ACRAL-TRIO and GFP-MOSPD2
ATM; Fig. 6 A). In contrast to WT MOSPD2 that accumulated in
ring- and comma-shaped structures, MOSPD2 devoid of the
CRAL-TRIO domain had a reticular-only localization, thus
showing that the CRAL-TRIO domain is necessary for the
recruitment of MOSPD2 to LDs (Fig. 6, B and C).

Cells expressing the GFP-MOSPD2 ACRAL-TRIO deletion
mutant were further analyzed by TEM. Compared with cells
expressing WT MOSPD2 in which extended and frequent ER-LD
contacts were observed, cells expressing this mutant only har-
bored focal ER-LD contacts (Fig. 6 D). Jointly, these results point

Zouiouich et al.
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to a crucial role of the CRAL-TRIO domain for the ability of
MOSPD2 to create ER-LD contacts.

In addition, we observed that the MOSPD2 mutant devoid of
TM remained cytosolic and did not accumulate on the LD surface
(Fig. 6, B and C). To better understand this, the TM domain of
MOSPD2 was substituted with the TM of the ER-anchored
phosphatase SAC1 that comprises two transmembrane helices
(named TM(SACI); Fig. 6 E). While the fusion protein GFP-
TM(SAC1) was evenly localized in the ER, the chimeric protein
composed of the MOSPD2 CRAL-TRIO and MSP domains fused
with the TM(SAC1) domain was present in the ER and accu-
mulated around LDs. Similarly, the fusion protein comprising
only the CRAL-TRIO domain of MOSPD2 and the TM(SACI)
domain was also present in the ER and enriched around LDs
(Fig. 6 E). Thus, MOSPD2 needs an ER-anchor to be localized in
contact with LDs.

Together, these data show that the TM and CRAL-TRIO do-
mains are necessary for MOSPD2 binding to LDs.

An amphipathic helix in the CRAL-TRIO domain of MOSPD?2 is
required for binding to LDs

Proteins that associate with LDs do so via at least two known
modalities: Class I proteins are embedded in the ER bilayer and
can diffuse laterally to the LD monolayer, while Class II proteins
translocate from the cytosol to the surface of LDs (Olzmann and
Carvalho, 2019; Kory et al., 2016). Most Class II proteins asso-
ciate with LDs through an amphipathic a-helix (AH), in which
hydrophobic and polar residues are segregated to form two
distinct faces along the helix axis. This topology allows AH to
efficiently bind membranes because hydrophobic residues can
insert between lipid acyl chains whereas polar residues can
make polar contacts with lipid headgroups. The LD surface has
more packing defects than a bilayer, i.e., gaps in the phospho-
lipid layer, which are favorable for the insertion of hydrophobic
residues and thus the association of Class II proteins (Giménez-
Andrés et al., 2018; Chorlay and Thiam, 2020; Chorlay et al.,
2021). Because MOSPD2 is anchored to the ER and does not
diffuse to the LD monolayer, we hypothesized that the CRAL-
TRIO domain might behave like a Class II protein and thus
possess an AH. As no experimental structure of the CRAL-TRIO
domain of MOSPD2 was available, we built structural models of
the protein using SWISS-MODEL and AlphaFold (Waterhouse
et al., 2018; Jumper et al.,, 2021), and identified AHs in the
models. We determined their hydrophobicity and hydrophobic
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Figure 3. MOSPD2 is dynamically recruited to ER-LD contact sites. (A) CLEM of Hela/GFP-MOSPD2 cells. a: fluorescence microscopy image; b: EM image;
c: correlation of GFP-MOSPD2 and EM images (scale bar: 2 um); d: composite showing higher magnification images of the area outlined in black in ¢ (scale bar:
500 nm); bottom right: interpretation scheme showing contacts between organelles; ER and lipid droplets are in cyan and pink, respectively. Mitochondria and
endosomes/lysosomes are in light yellow and gray, respectively. (B-D) FRAP analysis of MOSPD2 and PLIN2 mobility. GFP-MOSPD2 (B) and GFP-PLIN2 (C)
expressing cells were treated with OA and labeled with LipidTOX. GFP fluorescence was photobleached in the area outlined in white, and images acquired
every second over a 1-min period. Scale bars: 2 um. (D) Lineplot showing the relative fluorescence intensity in the photobleached region of GFP-MOSPD2
(green) and GFP-PLIN2 (purple) expressing cells. The grey curve shows the relative fluorescence intensity of GFP-positive LDs that were not bleached. Means
and error bars (SD) of relative fluorescence intensities of 56 (GFP-MOSPD2), 57 (GFP-PLIN2), and 72 (unbleached control) regions of interest from 20, 13, and 26
cells, respectively. Data from three independent experiments. (E and F) HeLa cells expressing GFP-MOSPD2 (green) were treated with OA and labeled with

LipidTox
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anti-PLIN3 antibodies (magenta). Images were acquired by confocal microscopy (Leica SP8, 63x NA 1.4; E), or by STED super-resolution microscopy (F).
MOSPD2 and PLIN3 were heterogeneously distributed around LDs. Scale bar: 10 um (insets, 2 um) in E and 5 um (insets, 1 um) in F. Subpanels on the right are
higher magnification images of the area outlined. The overlay panel shows merged channels. In E, linescan shows fluorescence intensities of the green and
magenta channels along the white circular arrow of the overlay subpanel (i.e., at the surface of LDs). (G) HeLa cells expressing GFP-MOSPD2 were imaged live
during LDs induction (stained with LipidTOX) by OA addition. The white arrow shows an enrichment of MOSPD2 signal before the appearance of LipidTOX
staining. The yellow arrow shows the growth of a LD positive for MOSPD2 before the start of the induction. Images were acquired every 90 s (t0-900) on a
spinning-disk confocal microscope (Nikon CSU-X1, 100x NA 1.4). Scale bar: 2 um.

moment using HeliQuest (Gautier et al., 2008) and identified an
AH at the end of the CRAL-TRIO domain (Fig. 7, A-D), that is
exposed at the surface of the protein and thus potentially able to
insert into a membrane. Sequence analyses showed that the
helix is highly conserved from Cnidaria to Human (Fig. 7 C). To
determine whether this AH is responsible for MOSPD2 binding
to LDs, we replaced the bulky hydrophobic residue tryptophan
201 in the middle of the nonpolar face by the negatively charged
residue glutamate (mutant W201E) which would perturb the
membrane partitioning of this helix. Compared with WT
MOSPD2, which is found both in the ER and in ER-LD contacts
when expressed in cells, the MOSPD2 W201E mutant was evenly
distributed in the ER (Fig. 7, F and G). Moreover, replacing the
CRAL-TRIO domain by the AH only (GFP-AH-MOSPD2 ACRAL-
TRIO fusion protein) was sufficient to recruit MOSPD2 on LDs
(Fig. 7, F and G).

As mentioned before, VAP-A is not recruited in ER-LD con-
tacts (Figs. 1 B and 4 E). To know whether the AH of MOSPD2
could allow the recruitment of VAP-A on LDs, we created a
chimeric protein composed of the AH of MOSPD2 fused to
VAP-A. Unlike VAP-A, which is distributed evenly in the ER,
the fusion protein AH-VAP-A accumulated in ER subdomains
around LDs (Fig. 7, H and I).

Combined together, these data show that the AH of MOSPD2
is necessary and sufficient for this ER-bound protein to mediate
the formation of ER-LD contacts.

The amphipathic helix of MOSPD2 directly interacts with the
surface of LDs

To directly test whether the AH of MOSPD2 could bind LDs, we
carried out flotation assays using artificial LDs (aLDs) and fluo-
rescein isothiocyanate (FITC)-labeled synthetic peptides en-
compassing the AH of MOSPD2, either wild type or with the
W201E mutation (Fig. 8 A). A peptide with a random sequence
was used as negative control (Fig. 8 A). aLDs composed of a mix
of triolein and surrounded by a monolayer of phosphatidylcho-
line with di-oleyl (DOPC) and phosphatidylethanolamine with
di-oleyl (DOPE) labeled with a fluorescent lipid (Rhodamine-PE)
were prepared. The peptides were incubated with these aLDs,
mixed with sucrose, and allowed to float over this sucrose
cushion (Fig. 8 B). Three fractions corresponding to the top,
middle, and bottom position of the cushion were collected, and
the fluorescence signal of aLDs and of the peptides were mea-
sured. After ultracentrifugation, Rhodamine-labeled aLDs were
in the top fraction (Fig. 8 C). The control peptide remained in the
bottom fraction, while the peptide corresponding to the AH of
MOSPD2 was in the top fraction with aLDs. Unlike the WT AH of
MOSPD2, the W201E mutant behaved like the negative con-
trol peptide and remained in the bottom fraction. To further

Zouiouich et al.
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characterize the association of the AH of MOSPD2 to alLDs, we
performed alD-peptide interaction assays (Fig. 8 D). aLDs
composed of triolein were mixed with the fluorescent peptides.
aLDs were imaged and fluorescence on the surface of aLDs were
quantified. In agreement with the flotation assays, the control
peptide did not bind to the alDs, while the peptide corre-
sponding to the AH of MOSPD2 was found attached to the aLDs.
The W201E mutant was only minimally retained by the aLDs.
Together, these experiments show that the AH of MOSPD2 di-
rectly binds to LDs.

We then tested whether the CRAL-TRIO domain binds to LDs
via its AH. We produced in Escherichia coli and purified the WT
and W201E mutant CRAL-TRIO domains of MOSPD2 fused with
a His6 tag (Fig. 8 E). We also purified the MSP domain of
MOSPD2 fused with a His6 tag as a control (Fig. 8 E). By circular
dichroism spectroscopy, we established that secondary structure
content of the W201E mutant was identical to that of the WT
CRAL-TRIO domain, indicating that the mutation did not impair
the folding of the domain (Fig. 7 E). To assess the ability of these
three recombinant proteins to bind alDs, we performed aLD
pull-down assays. Each protein was immobilized on magnetic
NTA-Ni?>* beads, owing to its His6 tag, and incubated with
fluorescent aLDs (Fig. 8 F). After several washes to remove
unbound alDs, the beads were imaged (Fig. 8 G) and
fluorescence-quantified using a fluorimeter (Fig. 8 H). In the
absence of protein or in the presence of the MSPyy;6, no fluo-
rescence was measured, meaning that alL.Ds were not retained on
the beads (Fig. 8 G, a and b; and 8 H). In contrast, when the wild
type CRAL-TRIOg;s¢ was attached to the beads, a high fluores-
cence was detected showing that aLDs were retained by the
protein (Fig. 8 G, c and 8 H). In comparison, a much lower aLD
retention was observed with the W201E mutant (Fig. 8 G, d and
8 H). These data indicate that the AH of the CRAL-TRIO domain
is instrumental for the protein to bind LDs.

To better define which membrane determinants facilitate
MOSPD2 binding to LDs, we performed flotation assays with
membranes that differ in terms of lipid packing defect and
electrostatics (Fig. 8 I). The recombinant CRAL-TRIO domain of
the protein was tested with different types of liposomes made of
phospholipids and with or without negative charges and/or
packing defects. Control liposomes with few packing defects and
no charge were composed of DOPC. Negative charges were
provided by replacing 30% of phosphatidylcholine by the ani-
onic lipid phosphatidylserine (PS). Finally, packing defects were
generated by using phospholipids containing diphytanoyl (di-
phyt-PC) acyl chains; diphytanoyl is a 16:0 acyl-chain with
branched methyl groups that forms large packing defects. The
CRAL-TRIOy;s6 protein was poorly bound by control liposomes
(no charges, no packing defects). It did not associate either with
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Figure 4. MOSPD2 regulates ER-LD contact sites. (A) TEM images of control Hela (a) and HeLa/GFP-MOSPD2 cells (b) with their interpretation scheme;
the ER and LDs are in green and magenta, respectively. Mitochondria and endosomes are in light yellow and gray, respectively. Scale bars: 500 nm. (B) Hela
cells stably expressing the mScarlet-ER marker (green) were either not transfected (NT, top), transfected with GFP-MOSPD2 (gray, middle), or with GFP-VAP-A
(gray, bottom). Cells were treated with OA (50 uM for 6 h) and LDs stained with LipidTOX (magenta). Images were acquired on a confocal microscope (Leica
SP5; 63x NA 1.4). Scale bars: 10 pm (insets, 2 um). (C) Schematic representation of the method used for fluorescence quantification around LDs: two pixels-
wide areas were segmented around LDs (here represented for a 1-um-wide LD), and the mean mScarlet fluorescence intensity was measured in each area.
(D) Fluorescence intensity of the ER marker mScarlet-ER around LDs in untransfected (NT, red), GFP-MOSPD2 (green), and GFP-VAP-A (purple) transfected
cells. Means + SD (NT: 39 cells; GFP-MOSPD2: 42 cells; GFP-VAP-A: 46 cells; from four independent experiments). The relative mScarlet fluorescence intensity
corresponds to the mean fluorescence intensity of mScarlet in each area, divided by the mean fluorescence intensity in the cytoplasm away from LDs (10-20
pixels distance from LDs). (E) Relative enrichment of GFP-MOSPD2 and GFP-VAP-A around LDs. The Peri-LD enrichment ratio is the ratio of the mean GFP
fluorescence intensity (GFP-MOSPD2 or GFP-VAP-A) in the vicinity of LDs (0-4 pixels distance from LDs; see C), to the mean fluorescence intensity of GFP at a
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« [
5.

distance from LDs (10-20 pixels distance from LDs). MOSPD2 fluorescence is twice as high around LDs as in the remainder of the cytoplasm, whereas VAP-A
fluorescence is at the same level next to LDs and in the rest of the cytoplasm. Means + SD (GFP-MOSPD2: 42 cells; GFP-VAP-A: 46 cells; data from four
independent experiments).

liposomes having negative charges only (DOPC/DOPS 70/30), or  Flotation assays performed with liposomes bearing packing de-
having packing defects only (diphyt-PC; <6% membrane-bound fects and increasing concentration of negatively charged phos-
protein; Fig. 8 I, a). In contrast, more than 60% of the protein  pholipids showed that the binding of the CRAL-TRIOy;s6 protein
was associated with liposomes containing both negative charges  was proportional to the amount of charges (Fig. 8 I, b). Thus, the
and packing defects (diphyt-PC/diphyt-PS 70/30; Fig. 8 I, a). binding of the CRAL-TRIO domain to packing defects bearing
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Figure 5. Seipin is dispensable for MOSPD2-mediated ER-LD contact formation and the GFP-MOSPD2 RD/LD mutant is localized in ER-LD contacts.
(A) Representative confocal images of the GFP-MOSPD2 WT (green) localization in cells transfected with control siRNAs (left) and siRNAs targeting Seipin
(right) and left untreated (a) or treated with OA (b). LDs were stained with Nile Red (magenta). (B) Representative confocal images of the GFP-MOSPD2 WT
(green) localization in WT (left) and Seipin knock-out (right) cells treated with OA. LDs were stained with LipidTox (magenta). Note that Seipin silencing or
knock-out results in heterogeneous lipid droplet size. In absence of Seipin, MOSPD2 still mediates ER-LD contact formation. (C) a: Representative confocal
images of GFP-MOSPD2 WT and RD/LD mutant expressing cells. Cells were not treated with OA. LDs were stained with Nile Red (magenta). b: percentage of
cells with GFP-positive ring- or comma-shaped structures. Mean + SD; n = 4 independent experiments (WT: 156 cells; RD/LD: 162 cells). (D) CLEM of a GFP-
MOSPD2 RD/LD expressing cell. a: GFP-MOSPD2 RD/LD fluorescence microscopy image; b: EM image; c: correlation of GFP-MOSPD2 RD/LD fluorescence and
EM images (scale bar: 2 um); d: higher magnification images of the area outlined in black (scale bar: 500 nm); bottom right: interpretation scheme showing
contacts between organelles; ER and lipid droplets are in cyan and pink, respectively. Mitochondria, endosomes/lysosomes and nucleus are in light yellow, gray
and light blue, respectively. (A and C) Confocal microscope (Leica SP8, 63x NA 1.4) images. (B) Zeiss LSM800 Airyscan images. Scale bars: 10 um (insets, 2 um).
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Figure 6. ER-LD contact sites mediated by MOSPD2 depends on its CRAL-TRIO and TM domains. (A) Schematic representation of the different WT and
mutant proteins used in the study. Two kinds of mutants were utilized: deletions of specific domains (ACRAL-TRIO, AMSP, ATM) and point mutation (RD/LD)
impairing the MSP domain function. (B) Representative confocal images of the GFP-MOSPD2 WT and mutants (green) localization. Cells were treated with OA
and LDs stained with Nile Red (magenta). (C) Quantification of cells presenting ring- and comma-shaped staining. Mean + SD; n = 3 independent experiments
(WT: 67 cells; AMSP: 138 cells; RD/LD: 152 cells; ACRAL-TRIO: 140 cells; ATM: 64 cells). (D) EM images of HeLa/GFP-MOSPD2, Hela/GFP-MOSPD2 AMSP,
HeLa/GFP-MOSPD2 RD/LD, and HelLa/GFP-MOSPD2 ACRAL-TRIO cells (top) and their interpretation scheme (bottom); the ER and LDs are in green and
magenta, respectively. Mitochondria and endosomes are in light yellow and gray, respectively. Scale bars: 500 nm. (E) Left: schematic representation of the
different chimeric constructs in which the MOSPD2 TM domain is replaced by the TM of SAC1 (purple). Right: localization of these chimeric proteins (green)
and LDs stained with Nile Red (magenta) in Hela cells treated with OA. In B and E, subpanels on the bottom are higher magnification images of the area
outlined. The overlay panel shows merged channels. (B and E) Images were acquired on a confocal microscope (Leica SP8, 63x NA 1.4). Scale bars: 10 um
(insets, 2 um).
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Figure 7. An amphipathic helix in the CRAL-TRIO domain of MOSPD2 mediates its localization at ER-LD contacts. (A) Schematic representation of
MOSPD2 showing the position of the amphipathic helix (red) and its sequence. The arrowhead shows the position of residue W201. (B) Helical wheel rep-
resentation of the WT (left) and W201E mutant (right) AH (aa 189-203) generated with HeliQuest (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/; left). The W201E mutation
alters the amphipathic character of the helix by reducing its hydrophobic moment (puH) from 0.436 to 0.254. (C) WebLogo generated from an alignment of
MOSPD2 AH sequence from 44 species. The AH is highlighted in light orange and 10 flanking residues from either side are shown. (D) Ribbon diagram of the
structure model of the CRAL-TRIO domain of human MOSPD2 (Uniprot Q8NHPS; residues 1-241) obtained with AlphaFold (Jumper et al., 2021). The domain is
in light grey except for the amphipathic helix depicted in stick model with residues colored as in B. (E) Far-UV circular dichroism spectrum of the
MOSPD2 CRAL-TRIO domain and its W201E variant (6.7 pM) in 20 mM Tris, pH 7.4, 120 mM NaF buffer. MRE, mean residue ellipticity. The percentage of
a-helix, B-sheet and turn, deriving from the analysis of the spectrum (WT) are given as well as the values deriving from the structure model (AlphaFold) using
the Define Secondary Structure of Protein algorithm. (F) Left: Schematic representation of GFP-MOSPD2 constructs either WT (GFP-MOSPD2), bearing a
mutation in the AH (GFP-MOSPD2 W201E), or containing a deletion of the CRAL-TRIO domain together with an insertion of the AH (AH-MOSPD2-ACRAL-
TRIO). Right: Localization of these constructs in HeLa cells treated with OA; LDs were stained with Nile Red (magenta). Images were acquired on a confocal
microscope (Leica SP5, 63x NA 1.4). Scale bars: 10 um (insets, 2 um). (G) Quantification of cells showing ring- or comma-shaped staining for these constructs.
Mean + SD; n = 3 independent experiments (MOSPD2 WT:117 cells; MOSPD2 W201E: 156 cells; AH-MOSPD2-ACRAL-TRIO: 113 cells). (H) Left: Schematic
representation of WT GFP-VAP-A and GFP-AH-VAP-A chimera in which the AH of MOSPD2 was fused at the N-terminus of VAP-A. Right: localization of the
different constructs. LDs were stained with Nile Red in Hela cells treated with OA. Confocal microscope (Leica SP5, 63x NA 1.4) images. Scale bars: 10 pm
(insets, 2 um). (1) Quantification of cells showing ring- or comma-shaped staining for GFP-VAP-A and GFP-AH-VAP-A chimera. Mean + SD; n = 3 independent
experiments (VAP-A WT: 109 cells; AH-VAP-A: 102 cells). In F and H, composite subpanels on the bottom are higher magnification images of the area outlined.
The overlay panel shows merged channels.
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Figure 8. The CRAL-TRIO domain of MOSPD2 directly interacts with aLDs. (A) Peptides used for al.Ds flotation assays. Peptides corresponding to the WT
or W201E mutant AH of MOSPD2 (residues 187-205), and negative control composed of a random sequence, were coupled with FITC at their amino-terminal
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end. (B) Principle of aLDs flotation assays. Fluorescent peptides were incubated with aLDs containing 1 mol% Rhodamine-PE, then ultracentrifuged to allow
aLDs to float on the sucrose cushion. Top, middle and bottom fractions were collected and FITC and rhodamine fluorescence quantified. (C) aLDs flotation
assays. Left: Relative rhodamine fluorescence (i.e., aLDs); right: Relative FITC fluorescence (i.e., peptides), in the bottom (light pink), middle (pink) and top (dark
pink) fractions. Means (+ SD) from n = 5 independent experiments. (D) aLDs peptide interaction assay. a: Representative images of aLDs incubated with
peptides shown in A. Scale bars: 10 um. b: quantification of peptide fluorescence on aLDs. Means (+ SD); n = 2 independent experiments (negative control:
1,397; WT AH : 231; W201E AH: 198 aLDs) . Student’s t test (****, P < 0.0001). (E) Coomassie blue staining of the recombinant MSPy;s6, WT CRAL-TRIO 6, and
mutant CRAL-TRIOy;ss W201E proteins after SDS-PAGE. (F) Principle of aLDs pull-down assay. Proteins were immobilized on magnetic NTA-Ni2* beads, owing
to their His6 tag, and incubated with fluorescent aLDs. (G) Representative confocal images of NTA-Ni?* beads either not coated with recombinant proteins (a,
no protein) or coated with recombinant domains of MOSPD2 (b, MSPys6; ¢, WT CRAL-TRIOyis; and d, mutant CRAL-TRIOy;es W201E) and incubated with
fluorescent aLDs (magenta). Left: Confocal section of aLD fluorescence; right: Superposition with brightfield images showing the beads. Spinning-disk confocal
microscope (Nikon CSU-X1, 100x NA 1.4) images. Scale bars: 10 um. (H) Quantification of aLDs recruitment on NTA-Ni2* beads. Rhodamine fluorescence was
measured using a fluorimeter. Means + SD. Kruskal-Wallis with Tukey’s multiple comparisons test (ns, not significant; ****, P < 0.0001; n = 6 independent
experiments). (1) a: Flotation assays. CRAL-TRIOss (0.75 M) was mixed with liposomes (0.75 mM lipids) only made of DOPC or diphyt-PC or composed of
DOPC/DOPS (7/3 mol/mol) or diphyt-PC/diphyt-PS (7/3 mol/mol) in HK buffer at 25°C for 10 min. After centrifugation, the liposomes were recovered at the
top of a sucrose cushion and analyzed by SDS-PAGE. The amount of protein recovered in the top fraction (lane 1-4) was quantified and the fraction of
liposome-bound CRAL-TRIO;s6 Was determined using the content of lane 5 (total 100%) as a reference. Data are represented as mean + SEM (error bars; n = 4).
b: Flotation assays. WT (closed circle) and W201E mutant (open circle) MOSPD2 CRAL-TRIOys6 proteins (0.75 uM) were mixed for 10 min with liposomes
(0.75 mM lipids) only made of diphyt-PC or additionally containing 10 or 30 mol% diphyt-PS. Data are represented as mean + SEM (error bars; n = 3-5).
() Principle of the membrane tethering assay. (K) Coomassie blue staining of the recombinant MOSPD2,ss and MSPyss proteins after SDS-PAGE.
(L) Membrane tethering assays. L, liposomes (50 uM total lipids) composed of DOPC/DOGS-NTA-Ni2* (98/2 mol/mol; a, b, and d) or DOPC (b) were mixed with
Lg liposomes (50 pM), composed of diphyt-PC/diphyt-PS (70/30 mol/mol) (a, b, and d) or DOPC (c) in HK buffer at 25°C. After 2 min, MOSPD2ys6 (a—c) or
MSPys6 (d; 0.4 LM) was added and the size of liposomes was measured for 23 min. Left: Mean radius (dots) and polydispersity (shaded area) over time. Right:
Hydrodynamic radius (Ry) distribution before (gray bars) and after the reaction (green bars). These experiments are representative of several independent
experiments (n = 3-5). Source data are available for this figure: SourceData F8.

liposomes is tuned by electrostatics. Noteworthy, almost no
binding was seen with MOSPD2 CRAL-TRIO W201E even in the
presence of more packing defects and negative charges (Fig. 8 I,
b). Collectively, these data show that in vitro the association of
the CRAL-TRIO domain of MOSDP2 with a membrane is facili-
tated by the presence of very large packing defects and nega-
tively charged lipids, both of which are characteristics of the LD
surface.

Finally, we examined in vitro whether MOSPD2 was able to
directly connect the ER with LDs by performing membrane
tethering assays. These were done using two populations of
liposomes, L, and Ly, mimicking the ER and LDs, respectively.
The association of liposomes into large particles as a result of
membrane tethering was measured by dynamic light scattering
(DLS). L, liposomes made of DOPC and doped with DOGS-NTA-
Ni%* were mixed with Ly liposomes composed of diphyt-PC/
diphyt-PS (70/30 mol/mol; Fig. 8 J). Then, MOSPD2y;q6, corre-
sponding to the cytosolic part of MOSPD2 tagged with a
C-terminal His6 tag (Fig. 8 K), was added so that L, liposomes
were covered by the protein and constituted ER-like lipo-
somes. A rapid increase in the initial mean radius of lipo-
somes was observed suggesting that MOSPD2, once attached
to La liposomes, connected them with L liposomes (Fig. 8 L,
a). In contrast, no aggregation occurred when L, liposomes
were devoid of attached MOSPD2y;, (Fig. 8 L, b), or when
they were covered by the MSP domain of MOSPD2 (MSPy;se;
Fig. 8 L, d). Moreover, no aggregation was observed when Lg
liposomes were replaced with liposomes that did not mimic
LDs (i.e., without packing defects and negative charges; Fig. 8
L, c).

These data showed that MOSPD2, anchored to the ER by its
C-terminus, directly connects this compartment with a second
one delimited by a membrane with large packing defects and
anionic lipids, such as LDs, owing to its CRAL-TRIO domain.
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The formation of ER-LD contacts mediated by the CRAL-TRIO
domain is essential for the function of MOSPD2 in the biology
of LDs, while the MSP domain is dispensable

In the absence of MOSPD2, lipid droplets are fewer (Fig. 2 C).
Having identified the molecular mechanism of ER-LD contact
formation mediated by MOSPD2, we asked whether its ability to
form ER-LD contacts was required for its role in LD biology. To
answer this question, we performed rescue experiments by re-
storing MOSPD2 expression in knock-out cells (KO#1) using
mScarlet-tagged WT or mutant MOSPD2 (Fig. 9, A and B). LDs
were then labeled and their number quantified (Fig. 9, C and D).
Consistent with data from Fig. 2, B and C, MOSPD2 knock-out
cells had two times fewer LDs than wild-type cells (Fig. 9 C,a and
b; and 9 D). When mScarlet-MOSPD2 was re-expressed in
knock-out cells, the number of LDs was similar to that of
WT cells (Fig. 9 C, c and 9 D). Thus, the ectopic expression of
MOSPD2 rescues the LD phenotype of MOSPD2 knock-out cells.

Next, we repeated the rescue experiment by expressing two
MOSPD2 mutants unable to form ER-LD contacts, a deletion
mutant devoid of the CRAL-TRIO domain (mScarlet-MOSPD2
ACRAL-TRIO) and a point mutant with a defective AH (mScar-
let-MOSPD2 W201E), in MOSPD2 knock-out cells (Fig. 9, A and
B). These two mutants failed to rescue the absence of MOSPD2
(Fig. 9 C, d and e; and 9 D).

In contrast, the expression of a mutant MOSPD2 having an
MSP domain unable to bind FFAT motifs (mScarlet-MOSPD2
RD/LD) restored the number of LDs to a level similar to that of
WT cells (Fig. 9 C, f; and 9 D). Thus, the ability of MOSPD2 to
bind FFAT motifs is dispensable for its function in LDs. These
experiments show that the ability of MOSPD2 to form ER-LD
contacts by its CRAL-TRIO domain contributes to LD biology.

Finally, we tested whether promoting ER-LD tethering was
sufficient to recapitulate the function of MOSPD2. We expressed
two constructs lacking a CRAL-TRIO domain but capable of
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Figure 9. The capacity of MOSPD2 to form ER-LD contact sites is necessary but not sufficient to regulate LDs. (A) Schematic representation of
mScarlet-MOSPD2 constructs either WT (mScarlet-MOSPD2) or containing a deletion of the MSP domain (AMSP) or the CRAL-TRIO domain (ACRAL-TRIO), a

mutation in the MSP domain (RD/LD) or in the CRAL-TRIO domain (W201E). For each construct, the LD tethe

ring activity and the rescue (see panels below) are

summarized as + or -. (B) Western Blot analysis of WT and MOSPD2 knock-out (KO#1) Hela cells. MOSPD2 expression was rescued in MOSPD2 knock-out
cells using mScarlet-MOSPD2 expression constructs either WT or mutant (mScarlet-MOSPD2 ACRAL-TRIO, W201E, and RD/LD). NT, non-transfected.
(C) Representative confocal images of WT and MOSPD2 knock-out (KO#1) HeLa cells in which MOSPD2 expression was restored using mScarlet-MOSPD2

constructs (¢, d, e, and f; green) depicted in panel A. As control, untransfected WT (a) and MOSPD2 knock-

out (b) cells were imaged. LDs were stained with

BODIPY 493/503 (magenta) and nuclei with Hoechst (blue). (D) Quantification of the number of LDs in cells shown in B. Data are displayed as Superplots
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showing the mean number of LDs per cell (small dots) and the mean number of LDs per independent experiment (large dots). Independent experiments (n = 5)
are color-coded. Means and error bars (SD) are shown as black bars. Data were collected from 213 (WT), 200 (KO#1), 150 (KO + mScarlet-MOSPD2 WT), 238
(KO + mScarlet-MOSPD2 ACRAL-TRIO), 126 (KO + mScarlet-MOSPD2 W201E), and 118 (KO + mScarlet-MOSPD2 RD/LD) cells. One-way ANOVA with Tukey’s
multiple comparisons test (ns, not significant; ***, P < 0.001; n = 5 independent experiments). (E) Schematic representation of mScarlet constructs containing
the deletion of the CRAL-TRIO domain together with an insertion of the AH (AH-MOSPD2-ACRAL-TRIO), and of the GFP-AH-VAP-A chimera in which the AH of
MOSPD2 was fused at the N-terminus of VAP-A. For both constructs, the LD tethering activity and the rescue (see panels below) are summarized as + or -.
(F) Representative confocal images of WT and MOSPD2 knock-out (KO#1) of HeLa cells in which constructs (green) from panel E were expressed (c and d). As
control, untransfected WT (a) and MOSPD2 knock-out (b) cells were imaged. LDs were stained with BODIPY 493/503 (magenta) and nuclei with Hoechst (blue).
(G) Quantification of the number of LDs in cells shown in F. Data are displayed as Superplots showing the mean number of LDs per cell (small dots) and the
mean number of LDs per independent experiment (large dots). Independent experiments (n = 5) are color-coded. Means and error bars (SD) are shown as black
bars. Data were collected from 202 (WT), 192 (KO#1), 156 (KO + mScarlet-MOSPD2 WT), 147 (KO + mScarlet-AH-MOSPD2-ACRAL-TRIO), and 155 (KO +
mScarlet-AH-VAP-A). One-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test (ns, not significant; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; n = 5 independent experiments).
(Cand F) Images were acquired on a spinning-disk confocal microscope (Nikon CSU-X1, 100x NA 1.4). Scale bars: 10 um. The cell contour is shown with a white

dotted line. Source data are available for this figure: SourceData F9.

promoting ER-LD contact formation (Fig. 7, F-I): a MOSPD2
mutant in which the CRAL-TRIO domain was replaced by the AH
only (AH-MOSPD2 ACRAL-TRIO fusion protein), and the chi-
meric protein composed of the AH of MOSPD2 fused to VAP-A
(Fig. 9 E). While these two proteins promoted ER-LD contact
formation (Fig. 7, F-1), they did not rescue the number of LDs in
MOSPD2-deficient cells (Fig. 9, F and G). These data show that
MOSPD2 must connect the ER with the LDs to exert its activity,
but that the membrane tethering ability by itself is not sufficient
to recapitulate the activity of MOSPD2.

Together, these data show that the ability of MOSPD2 to
create ER-LD contacts is crucial for the activity of the protein in
the biology of LDs. Moreover, it shows that the CRAL-TRIO
domain is instrumental for MOSPD2 function in LDs, while the
MSP domain is dispensable.

Discussion
Organelles are no longer considered as isolated compartments
but as active units able to constantly communicate and function
with each other. The ER plays a key role in the interactions
between organelles, as it is a meshwork of membrane tubes and
sheets that extend throughout the cytosol and make extensive
contacts with other organelles (Wu et al., 2018). LDs, which are
involved in cellular energy storage, have a very unique rela-
tionship with the ER. They are generated from the ER and
maintain regular physical contacts with it throughout their life
cycle (Olzmann and Carvalho, 2019; Walther et al., 2017). LD
biogenesis starts with the synthesis of neutral lipids in the ER
membrane. These newly made lipids nucleate into oil lenses in
the ER bilayer that ultimately bud toward the cytosol and grow
further. At the beginning of their life, LDs are attached to the ER
as their monolayer is continuous with the cytosolic leaflet of the
ER membrane (Hugenroth and Bohnert, 2020; Salo and Ikonen,
2019). Eventually, LDs bud toward the cytosol and detach from
the ER but continue to establish contacts with the ER by other
mechanisms. This physical connectivity might ensure the
functional interplay between the ER and LDs. In this study, we
reveal that MOSPD2 contributes to this process by forming
contacts between the ER and LDs, and participates in the biology
of these organelles (Fig. 10).

We previously showed that MOSDP2 mediates the formation
of contacts between the ER and endosomes, the Golgi, and
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mitochondria (Di Mattia et al., 2018) by a mechanism relying on
its MSP domain. By binding to FFAT motifs present in proteins
on the surface of these organelles, the MSP domain of MOSPD2
attaches the ER to the other organelle, as do the VAP-A and VAP-B
proteins (Di Mattia et al., 2018, 2020a; Murphy and Levine, 2016).
Here, we identified that MOSPD2 has a second tethering activity
to specifically create ER-LD contacts by a mechanism that does not
rely on its MSP domain, but surprisingly on its CRAL-TRIO
domain.

The association of this domain with LDs is mediated by an
amphipathic helix that is conserved in other members of the
CRAL-TRIO family (Bankaitis et al., 2010), and notably its ar-
chetypical member, Secl4p (Sha et al., 1998). In this protein, this
helix acts as a gate regulating access to the hydrophobic cavity of
the protein (Ryan et al., 2007; Bankaitis et al., 1990; Sha et al.,
1998). AHs are found in a variety of proteins interacting with

Endoplasmic reticulum — Lipid droplet
contact site
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Figure 10. Schematic representation of ER-LD contact sites mediated
by MOSPD2. MOSPD?2 tethers the ER to LDs thanks to its TM and CRAL-TRIO
domains. The amphipathic helix located in the CRAL-TRIO domain directly
interacts with the surface of LDs. The CRAL-TRIO domain of MOSPD2 might
also be involved in lipid binding and/or transport between the ER and LDs.
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membranes; they do not have a consensus sequence, and they
were shown to interact with diverse polar/non-polar interfaces
(Giménez-Andrés et al., 2018). Depending on the type of hy-
drophobic residues on their apolar side, the nature and charge of
residues on their polar side, and their length, they can interact
with membranes having distinct properties in terms of lipid
composition, charge, curvature, etc. (Giménez-Andrés et al.,
2018). AHs binding to LDs have affinity for packing defects
owing to the presence of large hydrophobic residues on their
apolar face (Prévost et al., 2018; Chorlay and Thiam, 2020; éopiE
et al,, 2018). In agreement with this notion, mutation of W201 in
the AH of MOSPD2 abolishes its binding to LDs. Besides, the
CRAL-TRIO domain of MOSDP2 has no or little affinity for other
cellular membranes, such as the ER membrane, which is ex-
pected to be more packed than the LD surface and contain no
more than 15 mol% negatively charged lipids (van Meer et al.,
2008; Chorlay and Thiam, 2020; Chorlay et al., 2021).

The main feature of the CRAL-TRIO domain is that it pos-
sesses a cavity to specifically host a lipophilic molecule. CRAL-
TRIO domain-containing proteins belong to the large category
of lipid transfer proteins (Chiapparino et al., 2016). Secl4p
can exchange glycerophospholipids (PI and PC) between
membranes, whereas retinaldehyde-binding protein 1 and
a-tocopherol transfer protein use a CRAL/TRIO domain to con-
vey retinaldehyde and a-tocopherol (vitamin E), respectively.
Thus, an appealing hypothesis is that MOSPD2 could transport
fatty acids to fuel LD enzymes that build neutral lipids or
transports phospholipids to the monolayer of LDs to allow their
proper growth. The reduced level of sterol esters in MOSPD2-
deficient cells points to a link between MOSPD2 and the
metabolism of cholesterol and its derivatives. Therefore, one
possibility is that MOSPD2 could transport sterols toward LDs.
Interestingly, other lipid transfer proteins are present in ER-LD
contacts such as ORP5 and ORP8 (Guyard et al., 2021; Du et al.,
2020), thus raising the possibility that ER-LD contacts are a
major platform for the non-vesicular exchange of lipids. If
MOSPD2 is a lipid transporter, we can speculate that the AH of
the CRAL-TRIO domain of MOSPD2 has a dual function: inter-
acting with the surface of LDs to mediate the formation of ER-LD
contacts and being a gate to access the hydrophobic cavity of the
CRAL-TRIO domain of the protein. However, a debate still exists
on whether Secl4p exchanges lipids between organelles in yeast.
As proposed for Secl4p, rather than transporting lipids,
MOSPD2 could act by presenting its lipid substrate to an en-
zyme and thus increase its activity (Lete et al., 2020). Ac-
cordingly, we cannot exclude that MOSPD2 acts directly on
sterol or sterol-ester metabolism. Further work will be needed
to determine whether MOSPD2 mediates lipid transport at the
ER/LD interface.

It is intriguing that a single protein possesses two tethering
mechanisms targeting distinct organelles: on the one hand, the
MSP domain which allows the formation of contacts with many
organelles via protein-protein interactions and on the other
hand the CRAL-TRIO domain, which contacts only one organelle,
the LD, via a protein-membrane interaction. The ability of
MOSPD2 to tether the ER to other organelles using two alternate
molecular mechanisms is a new illustration of the plasticity of
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inter-organelle contacts. Indeed, other tether proteins alternate
between distinct contacts. For instance, the mitochondria-bound
protein MIGA?2 is present in mitochondria-ER contacts when
bound to VAP proteins, thanks to its Phospho-FFAT motif, and
alternatively in mitochondria-LD contacts by directly binding to
the surface of LDs, thanks to an amphipathic helix. These two
localizations of MIGA2 most probably reflect alternate functions
of the protein related to cellular metabolism (Klemm, 2021;
Freyre et al., 2019). Similarly, some members of the VPS13
family are present in different inter-organelle contacts, in con-
tact with LDs using an AH (Yeshaw et al., 2019; Wang et al., 2021;
Kumar et al., 2018; Ramseyer et al., 2018), and with the ER using
FFAT and Phospho-FFAT (Guillén-Samander et al., 2021; Wang
et al., 2021). In the case of MOSPD2, either deleting the MSP
domain or preventing its binding to FFAT motifs, unexpectedly
promoted the formation of ER-LD contacts. This observation
suggests that MOSPD?2 is balanced between two kinds of mem-
brane contact sites: MSP domain-dependent contacts that in-
volve FFAT-containing partners of MOSPD2 and CRAL-TRIO
domain-dependent contacts that involve the direct recognition
of the surface of LDs by MOSPD2. It is plausible that regulation
mechanisms exist to control the repartition of MOSPD2 between
the two types of contact sites in which the protein might then
play distinct roles. In line with this, we have recently shown that
phosphorylation of FFAT-like motifs, which we named Phospho-
FFAT, allows a regulatable MSP-dependent formation of contact
sites (Di Mattia et al., 2020a). Thus, the Phospho-FFAT phos-
phorylation status of MOSPD2 partners can probably indirectly
control pools of MOSPD2 in and out of ER-LD contacts. We also
observed that in cells producing large amounts of LDs, MOSPD2
accumulated in ER-LD contacts, suggesting that ER-LD contacts
are privileged and that the metabolic state of the cell probably
dictates the localization and function of MOSPD2. Moreover, the
binding of MOSPD2 to LDs might also be tuned by the lipid
composition of LDs; in agreement with our in vitro data, changes
in the phospholipid monolayer or in the neutral core of LDs most
probably regulate the affinity of binding of MOSPD2. Accord-
ingly, endogenous MOSPD2 is not enriched on the surface of all
LDs, raising the possibility that it preferentially attaches to a
subpopulation of LDs (e.g., sterol-rich LDs), as previously shown
for some members of the Perilipin family (Hsieh et al., 2012). It
is not yet known whether the absence of MOSPD2 affects the
amount of ER-LD contacts. Moreover, it is unclear whether the
association of MOSPD2 with LDs is at the expense of other
specific contacts or simply reduces the amount of MOSPD2 that
can be recruited by FFAT-containing partners. In either case,
this would represent an additional level of control of contacts
between the ER and other organelles.

To summarize, we report that MOSPD2 builds ER-LD con-
tacts and thereby affects LD homeostasis. MOSPD2 shares many
similarities with VAP-A and VAP-B: these three proteins rec-
ognize FFAT and Phospho-FFAT motifs, they have many part-
ners in common, and by this molecular mechanism are involved
in the formation of contacts between the ER and many organ-
elles. The finding that MOSPD2 makes additional contacts
through a mechanism distinct to that of VAP-A and VAP-B
provides specificity and expands the repertoire of contacts that
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this protein can make. The formation of contacts between the ER
and other organelles is a plastic phenomenon involving complex
networks of interactions, and future work should provide evi-
dence on how the recruitment of MOSPD2 in a given inter-
organelle contact is orchestrated.

Materials and methods

Cloning and constructs

The GFP-MOSPD2 (WT and RD/LD mutant), GFP-VAP-A, and
GFP-TM(SACI) expression vectors were previously described
(Alpy et al., 2013; Di Mattia et al., 2018).

The GFP-MOSPD2 AMSP, GFP-MOSPD2 ATM, GFP-MOSPD2
ACRAL-TRIO, GFP-MOSPD2 W201E expression vectors were
constructed by overlap extension PCR using GFP-MOSPD2 as a
template and the following central primers: GFP-MOSPD2
AMSP: 5'-AGTGTATTTAAAGGCCCCGAAAGCAGTAAACCAAAC-
3" and 5'-GTTTGGTTTACTGCTTTCGGGGCCTTTAAATACACT-3;
GFP-MOSPD2 ATM: 5'-CAGCGTTGTATCTGAATTCCAGCAGCT
GCTGCTTTCC-3' and 5'-CAGCTGCTGGAATTCAGATACAACGCT
GAACTTGGTC-3'; GFP-MOSPD2 ACRAL-TRIO: 5'-ATCATCTAC
TAGTGGTGGATAGCTAGAATTCGAAGCTTGAGCTCGAGA-3' and
5'-TCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTAGCTATCCACCACTAGTA
GATGAT-3'; GFP-MOSPD2 W201E: 5'-ATTGTGAAAACCGAACTT
GGTCCAGAAGCAGTGAGC-3' and 5'-TTCTGGACCAAGTTCGGT
TTTCACAATTTTGAAAGC-3'; and the peripheral primers 5'-GAG
ACGGCCGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG-3', and 5'-GAGAG
GATCCTTAACTGTACAATAAATAGAAG-3'. PCR fragments were
cloned by ligation into the BamHI and Eagl-linearized pQCXIP
vector.

The GFP-AH-MOSPD2 ACRAL-TRIO expression vector was
obtained by PCR using GFP-MOSPD2 as template and the fol-
lowing central primers 5'-TGGACCAAGCCAGGTTTTCACAAT
TTTGAAAGCAGCATTCATTAACCAAGGCATAGAATTCGAAGC
TTGAGCTCGAGA-3' and 5'-TGGACCAAGCCAGGTTTTCACAAT
TTTGAAAGCAGCATTCATTAACCAAGGCATAGAATTCGAAGC
TTGAGCTCGAGA-3' and the peripheral primers 5'-GGAATT
GATCCGCGGCCGCCGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT-3’
and 5'-GGGCGGAATTCCGGATCTTAACTGTACAATAAATAGAA
GAAAGAGGTGACAAAAGCAAG-3'. PCR fragments were cloned
using the SLiCE (Seamless Ligation Cloning Extract) method
(Okegawa and Motohashi, 2015) into the Notl and BamHI-
linearized pQCXIP vector.

GFP-AH-VAP-A construct was obtained by PCR using the
following primers: 5'-GGAATTGATCCGCGGCCGCCGATGGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGT-3', 5'-TGGACCAAGCCAGGTTTT
CACAATTTTGAAAGCAGCATTCATTAACCAAGGCATAGAATT
CGAAGCTTGAGCTCGAGA-3', and 5'-TGCCTTGGTTAATGAATG
CTGCTTTCAAAATTGTGAAAACCTGGCTTGGTCCAGCGTCCG
CCTCAGGGGCCATG-3’, 5'-GGGCGGAATTCCGGATCCTACAAG
ATGAATTTCCCTAG-3’, and GFP-VAP-A as a template. PCR
fragments were cloned by SLiCE into the Notl and BamHI-
linearized pQCXIP vector.

The GFP-MOSPD2-TM(SAC1) construct was obtained by PCR
using the following primers: 5'-GGAATTGATCCGCGGCCGCCG
ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT-3', 5'-AACAACCATGAT
AATAGGCAAAGCCAGGAAGATACAACGCTGAACTTGGTCTTC
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AAGCTT-3', and 5'-TTCCTGGCTTTGCCTATTATCATGGTTGTT-
3’, 5'-GGGCGGAATTCCGGATCTCAGTCTATCTTTTCTTTCTGG
ACCAGTCT-3', and GFP-MOSPD2 and GFP-TM(SACI) as a
template, respectively. PCR fragments were cloned by SLiCE
into the Notl and BamHI-linearized pQCXIP vector.

GFP-CRALTRIO-TM(SACI) construct was obtained by PCR
using the following primers: 5'-GGAATTGATCCGCGGCCGCCG
ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT-3', 5'-AACAACCATGAT
AATAGGCAAAGCCAGGAAGGGGCCTTTAAATACACTCAATGG-
3’, and 5'-TTCCTGGCTTTGCCTATTATCATGGTTGTT-3', 5'-
GGGCGGAATTCCGGATCTCAGTCTATCTTTTCTTTCTGGACC
AGTCT-3', and GFP-MOSPD2 and GFP-TM(SACI) as a template,
respectively. PCR fragments were cloned using the SLiCE
method into the Notl and BamHI-linearized pQCXIP vector.

mScarlet-ER construct was obtained by PCR using the fol-
lowing primers: 5'-GGAATTGATCCGCGGCCGCCACCATGGTGA
GCAAGGGC-3', 5'-CCGGACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGCCG
GTGGAGTGGCGGCCCTCGGAGC-3', and 5'-GCTGTACAAGTC
CGGATTCCTGGCTTTGCCTATTATCATGGTTGTTGCCTTT-3’,
5'-GGGGGGGGCGGAATTCTCAGTCTATCTTTTCTTTCTGGACCA
GTCTGGGAGC-3' and pmScarlet-Cl (gift from Dorus Gadella,
University of Amsterdam, Amsterdam, Netherlands; Addgene plas-
mid # 85042; http://n2t.net/addgene:85042; RRID:Addgene_85042)
and GFP-TM(SAC1) as a template, respectively. PCR frag-
ments were cloned using the SLiCE method into the NotI and
BamHI-linearized pQCXIP vector.

mScarlet-MOSPD2 WT, mScarlet-MOSPD2 W201E, mScarlet-
MOSPD2 RD/LD, mScarlet-MOSPD2 AH-ACRAL-TRIO, and
mScarlet-AH-VAP-A were obtained from GFP-MOSPD2 WT,
GFP-MOSPD2 W201E, GFP-MOSPD2 RD/LD, GFP-MOSPD2 AH-
ACRAL-TRIO, and GFP-AH-VAP-A in which the GFP cassette was
excised by Sbfl and Xhol digestion and replaced using SLiCE
by the coding sequence of mScarlet amplified by PCR using
the primers: 5'-TGCATTGGAACGGACCTGCAGCCACCATGGTGA
GCAAGGGCGAGGCAGTGATCAA-3’ and 5'-GCAGAATTCGAA
GCTTGAGCTCGAGATCTGAGTCCGGACTTGTACAGCTCGTCC
AT-3’ and pmScarlet-Cl as a template.

mScarlet-MOSPD2 ACRAL-TRIO was obtained from mScarlet-
MOSPD2 WT in which the coding sequence of MOSPD2 was ex-
cised by Xhol and BamHI digestion and replaced using SLiCE by
MOSPD2 ACRAL-TRIO coding sequence amplified by PCR using
the primers: 5'-TCCGGACTCAGATCTCGAAGCTATCCACCACTA
GTAGATGATGACTTCCAGACCCCACTGTGTGAG-3' and 5'-
GGGCGGAATTCCGGATCTTAACTGTACAATAAATAGAAGAAA
GAGGTGACAAAAGCAAG-3'.

All constructs were verified by DNA sequencing (Eurofins
Genomics).

Cell culture, transfection, and infection

HeLa cells (American Type Culture Collection [ATCC] CCL-2,
RRID:CVCL_0030) were maintained in DMEM (4.5 g/liter glu-
cose) with 5% FCS and 40 pg/ml gentamycin. 293T cells (ATCC
CRL-3216) were maintained in DMEM (4.5 g/liter glucose) with
10% FCS, 100 UI/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin.
Huh-7 cells (JCRB0403, RRID:CVCL_0336) were maintained in
DMEM (4.5 g/liter glucose) with 10% FCS, 0.1 mM Non Essential
Amino Acids, 1 mM sodium pyruvate, and 40 pg/ml gentamycin.
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501-MEL cells (RRID:CVCL._4633; obtained from Dr. Colin God-
ing, University of Oxford, Oxford, UK) were maintained in RPMI
without Hepes with 10% FCS and 40 pg/ml gentamycin. MCF-7
cells (ATCC HTB-22) were maintained in DMEM (1 g/liter
glucose) with 10% FCS, 0.6 ug/ml insulin, and 40 pg/ml
gentamycin.

HeLa WT and Seipin-KO (kind gift from Hongyuan Robert
Yang, University of New South Wales, Sydney, Australia) were
maintained in DMEM High Glucose (Dutscher) with 10% FBS
and 1% penicillin-streptomycin. They were transfected using
jetPEI transfection reagent (PolyPlus #101-10N).

Cells were transfected using X-tremeGENE 9 DNA transfec-
tion reagent (Roche). To generate retroviral particles, pQCXIP
vectors were co-transfected with pCL-Ampho vector (Imgenex)
into 293T retroviral packaging cell line. Retroviral infections
were used to generate HeLa/Ctrl, HeLa/GFP-MOSPD2, HeLa/
GFP-MOSPD2 RD/LD, HeLa/GFP-MOSPD2 AMSP, HeLa/GFP-
MOSPD2 ATM, HeLa/GFP-MOSPD2 ACRAL-TRIO, and HeLa/
mScarlet-ER cell lines. The HeLa/Ctrl cell line was obtained
using the empty pQCXIP plasmid.

siRNA transfections were performed using Lipofectamine
RNAIMAX (Invitrogen) according to the manufacturer’s in-
structions. Control siRNA (D-001810-10) and MOSPD2-targeting
siRNAs (J-017039-09) were SMARTpool ON-TARGETplus ob-
tained from Horizon Discovery.

Oleic acid was complexed with fatty acid-free BSA, as de-
scribed in Listenberger and Brown (2007), and diluted in cell
culture medium. Unless otherwise stated, cells were treated
overnight with 400 uM OA.

CRISPR/Cas9-mediated genome editing

To generate MOSPD2 KO clones, HeLa cells were plated in 100-
mm dishes and transfected with pX751 mCherry-Cas9 HF plas-
mid (gRNA deleting MOSPD2 exon 5: 5'-CAAGTGCAACAGTTT
CTCATT-3'/5'-TGTTTGACTACACTCACACT-3') using X-treme
GENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche). 48 h after trans-
fection, clones were sorted and isolated in 96-well plates using
FACS (Fusion). Clones were then screened by PCR (5'-CATCTT
AGCTACCACCACCTGAACAGTTTAC-3'/5"-GCCTCGACATGC
TACCTCTCC-3' and 5'-CATCTTAGCTACCACCACCTGAACAGT
TTAC-3'/5'-AATTGCTGCTGAAGGGTTTGTAGGTATC-3’) and
further analyzed by Western Blot (anti-MOSPD2; HPA003334;
Sigma-Aldrich, RRID:AB_2146004) and Sanger sequencing (Eu-
rofins Genomics).

To generate endogenous mClover3-MOSPD2 knock-in cells,
Hela cells were plated in 100-mm dishes and transfected with
the pX852 plasmid (encoding mCherry-Cas9 and two gRNAs: 5'-
AACCGCAATCACATCCACGA-3'/5'-CACCTCTGCCATGATCAC
CG-3') and the repair template (synthesized by ProteoGenix).
The repair template was composed of two homology arms of
1,000 bp flanking a puromycin resistance gene and mClover3
coding sequence separated by a P2A cleavage site. The insertion
was made in the first exon of MOSPD2 genomic sequence to
allow expression of a fusion protein with mClover3 at the
N-terminus of MOSPD2. 3 d after transfection, cells were se-
lected with medium containing 0.5 ug/ul of puromycin. After 5
d of selection, cells were sorted in 96-well plates. Clones were
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screened by PCR (5'-GTGAATTTTCATGTACACTGGAGGATG
TTTGGCAGC-3'/5'-GCGAGGCGCACCGTGGGCTTGTACTCG
GTC-3' and 5-ACACATGGCATGGACGAGCTGTACAAGTCC-3'/
5'-GCTTAACTCCTTTCACAGTAACCAAAATGAC-3’) and ana-
lyzed by Western Blot (anti-GFP and anti-MOSPD2) and Sanger
sequencing (Eurofins Genomics).

Immunofluorescence

Cells were grown on glass coverslips, fixed in 4% paraformal-
dehyde in PBS for 15 min, and permeabilized with 0.1% Triton X-
100 in PBS for 10 min. After blocking with 1% bovine serum
albumin in PBS (PBS-BSA), cells were incubated overnight at 4°C
with the primary antibody in PBS-BSA. Primary antibodies
were: rabbit anti-MOSPD2 (1:250; HPA003334; Sigma-Aldrich,
RRID:AB_2146004), rabbit anti-GFP (1:1,000; TP401; Torrey Pine
Biolabs, RRID:AB_10013661), mouse anti-GFP (1:1,000; 2A3;
IGBMC), rabbit anti-Calnexin (1:1,000; 10427-2-AP; Proteintech,
RRID:AB_2069033), anti-PLIN3 (1:1,000; GP36; Progen), mouse
anti-EEA1 (1:1,000; 610457; BD Biosciences, RRID:AB_397830),
rabbit anti-ORP1 (1:200; EPR8646; Abcam), rabbit anti-GM130
(1:500; 11308-1-AP; ProteinTech, RRID:AB_2115327), mouse anti-
Lampl H4A3 (1:50; DSHB, RRID:AB_2296838) and mouse anti-
OPA-1 (1:1,000; 1A8; IGBMC). Cells were washed twice in PBS
and incubated for 30 min with the secondary antibody (Alexa-
Fluor 488 [RRID: AB_2535792 and AB_141607], AlexaFluor 555
[RRID: AB_2762848 and AB_162543], AlexaFluor 647 [RRID:
AB_2536183 and AB_162542] from Thermo Fisher Scientific and
Abberior STAR 580 [RRID: AB_2620153] from Abberior). After
two washes with PBS, the slides were mounted in ProLong Gold
(Invitrogen). Observations were made with a Leica TCS SP5
inverted confocal microscope (63x, NA 1.4), a Leica SP8 UV in-
verted confocal microscope (63x, NA 1.4), and a spinning-disk
confocal microscope (CSU-XI; Nikon, 100x, NA 14). 2D-
STimulated Emission Depletion (STED) imaging was per-
formed with a Leica SP8 STED 3x microscope in a thermostated
chamber at 21°C and equipped with a STED motorized oil im-
mersion objective (HC PL Apo 100x/NA 1.40 CS2). Excitation
was performed with white-light laser and depletion with a 775
nm pulsed laser (STED 775). Excitation and depletion lasers were
calibrated with the STED auto beam alignment tool during
imaging sessions. HeLa WT and KO Seipin cells were observed
on a Carl ZEISS LSM 800 Airyscan microscope.

To stain LDs, cells were incubated after permeabilization
with either BODIPY 493/503 (0.5 pg/ml in 150 mM NaCl;
Thermo Fisher Scientific), Nile Red (1:8,000 in 150 mM NaCl;
Thermo Fisher Scientific), or HCS DeepRed LipidTOX (1:1,000 in
PBS; Invitrogen) for 20 min at room temperature.

Quantification of ring-like/coma-shaped structures

HeLa WT cells were plated in 24-well plates (30,000 cells/well)
and transfected the same day. 2 d after transfection, cells were
fixed using 4% PFA in PBS, washed two times with PBS, and
mounted on glass slides in ProLong Gold (Invitrogen).

Images were acquired on a Leica SP5 inverted confocal (63x
oil objective, NA 1.4). The presence of enrichments (coma- and
ring-shaped structures) was confirmed by eyes from two
individuals.
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Quantification of LD number and size

Two million cells were plated in T75 flasks and allowed to grow
for 48 h. 30,000 cells were then plated in 24-well plates on glass
coverslips. For the rescue experiment, HeLa MOSPD2 KO#1 cells
were transfected the same day with different plasmids as pre-
viously described. After 48 h, cells were fixed in 4% PFA PBS and
permeabilized as described above. LDs were stained using
BODIPY 493/503 and nuclei with Hoechst for 20 min. Cells were
mounted on glass slides in ProLong Gold (Invitrogen). Images
were acquired on a spinning-disk CSU-X1 (Nikon, 100x NA 1.4)
using the same setup every time (laser power, number of
z-slices, exposition length). Cells were selected based on the
nuclei channel to avoid any bias.

For image processing (illustrated in Fig. S4 A), a z-stack pro-
jection (max intensity) was performed on Image] Fiji (Schindelin
et al,, 2012). These images were then processed using CellProfiler
(McQuin et al., 2018). First, cells were manually segmented to
create cell masks. Then, LDs were identified as objects with a di-
ameter >2 pixels (i.e., 220 nm) within cell masks using the global
threshold strategy and the minimum cross-entropy method.
Multiple parameters (object intensity, object neighbors, and object
size/shape) were analyzed on identified LDs and these data were
treated using Spyder 4.1 (Python 3.7) and GraphPad Prism. See
https://github.com/mzouiouich/Quantifications_ MOSPD2.

Quantification of ER fluorescence signal around LDs

Stable mScarlet-ER HeLa cells were plated in 24-well plates
(30,000 cells/well) and transfected the same day with either
GFP-VAP-A or GFP-MOSPD2. 36 h later, cells were treated with
50 uM of OA for 6 h. Cells were fixed in PFA 4% PBS, per-
meabilized with Triton X-100 0.1%, and LDs were stained using
HCS DeepRed LipidTOX as described above. Images were ac-
quired on a Leica SP5 inverted confocal (63x oil objective, NA
1.4) and cells were selected based on the GFP signal.

Image processing (illustrated in Fig. S4 B) was performed on
CellProfiler. In brief, cells were manually selected and the nu-
cleus was excluded (cell mask). The LDs were identified as ob-
jects superior or equal to 4 pixels of diameter using the global
threshold strategy and the minimum cross-entropy method.
Then, 2 pixels-wide areas were added from 0 to 20 pixels around
LDs. These areas are mutually exclusive, meaning that the same
pixel can be measured only once (ie., for one LD). Multi-
parametric measurements were performed for each area around
LDs in the GFP channel (MOSPD2 and VAP-A) and mScarlet
channel (ER marker). Data were analyzed on Excel and GraphPad.
See https://github.com/mzouiouich/Quantifications_ MOSPD2.

CLEM
EM was performed as previously described (Di Mattia et al.,
2018; Wilhelm et al.,, 2017; Alpy et al., 2013). Cells grown on
carbon-coated sapphire disks were cryoprotected with DMEM
containing 10% FCS and frozen at high pressure (HPM 10 Abra
Fluid AG). Samples were then freeze-substituted and embedded
in lowicryl HM20. Thick sections (~250 nm) were collected on
carbon-coated copper grids (200 Mesh; AGS160; Agar Scientific).
EM grids were placed on a MatTek glass bottom dish in a drop
of water and imaged with a spinning-disk confocal microscope
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(CSU-X1, Nikon, 100x oil objective, NA 1.4). The position of the
imaged cells was determined using the asymmetrical center
mark of the grid. Then, samples were imaged with a transmis-
sion electron microscope (Philips CM12) coupled to an Orius
1000 CCD camera (Gatan). Images were processed and merged
with the open-source software Icy (de Chaumont et al., 2012)
using the eC-CLEM plugin (Paul-Gilloteaux et al., 2017).

FRAP

Cells were plated on 35-mm glass bottom dishes (MatTek),
transfected with plasmids encoding GFP-MOSPD2 or GFP-PLIN2
(gift from Elina Ikonen, University of Helsinki, Helsinki, Fin-
land; Addgene plasmid # 87161; http://n2t.net/addgene:87161;
RRID:Addgene_87161), and allowed to grow for 24 h. Cells were
then treated with 400 uM OA overnight. HCS LipidTOX Deep
Red Neutral Lipid Stain (H34477; Invitrogen) at a 1:2,000 dilu-
tion was added to the medium without phenol red 10 min prior
imaging. Experiments were performed using the spinning-disk
CSU-X1 (Nikon; 100x oil objective, NA 1.4). A region of interest
was photobleached with the 405-nm laser line at 15% laser
power and 5 repetitions. Recovery of fluorescence was moni-
tored every second for 1 min immediately after photobleaching.

Protein expression and purification

The recombinant WT, the mutants CRAL-TRIOy;s¢ (MOSPD2 2-
246) and MSPy;,6 (MOSPD2 315-445) proteins, and the recom-
binant MOSPD2y;ss (MOSPD2 1-490) protein corresponding to
the full-length protein with its carboxyl-terminal transmem-
brane region deleted were expressed in E. coli BL21 (DE3) at 20°C
for 16 h upon induction with 1 mM IPTG (at an ODgoonm = 0.5).
Cells were suspended in lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5,
150 mM NacCl, 30 mM imidazole, 1 mM dithiothreitol, protease
inhibitors tablets cOmplete; Roche). Cells were lysed by a Cell
Disruptor TS SERIES (Constant Systems Ltd.) and the lysate was
first centrifuged at 3,500 g for 15 min, then at 50,000 g for
45 min, and filtered through a 0.22-um membrane. Purification
was performed on an AKTA Start chromatography system (GE
Healthcare Life Sciences) using HisTrap HP 1 ml columns. Pro-
teins were eluted with Elution buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5,
300 mM imidazole, 1 mM dithiothreitol) and further purified by
gel filtration (HiLoad 16/60 Superdex 200; GE) in GF Buffer
(50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM dithiothreitol).
Proteins were concentrated with an Amicon Ultra-4 10 kD
centrifugal filter unit (Merck). Protein concentration was de-
termined by UV-spectroscopy.

Peptide synthesis

Peptides were synthesized on an Applied biosystem 433A pep-
tide synthesizer using standard Fmoc chemistry and purified by
reverse phase HPLC using a preparative scale column (Phe-
nomenex: Kinetex EVO Cl18, 100 i\, 5 uM, 250 x 21.2 mm).
Molecular weight and purity of the peptides were confirmed by
mass spectrometry.

SDS-PAGE, Western blot, and Coomassie blue staining
SDS-PAGE and Western blot analysis were performed as pre-
viously described (Alpy et al, 2005) using the following
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antibodies: rabbit anti-GFP (1:2,000; TP401; Torrey Pine Bio-
labs), rabbit anti-MOSPD2 (1:250; HPA003334; Sigma-Aldrich),
rabbit anti-mCherry (1:1,000; abl67453; Abcam), and mouse
anti-actin (1:5,000; ACT-2D7; IGBMC).

Protein gels were stained with Coomassie blue (PageBlue
Protein Staining Solution; Thermo Fisher Scientific).

Lipids

DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), DOPE (1,2-dio-
leoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine), diphytanoyl-PC
(1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), DOPS (1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine), diphytanoyl-PS
(1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine), NBD-PE
(1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-
1,3-benzoxadiazol-4-yl), 18:1 Liss Rhod PE (1,2-dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamine-N-[lissamine rhodamine B
sulfonyl]), and DOGS-NTA-Ni?* (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
[(N-(5-amino-1-carboxypentyl) iminodiacetic acid) succinyl]
[nickel salt]) were purchased from Avanti Polar Lipids.
Glyceryl trioleate was purchased from Sigma-Aldrich.

TLC

Two million cells were plated in T75 flask and allowed to grow
for 48 h. Then, 500,000 cells were plated in 6-well plates. After
24 h, cells were lysed with 0.1% SDS. Proteins were quantified,
and the lysate equivalent to 450 pg of proteins was transferred
into a new tube and the volume adjusted to 800 pl. Lipids were
extracted using Bligh & Dyer protocol (water/chloroform/
methanol with a ratio of 1.8:2:2 vol/vol) in glass tubes (Bligh and
Dyer, 1959). After 5 min of centrifugation at 400 g, the lower-
phase containing the lipids was transferred into a disposable
glass tube and dried under a nitrogen stream. Lipids were solubilized
in three drops of a chloroform/methanol mix (9:1 vol/vol) and ap-
plied to an HPTLC plate by capillarity. CE and TAG standards were
also applied to the plate. The plate was then developed in a neutral
lipid solvent (hexane/diethylether/AcOH with a ratio of 80:20:
2 vol/vol) and primuline solution was used for revelation. Images
were acquired on an ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare
Life Sciences) using EtBr as fluorescence and the 605DF40 filter.
The intensity of CE and TAG bands were quantified using Fiji.

Enzymatic quantification of lipids

Two million cells were plated in T75 flask and allowed to grow
for 48 h. Then, 500,000 cells were plated in 6-well plates. After
24 h, cells from two wells were scraped in PBS and lipids ex-
tracted using the same protocol as for TLC (Bligh & Dyer pro-
tocol). After drying under nitrogen, lipids were solubilized in
200 pl of ethanol 95%. Quantifications were then performed
according to the manufacturers’ instructions (Cholesterol Am-
plex Red from Thermo Fisher Scientific [A12216], High Sensi-
tivity Triglyceride Fluorometric Assay Kit from Sigma-Aldrich
[MAK264-1KT,] and Phospholipid quantification Assay Kit from
Sigma-Aldrich [CS0001-1KT]).

alLDs preparation
aLDs were prepared as described in Prévost et al. (2018)
with slight modifications. Phospholipids (DOPC, DOPE, and
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Rhodamine-DOPE with a ratio of 73:25:2 mol/mol, respectively)
were added to triolein at a 0.5% molar ratio in a glass tube. The
solvent was evaporated under a stream of nitrogen and 1 ml of
HK buffer (50 mM Hepes, pH 7.2, 120 mM K-acetate) was added.
The solution was vortexed for 3 min. Then, aLDs were extruded
11 times through polycarbonate filters (Nuclepore Track-Etch
Membrane; Whatman) with a pore diameter of 100 nm using
a mini-extruder (Avanti Polar Lipids). The size was verified by
dynamic light scattering measurements on a DynaPro (Protein
Solutions). The preparation was used in a couple of hours after
extrusion.

alLDs flotation assay

Each peptide (1 uM) was mixed with aLDs (1 mM), vortexed, and
incubated at room temperature for 15 min. The solution (volume
of 390 pl) was adjusted to 30% (wt/wt) sucrose by mixing with
260 pl of a 75% sucrose HK buffer. Two layers (520 pl of 25%
sucrose and 130 pl of sucrose-free HK buffer) were gently added
on top. Samples were centrifuged at 240,000 g for 1 h in a swing
rotor (SWTi 60) at 20°C and decelerated without brake. The
bottom (520 1), middle (520 pl), and top (260 pl) fractions were
collected and the fluorescence was measured using a fluorimeter
(Pherastar FSX; BMG LABTECH).

alLDs and peptide interaction assay

aLDs were prepared following the protocol developed in Chorlay
and Thiam (2020). Briefly, 5 pl of triolein was mixed with 70 pl
of HKM buffer (50 mM Hepes, 120 mM K-acetate, and 1 mM
MgCl, at pH 7.4), vortexed for 5 s, and sonicated in a bath
sonicator for 10 s. Then each peptide was separately mixed and
incubated with aLDs at a concentration of 1 uM. The resulting
emulsions were then introduced in a glass chamber for visual-
ization. Fluorescence data were acquired 30 min after incuba-
tion with a laser scanning microscope (LSM 800; Carl Zeiss).
Fluorescence intensity was measured after segmentation of
individual aLDs.

aLDs pull-down assay

aLDs pull-down assays were performed as described in Kassas
et al. (2017). NTA-Ni?* beads (PureProteome Nickel Magnetic
Beads, LSKMAGHI10; Millipore) were first washed with HK
buffer. Then, 1 M of recombinant proteins (MSPy;e, WT, and
W201E CRAL-TRIOy;) was added to the beads and incubated
20 min under agitation at 4°C. To remove the excess of proteins,
beads were washed twice with HK buffer. Afterward, aL.Ds (1 mM)
were added to the beads and incubated 20 min again under agi-
tation at 4°C. Beads were then washed three times with HK buffer
and resuspended in a final volume of 30 pl of HK buffer. For
imaging, 10 pl of the suspension were dropped on a glass bottom
dish (MatTek) and imaged on a spinning-disk CSU-X1 (Nikon;
100x NA 1.4). Fluorescence was measured with a fluorimeter
(Pherastar FSX; BMG LABTECH) using 20 pl of suspension.

Liposome preparation

Lipids stored in stock solutions in CHCl; were mixed at the
desired molar ratio in glass tubes. The solvent was removed in a
dryer-block at 33°C under a nitrogen flow. If the mixture
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contained DOGS-NTA-Ni?", it was pre-warmed at 33°C for 5 min
prior to drying. The lipid film was hydrated in HK buffer to
obtain a suspension of multi-lamellar vesicles. The multi-
lamellar vesicles suspensions were frozen and thawed five
times and then extruded through polycarbonate filters of 0.2 um
pore size using a mini-extruder (Avanti Polar Lipids). Liposomes
were stored at 4°C and in the dark when containing fluorescent
lipids and used within 2 d.

Flotation experiment

The CRAL-TRIOy;, protein (0.75 uM) was incubated with lip-
osomes (0.75 mM total lipids) with a given lipid composition doped
with 0.1 mol% NBD-PE in 150 pl of HK buffer at 25°C for 10 min
under agitation at 800 rpm. The suspension was adjusted to 28%
(wt/wt) sucrose by mixing 100 il of a 60% (wt/wt) sucrose solution
in HK buffer and overlaid with 200 pl of HK buffer containing 24%
(wt/wt) sucrose and 50 pl of sucrose-free HK buffer. The sample
was centrifuged at 240,000 g in a swing rotor (TLS-55 Beckmann)
for 1 h. The bottom (250 pl), middle (150 wl), and top (100 wl)
fractions were collected. The bottom and top fractions were ana-
lyzed by SDS-PAGE by direct fluorescence and after staining with
SYPRO Orange, using a FUSION FX fluorescence imaging system.

Circular dichroism

The experiments were performed on a Jasco J-815 spectrometer
at room temperature with a quartz cell of 0.05 cm path length
(Starna). The CRAL-TRIOg;s6 protein (WT or W20IE mutant) was
dialysed against a 20 mM Tris, pH 7.4, 120 mM NaF buffer to re-
move glycerol. Each spectrum is the average of 10 scans recorded
from 185-260 nm with a bandwidth of 1 nm, a step size of 0.5 nm,
and a scan speed of 50 nm min~. The protein concentration was 6.7
pM. A control spectrum of buffer was subtracted from each protein
spectrum. The spectra were analyzed in the 185-240 nm range
using the BeStSel method provided online (Micsonai et al., 2015).

Dynamic light scattering measurements of

liposome aggregation

The experiments were performed at 25°C in a Dynamo appara-
tus (Protein Solutions). L, liposomes (50 uM total lipids) made
only of DOPC or composed of DOPC/DOGS-NTA-Ni?* (98/2 mol/
mol) were mixed with Ly liposomes (50 uM, made of DOPC or
composed of diphytanoyl-PC and diphytanoyl-PS [70/30 mol/
mol]) in 20 pl of a freshly degassed HK buffer in a quartz cell. A
first set of 12 autocorrelations curves was acquired to determine
the size distribution of the initial liposome suspensions. Then,
MOSPD2p;56 o MSPpjs6 (0.4 iM final concentration) was added
manually and mixed thoroughly. The kinetics of aggregation
was measured during 23 min by acquiring one autocorrelation
curve every 10 s. At the end of the experiment, a set of 12 au-
tocorrelation functions was acquired. The data were analyzed
using two different algorithms provided by the Dynamics v6.1
software (Protein Solutions). During the kinetics, the autocor-
relation functions were fitted assuming that the size distribution
is a simple Gaussian function. This mode, referred to as the
monomodal or cumulant algorithm, gives a mean hydrodynamic
radius and the width (or polydispersity). Before and after the
aggregation process, the autocorrelation functions were fitted
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using a more refined algorithm, referred to as a regularization
algorithm. This algorithm is able to resolve several populations of
different sizes, such as free liposomes and liposome aggregates.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney or
the Kruskal-Wallis non-parametric test and with the One-way
ANOVA or Student’s t test parametric tests (Prism; GraphPad).
Conditions were compared with the Dunn’s and Tukey’s multi-
ple comparisons tests, respectively. P-values <0.05, <0.01,
<0.001, and <0.0001 are identified with one, two, three, and
four asterisks, respectively. ns: P > 0.05.

Online supplemental material

Fig. S1shows data that support the findings presented in Fig. 1 on
the localization of MOSPD2 around LDs in different cell lines.
Fig. S2 shows the co-labeling of MOSPD2 and markers of early/
late endosomes, mitochondria, and Golgi. Fig. S3 shows data that
support the findings shown in Fig. 1 on the localization of en-
dogenous MOSPD2. Fig. S4 shows the image analysis workflows
used for LD and ER quantifications. Fig. S5 shows that the si-
lencing of VAP-A and VAP-B does not affect LDs.
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Figure S1. MOSPD2 is enriched around LDs in different cell lines. (A) Hela cells expressing GFP-MOSPD2 (green) and not treated with OA were labeled
with Nile Red to stain LDs (magenta). (B-D) Localization of GFP-MOSPD2 (green) in Huh-7 (B), 501-MEL (C), and MCF7 (D) cells. Cells were either treated with
OA (right) or not treated (left). LDs were stained using Nile Red (magenta). Subpanels on the right are higher magnification images of the outlined areas. The
overlay panel shows merged channels. The coloc panel displays a colocalization mask in which pixels of the green and magenta channels that co-localize are
shown in white. Linescan shows fluorescence intensities of the green and magenta channels along the white arrow from the overlay subpanel. Black rectangles
indicate the position of LDs. (A-D) Scale bars: 10 um (insets, 2 um). Confocal microscope (Leica SP5, 63x NA 1.4) images.
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Figure S2. Colocalization of MOSPD2 with different organelles. (A-D) Colocalization in HeLa cells transfected with GFP-MOSPD2 (green) of MOSPD2 and
endogenous EEA1 (A, magenta), Lamp1 (B, magenta), OPA-1 (C, magenta), and GM130 (D, magenta). Subpanels on the right are higher magnification images of
the outlined areas. The overlay panel shows merged channels. The coloc panel displays a colocalization mask in which pixels of the green and magenta
channels that co-localize are shown in white. Linescan shows fluorescence intensities of the green and magenta channels along the white arrow from the
overlay subpanel. Black rectangles indicate the position of early endosomes (EE; A), late endosomes (LE; B), mitochondria (Mito.; C), and the Golgi apparatus
(Golgi; D). Scale bars: 10 um (insets, 2 um). Images were acquired on a confocal microscope (Leica SP5, 63x NA 1.4).
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Figure S3. Characterization of CRISPR/Cas9 knock-in HelLa cells and endogenous localization of MOSPD2. (A) Live confocal images of Hela cells
expressing mClover3-MOSPD2 (green) at the endogenous level and transfected with control siRNAs (siCtrl) and siRNAs targeting MOSPD2 (siMOSPD2) to
confirm the specificity of mClover3 signal. Scale bars: 10 um. (B) Western blot (WB) analysis of MOSPD2 expression in WT (HeLa WT) and mClover3-MOSPD2
knock-in (HelLa KI) Hela cells transfected with control siRNAs (siCtrl) and siRNAs targeting MOSPD2 (siMOSPD2). mClover3 was detected using anti-GFP
antibodies. (C) Western blot analysis of MOSPD2 expression in HelLa, Huh-7, and 501-MEL cells. (D and E) Colocalization of endogenous MOSPD?2 (labeled with
anti-MOSPD2, in green) and LDs (labeled with LipidTOX, in magenta) in Huh-7 cells (D) or 501-MEL (E) after OA treatment. Panels on the right show the
background signal of anti-MOSPD2 antibodies in cells transfected with siRNAs targeting MOSPD2 (siMOSPD2). Subpanels show the LD staining. Left: Sub-
panels on the bottom are higher magnification images of the area outlined. The overlay panel shows merged channels. Scale bars: 10 pum (insets, 2 um). (A, D,
and E) Images were acquired on a spinning-disk confocal microscope (Nikon CSU-X1, 100x NA 1.4). Source data are available for this figure: SourceData FS3.
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Figure S4. Image analysis workflows for LD and ER quantifications. (A) Cells stained with BODIPY 493/503 (LDs) and Hoechst (nuclei) were imaged on
multiple z slices using a confocal microscope. Z-stack projection (max intensity) images were generated using Fiji and processed using CellProfiler. Cells were
manually segmented and LDs identified as objects >2 pixels of diameter. Multi-parametric object measurements were performed on the identified LDs.
(B) Cells were treated with OA at 50 uM for 6 h before imaging. Three channels were acquired: LDs (stained with HCS DeepRed LipidTox), the ER (stained with
the ER marker mScarlet-ER), and MOSPD2/VAP-A (tagged with GFP). Cells were manually segmented and masks of the cytoplasm (i.e., without the nuclei)
were generated with CellProfiler. LDs were identified as objects >4 pixels of diameter. Multiple areas (2-pixel wide) from 0 to 20 pixels around each LD were
added. Multi-parametric measurements were performed for each area around LDs in the red (mScarlet-ER) and green (GFP-MOSPD2/VAP) channels.
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Figure S5. VAP-A and VAP-B are not involved in LD homeostasis. (A) Western blot analysis of VAP proteins level in control HeLa cells (WT), HeLa cells
transfected with control siRNAs (siCtrl), and with siRNAs targeting VAP-A (siVAP-A), VAP-B (siVAP-B), and both (siVAP-A + B). The band labeled with an * on
VAP-B blot corresponds to cross-reactivity with VAP-A. (B) Representative confocal images of parental HeLa cells (WT) and HeLa cells transfected with control
SiRNAs (siCtrl), and with siRNAs targeting VAP-A (siVAP-A), VAP-B (siVAP-B), or both (siVAP-A + B). Cells were labeled with BODIPY 493/503 (LD, magenta)
and Hoechst 33258 (nuclei, blue). The cell contour is delimited by a white dotted line. Scale bars: 10 um. Images were acquired on a spinning-disk confocal
microscope (Nikon CSU-X1, 100x NA 1.4). (C) Number (a) and area (b) of LDs in cells shown in B. Data are displayed as Superplots showing the mean number
and area of LDs per cell (small dots), and the mean number and area of LDs per independent experiment (large dots). Independent experiments (n = 4) are
color-coded. Means and error bars (SD) are shown as black bars. Data were collected from 98 (WT), 118 (siCtrl), 134 (siVAP-A), 129 (siVAP-B), and 135 (siVAP-A
+ VAP-B) cells. One-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test (ns, not significant; n = 4 independent experiments). Source data are available for this
figure: SourceData FS5.
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RESULTATS

3. Expériences complémentaires a la publication

Afin de mieux comprendre comment le domaine CRAL-TRIO de MOSPD2 régule les
LDs, des expériences additionnelles aux données présentées dans la publication ont été
réalisées. La famille CRAL-TRIO étant connue pour pouvoir lier et transporter des lipides in
vitro, MOSPD2 pourrait également remplir cette fonction au niveau des sites de contact ER-
LD. Ce mécanisme moléculaire pourrait expliguer comment MOSPD2 favorise la maturation

des LDs et 'accumulation de lipides neutres.

c. Quels sont les ligands du domaine CRAL-TRIO de MOSPD2 ?

L’équipe a effectué plusieurs expériences in vitro avant mon arrivée au laboratoire afin
d’identifier de possibles ligands du domaine CRAL-TRIO de MOSPD2. Pour cela, le domaine
CRAL-TRIO a été produit dans des bactéries E. coli BL21 (DE3) puis purifié par
chromatographie d’affinité et d’exclusion. Une fois purifié, le domaine a été déposé sur des
membranes « PIP Strips » afin de tester des interactions protéine-lipide (Figure R1A). Ces
membranes contiennent différents types de lipides immobilisés, correspondant
essentiellement a des glycérophospholipides. Aprés incubation avec le domaine recombinant,
les protéines non fixées a la membrane sont lavées, puis la présence de la protéine
recombinante est révélée par chimioluminescence.

Grace a ces expériences, on observe que le domaine CRAL-TRIO de MOSPD2 a une
bonne affinité pour les lipides phosphoinositides (PIP), et plus particulierement le PI(3,5)P-.
De maniére générale, MOSPD2 semble pouvoir se lier a certains lipides ayant une charge
négative comme la phosphatidylsérine (PS) et I'acide phosphatidique (PA) mais n’est pas
capable de lier d’autres glycérophospholipides comme la phosphatidylcholine (PC) ou la
phosphatidyléthanolamine (PE). Cette expérience ne permet pas de différencier une
interaction de surface entre les lipides et la protéine, d’une interaction spécifique provenant la
poche hydrophobe du domaine. Il est donc difficile de conclure sur la nature des liaisons
observées.

Une deuxiéme approche in vitro a été mise en place afin de confirmer les résultats
obtenus sur membrane. Pour cela, la capacité du domaine CRAL-TRIO a former un complexe
avec des lipides fluorescents a été évaluée par gel natif. Le laboratoire posséde différents
lipides couplés au nitrobenzoxadiazole (NBD), une molécule fluorescente. En revanche, nous
ne disposons pas de lipides PIPs couplés a une molécule fluorescente, ces lipides n’ont donc
pas été testés. Les lipides fluorescents sont mélangés au domaine recombinant CRAL-TRIO,

puis ce mélange est déposé sur un gel natif afin de ne pas dénaturer la structure du complexe.
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Aprés migration, il est possible de révéler la présence du lipide dans le gel grace a la
fluorescence du NBD, et la présence du domaine par coloration au bleu de Coomassie (Figure
R1B). On observe sur ce gel que le domaine CRAL-TRIO est capable de lier le NBD-PS et
également le NBD-PA. En revanche, aucune interaction n’est observée avec le NBD-PC, le
NBD-PE ou bien difféerents types de cholestérols fluorescents (22-NBD, 25-NBD et 24-
TopFluor). Ces données concordent avec les premiers résultats obtenus par membrane « PIP
Strips » qui montraient une interaction intermédiaire avec le PS et le PA. En revanche, comme
pour la premiere expérience, une interaction de surface n’est pas complétement a exclure lors
de ce type de manipulation.

En conclusion, des données générées au laboratoire avant ma venue ont permis de
déterminer que le domaine CRAL-TRIO de MOSPD2 posséde une certaine affinité pour
différents glycérophospholipides, dont le PA et le PS, qui ont été confirmés par deux

approches in vitro.

A CRAL-TRIO domain B
NL PC PS PE PA Cholesterols NL PC PS PE PA Cholesterols
LPA J S1P :
Lpc . PI34p, o ‘
o 111
Ptdins . PI3,5P, - .
PI3P ’ 0 Pusp,
Pl4P . 8 PSP,
PISP . PA Recombinant CRAL-TRIO Coomassie Blue Fluorescence
PE } Ps
PC Blank

Figure R1. Le domaine CRAL-TRIO de MOSPD2 est capable de lier certains phospholipides in vitro.
Expériences réalisées par Corinne Wendling

(A) Essai d’interaction protéine-lipide sur membrane PIP Strips. Le domaine CRAL-TRIO recombinant a été incubé a
0.1 pg/mL sur ces membranes pendant 1h puis révélé par chimioluminescence (n=2).

(B) Interaction protéine-lipide par migration sur gel natif. 15 pg du domaine CRAL-TRIO recombinant ont été incubés
avec 1 ug de différents lipides couplés & du NBD. La présence du domaine est révélée par bleu de Coomassie et les
lipides par fluorescence (n=3). Les colonnes cholestérols correspondent a du 22-NBD, 25-NBD et 24-TopFluor
cholestérol.

LPA: Lysophosphatidic acid; LPC:Lysophosphocholine;
PtdIins:Phosphatidylinositol(Pl); PIP:Phosphatidylinositol phosphate;
PE:Phosphatidylethanolamine; PC:Phosphatidylcholine;
S1P:Sphingosine-1-phosphate; PA:Phosphatidic acid;
PS:Phosphatidylserine; NL:No lipid
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d. Lasurexpression de MOSPD2 entraine-t-elle une modification de la
composition lipidique des sites de contact ER-LD ?

Les données générées in vitro sur la liaison du domaine CRAL-TRIO a des
glycérophospholipides nous ont orientés vers I'étude du réle de MOSPD2 dans la distribution
subcellulaire du PA et du PS. Faisant suite aux résultats publiés, nous avons émis I'hypothése
que MOSPD2 pourrait moduler la composition en PA et/ou PS des sites de contact ER-LD,
favorisant ainsi la maturation des LDs. Pour rappel, le domaine CRAL-TRIO posséde deux
fonctions régulant les LDs : I'ancrage a la membrane des LDs par I'hélice amphipathique et
une autre fonction médiée par le reste du domaine et nécessaire au maintien de I’homéostasie
des LDs. Au vu de la littérature portant sur la famille CRAL-TRIO et des expériences in vitro
précédemment décrites, il est possible que ce domaine soit capable de lier ou transporter du
PA et/ou du PS a l'interface ER-LD.

Afin d’étudier l'influence de MOSPD2 sur la distribution subcellulaire du PA et du PS,
j’ai co-transfecté différentes formes de MOSPD2 avec des sondes fluorescentes marquant le
PA (GFP-Opi et GFP-PDE, un don de Nicolas Vitale) ou le PS (mCherry-LactC2, un don de
Toshihide Koyabashi; GFP-evt-2-PH, un don de Tom Taguchi) dans des cellules Huh-7
(Kassas et al. 2017; Kay et al. 2012; S. Lee et al. 2015). Ces sondes correspondent a des
fusions entre une protéine fluorescente et un domaine ou peptide liant le lipide. La sonde
mCherry-LactC2 utilise le domaine discoidin-type C2 de la lactadherin et la sonde GFP-evt-2-
PH est constituée de deux domaines PH en tandem de la protéine evectin-2 (Kay et al. 2012;
S. Lee et al. 2015). Pour le PA, la sonde GFP-Opi utilise au domaine liant le PA (PABD) de la
protéine de levure Opi1p contre le domaine PABD de la protéine mammifére PDE4A1 (Kassas
et al. 2017). Les cellules Huh-7 ont été traitées 6h a I'acide oléique afin d’'induire la formation
de grandes LDs, facilitant I'analyse de colocalisation par microscopie confocale. Un fort signal
cytoplasmique des sondes PA empéchait de quantifier correctement un enrichissement en
bordure des LDs (données non montrées). Afin d’éliminer ce signal, j’ai perméabilisé les
cellules a la saponine 0.1% dans du PBS, durant 1 minute avant fixation a la paraformaldéhyde
(PFA). Le reste du protocole d’'immunofluorescence correspond a celui publié (Zouiouich et al.
2022). La sonde GFP-PDE marquant le PA a été co-transfectée avec des vecteurs codant
pour trois formes de MOSPD2 fusionnées a la protéine fluorescente mScarlet : la forme
sauvage (FL), le mutant RD/LD du domaine MSP ne pouvant pas interagir avec les motifs
FFAT, et la forme AH-ACRAL-TRIO, dépourvue de domaine CRAL-TRIO mais gardant la
capacité de lier les LDs car fusionné avec I'hélice amphipathique (Figure R2A et R2Ba) (Di
Mattia et al. 2018; Zouiouich et al. 2022).Pour les autres sondes, seules les formes FL et AH-
ACRAL-TRIO ont été utilisées (Figure R2Bb, données non montrées pour les sondes PS). La

corrélation entre les signaux fluorescents de MOSPD2 et des sondes a été quantifiée par
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cellule gréce au coefficient de Pearson. Cette mesure permet de déterminer s’il existe une co-
distribution entre les deux signaux, c’est-a-dire un lien entre la localisation des signaux (co-
occurrence) mais également un rapport de proportionnalité entre leur intensité.

Cette quantification montre que la forme entiére de MOSPD2 (FL) colocalise de
maniére plus importante avec les deux sondes marquant le PA, GFP-Opi et GFP-PDE, que la
forme mutante AH-ACRAL-TRIO (Figure R2Ca et R2Cb). Les sondes s’accumulent
essentiellement au niveau des zones enrichies en MOSPD2, et non sur 'ensemble du pourtour
des LDs. Cette différence de colocalisation ne s’explique pas par un changement de
localisation de MOSPD2 car le mutant est autant enrichi au niveau des LDs que la forme
entiére (Zouiouich et al. 2022). Afin de vérifier un potentiel réle du domaine MSP, le mutant
RD/LD a été utilisé avec I'une des sondes. Dans ce cas, on n’observe aucune différence de
colocalisation par rapport a la forme sauvage. Le domaine MSP ne semble donc pas impliqué
dans la redistribution du PA. Concernant le PS, les deux sondes utilisées étaient peu enrichies
autour des LDs avec les deux formes de MOSPD2 utilisées (données non montrées). Aucune
différence de localisation des sondes marquant le PS n'a été observée entre les cellules
exprimant les formes FL et AH-ACRAL-TRIO de MOSPD2.

En conclusion, MOSPD2 est capable, via son domaine CRAL-TRIO, d’agir sur la

redistribution subcellulaire du PA au niveau des sites de contact ER-LD.
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Figure R2. MOSPD2, via son domaine CRAL-TRIO, induit une relocalisation subcellulaire du PA a I’interface
ER-LD.

(A) Schéma représentant les différents mutants de MOSPD?2 utilisés pour la quantification panel (B) et (C).
FL: full length (forme entiére)

(B) Images d'immunofluorescence montrant une co-transfection des sondes PDE (Ba) ou Opi (Bb) (en magenta) avec
MOSPD2 forme entiére (FL), MOSPD2 AH-ACRALTRIO cu RD/LD (en vert). Les gouttelettes lipidiques (LDs) sont
marqués au LipidTox (en bleu). Marquages réalisés sur lignée Huh-7 traitées a I'acide oléique 400 pM pendant 6
heures. Barre d’échelle images principales: 10 um. Barre d’échelle des encarts inférieurs: 2 pm.

(C) Quantification du coefficient de Pearson entre la sonde PDE (Ca) ou Opi (Cb) et les différentes formes de MOSPD2.
Représentation en superplot avec violinplot. Les points a bord noir correspondent aux valeurs d’expériences alors que
les points sans bordure correspondent aux valeurs par cellule. Chaque expérience indépendante est représentée par
une couleur différente.Les traits en pointilles du violinplot correspondent aux quartiles (i.e. 25%, 50%, 75%). Les tests
statistiques sont réalisés sur les moyennes d'expériences. (Ca) n=4 expériences, incluant 119 cellules; 1way ANOVA
avec test de comparaison de Tukey. (Cb) n=4 expériences, incluant 68 cellules; test de Student.

ns: non significatif; ***: p-value < 0.01

Par ces expériences complémentaires, nous avons montré que le domaine CRAL-

TRIO de MOSPD2 est capable de lier des phospholipides in vitro, et plus particulierement le
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PA et le PS. De plus, la surexpression de MOSPD2 dans des modéles cellulaires entraine un
enrichissement en PA a l'interface ER-LD. Ce phénoméne dépend du domaine CRAL-TRIO
et non du domaine MSP. Ces données confortent I'lhypothése selon laquelle MOSPD2, via son
domaine CRAL-TRIO, est impliquée dans un remodelage membranaire des contacts ER-LD

par un potentiel réle de transport ou de présentation de lipides.
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B. MOSPD2 est impliquée dans la régulation du systéme endosomal
tardif via son domaine MSP

1. Introduction et objectifs

Dans la publication de Di Mattia et al., 'équipe a montré que I'absence de MOSPD2
affecte la formation des sites de contacts entre le ER et les endosomes (ER-E). En effet, dans
des cellules n’exprimant plus MOSPD2, les contacts ER-E sont diminués. De plus, le nombre
de contacts entre endosomes (E-E) est augmenté (Di Mattia et al. 2018). Les protéines VAPA,
VAPB et MOSPD2 sont toutes les trois impliquées dans la formation de contacts ER-
endosomes (ER-E) grace a leur domaine MSP permettant des interactions protéine-protéine
(Di Mattia et al. 2018; M. J. Phillips and Voeltz 2016). Cependant, la perte de l'expression de
VAPA et VAPB n'induit pas le méme phénotype que la perte de MOSPD2, c'est-a-dire une
modification conjointe des contacts ER-E et E-E.

Ces données suggérent que le réle de pont moléculaire de MOSPD2 ne soit pas
complétement substituable par les protéines VAPA et VAPB. En effet, I'équipe a récemment
montré que les domaines MSP des protéines VAPs et MOSPD2 ont in vitro des affinités
différentes pour certains motifs FFAT (Di Mattia et al. 2020). Il est imaginable que cette
différence observée in vitro puisse se traduire in vivo par le fait que les VAPs et MOSPD2 aient
des partenaires préférentiels différents. Une autre possibilité est que le domaine CRAL-TRIO,
distinguant MOSPD2 des VAPSs, puisse aussi étre impliqué dans cette régulation des contacts
ER-E.

Les objectifs de mon projet étaient donc d’évaluer la fonction de MOSPD2 sur le

systéme endosomal et de comprendre par quel moyen MOSPD2 régule les contacts ER-E.

2. Résultats

a. Quelles sont les conséquences de la perte d’expression de
MOSPD2 sur le systéme endosomal ?

Les MCS ER-E régulent de nombreux processus du systéeme endosomal (Neefjes,
Jongsma, and Berlin 2017; Di Mattia, Tomasetto, and Alpy 2020). Les contacts E-E sont
également connus comme régulant la fonction des endosomes, en permettant par exemple
I'acidification des endosomes tardifs (Bright, Davis, and Luzio 2016; Bright, Gratian, and Luzio
2005). Par convention, le terme endosome tardif (LE) englobe ici les différents stades de
maturation du systéeme endosomal tardif soit : endosome mature (ou MVB), endolysosome et

lysosome. Au vu de I'importance des différents contacts sur ’lhoméostasie des endosomes, la
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perte d’expression de MOSPD2 pourrait avoir un impact fonctionnel sur le systéme
endosomal. Afin de vérifier cela, j’ai quantifié différents paramétres associés aux endosomes
précoces et tardifs par immunofluorescence. J'ai réalisé un marquage endogéne de la protéine
LAMP1 pour marquer les endosomes tardifs et un marquage de la protéine EEA1 pour les
endosomes précoces dans des cellules HeLa WT ou déficientes pour MOSPD2 (Scott, Vacca,
and Gruenberg 2014). Les deux lignées déficientes pour MOSPD2 (KO#1 et KO#2) ont été
obtenues par la méthode CRISPR/Cas9 et sont décrites dans (Zouiouich et al. 2022). Les
images ont été acquises sur un confocal inversé CSU-X1 (objectif a huile 100%, NA 1.4). Les
endosomes étant des structures assez hétérogénes dans leur forme et intensité, j’ai mis en
place une segmentation d’objets par une approche d’apprentissage profond pour analyser les
images. Pour cela, jai utilisé la plateforme open-source ZeroCostDL4Mic qui utilise le langage
Python afin de donner accés a des algorithmes d’apprentissage profond en ligne, disponible
sur Google Colab (von Chamier et al. 2021). J’ai ainsi entrainé un modéle sur le réseau
neuronal StarDist, permettant la segmentation d’instances, sur des images de marquage
LAMP1 endogéne annotées avec le logiciel QuPath (Bankhead et al. 2017). Une fois satisfait
du modéele obtenu, j'ai appliqué ce processus d’analyse d’'images aux différents échantillons
afin d’obtenir des masques d’objets segmentés (Figure R3). Une fois la segmentation réalisée,
les images et leurs masques ont été traités avec le logiciel CellProfiler (Carpenter et al. 2006).
Ce logiciel permet d’analyser facilement des lots d'images et peut fournir de nombreux
paramétres sur 'image ou les objets. Pour ces quantifications, j’ai analysé trois paramétres
principaux : le nombre et la taille des objets, et les contacts entre objets (via le pourcentage

de surface en contact entre objets).

CSU-X1 ImageJ StarDist CellProfiler CellProfiler

Acquisition of one channel Z-projection (max Object segmentation using Manual cell segmenta- Multiparametric measure-

(LAMP1) and z-stack intensity) and deep leaming method tion on rescaled inten- ments (SizeShape,
(1.4pm, step at 0.1um) denoising (home-trained model, sity LAMP1 image to Neighbors) performed for
notebook from ZeroCost- obtain cell mask each cell mask on related

DL4Mic) LAMP1 objects (from

StarDist)

|Figure R3. Synthése du processus d'analyse d'images pour la quantification des endosomes tardifs |

La quantification des endosomes tardifs (LE) positifs pour LAMP1 montre une
importante augmentation du nombre du nombre de LE, et une diminution de leur taille dans
les cellules MOSPD2 KO comparativement aux cellules contrdles (Figure R4Aa-c). En ligne

avec les données obtenues en 2018 par microscopie électronique, les cellules n’exprimant
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plus MOSPD2 présentent plus de contacts E-E (Figure R4Ad) (Di Mattia et al. 2018). De plus,
ces endosomes sont trés dispersés et possédent également une structure plus tubulaire que
leur homologue WT (Figure R4Aa et données non montrées).

Afin de confirmer I'augmentation du nombre d’endosomes tardifs, jai utilisé un
deuxiéme marqueur de ces structures, un lipide initialement nommé acide
lysobisphosphatidique (LBPA ; maintenant hommé bis(monoacylglycero)phosphate (BMP))
(Figure R4Ba) (Kobayashi et al. 1998). Contrairement a LAMP1 qui décore la surface des LE,
le LBPA est retrouvé a I'intérieur de ces organites de maniére non uniforme. Malgré cela, on
observe tout de méme une hausse du nombre d’endosomes positifs au LBPA dans les cellules
déficientes en MOSPD2, confirmant ainsi les résultats obtenus précédemment avec LAMP1
(Figure R4Bb).
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Figure R4. La perte d’expression de MOSPD2 induit une altération des endosomes tardifs.

(A) Quantification par immunofluorescence des endosomes tardifs par marquage endogene de LAMP1 dans les
cellules HeLa WT ou MOSPD2 KO#1 et KO#2. (Aa) Images représentatives des expériences de quantification des
objets LAMP1 par IF. Représentations en superplot des quantifications du nombre d’endosomes (Ab), de leur taille moy-
enne (Ac) et de la surface moyenne en contact entre endosomes (Ad). n=3 expériences, incluant 308 cellules; 1way
ANOVA avec test de comparaison de Tukey.

(B) Quantification par immunofluorescence des endosomes tardifs par marquage endogéne de LBPA dans les cellules
HeLa WT ou MOSPD2 KO#1 et KO#2. (Ba) Images d'IF représentatives de la quantification LBPA. (Bb) Superplot
representant le nombre d’objets LBPA. n=3 expériences, incluant 201 cellules; 1way ANOVA avec test de comparaison
de Tukey.

Barres d’échelle: 10 um. Les cellules sont délimitées par un trait pointillé blanc.

Représentation en superplot avec violinplot: les points a bord noir correspondent aux valeurs d’expériences alors que
les points sans bordure correspondent aux valeurs par cellule. Chaque expérience indépendante est représentée par
une couleur différente.Les traits en pointillés du violinplot correspondent aux quartiles (i.e. 25%, 50%, 75%). Les tests
statistiques sont réalisés sur les moyennes d'expériences.

ns: non significatif; *: p-value < 0.05; **: p-value < 0.01

Les endosomes précoces ont également été quantifiés grace a un marquage de la
protéine EEA1 (Figure R5Aa). Contrairement aux endosomes tardifs, aucune modification liée
au nombre (panel Ab), taille ou contact E-E (panel Ac et Ad), n'est associée a la perte

d’expression de MOSPD2 pour les endosomes précoces.
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En conclusion, la perte d’expression de MOSPD2 entraine des changements
morphologiques des endosomes tardifs qui sont plus petits et nombreux, sans pour autant
impacter les endosomes précoces. Ces données suggérent que cette protéine est capable
d’altérer la dynamique des endosomes tardifs, ce qui pourrait avoir des conséquences sur la

fonction de ces organites.
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Figure R5. La perte d’expression de MOSPD2 n’induit pas d’altération morphologique des endosomes
précoces.

(A) Quantification par immunofluorescence des endosomes précoces par marquage endogene de EEA1 dans les
cellules HeLa WT ou MOSPD2 KO#1 et KO#2. (Aa) Images représentatives des experiences de quantification des
objets EEA1 par IF. Représentations en superplot des quantifications du nombre d’endosomes (Ab), de leur taille moy-
enne (Ac) et de la surface moyenne en contact entre endosomes (Ad). n=3 expériences, incluant 229 cellules; 1way
ANOVA avec test de comparaison de Tukey.

Barres d'échelle: 10 um. Les cellules sont délimitées par un trait pointillé blanc.

Représentation en superplot avec violinplot: les points a bord noir correspondent aux valeurs d’expériences alors que
les points sans bordure correspondent aux valeurs par cellule. Chaque expérience indépendante est représentée par
une couleur différente.Les traits en pointilles du violinplot correspondent aux quartiles (i.e. 25%, 50%, 75%). Les tests
statistiques sont réalisés sur les moyennes d’expériences.

ns: non significatif

b. Quel est I'impact de MOSPD2 sur [l’activité hydrolytique des
endosomes tardifs ?

Le systéme endosomal tardif correspond a une classe hétérogéne d’organites,
comprenant les endosomes matures (ou MVBs), les endolysosomes et les lysosomes (Barral

et al. 2022). Ces organites sont liés entre eux par un cycle de maturation allant des endosomes
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matures jusqu’aux lysosomes, en passant par état intermédiaire appelé endolysosomes. Ce
cycle régule la capacité de dégradation de matériel endogéne et exogéne, ou les
endolysosomes correspondent aux compartiments les plus actifs (Bright, Davis, and Luzio
2016). Au vu des résultats obtenus, démontrant une altération morphologique importante des
LE, jai voulu regarder les capacités de dégradation de ces organites. Afin d’explorer I'impact
fonctionnel de MOSPD2 sur le systéme endosomal tardif, j’ai analysé I'acidité et les capacités
hydrolytiques de ces organites grace au LysoTracker Red DND-99 et au DQ-Red BSA
respectivement.

Le LysoTracker est une sonde correspondant a une base faible, ayant de I'affinité pour
les compartiments acides. Cette sonde est couramment utilisée afin de marquer les
endosomes tardifs. De maniére pratique, le LysoTracker est ajouté dans le milieu de culture a
100nM, environ 15min avant fixation. Un co-marquage de LysoTracker et de LAMP1 a été
effectué dans les cellules HeLa WT et déficientes pour MOSPD2 afin d’évaluer le nombre
d’endosomes tardifs acides (Figure R6A). Sur ces images, on observe une importante
colocalisation du marquage Lysotracker avec le marqueur LAMP1 dans les cellules WT mais
également dans les cellules MOSPD2 KO, malgré la hausse d’endosomes LAMP1*. Une
quantification du nombre d’endosomes positifs au LysoTracker montre que les cellules
n’exprimant plus MOSPD2 ont un nombre plus important de compartiments acides (Figure
R6B). La taille des objets LysoTracker* étant équivalentes entre les différentes lignées
(données non montrées), ces résultats suggérent une augmentation du volume de
compartiments acides dans les cellules MOSPD2 KO. Il est possible que cette différence de
taille observé entre le marquage LAMP1 et LysoTracker proviennent de la nature de ces
marqueurs. LAMP1 correspond a un marqueur membranaire de surface et se retrouve donc
sur les vésicules et tubules. A I'inverse LysoTracker, réagit avec les protons contenus dans le
lumen, donnant un signal observable selon le volume du lumen et de son acidité. Le ratio
surface/volume des tubules est supérieur a celui des vésicules, par conséquent, le
LysoTracker serait moins apte a marquer ces structures tubulaires, comme observé sur
I'agrandissement (Figure RGA).

L’acidité des endosomes tardifs est le plus souvent corrélée a leur capacité de
dégradation di a la présence d’enzymes actives a pH acide (Saftig and Klumperman 2009).
J’ai donc évalué cette capacité d’hydrolyse en utilisant la sonde DQ-Red BSA. Cette sonde
est capturée par endocytose de phase fluide et lorsqu’elle est dégradée dans un compartiment
actif, celle-ci va émettre de la fluorescence (par phénomene de dequenching). Les lignées
HelLa controles (WT) et n’exprimant plus MOSPD2 (KO#1 et KO#2) ont été incubées pendant
4 heures avec cette sonde a 10 ug/mL avant fixation. Ensuite, le nombre d’objets positifs pour
la sonde DQ-Red BSA a été quantifié par immunofluorescence (Figure R6Ca). Comme

observé avec la sonde LysoTracker, les lignées dépourvues de MOSPD2 présentent un plus
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grand nombre d’organites positifs pour la sonde DQ-Red BSA, en comparaison aux cellules
sauvages (Figure R6CD).

En résumé, la perte d’expression de MOSPD2 induit une augmentation du nombre de
compartiments acides et hydrolytiques, correspondant probablement aux endolysosomes
actifs. Ainsi, la protéine MOSPD2 est capable de moduler un aspect fonctionnel important des
endosomes tardifs, qui est leur capacité hydrolytique. Ces données suggérent que MOSPD2
est impliquée dans la maturation des endosomes tardifs et pourrait réguler la dynamique du

cycle du systéme endosomal tardif.
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Figure R6. MOSPD2 régule le nombre d’endolysosomes actifs.

(A) Images d'immunofluorescence montrant un co-marquage LAMP1 (en magenta) et LysoTracker (en vert) dans des
cellules HeLa WT ou MOSPD2 KO (KO#2). Le panel inset correspond au carré blanc sur le merge. Barres d’échelle: 10
um (2 pm pour l'inset).

(B) Quantification par immunofluorescence des compartiments acides par marquage LysoTracker dans les cellules
HelLa WT ou MOSPD2 KO#1 et KO#2. (Aa) Images représentatives des expériences de quantification des objets
LysoTracker par IF. Représentations en superplot des quantifications du nombre d'objets LysoTracker (Ab). n=3 expéri-
ences, incluant 193 cellules; 1way ANOVA avec test de comparaison de Tukey.

(C) Quantification par immunofluorescence des compartiments dégradatifs par marquage DQ-Red BSA dans les
cellules HeLa WT ou MOSPD2 KO#1 et KO#2. (Ca) Images d’IF représentatives de la quantification d'objets DQ-Red.
(Cb) Superplot représentant le nombre d’objets DQ-Red. n=3 expériences, incluant 169 cellules; 1way ANOVA avec
test de comparaison de Tukey.

Barres d'échelle: 10 um. Les cellules sont délimitées par un trait pointillé blanc.

Représentation en superplot avec violinplot: les points a bord noir correspondent aux valeurs d’expériences alors que
les points sans bordure correspondent aux valeurs par cellule. Chague expérience indépendante est représentée par
une couleur différente.Les traits en pointillés du violinplot correspondent aux quartiles (i.e. 25%, 50%, 75%). Les tests
statistiques sont réalisés sur les moyennes d’expériences.

*: p-value < 0.05
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c. Quel domaine de MOSPD2 est impliqué dans la régulation des
endosomes tardifs ?

Aprés avoir confirmé I'importance de MOSPD2 dans '’homéostasie des endosomes
tardifs, j’ai voulu comprendre comment MOSPD2 est capable de réguler ces organites. Pour
cela, MOSPD2, sous forme sauvage ou mutante, a été réexprimé dans les cellules dépourvues
de MOSPD2 (lignée KO#2), et le phénotype endosomal a été analysé par
immunofluorescence. De maniére pratique, jai quantifié le nombre et la taille moyenne des
endosomes positifs au marqueur LAMP1 grace a un processus d’'image proche de celui
précédemment utilisé (Figure R7).

CSuU-X1 ImageJ StarDist CellProfiler CellProfiler
Acqwsmon of two channels  Z-projection (max Object segmentation Manual cell segmenta- Multiparametric measure-
+ overexpressed intensity), split chan- channel tion on rescaled inten- ments (SizeShape,
protelns) and z-stack nels and denoising on usmg deep learning sity of overexpressed Neighbors) performed for
(1.4pm, step at 0.1um) channel method (home-trained proteins image to obtain  each cell mask on related
model, notebook from cell mask objects  (from
ZeroCostDL4Mic) StarDist)

Figure R7. Etapes principales du processus d'analyse d'images pour la quantification des endosomes
tardifs lors de la surexpression de protéines

Pour évaluer le réle de chaque domaine de la protéine, jai utilisé 5 formes mutantes
de MOSPD2 en plus de la forme sauvage (FL) (Figure R8A et B). Les mutants MOSPD2 AMSP
et RD/LD sont incapables d’interagir avec des protéines a motif FFAT et donc de former des
MCS (Di Mattia et al. 2018). Le mutant MOSPD2 ACRAL-TRIO et le mutant MOSPD2 W201E
ne forment pas des contacts ER-LD (Zouiouich et al. 2022). Le mutant MOSPD2 AH-ACRAL-
TRIO forme toujours ces contacts ER-LD mais ne régule pas le nombre de LDs. Comme
observé auparavant, les cellules de la lignée déficiente pour MOSPD2 (MOSPD2 KO#2)
présentent des endosomes plus nombreux et plus petits que les cellules WT (Figure R8Ca et
Cb). Lorsque I'on réintroduit la forme sauvage de MOSPD2 (FL) dans ces cellules, le nombre
et la taille des LE sont normalisés. En revanche, la surexpression des mutants MOSPD2
AMSP ou MOSPD2 RD/LD ne rétablit ni le nombre ni la taille des endosomes. Ces données
suggeérent que le domaine MSP de MOSPD?2 est indispensable a la fonction de MOSPD2 dans
la régulation du systéme endosomal. A l'inverse, les mutations du domaine CRAL-TRIO (AH-
ACRAL-TRIO et W201E) ou la délétion de ce dernier (ACRAL-TRIO) entrainent un retour a la

normale du nombre d’endosomes. On retrouve également une hausse de la taille moyenne
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des endosomes mais a des degrés différents selon les formes mutantes du CRAL-TRIO. En
effet, le mutant AH-ACRAL-TRIO induit la plus grande hausse de la taille des endosomes alors
que le mutant W201E a un phénotype plus mitigé.

En conclusion, le domaine MSP de MOSPD2, et sa capacité de lier les motifs FFAT,
sont nécessaires pour la fonction endosomale de MOSPD2, alors que le domaine CRAL-TRIO

de la protéine ne semble pas requis.
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Figure R8. Le domaine MSP de MOSPD2 est nécessaire pour restaurer ’lhoméostasie des endosomes tardifs.

(A) Schéma représentant les différents mutants de MOSPD2 utilisés pour la quantification panel (B) et (C).
FL: full length (forme entiére)

(B) Images d'immunoflucrescence représentatives des quantifications de LAMP1 panel (C). mScarlet-MOSPD2 (en
vert) a été transfecté dans des cellules HeLa MOSPD2 KO (KO#2) puis les endosomes tardifs ont été quantifiés par un
marquage LAMP1 (en magenta).

(C) Superplot représentant les quantifications du nombre d’'endosomes tardifs (LAMP1) (Ca) et de leur taille moyenne
(Cb). n=3-6 expériences, incluant 813 cellules; 1way ANOVA avec test de comparaison de Tukey.

Barres d'échelle: 10 um. Les cellules sont délimitées par un trait pointillé blanc.

Représentation en superplot avec violinplot: les points a bord noir correspondent aux valeurs d'expériences alors que
les points sans bordure correspondent aux valeurs par cellule. Chaque expérience indépendante est représentée par
une couleur différente.Les traits en pointillés du violinplot correspondent aux quartiles (i.e. 25%, 50%, 75%). Les tests
statistiques sont réalisés sur les moyennes d’expériences.

*: p-value < 0.05; **: p-value < 0.01; ***: p-value < 0.001
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d. Peut-on retrouver le méme phénotype endosomal en réduisant
I'expression de protéines partenaires de MOSPD2 ?

MOSPD2 permet la formation et le maintien de contacts ER-E en jouant un réle
d’ancrage. Le domaine MSP de cette protéine interagit avec les motifs FFAT de protéines
présentes a la surface des endosomes comme STARD3, STARD3NL, ORP1L ou OSBP (Di
Mattia et al. 2018; 2020). Ces partenaires endosomaux de MOSPD2 sont impliqués dans le
transport de lipides (a I'exception de STARD3NL), et plus particulierement du cholestérol
(Meng et al. 2020). Comme le domaine MSP de MOSPD?2 et sa capacité de lier les motifs
FFAT sont indispensables pour la fonction endosomale de MOSPD2, on peut imaginer que ce
réle de MOSPD?2 soit lié a la formation d’'un complexe protéique avec un de ses partenaires
des endosomes. |l est donc possible que le phénotype observé dans les cellules déficientes
pour MOSPD?2 soit retrouvé dans des cellules n’exprimant plus le partenaire de MOSPD2
impliqué dans la biologie des endosomes.

Afin de tester cette hypothése, jai inhibé I'expression de STARD3, STARD3NL,
ORP1L et OSBP dans des cellules HeLa WT par interférence ARN (knock-down ; KD) en
utilisant des cocktails de siRNA (small interfering RNA), conditions nommées respectivement
siSTARD3, siSTARD3NL, siORP1L et siOSBP (Figure R9Aa et Bb). Puisque VAPA et VAPB
jouent un rbéle d’ancrage similaire a celui de MOSPD2 et interagissent avec les mémes
protéines, jai aussi ciblé I'expression de VAPA et VAPB avec des siRNA afin de tester si le
phénotype endosomal observé est spécifique a MOSPD2. De plus, jai ciblé I'expression de
MOSPD2 avec des siRNA (condition siMOSPD2) comme contrdle positif du phénotype
endosomal. Pour ces expériences, j'ai quantifié le nombre et |a taille des endosomes LAMP1+*.
On peut voir que les cellules siMOSPD2 ont un phénotype similaire a celui des lignées
déficientes en MOSPD2 précédemment utilisées (lignées MOSPD2 KO#1 et KO#2), avec une
hausse du nombre d’endosomes et une diminution de leur taille (panel Ab et Ac). Ce méme
phénotype est retrouvé dans les cellules siSTARDS3, alors que les cellules siSTARD3NL
présentent un défaut seulement sur la taille des endosomes et non leur nombre. A I'opposé,
la perte d’expression dORP1L et OSBP (Figure R9B) n’affecte pas le nombre et la taille des
endosomes. De maniére intéressante, la perte d’expression de VAPA ou de VAPB ne change
pas le nombre d’endosomes et induit une Iégére baisse de leur taille dans le cas des cellules
siVAPB.

En résumé, la perte d’expression de STARD3 et de MOSPD2 conduit a un phénotype
similaire consistant en une augmentation du nombre d’endosomes tardifs et une réduction de
leur taille. Ainsi, STARD3 pourrait étre un partenaire privilégié de MOSPD2 ayant un impact
sur la maturation des endosomes tardifs. De plus, ces données confirment que le phénotype

endosomal est spécifique de MOSPD2, suggeérant que les protéines VAPs et MOSPD2
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possédent des fonctions différentes, probablement liées a des capacités d’interaction

différentes.
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Figure R9. La perte d’expression de STARD3 induit une altération morphologique des endosomes tardifs équiv-
alente a celle de MOSPD2.

(A) Quantification par immunofluorescence des endosomes tardifs par marquage endogéne de LAMP1 dans des
cellules HeLa WT KD par siRNAs pour MOSPD2, STARD3, STARD3NL, VAPA et VAPB. (Aa) Images représentatives
des expériences de quantification des objets LAMP1 par IF. Superplot des guantifications du nombre d’endosomes (Ab)
et de leur taille moyenne (Ac) des cellules HeLa WT KD. n=3 expériences, incluant 672 cellules; 1way ANOVA avec test
de comparaison de Tukey.

(B) Quantification par immunofluorescence des endosomes tardifs par marquage endogéne de LAMP1 dans des
cellules HeLa WT KD par siRNAs pour MOSPD2, ORP1L et OSBP. (Ba) Images représentatives des expériences de
quantification des objets LAMP1 par IF. Représentation en superplot des quantifications du nombre d’endosomes (Bb)
et de leur taille moyenne (Bc) des cellules HeLa WT KD. n=3 expériences, incluant 348 cellules; 1way ANOVA avec test
de comparaison de Tukey.

Barres d'échelle: 10 pm. Les cellules sont délimitées par un trait pointillé blanc.

Représentation en superplot avec violinplot: les points a bord noir correspondent aux valeurs d'expériences alors que
les points sans bordure correspondent aux valeurs par cellule. Chague expérience indépendante est représentée par
une couleur différente.Les traits en pointillés du violinplot correspondent aux quartiles (i.e. 25%, 50%, 75%). Les tests
statistiqgues sont realisés sur les moyennes d'expériences.

ns: non significatif; *: p-value < 0.05; **: p-value < 0.01; ***: p-value < 0.001

e. Est-ce que la présence de STARD3 est nécessaire pour que
MOSPD2 puisse réguler les endosomes tardifs ?

Les résultats obtenus précédemment nous montrent que les cellules n’exprimant plus
MOSPD2 ou STARD3 possédent un phénotype associé aux endosomes tardifs trés similaire.
Ces deux protéines étant capables d’interagir ensemble, ces données suggérent que le
phénotype observé dans les cellules n’exprimant plus MOSPD2 provient de I'absence de
formation du complexe STARD3:MOSPD?2 a I'interface entre le ER et les endosomes.

Dans le but d’évaluer si la présence de STARD3 est nécessaire a la fonction de
MOSPD2 au niveau des endosomes, j'ai réalisé des expériences de sauvetage de la fonction
de MOSPD2 en absence de STARD3. Pour cela, jai inhibé I'expression de STARD3 grace a
des ARN interférents (siSTARD3) dans une lignée déficiente pour MOSPD2 (MOSPD2 KO#2)
(Figure R10Aa) puis j'ai réexprimé soit un marqueur du ER (mScarlet-ER) comme controle,
soit la protéine MOSPD2 (mScarlet-MOSPD2). J'ai ensuite quantifié le nombre et la taille
moyenne des endosomes tardifs via un marquage de LAMP1 (Figure R10Ab et Ac). Tout
d’abord, la perte d’expression de STARD3, STARD3NL ou de ORP1L dans une lignée
déficiente pour MOSPD2 ne change pas le nombre d’endosomes ni leur taille (condition
contréle mScarlet-ER). Il n'y a pas d’effet cumulatif associé a la perte d’expression de
MOSPD2 et STARDS3, confortant I'hypothése que le phénotype observé dépend de
linteraction entre ces deux protéines. La réintroduction de MOSPD2 dans les cellules
MOSPD2 KO#2 siCtrl restaure le nombre d’endosomes et leur taille, comme précédemment
observé (Figure R8). Ce retour a la normale est également observé en absence de STARD3NL
et ORP1L (conditions siSTARD3NL et siORP1L) pour le nombre d’endosomes. En revanche,

la surexpression de MOSPD2 dans les cellules siSTARD3 n’induit aucune normalisation des
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deux parameétres étudiés. Ces résultats nous montrent que la capacité de MOSPD2 a réguler
les endosomes tardifs dépend de la présence de STARD3. L'interaction entre ces deux
protéines semblent bien responsable du défaut associé aux endosomes tardifs.

Des données in vitro publiées récemment par I'équipe montrent que MOSPD2 posséde
une meilleure affinité pour STARD3 que les deux protéines VAPs (Di Mattia et al. 2020). Il est
probable que cette différence d’affinité in vitro puisse se traduire in vivo par une interaction
plus stable de STARD3 avec MOSPD2 qu’avec les protéines VAPs. Afin d’évaluer l'affinité
des protéines VAPs et de MOSPD2 pour STARD3 dans un modele cellulaire, j'ai effectué des
expériences de redistribution de fluorescence aprés photoblanchiment (FRAP ; Fluorescence
Recovery After Photobleaching) (Figure R10B). Cette technique de microscopie consiste a
blanchir le signal de fluorescence en envoyant des impulsions laser a haute énergie sur une
zone choisie de I'échantillon, puis a observer le retour de la fluorescence au cours du temps ;
ce retour de fluorescence correspond au déplacement de molécules fluorescentes de la zone
de I'échantillon non blanchie vers la zone blanchie. Pour cette expérience, j'ai coexprimé GFP-
VAPA, GFP-VAPB ou GFP-MOSPD2 avec mCherry-STARD3 dans des cellules COS-7. Ces
cellules sont de grande taille et allongées, ce qui facilite 'analyse des données de FRAP. Dans
notre cas, la surexpression des VAPs et MOSPD2 avec STARD3 conduit a un enrichissement
de ces protéines au niveau de contacts ER-E (Di Mattia et al. 2018; Alpy et al. 2013) (panel
Ba). Le signal GFP au niveau des contacts a été photoblanchi ; 'observation du retour de
fluorescence de la GFP dans la zone photoblanchie rend compte de la vitesse de diffusion des
protéines GFP* vers les contacts ER-E. La stabilité du signal GFP au cours du temps a été
contrélée sur des endosomes non photoblanchis et reste identique sur la durée de I'expérience
(données non montrées). Au bout de 20 secondes, le niveau de fluorescence de la protéine
GFP-MOSPD2 revient a environ 55% du signal initial, alors que I'intensité de fluorescence de
GFP-VAPA et GFP-VAPB reviennent a respectivement 70% et 80% du niveau initial (panel
Bb). De méme, la moitié du signal initial est récupérée en environ 3 secondes pour GFP-VAPA
et 2 secondes pour GFP-VAPB, contre environ 14 secondes pour GFP-MOSPD2. Ces
données montrent que la protéine MOSPD2 diffuse moins vite que les protéines VAPs au
niveau de ces contacts ER-E créées par STARD3, ce qui suggére que MOSPD2 forme des
interactions plus stables avec STARD3.

En conclusion, la régulation du systtme endosomal par MOSPD2 dépend de la
présence de STARD3. De plus, MOSPD2 semble posséder une meilleure affinité in vivo pour
STARD3 que les protéines VAPs. Cette différence d’affinité d'interaction pourrait expliquer
pourquoi les protéines VAPs ne sont pas capables de compenser la perte de MOSPD2 au
niveau endogéne. Ces données confortent I'hypothése selon laquelle MOSPD2 interagit
préférentiellement avec STARD3 et que le défaut endosomal observé dans les cellules

déficientes en MOSPD2 provient de la perte de fonction du complexe MOSPD2:STARD3.
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Figure R10. La présence de STARD3 est indispensable pour que MOSPD2 puisse restaurer ’homéostasie des
endosomes tardifs.

(A) Quantification par immunofluorescence des endosomes tardifs par marquage endogéne de LAMP1 dans les
cellules HeLa MOSPD2 KO (KO#2) et KD par siRNA pour STARD3, STARD3NL ou ORP1L. Un marqueur du RE
(mScarlet-ER) ou MOSPD2 (mScarlet-MOSPD2) ont ensuite été exprimés transitoirement. (Aa) Images d'immunofluo-
rescence de la quantification LAMP1 (en magenta) montrant les conditions surexprimant MOSPD2 (en vert). Superplot
des quantifications du nombre d’endosomes (Ab) et de leur taille moyenne (Ac). n=3 expériences, incluant 335 cellules;
1way ANOVA avec test de comparaison de Tukey.

(B) Analyse de FRAP dans des cellules COS-7 surexprimant mCherry-STARD3 avec GFP-VAPA ou GFP-MOSPD2. Le
signal GFP est photoblanchi a t0, des images sont prises toutes les 250ms pendant 5s puis toutes les 1s pendant 15s.
(Ba) Images représentatives de zones blanchies pour chaque condition. Barres d'échelles: 2 um. (Bb) Représentation
en lineplot avec écart-type des résultats de FRAP. n=2 expériences, incluant 41 endosomes pour GFP-VAPA, 23 pour
GFP-VAPB et 47 pour GFP-MOSPD2. Les traits pointillés correspondent au temps nécessaire pour récupérer 50% du
signal initial.

Barres d’'échelle: 10 um. Les cellules sont délimitées par un trait pointillé blanc.

Représentation en superplot avec violinplot: les points a bord noir correspondent aux valeurs d’expériences alors que
les points sans bordure correspondent aux valeurs par cellule. Chaque expérience indépendante est représentée par
une couleur différente.Les traits en pointillés du violinplot correspondent aux quartiles (i.e. 25%, 50%, 75%). Les tests
statistiques sont réalisés sur les moyennes d’expériences.

ns: non significatif; **: p-value < 0.01
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f. Est-ce que la perte d’expression de MOSPD2 ou de STARD3 affecte
la localisation du cholestérol endosomal ?

STARDS est une protéine connue pour ses capacités a transférer du cholestérol entre
le ER et les endosomes via son domaine START (Wilhelm et al. 2017). Sa surexpression
entraine la formation d’endosomes matures riches en cholestérol que I'on retrouve au niveau
de vésicules intraluminales. Au vu du réle de STARD3 et de la dérégulation du systéme
endosomal tardif dans les cellules n’exprimant plus MOSPD2 ou STARDS, jai voulu
investiguer la localisation du cholestérol dans ces organites dans les modéles de perte de
fonction. En effet, la perte du complexe MOSPD2:STARD3 pourrait avoir des conséquences
sur la redistribution du cholestérol intracellulaire car STARD3 ne pourrait plus remplir sa
fonction de transfert de cholestérol entre le ER et les LE, via son domaine START.

Pour étudier cette hypothese, j'ai effectué un co-marquage de LAMP1 et du cholestérol
marqué avec la filipin, une sonde fluorescente d’origine naturelle se liant au cholestérol libre.
Par immunofluorescence, jai pu analyser l'intensité de la filipin par cellule, au niveau des
endosomes tardifs, et ainsi comparer la distribution endosomale du cholestérol entre

différentes conditions (Figure R11).

SP8-UV ImageJ CellProfiler CellProfiler CellProfiler
Acquisition of two chan- Split channels, no Manual cell segmenta- Object segmentatlon using  Multiparametric  measure-
nels ( + filipin) on image processing tion on rescaled inten- CellProfiler  IdentifyPrima- ments (Intensity, SizeShape)

single plane sity of filipin image to ryObjects module on performed on each cell mask
obtain cell mask image in cell masks and their related
to obtain cell-related | A objects in filipin channel
objects

Figure R11. Etapes-clés du processus d'analyse d'images pour la quantification de la sonde filipin.

Dans un premier temps, j’ai analysé la distribution du cholestérol dans les cellules
HelLa WT et les cellules déficientes pour MOSPD2 (Figure R12Aa et Ab). Dans les cellules
n’exprimant plus MOSPD2, le marquage du cholestérol avec la filipin est plus hétérogéne et
présente une texture plus granuleuse. Ces pics d’intensité de fluorescence de la sonde
colocalisent pour la plupart d’entre eux avec le marquage LAMP1. La mesure d’intensité de la
filipin confirme que le cholestérol est augmenté au niveau des endosomes tardifs dans les
lignées déficientes en MOSPD2 (panel Ac). Ces données montrent que la protéine MOSPD2
est impliquée dans la régulation du transport du cholestérol endosomal.

De maniére intrigante, les endosomes observés par microscopie électronique dans des

cellules siMOSPD2 sont peu denses aux électrons avec quelques vésicules intraluminales de
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petites tailles (Di Mattia et al. 2018). Cette hausse de marquage filipin au niveau endosomal
pourrait provenir d’'une accumulation de cholestérol a la membrane limitante des endosomes
plutét que d’'une accumulation de cholestérol dans les membranes intraluminales. Afin de
tester cette hypothése, jai transfecté des cellules HeLa WT et les deux lignées dépourvues
de MOSPD2 avec un plasmide exprimant la protéine mCherry-D4H (Figure R12B). La D4H
est un domaine modifié d’'une toxine liant le cholestérol, la perfringolysine O (PFO) (Maekawa
and Fairn 2015). Cette mutation permet a cette sonde de se lier a une membrane a partir d’'une
concentration en cholestérol de 20mol % contre 30mol % pour la forme sauvage du domaine
(Maekawa 2017). Dans les cellules WT, la sonde mCherry-D4H présente un marquage
majoritairement diffus. En revanche, un marquage ponctiforme/circulaire pouvant
correspondre a des endosomes était plus fréquemment observé dans les lignées déficientes
pour MOSPD2 (KO#1 et KO#2), suggérant une accumulation de cholestérol a la membrane
limitante d’organites.

L’expression de la sonde étant assez faible, jai utilisé une autre méthode afin de
confirmer la nature de ces organites et 'accumulation de cholestérol intracellulaire. Je me suis
servi de la protéine recombinante GFP-D4 afin de marquer les membranes riches en
cholestérol, combiné a différents marqueurs d’endosomes tardifs dans le but de confirmer la
nature des organites (Figure R12C). Pour cela, les cellules sont fixées a la paraformaldéhyde
(PFA) puis perméabilisées grace a un bain rapide dans de I'azote liquide. Cette méthode
permet de perméabiliser la membrane plasmique tout en limitant les dommages associés a la
membrane des endosomes (Lim et al. 2019). La sonde GFP-D4 est ensuite ajoutée aprés
blocage a la BSA, puis fixée par PFA. Des marquages supplémentaires de la protéine LAMP1
avec des anticorps, et des compartiments acides (endolysosomes/lysosomes) avec la sonde
LysoTracker ont été effectués afin de visualiser les endosomes tardifs. Dans les cellules HelLa
WT, on observe un marquage de la surface d’'une minorité d’endosomes tardifs par la sonde
GFP-D4, que ce soit pour des endosomes positifs a LAMP1 ou au LysoTracker (panel Ca). La
sonde GFP-D4 semble globalement marquer peu d’endosomes tardifs. En revanche, dans la
lignée déficiente pour MOSPD2 (KO#2), le marquage de la sonde D4 est plus présent, plus
intense et se retrouve a la surface de nombreux endosomes tardifs positifs a LAMP1 ou au
LysoTracker. Ces données confirment que les organites marqués par la mCherry-D4H dans
les cellules n'exprimant plus MOSPD2 sont bien des endosomes tardifs, positifs a LAMP1
et/ou LysoTracker.

De maniére intrigante, la GFP-D4 semble mieux colocaliser avec la sonde LysoTracker
que le marquage LAMP1. |l est possible que la perméabilisation au bain d’azote limite 'accés
de l'anticorps anti-LAMP1 a son épitope, alors que la sonde LysoTracker, incubée sur cellules
vivantes, diffuse librement aux endosomes (Duvvuri et al. 2004). Pour cette raison, j'ai utilisé

un masque LysoTracker plutét que LAMP1 afin de quantifier I'intensité du marquage de la
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sonde GFP-D4 aux endosomes tardifs via un processus d’analyse proche de celui utilisé pour
la filipin (panel Cb). On observe sur cette quantification que l'intensité du signal GFP-D4 aux
endosomes tardifs est bien plus importante dans les cellules déficientes en MOSPD2
comparées aux cellules sauvages. Ces données confirment que la perte d’expression de
MOSPD2 induit une relocalisation du cholestérol au niveau de la membrane limitante des

endosomes tardifs.
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Figure R12. La perte d’expression de MOSPD2 induit une hausse de cholestérol a la surface des endosomes tardifs.

(A) Quantification par immunofluorescence du cholestérol par marquage filipin dans les endosomes tardifs (LAMP1) dans
les cellules HeLa WT ou MOSPD2 KO (KO#1 et KO#2). (Aa) Images représentatives de la quantification de la filipin (en
cyan) dans les endosomes tardifs (en magenta). Barres d'échelle: 10 um. Quantifications représentées en superplot de
l'intensité de la filipin dans un masque des cellules (Ab) ou dans un masque correspondant aux endosomes tardifs (Ac). n=3
expériences, incluant 158 cellules; 1Tway ANOVA avec test de comparaison de Tukey.

(B) Images d'immunofluorescence correspondant a des cellules HeLa WT ou MOSPD2 KO (KO#1 et KO#2) exprimant
transitoirement la sonde mCherry-D4H. Barres d'échelle: 10 pm.

(C) Quantification de la sonde recombinante GFP-D4 marquant les membranes riches en cholestérol dans des cellules HelLa
WT ou MOSPD2 KO (KO#2). (Ca) Images d'immunofluorescence montrant la sonde GFP-D4 (en vert) avec un co-marquage
des endosomes tardifs via LAMP1 (en violet) et LysoTracker (en orange). Le panel inset correspond au carré blanc sur le
merge. Barres d’échelle: 10 pm (2 pm pour linset). (Cb) Superplot représentant la quantification de l'intensité de la sonde
GFP-D4 au niveau des endosomes tardifs (masque LysoTracker). n=3 expériences, incluant 186 cellules; paired T-test.

*: p-value < 0.05; **: p-value < 0.01; ***: p-value < 0.001
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A la suite de ces résultats, jai voulu savoir si la relocalisation du cholestérol est
présente également dans les cellules dépourvues de protéine STARDS3. En effet, la perte
d’expression de MOSPD2 et STARD3 conduit au méme phénotype endosomal, soit une
hausse du nombre de LE et une diminution de leur taille (Figure R9). De plus, la régulation
des LE par MOSPD2 nécessite la présence de STARD3 (Figure R10). Au vu de ces données,
il est probable que la redistribution du cholestérol aux endosomes soit aussi partagée avec
STARD3 de maniére spécifique. Pour tester cette hypothése, la localisation subcellulaire du
cholestérol a été analysée a l'aide de la filipin en combinaison avec un marquage LAMP1,
dans différentes cellules Hel a traitées par un cocktail de siRNA. L'expression de la protéine
STARDS a été inhibée (siSTARD3), de méme que MOSPD?2 utilisée ici comme contréle positif
(siMOSPD2). L'expression de STARD3NL (siSTARD3NL) et VAPA (siVAPA) ont également
été réduites (Figure R13Aa et Ab). Ces deux protéines ne partagent pas le méme phénotype
endosomal LAMP1 que MOSPD2 et STARD3 (Figure R9) et servent ici de contréles négatifs.
Comme attendu, la perte d’expression de MOSPD2 induit une hausse du marquage filipin au
niveau des endosomes tardifs (Figure R13Ac). Le méme phénoméne est observé dans les
cellules n’exprimant plus STARD3. En revanche, les lignées siSTARD3NL et siVAPA ne
présentent pas d’altérations significatives de la localisation du cholestérol en comparaison aux
deux lignées contrdles siCtrl et WT. Ces résultats suggérent une redistribution du cholestérol
au niveau des endosomes tardifs suite a la perte d’expression de STARD3.

Afin de savoir si la redistribution du cholestérol dans les cellules n’exprimant plus
STARDZ3 provient, comme pour les cellules déficientes en MOSPD2, d’'une accumulation a la
membrane limitante des endosomes, la sonde recombinante GFP-D4 a été utilisée (Figure
R13B). Le méme protocole que décrit précédemment a été appliqué, c’est-a-dire un co-
marquage GFP-D4 avec la sonde LysoTracker (panel Ba). La lignée déficiente en MOSPD2
(KO#2) montrait une accumulation de la sonde GFP-D4 aux endosomes tardifs (Figure R12C).
Ce méme phénotype est retrouvé dans les cellules siMOSPD2, avec un marquage intense a
la GFP-D4 aux endosomes et également une hausse du nombre de compartiments acides,
positifs au LysoTracker (Figure R13Bb et Bc). Par ailleurs, cette expérience montre que les
cellules dépourvues de STARD3 présentent plus de LE positifs pour la sonde LysoTracker
que les cellules contréles ; ce phénotype est similaire a celui des cellules n’exprimant plus
MOSPD2 (panel Bb). De plus, une forte accumulation de la sonde GFP-D4 a la surface des
endosomes tardifs est observée, confirmant I'enrichissement en cholestérol vu grace la sonde
filipin (panel Bc). La relocalisation du cholestérol a la membrane limitante des endosomes
tardifs associée a la perte d’expression de MOSPD2 ou de STARDS3 a également été observée
dans une autre lignée cellulaire, les cellules HCC1954 (carcinome du sein HER2+) (données

non montrées). La régulation du cholestérol endosomal médiée par MOSPD2 et STARD3 n’est

89



RESULTATS

donc pas une fonction spécifique aux cellules HeLa mais semble étre un mécanisme partagé
par d’autres types cellulaires.

En conclusion, MOSPD2 et STARD3 sont toutes les deux impliquées dans la régulation
du cholestérol endosomal et des modéles de perte de fonction de ces deux protéines
présentent le méme phénotype de redistribution subcellulaire du cholestérol. L’impact sur le
cycle de maturation des endosomes tardifs semble également étre un point commun a ces
deux protéines, comme observé par I'augmentation de compartiments acides. STARD3 étant
un transporteur de cholestérol, ces données suggeérent que I'interaction de cette protéine avec
MOSPD2, en plus de former des contacts ER-E, permet de réguler le cholestérol a cette
interface. D’autres expériences sont nécessaires afin de comprendre si le défaut de
localisation du cholestérol a la membrane limitante est la cause ou une conséquence des
altérations morphologiques et fonctionnelles des endosomes tardifs observées dans les
cellules déficientes en MOSPD2 ou STARD3.
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Figure R13. La perte d'expression de MOSPD2 ou de STARD3 entraine une relocalisation subcellulaire du
cholestérol a la membrane limitante des endosomes tardifs.

(A) Quantification par immunofluorescence du cholesterol par marquage filipin dans les endosomes tardifs (LAMP1) dans
les cellules HeLa WT knocked-down par siRNAs pour MOSPD2, STARD3, STARD3NL et VAPA. (Aa) Images représenta-
tives de la quantification de la filipin (en cyan) dans les endosomes tardifs (en magenta). Barres d'échelle: 10 pm. Quantifica-
tions représentées en superplot de l'intensité de la filipin dans un masque des cellules (Ab) ou dans un masque correspon-
dant aux endosomes tardifs (Ac). n=3 expériences, incluant 349 cellules; Tway ANOVA avec test de comparaison de Tukey.

(B) Quantification par immunoflucrescence du cholestérol aux endosomes tardifs et des compartiments acides dans les
cellules HeLa WT knocked-down par siRNAs pour MOSPD2 et STARD3. (Ba) Images d'immunofluorescence montrant le
co-marquage GFP-D4 (en vert) avec LysoTracker (en magenta) réalisé dans les conditions siCtrl, siMOSPD2 et siSTARD3
(Bb) Superplot représentant la quantification du nombre d'objets LysoTracker dans les cellules HeLa WT KD. n=4 expérienc-
es, incluant 448 cellules. 1way ANOVA avec test de comparaison de Tukey. (Bc) Représentation en superplot de la quantifi-
cation de l'intensité de la sonde recombinante GFP-D4 au niveau des endosomes tardifs marqués au LysoTracker. n=3,
incluant 334 cellules. 1way ANOVA avec test de comparaison de Tukey.

ns: non significatif; *: p-value < 0.05; **: p-value < 0.01; ***: p-value < 0.001

g. Peut-on outrepasser I’absence de MOSPD2 en for¢ant I’interaction
des VAPs avec STARD3 ?

Comme vu précédemment avec les données de FRAP, les complexes
MOSPD2:STARD3 sont plus stables que les complexes VAPs:STARD3 (Figure R10B). Cette
différence d’affinité concorde avec les données obtenues in vitro, démontrant une meilleure
affinité de STARD3 avec MOSPD2 (Di Mattia et al. 2020). Cette différence d’interaction
pourrait expliquer la diminution des sites de contact ER-E précédemment observée dans les
cellules siMOSPD2 (Di Mattia et al. 2018). En effet, au niveau endogene, STARD3 interagirait
de maniére préférentielle avec MOSPD2, permettant ainsi la formation de contacts ER-E et un
transport de cholestérol. Dans ce cas, I'inhibition de I'expression de MOSPD2 conduirait a la
perte des contacts ER-E médiés par STARD3 et un défaut de transport de cholestérol. Lors
des interactions médiées par leur domaine MSP, les protéines VAPs et MOSPD2 jouent des
réles similaires correspondant a une fonction d’ancrage et pourraient donc, théoriquement, se
substituer entre elles. Cette redondance entre les VAPs et MOSPD2 suggére que la perte de
MOSPD2 pourrait étre compensée par l'interaction forcée de VAPA et VAPB avec STARDS.

Afin de tester la redondance d’interaction des protéines VAPs et MOSPD2, j’ai forcé la
formation de MCS entre le ER et les endosomes tardifs en surexprimant différentes formes de
STARD3 dans des cellules n’exprimant plus MOSPD2 (Figure R14Aa). Le nombre et la taille
des endosomes tardifs ont été quantifiés par IF grace a un marquage LAMP1 (panel Ab et Ac).
La forme STARD3 FL correspond a la forme sauvage et est capable de normaliser le nombre
d’endosomes. La taille des endosomes est cependant fortement augmentée, un phénotype
connu de la surexpression de STARD3 (Alpy et al. 2013). Le mutant STARD3 SP/DA
correspond a une forme active du motif phospho-FFAT de STARD3, faisant de nombreux

contacts ER-E (Di Mattia et al. 2020). Cette protéine mutante se comporte comme la forme
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sauvage, c’est-a-dire normalise le nombre d’endosomes et augmente leur taille moyenne. En
revanche, le mutant STARD3 S209A, une forme inactive du phospho-FFAT, incapable
d’interagir avec les domaines MSP, n’est pas en mesure de normaliser le nombre
d’endosomes. Ces données nous montrent que le phénotype associé a la perte d’expression
de MOSPD2 peut étre régulé en forcant les MCS médiés par STARD3. Le mécanisme
moléculaire effectué par MOSPD2 a cette interface ER-E est partagée par les protéines VAPs,
en revanche ces protéines différent par leur affinité d’interaction pour STARDS3.

Dans les cellules Hela, les protéines VAPs sont retrouvés en excés a la surface du
ER en comparaison a leurs partenaires d'interaction tels que STARD3 (Nagaraj et al. 2011).
La surexpression de VAPA ne devrait donc pas modifier I'équilibre d’interaction ER-E. Afin de
confirmer cela, VAPA a été surexprimé dans une lignée déficiente en MOSPD2 (KO#2).
Comme attendu, cette surexpression de VAPA ne permet pas de normaliser le nombre
d’endosomes tardifs (ni leur taille) (panel Ab et Ac). Ces résultats confortent I'idée que les
protéines VAPs ne sont pas le facteur limitant dans la formation de ces MCS et que le
phénotype associé aux cellules déficientes en MOSPD2 provient d’'un défaut de contacts ER-
E médiés par le complexe MOSPD2:STARD3.

h. Peut-on normaliser les endosomes tardifs dans les cellules
n’exprimant plus MOSPD2 en forgant le transport de cholestérol
hors des endosomes ?

En forgant la formation de contacts ER-E médiés par STARD3 dans des cellules
déficientes en MOSPD2, le phénotype endosomal est modifié (Figure R14). Ces données nous
montrent que restaurer l'interface ER-E est important pour réguler les endosomes tardifs dans
ces cellules. En revanche, ces résultats ne nous permettent pas de savoir quel mécanisme
moléculaire au niveau des structures ER-E est responsable de la normalisation du phénotype
endosomal. Au vu de I'accumulation de cholestérol aux endosomes tardifs précédemment
observé dans les cellules déficientes en MOSPD2 et STARD3 (Figure R13) et du réle de
transport de cholestérol médié par cette derniére, il est probable que les contacts ER-E médiés
par STARD3 régulent les endosomes en diminuant leur composition en cholestérol. Afin de
tester l'importance du transport de cholestérol dans la régulation des LE, un mutant de
STARD3 n’ayant plus le domaine START (ASTART), permettant le transport de cholestérol, a
été exprimé dans des cellules déficientes en MOSPD2. Les endosomes tardifs ont ensuite été
quantifiés par IF via un marquage LAMP1 (Figure R14Aa). Ce mutant ASTART est incapable
de transporter du cholestérol mais forme toujours des contacts ER-E (Alpy et al. 2013). De
maniéere intéressante, ce mutant n’est pas capable de normaliser complétement le nombre
d’endosomes positifs a LAMP1 dans les cellules déficientes en MOSPD2, mais présente un
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sauvetage partiel (panel Ab). De méme, en comparaison a la protéine STARD3 FL, la forme
mutante ASTART n’induit pas une hausse importante de la taille des endosomes (panel Ac).
Ces résultats suggérent que la fonction de transport de cholestérol médié par STARD3 pourrait
étre importante dans la régulation des endosomes tardifs. Afin d’étudier plus en profondeur
limportance de la régulation du cholestérol sur le défaut endosomal, la protéine ORP2 a été
surexprimée. ORP2 est une protéine cytosolique, impliquée dans un contre-échange de lipides
cholestérol/PI(4,5)P2 des endosomes vers la membrane plasmique (H. Wang et al. 2019). La
perte d’expression de ORP2 entraine une accumulation de cholestérol a la membrane
limitante des endosomes tardifs (Takahashi et al. 2021). Cette protéine est donc impliquée
dans l'efflux de cholestérol des endosomes tardifs. Sa surexpression dans les cellules
déficientes en MOSPD2 entraine un retour a la normale du nombre d’endosomes et une
augmentation de leur taille (Figure R14Ab et Ac). La normalisation du nombre d’endosomes
semble en revanche moins importante que lors de la surexpression de la forme entiére de
STARD3 (FL). Ces données suggéerent que le défaut endosomal observé dans les cellules
n'exprimant plus MOSPD2 peut étre compensé par I'export de cholestérol hors des
endosomes tardifs.

En conclusion, la perte d’expression de MOSPD2 peut étre compensée en forgant
l'interaction des protéines VAPs avec les endosomes tardifs via la surexpression de STARD3.
Ces données soulignent que contrairement a son interaction avec STARD3 qui semble
spécifique, le role effectué par MOSPD2 aux contacts ER-E ne I'est pas. MOSPD2 et les VAPs
sont des protéines ayant un mécanisme d’interaction redondant mais qui se distinguent par
leur affinité d’interaction a une méme protéine. De plus, 'accumulation de cholestérol observée
a la membrane limitante semble jouer un réle important dans ce phénotype endosomal. En
effet, la surexpression du mutant ASTART ne permet pas de corriger complétement le défaut
endosomal malgré la hausse de contacts ER-E alors que I'expression de la protéine ORP2,

capable d’exporter le cholestérol hors des endosomes, normalise ce phénotype.
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Figure R14. L’absence de MOSPD2 peut étre compensée en surexprimant des protéines partenaires fonction-
nelles.

(A) Quantification par immunofluorescence des endosomes tardifs par marquage endogéne de LAMP1 dans les
cellules HeLa WT transfectées avec différentes formes de STARD3, ORP2 ou VAPA. (Aa) Images d’'immunofluores-
cence représentant les expériences de quantification avec LAMP1 (en magenta) et les protéines surexprimées (en
vert). Représentations en superplot des quantifications du nombre d’endosomes (Ab) et de leur taille moyenne (Ac).
n=3-4 expériences, incluant 656 cellules; 1way ANOVA avec test de comparaison de Tukey.

Barres d’échelle: 10 pm. Les cellules sont délimitées par un trait pointillé blanc.

Représentation en superplot avec violinplot: les points a bord noir correspondent aux valeurs d’expériences alors que
les points sans bordure correspondent aux valeurs par cellule. Chague expérience indépendante est représentée par
une couleur différente.Les traits en pointillés du violinplot correspondent aux quartiles (i.e. 25%, 50%, 75%). Les tests
statistiques sont réalisés sur les moyennes d’expériences.

ns: non significatif; ***: p-value < 0.001

i. Quelles sont les conséquences fonctionnelles de la surexpression
de MOSPD2 et de STARD3 sur les endosomes tardifs ?

La perte d’expression de MOSPD2 et de STARD3 induit une augmentation du nombre
de compartiments acides et hydrolytiques, correspondant essentiellement aux endolysosomes
(Bright, Davis, and Luzio 2016). A l'inverse, la surexpression de STARD3 induit la formation
d’endosomes matures, riches en cholestérol et en vésicules/membranes intraluminales (Alpy

et al. 2013; Wilhelm et al. 2017). STARDS favorise la formation d’endosomes matures, ce qui
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pourrait se faire au dépend de la maturation vers les endolysosomes. Pour tester cette
hypothése, j'ai surexprimé STARD3, MOSPD2 ou un marqueur du ER dans des HeLa WT et
j’ai quantifié le nombre de compartiments acides (LysoTracker, Figure R15A) et le nombre de
compartiments hydrolytiques (DQ-Red BSA, Figure R15B) correspondant aux endolysosomes
actifs.

Dans les cellules exprimant GFP-MOSPD2, on trouve des niveaux comparables
d’endosomes positifs au LysoTracker et au DQ-Red par rapport a la condition controle GFP-
ER (panel Ab et Bb). La surexpression de MOSPD2 ne change donc pas le nombre
d’endolysosomes ni leur taille (panel Ac et Bc). En revanche, les cellules exprimant GFP-
STARD3 présentent une baisse du nombre de compartiments acides et hydrolytiques, avec
une tendance a la hausse de leur taille moyenne. Malgré cette hausse, 'aire totale représentée
par les compartiments LysoTracker* et DQ-Red* reste plus faible dans les cellules exprimant
GFP-STARD3 que dans les autres conditions (données non montrées).

Ces résultats montrent que la formation d’endosomes matures médiée par STARD3
se fait au dépend des endolysosomes. Il existe donc un équilibre dynamique entre les
différents compartiments du systéme endosomal tardif qui peut étre contrebalancé par la
surexpression de STARD3. En revanche, la surexpression de MOSPD2 ne modifie pas cet
équilibre. Ces données supportent I'idée selon laquelle MOSPD2 n’est pas le facteur limitant
dans la formation de ces contacts ER-E et que sa capacité a réguler les endosomes tardifs
dépend de la disponibilité de STARDS3.
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Figure R15. La surexpression de STARD3 et non de MOSPD2 induit une altération fonctionnelle des endo-
somes tardifs.

(A) Quantification par immunofluorescence des compartiments acides par marquage LysoTracker dans des cellules
HelLa WT surexprimant un marqueur du RE, MOSPD2 ou STARD3 (Aa) Images dimmunofluorescence montrant le
co-marquage LysoTracker (en magenta) et les protéines GFP- surexprimées (en vert). Représentations en superplot
demontrant le nombre d'objets LysoTracker (Ab) et leur taille moyenne (Ac). n=3 expériences, incluant 193 cellules;
1way ANOVA avec test de comparaison de Tukey.

(B) Quantification par immunofluorescence des compartiments hydrolytiques par marquage DQ-Red BSA dans des
cellules HeLa WT surexprimant un marqueur du RE, MOSPD2 ou STARD3 (Ba) Images dimmunofluorescence mon-
trant le co-marquage DQ-Red (en magenta) et les protéines GFP- surexprimées (en vert). Représentations en superplot
démontrant le nombre d'objets DQ-Red (Bb) et leur taille moyenne (Bc). n=3 expériences, incluant 132 cellules; 1way
ANOVA avec test de comparaison de Tukey.

Barres d'échelle: 10 pm. Les cellules sont délimitées par un trait pointillé blanc.

Représentation en superplot avec violinplot: les points a bord noir correspondent aux valeurs d'expériences alors que
les points sans bordure correspondent aux valeurs par cellule. Chague expérience indépendante est représentée par
une couleur différente.Les traits en pointillés du violinplot correspondent aux quartiles (i.e. 25%, 50%, 75%). Les tests
statistiqgues sont realisés sur les moyennes d'expériences.

ns: non significatif; **: p-value < 0.01
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C. Matériel et méthodes

Liste des réactifs d’immunofluorescence :

Réactif Référence Protocole d'utilisation
anti-LAMP1 H4A3 DSHB Dilution au 1/100 dans du PBS BSA 1%, incubation 2h a
température ambiante
anti-EEA1 610457 BD | Dilution au 1/1000 dans du PBS BSA 1%, incubation 2h a
Biosciences température ambiante
anti-LBPA 6C4 Dilution a 10pg/mL dans du PBS BSA 1%, incubation 2h a
température ambiante (Kobayashi et al. 1998)
anti-STARD3 | pAbMLNG64-Nt- | Dilution au 1/2000 dans du PBS BSA 1%, incubation 2h a
1611 température ambiante (Alpy et al. 2001)
GFP-D4 Produite au | Dilution au 1/200 dans du PBS BSA 1%, incubation 2h a
laboratoire température ambiante (Wilhelm et al. 2017)
(Ohno-lwashita
et al. 2004)
DQ-Red BSA | D12051 Dilution a 10ug/mL (stock dans du PBS 1X) dans un milieu de
Thermo culture cellulaire, incubation 4h avant fixation
LysoTracker L7528 Thermo | Dilution a 100nM dans un milieu de culture cellulaire,
Red DND-99 incubation 15min avant fixation
Filipin F-9765 Sigma | Dilution & 0.1mg/mL dans du DMSO, incubation 30min aprés

fixation (Wilhelm et al. 2017)

Protocole immunofluorescence

Les cellules ont été cultivées sur des lamelles de verre pendant 48h, puis fixées a la

paraformaldéhyde (PFA) 4% dans du PBS pendant 15min. Ensuite, les cellules sont lavées

au PBS 1X deux fois, puis perméabilisées a la filipin pendant 20min. Aprés deux lavages au

PBS 1X, les cellules sont incubées dans du PBS BSA 1% pendant 30min avant ajout des

anticorps primaires (anti-EEA1, anti-LAMP1, anti-STARD3) pendant 2h a température

ambiante. Pour I'anticorps anti-LBPA, les cellules ont été perméabilisées avec de la digitonine

a 50ug/mL pendant 5min. Les cellules sont ensuite lavées deux fois, puis les anticorps

secondaires (gamme AlexaFluor de Thermo Fisher) sont ajoutés pendant 1h. Aprés deux

lavages, les lamelles sont montées sur lame dans du ProLong Gold (Invitrogen).

Marquage filipin
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Le méme protocole dimmunofluorescence est utilisé que précédemment. En
revanche, aprés ajout des anticorps secondaires, les cellules sont incubées a nouveau avec

de la filipin pendant 30min avant le montage sur lame.

Marquage GFP-D4

Contrairement au protocole d’immunofluorescence précédent, les cellules sont

perméabilisées par un rapide bain d’azote (environ 1sec). Aprés blocage dans du PBS BSA
1% pendant 30min, la GFP-D4 est ajoutée pendant 2h a température ambiante. Puis, aprés
deux lavages de 5min au PBS 1X, les cellules sont fixées a nouveau avec de la PFA 4% dans
du PBS pendant 10min. Les cellules peuvent ensuite étre montées sur lame ou bien un

protocole d'IF classique peut étre appliqué afin d’ajouter un marquage par anticorps.

Perméabilisation sur cellules vivantes

Pour la visualisation des sondes GFP-PA, les cellules ont été incubées dans de la
saponine 0.1% dans du PBS pendant 1min avant fixation a la PFA. Le protocole d’'IF est

ensuite le méme que précédemment expliqué.

Le reste de la méthodologie correspond a ce qui est décrit dans Zouiouich et al. 2022.
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A. MOSPD2 est impliquée dans ’lhoméostasie des LDs

A mon arrivée au laboratoire, des données non publiées montraient que la
surexpression de MOSPD2 induisait parfois son enrichissement dans des sous-domaines du
ER. De maniére intrigante, cette localisation n’est pas retrouvée avec les protéines VAPs,
suggérant une fonction unique de MOSPD2. Les résultats que j'ai obtenus lors de ma thése
ont permis de mieux comprendre ce phénoméne, en caractérisant cette nouvelle localisation

et le role de MOSPD2 associé a celle-ci.

1. MOSPD2 forme des contacts ER-LD via son domaine CRAL-
TRIO

MOSPD2 est une protéine intégrale du ER, capable de former des MCS en
interagissant avec des protéines a motif FFAT via son domaine MSP (Di Mattia et al. 2018).
L’enrichissement de MOSPD2 dans des sous-domaines du ER semblait indiquer une
localisation spécifique de MOSPD2 en comparaison aux VAPs. Grace a la microscopie a
fluorescence et électronique corrélative, nous avons mis en évidence que ces enrichissements
correspondent a des contacts ER-LD. De maniére intéressante, la surexpression de MOSPD2
augmente le recrutement du ER aux LDs, suggérant un rdle d’ancrage de la protéine.
Contrairement aux autres MCS médiés par cette protéine qui dépendent du domaine MSP,
MOSPD2 forme des contacts ER-LD grace a une hélice amphipathique présente dans son
domaine CRAL-TRIO permettant une interaction protéine-membrane. Cette hélice
amphipathique est conservée dans les protéines a domaine CRAL-TRIO et est parfois appelée
« gate helix » car celle-ci recouvre I'entrée de la poche hydrophobe (Ryan et al. 2007; Helbling
et al. 2014). En revanche, le réle de liaison aux membranes médié par cette hélice
amphipathique n’a jamais été montré auparavant, mais seulement suggéré pour la protéine
Sec14 (Sugiura et al. 2021). Les hélices amphipathiques sont un moyen fréquent d’interaction
protéine-membrane, notamment avec les LDs (Prévost et al. 2018; Giménez-Andrés, Copic":,
and Antonny 2018). Certaines caractéristiques, comme la présence de larges résidus
hydrophobes, facilitent la liaison aux LDs. C’est le cas pour la protéine MOSPD2, qui posséde
deux tryptophanes dans la face hydrophobe de I'hélice amphipathique. La mutation d’'un de
ces résidus hydrophobes en résidu polaire abroge le recrutement de MOSPD2 aux LDs dans
un modele cellulaire et réduit fortement I'affinité dans un modeéle in vitro, démontrant
limportance fonctionnelle de ce résidu dans I'hélice, et par conséquent celle de I'hélice. Ce

type de recrutement est essentiellement décrit pour des protéines cytosoliques, bien que
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certaines protéines intégrales comme les protéines SNX14 et MIGA2 ont réecemment été
montrées comme utilisant aussi une hélice amphipathique pour s’ancrer aux LDs (Kory,
Farese, and Walther 2016; Datta et al. 2019; Freyre et al. 2019).

Le niveau d’affinité d’'une protéine pour lier les LDs est un facteur de localisation
important a ces organites. En effet, il existe un phénoméne d’encombrement protéique a la
surface des LDs, correspondant a une compétition entre les protéines pour se lier a la surface
limitée des LDs (Kory et al. 2015). Cet encombrement pourrait &tre un moyen de réguler la
présence de certaines protéines lors de changements membranaires provoqués par exemple
par la maturation (expansion) ou lipolyse (rétraction) des LDs. Cette compétition semble
essentiellement impacter les protéines cytosoliques recrutées par des hélices
amphipathiques, mais il est probable que ce méme phénoméne soit retrouvé au niveau des
contacts ER-LD. Plusieurs facteurs peuvent réguler I'ancrage de I'hélice amphipathique de
MOSPD2 aux LDs. La caractérisation in vitro du domaine CRAL-TRIO a permis de montrer
que I'ancrage nécessite la présence de défauts d’empaquetage et de charges négatives a la
membrane. Des interactions électrostatiques médiées par la surface du domaine ou bien la
face polaire de I'hélice amphipathique sont nécessaires a la stabilisation de I'interaction. La
composition en phospholipides de la membrane est donc un premier facteur pouvant réguler
'ancrage de MOSPD2 aux LDs. La nature des lipides neutres contenus dans les LDs est
également un autre moyen de réguler les interactions médiées par les hélices amphipathiques
(Chorlay and Thiam 2020). Des données non publiées, obtenues par notre collaborateur
Rachid Thiam, montrent que I'hélice amphipathigue de MOSPD2 posséde une meilleure
affinité pour les LDs contenant des esters de stérol, en comparaison a des LDs contenant
seulement de la trioléine. En ligne avec ces résultats, le recrutement au niveau endogéne de
MOSPD2 semble plus important lorsque I'on stimule la synthése d’esters de stérol plutdt que
la synthése de TAG (données non montrées). Ainsi, les lipides neutres semblent étre un autre
facteur régulant linteraction de MOSPD2 aux LDs. La composition des LDs est trés
hétérogéne entre différents types cellulaires, mais également entre différentes LDs au sein
d’'une méme cellule (Thiam and Beller 2017). Certaines protéines comme les périlipines sont
connues pour cibler des populations spécifiques de LDs (Hsieh et al. 2012). Au vu des
données obtenues, il est possible que MOSPD2 cible préférentiellement les LDs riches en
esters de stérol. Cette hypothése pourrait expliquer pourquoi les esters de stérols sont plus
impactés par la perte de MOSPD2 que les TAG. Afin d’étudier cela, il serait possible d’utiliser
une sonde cholesteryl-BODIPY pour marquer les LDs positives aux esters de stérols, ou bien
en utilisant de la microscopie a lumiére polarisée. Cette technique permet de distinguer les
LDs riches en esters de stérol qui se comportent, en fonction de la température, comme un

cristal liquide polarisant la lumiére (Shimobayashi and Ohsaki 2019). De méme, il est
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envisageable de tester I'affinité de MOSPD2 pour différents types de LDs en utilisant la
technique de FRAP aprés stimulation a I'acide oléique, favorisant la synthése de TAG, ou
traitement au cholestérol, favorisant la synthése d’esters de stérol. Ces expériences
permettraient de mieux comprendre comment I'ancrage de MOSPD2 est régulé par la
composition des LDs.

En résumé, nous avons montré que le domaine CRAL-TRIO ancre la protéine
MOSPD2 aux LDs grace a une hélice amphipathique située a I'entrée de la poche hydrophobe.
Cette interaction est modulable par la composition en phospholipides et par les lipides neutres
contenus dans les LDs. D’autres travaux sont nécessaires afin de mieux comprendre comment
est régulée laffinité de MOSPD2 pour les LDs et s’il existe une population de LDs

spécifiquement ciblée par cette protéine.

2. MOSPD2 et LDs : un réle d’ancrage et bien plus encore

La perte d’expression de MOSPD2 conduit a une diminution du nombre de LDs
matures et de leur taille, démontrant I'implication de cette protéine dans 'homéostasie des
LDs. Cette protéine est recrutée de maniére précoce dans la biogenése des LDs, suggérant
un role de support de MOSPD2 dans la maturation des LDs. De maniére intrigante, la
régulation des LDs dépend du domaine CRAL-TRIO, dont la fonction restait a ce jour
inconnue. Le domaine CRAL-TRIO médie I'ancrage de MOSPD2 aux LDs mais posséde une
autre activité nécessaire a la régulation des LDs. En effet, 'expression, dans les cellules
dépourvues de MOSPD2, d’'un mutant de MOSPD2 dans lequel le domaine CRAL-TRIO est
remplacé par I'’hélice amphipathique, ne permet pas de restaurer le nombre de LDs alors que
ce mutant permet la formation de contacts ER-LD. La famille des protéines a domaine CRAL-
TRIO fait partie des protéines de transfert de lipide (LTPs), méme si le réle de transfert dans
le cas de la protéine Sec14 reste controversé (Bankaitis, Mousley, and Schaaf 2010). Cette
protéine aurait plutét un rdle de présentation de lipides, facilitant I'accessibilité d’'un substrat
pour une enzyme et favorisant ainsi une réaction métabolique. MOSPD2 pourrait donc avoir
une activité autre qu’un transfert de lipides a l'interface ER-LD. A ce jour, aucun transfert de
lipides n’a été observé in vitro pour le domaine CRAL-TRIO par notre collaborateur Guillaume
Drin. Un des problémes majeurs limitant ces expériences est I'identification de ligands de
MOSPD2. En effet, des données in vitro indiquent que cette protéine posséde une certaine
affinité pour des phospholipides, notamment le PA et le PS. Le domaine CRAL-TRIO
recombinant est capable de fixer du PA et du PS couplé a du NBD. En revanche, ces

expériences ne nous permettent pas de conclure si cette interaction est spécifique de la poche
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hydrophobe ou si cette interaction se fait a la surface du domaine. D’autres approches sont
utilisables afin d’étudier des ligands de MOSPD?2 : il est possible d’effectuer des expériences
de résonance plasmonique de surface (SPR) ou de I'interférométrie sur biomembrane (BLI),
deux techniques permettant I'analyse d’interactions protéine-lipide et la mesure d’affinité
d’interaction (Wallner et al. 2013; Del Vecchio and Stahelin 2016). Une autre approche plus
directe consiste a obtenir la structure du domaine CRAL-TRIO avec un ligand par
cristallographie aux rayons X. Nous avons récemment obtenu une structure du domaine
CRAL-TRIO produit dans la bactérie puis purifiée par chromatographie d’affinité et d’exclusion.
L’analyse de cette structure montre la présence d'un ligand a lintérieur de la poche
hydrophobe (données non montrées). Ce ligand correspond a une chaine aliphatique,
malheureusement nous ne pouvons pas distinguer l'espéce lipidique. La protéine
recombinante étant produite dans des bactéries, il est probable que le ligand bactérien
retrouvé dans cette structure difféere du ligand naturel de MOSPD2 chez I'humain. Une
approche de lipidomique sur domaine recombinant, comme réalisée pour la protéine Them1,
est envisagée au laboratoire (Tillman et al. 2020). En résumé, le domaine recombinant est
mélangé a un extrait de lipides puis purifié avant analyse par spectrométrie de masse. La
recherche de ligands du domaine CRAL-TRIO est donc un point important qui pourra
permettre de mieux comprendre la fonction MOSPD2 dans ’homéostasie lipidique.
L’utilisation de sondes marquant le PA dans un modeéle cellulaire montre que la
présence de MOSPD2 induit une accumulation de ce lipide a linterface ER-LD. La méme
approche n’a pas permis de mettre en évidence une différence pour la PS, ce qui pourrait étre
dd a un manque de sensibilité de cette méthode ou bien que la concentration de ce lipide ne
soit pas modifiée par MOSPD2. L'utilisation de sondes recombinantes pourrait aider a gagner
en sensibilité et permettrait d’étudier d’autres lipides comme les PIPs par exemple. De plus, le
manque de résolution ne nous permet pas de savoir si cette accumulation de PA se passe sur
la membrane du ER et/ou des LDs. Pour cela, il faudrait utiliser des techniques de microscopie
électronique ou bien des approches de super-résolution. En lien avec les données obtenues
sur la régulation des LDs, I'accumulation de PA nécessite également la présence d’un
domaine CRAL-TRIO fonctionnel. Plusieurs scénarios pouvant conduire a I'accumulation de
PA par MOSPD2 sont envisageables (Figure D1). La premiére option correspond a un transfert
direct de PA au niveau des contacts ER-LD. Dans ce cas, le PA ne serait pas métabolisé sur
la membrane réceptrice, induisant son accumulation. Cela signifierait que MOSPD2 transporte
le PA contre son gradient de concentration, et pourrait donc effectuer en échange un contre-
transport d’'un autre lipide. La seconde hypothése correspond a celle de I'équipe de Bankaitis
avec Sec14, c’est-a-dire une présentation de lipides (Schaaf et al. 2008). MOSPD2 pourrait

faciliter 'accessibilité d’'un substrat & une enzyme, favorisant ainsi la synthése de PA. La
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troisieme possibilité correspond a un transfert de lipides vers la membrane réceptrice qui
seraient ensuite métabolisés en PA par une enzyme. Ce scénario résout le probléme de
gradient de lipides et permettrait 8 MOSPD2 d’effectuer un transfert direct entre membranes,
sans contre-échange. La derniére possibilité correspond a I'extraction d'un lipide d’une
membrane donneuse, ce lipide est ensuite présenté a une enzyme sans étre directement
incorporé dans la membrane opposée. Cette hypothése nécessite une enzyme ayant un
domaine catalytique accessible depuis le cytosol.
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Figure D1. Différentes hypothéses de la fonction médiée par MOSPD2 aux contacts ER-LD.

La surexpression de MOSPD2 induit une accumulation d’acide phosphatidique (PA) aux contacts ER-LD. Différentes
hypothéses peuvent expliquer ce phénomene. Premiérement, MOSPD2 pourrait effectuer un transfert direct de PA entre les
deux membranes, potentiellement associé a un contre-échange d’'une autre molécule. Dans un deuxieme cas, MOSPD2
pourrait faciliter une réaction enzymatique en présentant un lipide a une enzyme capable de catalyser ce substrat en PA. La
troisieme possibilité correspond a un transfert d’un substrat d'une membrane a une autre, qui serait ensuite catalysé par une
enzyme présente sur la membrane réceptrice. Demierement, MOSPD2 pourrait extraire un lipide d'une membrane pour
présenter directement ce substrat a une enzyme localisée sur la membrane opposée, sans étape d'insertion du substrat
dans la membrane acceptrice.

L’hélice amphipathique du domaine CRAL-TRIO existe sous plusieurs conformations

selon la présence ou non d’'un ligand dans la poche hydrophobe (Ryan et al. 2007; S. E.

Phillips et al. 1999; Sha et al. 1998). Des données récentes montrent que la liaison de Sec14

a une membrane accélére sa capacité d’extraction/transfert de lipides (Sugiura et al. 2019;

2021). En revanche, si le ligand de Sec14 se trouve dans une membrane sur laquelle la

protéine se lie difficilement, alors le transfert de lipides est diminué. De méme, I'ajout d’'un
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ligand dans une membrane diminue le nombre de protéines Sec14 ancrées a cette membrane.
Ces données suggérent que I'ancrage a la membrane régule la capacité d’extraction/transfert
in vitro de Sec14. L’extraction d'un lipide d’'une membrane semble nécessiter I'ancrage de
Sec14 a cette derniére et qu’une fois lié a un ligand, le domaine CRAL-TRIO perd de l'affinité
pour la membrane car I'hélice se positionne en conformation « fermée ». Ces deux aspects du
domaine CRAL-TRIO, régulés de maniére intrinséque, permettraient a la protéine Sec14
constituée de ce seul domaine, de posséder une spécificité de localisation et de restreindre
son activité spatialement. Ces idées restent spéculatives car aucun mutant de Sec14 déficient
pour 'ancrage membranaire, autrement dit un mutant de I'hélice amphipathique, n’a encore
été publié. La modulation de la capacité de liaison a une membrane, associée a l'activité de
transfert de lipides médiée par des LTPs, a déja été étudiée pour les protéines PITPa et Osh6p
(Shadan et al. 2008; Lipp et al. 2019). Dans le cas de MOSPD2, cela voudrait dire que le
ligand n’est probablement pas localisé au ER car la protéine pourrait difficilement extraire le
lipide de la membrane. De ce fait, I'option 1 correspondant au contre-échange semble la moins
plausible car la protéine doit extraire un lipide sur chaque membrane. De méme, I'option 3
dans laquelle MOSPD2 transfére un lipide qui est ensuite métabolisé est possible mais semble
peu efficiente car la protéine doit aussi interagir avec la membrane du ER. Le quatriéme
scénario, correspondant a I'extraction de lipides combinée a la présentation a une enzyme
élimine le probléme de l'interaction de MOSPD2 avec la membrane du ER. Cette option et
celle numéro deux, correspondant a I'’hypothése de Bankaitis pour Sec14, sont les scénarios
qui semblent les plus probables au vu des données actuelles obtenues au laboratoire et celles
de la littérature. De plus, la surexpression de MOSPD2 ne semble pas avoir d’effet drastique
sur la morphologie des LDs matures (données non montrées), suggérant un réle auxiliaire de
cette protéine, en ligne avec les scénarios de présentation de lipides. Il est important de relever
que laccumulation de PA médiée par la surexpression de MOSPD2 pourrait aussi
correspondre a un événement secondaire provenant de la stimulation d’une autre réaction par
MOSPD2.

Le PA est un phospholipide anionique et conique, précurseur de nombreux lipides et
impliqué dans la signalisation intracellulaire (Tanguy et al. 2019). Ce lipide peut étre synthétisé
depuis plusieurs sources. Premiérement, en partant du glycerol-3-phosphate, métabolisé en
lyso-PA par les glycerol phosphate acyltransferase (GPAT), puis en PA par les lyso-PA
acyltransferases (LPAAT/AGPAT). Le PA peut également provenir de phosphatidylcholine
(PC), cette réaction étant médiée par les phospholipases D (PLD). De méme, le PA peut étre
produit en partant du DAG grace aux DAG-kinases (DGK). Certaines enzymes GPAT et
AGPAT comme GPAT4 et AGPAT3 sont des protéines du ER pouvant se localiser aux LDs et

sont importantes pour I'expansion de LDs (Wilfling et al. 2013). Les enzymes PLD sont
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également impliquées dans la formation de LDs : leur présence est nécessaire afin de former
des LDs dans des expériences utilisant des microsomes ; ces résultats ont été confirmés dans
un modéle cellulaire montrant que PLD1 favorise la maturation des LDs (Andersson et al.
2006; Marchesan et al. 2003). De maniére intéressante, PLD1 est retrouvée aux LDs et son
activité est stimulée par traitement a I'acide oléique (Nakamura, Banno, and Tamiya-Koizumi
2005). Bien que moins documenté, les DGK sont aussi impliqués dans la régulation des LDs
et peuvent moduler 'activité lipolytique de certaines enzymes retrouvées aux LDs (Qiu et al.
2016; Nakano et al. 2018). L’'accumulation de PA observée lors de la surexpression de
MOSPD2 peut avoir plusieurs origines. Il serait intéressant de bloquer ces différentes voies
(par des approches de manipulation génétique ou par traitement pharmacologique) afin
d’étudier si I'enrichissement en PA médié par MOSPD2 provient d’'une source spécifique. De
méme, on pourrait mesurer I'activité de ces enzymes dans différentes conditions d’expression
de MOSPD2 par des kits biochimiques ou des approches in vitro utilisant des protéines
recombinantes. L'identification de la source de PA aiderait a la compréhension du réle de
MOSPD2 aux LDs.

Le PA est un lipide ayant de nombreuses fonctions et pourrait par conséquent réguler
la maturation des LDs par divers procédés. Par exemple, la présence de PA aux contacts ER-
LD pourrait servir a recruter des protéines liant ce phospholipide, comme la protéine seipin par
exemple (Yan et al. 2018). Ce lipide est aussi connu pour inhiber le processus de vésiculation
des LDs in vitro et favoriser la fusion des LDs in vivo (Ben M’barek et al. 2017; Fei et al. 2011).
L’activité de fusion se produisant dans des contacts LD-LD est réalisée par la protéine CIDEA,
qui lie le PA (Barneda et al. 2015). Le PA est également capable de moduler I'activité de
certaines enzymes comme cela a été montré pour mTOR, et peut lier des facteurs de
transcription comme Opi1p chez la levure ou PPARa chez ’'Homme (Fang et al. 2001; Loewen
et al. 2004; Mahankali et al. 2015). Afin de mieux comprendre I'impact du PA aux contacts ER-
LD, il serait possible de cibler des enzymes métabolisant le PA comme PLD1 (synthétise le
PA) ou Lipin (consomme le PA) a ces contacts en utilisant par exemple des protéines
chiméres. Cette méthodologie a récemment été utilisée afin de cibler PLD1 aux lysosomes
(Hussain et al. 2021). Une autre alternative consisterait a utiliser le systtme FRB-FKBP
fusionné a une enzyme d’intérét (Inobe and Nukina 2016). Ce systéme est inductible a la
rapamycine et permet de former des complexes FRB:rapamycine:FKBP. Ainsi, en ciblant FRB
sur le ER et FKBP sur les LDs, il serait possible de créer des contacts ER-LD et de concentrer
I'action d’'une enzyme a ces sites de contact lors de I'ajout de rapamycine. Ces expériences
pourraient nous renseigner sur I'importance de la modulation du PA aux contacts ER-LD dans
la maturation des LDs. Il serait intéressant de voir si 'on peut compenser la perte de MOSPD2

en induisant une accumulation de PA aux contacts ER-LD par exemple.
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En conclusion, MOSPD2 régule positivement la maturation des LDs. Cette fonction est
associée au domaine CRAL-TRIO, appartenant a la famille des LTDs. En plus de son rble
d’ancrage aux LDs via une hélice amphipathique, ce domaine est responsable d’une seconde
activité nécessaire au maintien de 'homéostasie des LDs. Au vu des données de la littérature
et de celles obtenues au laboratoire, il est probable que MOSPD2 soit impliquée dans un
remodelage membranaire local des contacts ER-LDs via un transport ou une présentation de
lipides. Le changement de la composition membranaire médié par MOSPD2, comme observé
par la modification en acide phosphatidique, pourrait favoriser la maturation des LDs par divers
processus. D’autres expériences sont nécessaires afin de mieux comprendre la fonction de
MOSPD2 aux contacts ER-LD.
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B.La répartition subcellulaire de MOSPD2 est dictée par

'interaction de ses différents domaines avec les membranes

1. MOSPD2 est recrutée dans différents sites de contact

Les résultats obtenus au cours de ma thése montrent que MOSPD2 est présent dans
différents MCS grace a deux modes de recrutement distincts (Figure D2). D’une part, le
domaine MSP de MOSPD2 permet I'interaction avec des protéines a motif FFAT. D’autre part,
son domaine CRAL-TRIO forme des contacts par une interaction protéine-membrane. Ces
deux types d’interaction pourraient expliquer pourquoi MOSPD2 se retrouve enrichie aux LDs
en condition basale et non aux autres MCS. Comme démontré par les expériences de FRAP,
MOSPD2 a une cinétique de diffusion bien plus lente aux LDs qu’aux endosomes surexprimant
un partenaire d’interaction, la protéine STARDS3. L'interaction avec les LDs via son domaine
CRAL-TRIO semble plus longue, en accord avec un éventuel role de transfert ou de
présentation de lipides. Ainsi, la protéine pourrait avoir tendance a s’accumuler aux interfaces
ER-LDs car sa diffusion latérale est significativement diminuée au niveau de ces structures.

Comment MOSPD2 se répartit-elle entre ces différents contacts ? Il est intéressant de
relever que lors de l'inactivation du domaine MSP (AMSP ou RD/LD), le recrutement de
MOSPD2 aux LDs est plus prononcé. Ces données suggérent que MOSPD2 posséde
plusieurs localisations/fonctions distinctes, médiées soit par le domaine CRAL-TRIO soit par
le domaine MSP. Ce genre de recrutement a différents organites est plutét retrouvé dans des
protéines cytosoliques, mais récemment, plusieurs protéines intégrales ont montré cette
méme capacité. On retrouve par exemple : la protéine mitochondriale MIGA2, impliquée dans
la lipogenése de novo, formant des MCS avec le ER via un motif phospho-FFAT ou bien avec
les LDs grace a une hélice amphipathique (Freyre et al. 2019) ; la protéine intégrale du ER
SNX13, impliquée dans 'homéostasie du cholestérol, formant des MCS avec les endosomes
tardifs et les LDs (Lu et al. 2022). La compréhension des fonctions associées a chaque MCS
pour ces protéines reste a ce jour assez limitée.

Il existe trois fractions de MOSPD2 a la surface du ER : MOSPD?2 libre, MOSPD2 en
interaction via son domaine CRAL-TRIO et MOSPD2 en interaction via son domaine MSP. On
sait que la suppression du domaine MSP augmente la fraction de MOSPD2 aux LDs, il serait
intéressant de voir si la suppression du domaine CRAL-TRIO augmente son recrutement aux
contacts ER-E par exemple. On peut imaginer que selon le contexte ou type cellulaire,
MOSPD2 va remplir différents réles. Il est possible par exemple que dans les cellules
exprimant fortement STARD3, MOSPD2 ait plutét tendance a former des MCS ER-E au
détriment de contacts ER-LD. La disponibilité de protéines partenaires pourrait étre un facteur
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jouant sur le taux de recrutement de MOSPD2 aux LDs. De maniéere intéressante, certains
motifs FFAT peuvent étre modifiés par phosphorylation (Di Mattia et al. 2020). Cette
modification post-traductionnelle permet de réguler les interactions de ces motifs avec les
protéines VAPs et MOSPD?2. L’état de phosphorylation des protéines partenaires est donc un
autre moyen de réguler la présence de MOSPD2 entre les différents MCS. Il n’est pas
excluable que MOSPD2 soit aussi sujette a des modifications post-traductionnelles pouvant
réguler sa localisation. A 'image de la phosphorylation des motifs FFAT, on peut imaginer que
certains signaux permettent de réduire/augmenter I'affinité du domaine CRAL-TRIO pour la
membrane des LDs, permettant ainsi a la protéine MOSPD2 de s’associer ou se dissocier
rapidement.

Comme nous l'avons vu, il est possible d’étudier la dynamique de recrutement de
MOSPD2 a différents organites dans des modeles cellulaires en utilisant la technique de
FRAP. Afin de comprendre s'il existe une régulation de l'interaction de MOSPD2 par les
domaines MSP et CRAL-TRIO a chaque MCS, on pourrait utiliser cette technique pour évaluer
le temps de diffusion de MOSPD2. Par exemple, il serait possible de comparer le recrutement
aux LDs de la forme sauvage a celui d’'un mutant RD/LD, ou d’'un mutant AH-ACRAL-TRIO et
comparer les cinétiques de diffusion de ces différentes protéines. Cette expérience nous
indiquerait si le domaine MSP influence la stabilité d’interaction aux LDs de MOSPD2, et si la
poche hydrophobe du domaine CRAL-TRIO régule également cette interaction. De méme, on
comparer la forme sauvage de MOSPD2 aux mutants ACRAL-TRIO et AH-ACRAL-TRIO et
quantifier les enrichissements aux endosomes pour voir si le domaine CRAL-TRIO affecte les
interactions aux contacts ER-E. Les données obtenues lors de cette thése mettent en avant
deux types d’interaction de MOSPD2 avec les membranes permettant la localisation de cette
protéine a différents endroits. Il serait intéressant a I'avenir de comprendre comment les
différents domaines de MOSPD2 régulent ces différentes localisations et influent sur leurs

fonctions associées.

2. Le métabolisme du cholestérol est-il le lien entre les différentes
localisations de MOSPD2 ?

Quel est le lien entre les différents sites de contacts organisés par MOSPD2 ? Les
cellules déficientes pour MOSPD2 présentent une baisse du niveau d’esters de stérols et une
hausse de cholestérol libre. De plus, les données de RNA-seq provenant des cellules
déficientes en MOSPD2 obtenues par CRISPR-Cas9 (clones KO#1 et KO#2) montrent une

augmentation de I'expression de génes impliqués dans la voie de synthése de cholestérol
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(données non montrées). Dans les cellules déficientes en MOSPD2, il y a une accumulation
de cholestérol aux endosomes, soulignant un probléme de distribution de cholestérol. Un
probléme de transfert de cholestérol des endosomes au ER pourrait expliquer la hausse de la
synthése de cholestérol de novo et le défaut de stockage sous forme d’esters. Les expériences
de sauvetage montrent qu'une forme mutante de MOSPD2 dépourvue du domaine CRAL-
TRIO restaure le phénotype endosomal, a linstar de la protéine sauvage, alors qu’elle ne
normalise pas le nombre de LDs. A l'inverse, la forme mutante de MOSPD2 dépourvue du
domaine MSP suffit & normaliser le nombre de LDs, mais ne restaure pas le phénotype
endosomal. Au vu de ses données, il semble que MOSPD2 puisse agir de maniére
différentielle sur le métabolisme du cholestérol via ses deux domaines. Il est important de
souligner que ces expériences de sauvetage ne refletent pas des conditions physiologiques
et peuvent donc présenter des défauts. La surexpression exogéne d’'un mutant permet de
montrer qu’'un domaine est indispensable pour une fonction. C’est le cas par exemple du
domaine CRAL-TRIO pour la régulation des LDs. En revanche, on ne peut pas exclure que le
domaine MSP soit impliqué, au niveau endogéne, dans la fonction de la protéine au niveau
des LDs, par exemple en stabilisant les interactions du domaine CRAL-TRIO avec les LDs.
En effet, on peut imaginer dans ce cas, que la surexpression du domaine CRAL-TRIO
permette de compenser la perte d’'interaction médiée par le domaine MSP via le grand nombre
de protéines disponibles.

Peut-on attribuer I'effet observé dans les cellules n’exprimant plus MOSPD2 sur le
métabolisme du cholestérol a un site de contact particulier ? Dans le cas des différentes
expériences de sauvetage réalisées, 'effet sur la voie de synthése de cholestérol ou sur le
contenu lipidique cellulaire n’a pas été étudié. Il faudrait reproduire ces expériences de
sauvetage et étudier par lipidomique et/ou qPCR l'effet sur le métabolisme lipidique en
regardant par exemple le contenu en esters de stérol et I'expression des ACATs ou d’autres
enzymes de la voie de synthése du cholestérol. Cette expérience permettrait de déterminer
lequel des deux domaines fonctionnels de MOSPD2, le domaine MSP ou le domaine CRAL-
TRIO, régule la biosynthése du cholestérol et/ou la biosynthése d’esters de stérols.

En conclusion, il est possible que MOSPD2 agisse de maniére séquentielle, selon le
contexte métabolique. Dans un premier temps, MOSPD2 permettrait le transfert de cholestérol
des endosomes au ER via le domaine MSP. Puis, lorsque la synthése d’esters de stérols est
enclenchée, le recrutement de MOSPD2 au LDs serait favorisé. Cette protéine pourrait alors
aider la maturation des LDs et le stockage d’esters de stérols par un mécanisme non identifié
médié par son domaine CRAL-TRIO, formant ainsi un cercle vertueux. La présence de
MOSPD2 aux LDs pourrait favoriser 'engagement du cholestérol dans une voie métabolique

plutét qu’'une autre, comme son stockage sous forme d’esters.
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Figure D2. MOSPD2 forme de multiples MCS par deux mécanismes distincts.

La protéine MOSPD2, ancrée au ER, est capable de former des ponts moléculaires entre le réticulum endoplasmique et de
nombreux organites. Pour cela, MOSPD?2 est capable d'interagir avec d'autres protéines contenant un motif FFAT grace a
son domaine MSP. Cette interaction protéine-protéine est identique a celle déja décrite pour les protéines VAPs. En
revanche, MOSPD2 forme des contacts ER-LD par un autre mécanisme, impliquant son domaine CRAL-TRIO. Ce domaine
posséde une hélice amphiphile, capable de se lier directement a I'hémi-membrane des LD possédant des propriétés biophy-
siques spécifigues. Cette interaction protéine-membrane mediée par le domaine CRAL-TRIO de MOSPD?2 induit la forma-
tion de contacts entre le réticulum endoplasmique et les gouttelettes lipidiques.
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C.VAPA, VAPB et MOSPD2: des protéines ubiquitaires au

mécanisme d’action similaire

1. En comparaison aux protéines VAPs, MOSPD2 interagit de

maniére plus stable avec STARD3

Les protéines VAPA, VAPB et MOSP2 sont des molécules d’ancrage, souvent
considérées comme ayant des roles équivalents. L’équipe a récemment montré in vitro que
les protéines VAPs et MOSPD2 peuvent avoir des affinités différentes pour un méme motif
FFAT (Di Mattia et al. 2020). Par exemple, les protéines VAPs sont capables de lier le motif
FFAT des canaux potassiques Kv2.1 et Kv2.2, ce qui n’est pas le cas pour la protéine
MOSPD2. De méme, le motif FFAT de STARD3 interagit avec le domaine MSP des protéines
VAPs et MOSPD2, avec des affinités différentes (3.6 uM pour VAPA, 4.8 uM pour VAPB et
0.35 uM pour MOSPD2). L’affinité entre VAPs, MOSPD2 et STARDS3 est en plus régulée par
des phosphorylations a différentes positions du motif FFAT, ce qui permet probablement une
modulation rapide et réversible de l'interaction. En accord avec cette étude, une autre équipe
a également montré par des expériences de co-immunoprécipitation ciblant les protéines
VAPs ou MOSPD2 cotransfectées avec STARD3, que STARD3 est précipitée en plus grande
quantité par MOSPD2 que par les VAPs (Cabukusta et al. 2020). De maniére intrigante, le
domaine MSP de MOSPD2 est Iégérement différent comparé a ceux des VAPs car celui-ci
posséde une poche hydrophobe en surface permettant une interaction supplémentaire avec
la phénylalanine en position 9 du motif FFAT de STARD3 (Di Mattia et al. 2020). Cette
interaction supplémentaire pourrait expliquer la meilleure affinit¢ du domaine MSP pour le
motif FFAT in vitro et la différence d’interaction que j’ai observée lors de I'expérience de FRAP.
En effet, MOSPD2 est plus stablement associé a STARD3, comme le montre la cinétique de
retour de fluorescence assez lente en comparaison aux protéines VAPs (Figure D3). D’autres
facteurs pourraient influencer cette différence. Par exemple, les protéines VAPs possédent un
domaine coiled-coil permettant leur dimérisation, ce qui diminue leur diffusion latérale (Weir et
al. 2001). Pour conclure, il serait intéressant d'utiliser cette méme technique avec d’autres
partenaires dont les affinités sont connues in vitro, a 'image de ORP1L (Di Mattia et al. 2020).
Ces expériences nous permettraient de vérifier que la diffusion plus lente de MOSPD2 dépend
de son interaction plus stable avec STARD3 et non d’autres propriétés intrinséques de
MOSPD2.
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2. VAPs et MOSPD2 : des protéines pas si redondantes ?

Les protéines VAPs sont des protéines ubiquitaires, ayant un role central dans la
formation de contacts entre le ER et les autres organites. Plusieurs études ont permis
d’identifier de potentiels partenaires protéiques des protéines VAPs (Huttlin et al. 2021;
Cabukusta et al. 2020; James et al. 2019). Sur plus de 250 partenaires identifiés, environ la
moitié sont communs aux protéines VAPA et VAPB (James and Kehlenbach 2021). Sur plus
de 150 partenaires potentiels identifiés pour MOSPD2, environ 60 sont communs avec les
protéines VAPs. Cet écart entre les partenaires identifiés pour MOSPD2 et les VAPs pourrait
s’expliquer en partie par la présence du domaine CRAL-TRIO dans MOSPD2, qui pourrait
interagir avec certaines protéines. Ces données suggérent qu’une partie de leur activité
pourrait étre redondante, mais que des fonctions spécifiques semblent les distinguer. La
mutation ponctuelle de la protéine VAPB est par exemple impliquée dans des cas de sclérose
en plaque amyotrophique, causant des agrégats protéiques (Kors, Costello, and Schrader
2022; Nishimura et al. 2004). Cette méme mutation dans VAPA ne conduit pourtant pas au
méme défaut (Prosser et al. 2008). De plus, la méme étude rapporte que la surexpression de
VAPA ralentit la voie antérograde entre le ER et le Golgi, ce qui n’est pas le cas pour VAPB.
Il existe donc des différences fonctionnelles entre ces protéines, qui ne s’expliquent pas
exclusivement par leur différence d’abondance. Cette idée est en accord avec les données
obtenues lors des expériences de sauvetage du phénotype endosomal dans les cellules
déficientes pour MOSPD2. En effet, la surexpression de VAPA ne permet pas de compenser
'absence de MOSPD2 pour le phénotype endosomal. Pourtant, un mutant de la protéine
MOSPD2 dépourvu du domaine CRAL-TRIO, et donc ayant une organisation similaire aux
protéines VAPs avec un domaine MSP et un domaine transmembranaire, est capable
d’effectuer cette tache. Ces données suggérent que les différences d’affinité entre les
domaines MSP des protéines VAPs et MOSPD2 ont un impact important in vivo, et limitent la
capacité de ces protéines a se compenser fonctionnellement.

Bien que moins abondante que les protéines VAPs dans les cellules HeLa, MOSPD2
est capturée en plus grande quantité que ces derniéres lors d’expériences de pull-down
utilisant le motif FFAT de STARD3 comme appéat, ce qui dénote une forte interaction entre
MOSPD2 et STARD3 (Di Mattia et al. 2020). J’ai modifié I'algorithme utilisé par I'’équipe pour
identifier les motifs phospho-FFAT du protéome humain afin de rechercher spécifiquement les
motifs FFAT ayant une structure proche de celui de STARD3, c’est-a-dire avec une
phénylalanine en position 9. Cet outil permet d’orienter la recherche de partenaires des
protéines VAPs et MOSPD2 en identifiant des motifs FFAT potentiels, et de différencier les

motif FFAT conventionnels ou phosphorylables en attribuant un score selon les types d’acides
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aminés et leur position dans le motif. Plus le score est faible, plus il y a de chance que la
séquence en question corresponde réellement a un motif FFAT car proche d’'un motif

consensus. Sur le protéome humain (https://www.uniprot.org/proteomes/UP000005640),

3201 protéines ont un score phospho-FFAT inférieur ou égal a 3 (considéré comme un bon
score) contre 2744 protéines pour les motifs conventionnels. Sur ces milliers de protéines, 129
et 139 possédent une phénylalanine en position 9 respectivement de leur phospho-FFAT ou
FFAT conventionnel. De plus, des enrichissements en termes d’ontologie des génes (GO,
Gene Ontology) sont retrouvés parmi les protéines a motifs phospho-FFAT potentiels. On
retrouve notamment: le transport transmembranaire de glucose, le métabolisme des
sphingolipides, mais aussi la transmission synaptique et plus particulierement la voie
GABAergique. De maniére intrigante, le cerveau correspond a I'organe ayant la plus haute
expression en ARN de MOSPD2. De plus, il a été récemment montré que les VAPs sont
impliqués dans la formation de contacts ER-PM dans des interneurones GABAergiques
(Vullhorst et al. 2023). Il serait intéressant d’évaluer in vitro I'interaction des domaines MSP de
MOSPD2 et des VAPs avec des peptides de synthése correspondant a ces motifs FFAT
spécifiques, possédant une phénylalanine en position 9. Ce criblage pourrait &tre un moyen
d’identifier de nouveaux partenaires spécifiques ou ayant une affinité plus importante pour
MOSPD2 afin d’identifier plus facilement de nouvelles fonctions associées a cette protéine.
En conclusion, MOSPD2 se distingue des protéines VAPs par sa forte capacité
d’interaction avec STARD3 (Figure D3). Cette différence d’affinité a des conséquences
fonctionnelles importantes in vivo, car la surexpression de la protéine VAPA ne permet pas de
compenser la perte de MOSPD2 et de rétablir ’lhoméostasie du cycle endosomal. La

redondance entre les protéines VAPs et MOSPD2 est donc limitée.
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Figure D3. STARD3 forme un complexe d’'interaction plus stable avec MOSPD2 qu’avec les protéines VAPs.

La protéine endosomale STARD3 posséde un motif phospho-FFAT, reconnu par les domaines MSP des protéines VAPs et
MOSPD2. Cette interaction protéine-protéine permet la formation de contacts entre le ER et les endosomes tardifs. Malgré
un mécanisme d’interaction commun, MOSPD2 possede une meilleure affinité que les protéines VAPs pour STARD3. Cette
différence d'interaction est visible in vivo par une vitesse de diffusion latérale bien plus réduite pour MOSPD2 que les
protéines VAPs au niveau des contacts médiés par STARD3. De plus, cet écart d’affinité aurait des conséquences fonction-
nelles importantes sur le transport de cholestérol médié par STARD3, qui serait essentiellement médié par les complexes
d'interaction contenant MOSPD2.
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D. MOSPD2 régule le cycle de maturation du systéme endosomal
tardif

Les données obtenues lors de ma thése viennent complémenter I'étude menée par
I'équipe en 2018. Il avait été observé que la perte d’expression de MOSPD2 conduit a une
diminution de I'étendue des contacts ER-E, ainsi qu’a une augmentation des contacts E-E (Di
Mattia et al. 2018). Ce phénotype n’a pas été observé avec les protéines VAPs, suggérant un
réle spécifique de MOSPD2 dans la régulation de ces contacts. A la suite de ces résultats, j'ai
voulu évaluer 'importance de ces contacts sur ’homéostasie des endosomes, et également

comprendre comment MOSPD?2 régule ces contacts.

1. MOSPD2 modifie le nombre d’endolysosomes grace au domaine
MSP

La perte de fonction de MOSPD2, par interférence ARN ou inactivation de géne,
conduit a une altération du systeme endosomal tardif, caractérisée par une augmentation du
nombre de vésicules positives pour le marqueur LAMP1, indiquant une hausse du nombre
d’endosomes tardifs. Il est possible que LAMP1 soit surexprimée dans ces cellules.
Cependant, ce phénotype a également été observé en utilisant un autre marqueur, un
anticorps anti-LBPA dirigé contre un lipide spécifique des endosomes tardifs (J. Gruenberg
2020). Le systéme endosomal tardif se réparti en plusieurs compartiments : endosomes
matures, endolysosomes et lysosomes (Barral et al. 2022). Ce systéme endosomal est
également capable de fusionner avec des structures autophagiques pour donner d’autres
organites appelés amphisomes ou autolysosomes. Ces compartiments sont reliés par un cycle
de maturation correspondant a des changements dans leur composition membranaire ; les
signaux régulant ce cycle sont en revanche encore peu compris. Les cellules déficientes en
MOSPD2 présentent une augmentation des endolysosomes (EL), comme suggéré par la
hausse d’endosomes positifs au LysoTracker et a la sonde DQ-Red BSA, permettant de
marquer respectivement I'acidité et I'activité hydrolytique. En revanche, on ne peut pas savoir
avec les méthodes utilisées dans cette thése si cette hausse des EL se fait au détriment des
autres compartiments comme les lysosomes matures. En effet, il n’existe pas de marqueur
spécifique permettant de distinguer les lysosomes matures des EL. Pour cela, il faudrait
quantifier ces compartiments sur des images de microscopie électronique car ces lysosomes
sont trés denses aux électrons. |l serait aussi possible d’utiliser un marquage au MPR

(mannose phosphate receptor) afin de distinguer les endosomes matures. Les MPRs partent
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du Golgi vers les endosomes tardifs par transport vésiculaire afin de délivrer leur cargo. Ce
cargo est relaché a pH acide et les MPRs sont recyclés vers le Golgi en suivant la voie
rétrograde, permettant ainsi de distinguer les endosomes matures (positifs pour le MPR et
Lamp1) des EL/Lysosomes (négatifs pour le MPR mais positifs pour Lamp1) (Brown,
Goodhouse, and Farquhar 1986). Il serait également intéressant de suivre la cinétique
d’internalisation et de dégradation de molécules (e.g. récepteurs membranaires) en utilisant
par exemple de 'EGF fluorescent. Des données de la littérature et d’autres non publiées que
j’ai réalisées montrent que les cellules déficientes pour MOSPD2 sont moins capables de
migrer en réponse a I'lEGF (Salem et al. 2019). Au vu du défaut endosomal observé, il est
probable que les cinétiques de dégradation ou de recyclage de 'EGFR soient modifiées. De
maniére intrigante, un retard de la dégradation de 'EGF a déja été observé pour STARD3
(HoItta-Vuori et al. 2005). Ce retard ne provient pas d’'un défaut de passage des endosomes
précoces aux endosomes tardifs, mais plutét d’'un confinement dans les endosomes tardifs
dispersés en périphérie.

Les contacts ER-E médiés par MOSPD2 dépendent du domaine MSP. Lors des
expériences de sauvetage des cellules déficientes en MOSPD2, la présence de ce domaine
fonctionnel est indispensable pour restaurer 'homéostasie endosomale. A linverse, le
domaine CRAL-TRIO ne semble lui pas nécessaire. De maniére intrigante, la capacité a
restaurer la taille des endosomes different selon les mutants du domaine CRAL-TRIO. En
effet, le mutant AH-ACRAL-TRIO semble plus performant afin de normaliser la taille des
endosomes en comparaison au mutant de I'hélice amphipathique W201E (Figure R8). Les
différences observées sur la capacité a restaurer la taille des endosomes entre les différents
mutants du domaine CRAL-TRIO pourraient suggérer que I'hélice amphipathique participe a
la reconnaissance et a la stabilité d’interaction de la protéine MOSPD2 avec les endosomes.
Cette différence pourrait également provenir de variations de niveau d’expression des
différents mutants. Afin de distinguer ces possibilités, il serait possible de tester in vitro la
capacité de I'hélice a lier des membranes en bicouche ayant des propriétés proches de celles
des endosomes en effectuant des expériences de flottaison de liposomes par exemple. De
méme, il serait possible de réaliser des expériences de FRAP pour comparer la diffusion aux
sein des contacts ER-E d’'une forme sauvage de MOSPD2 a des formes présentant des
mutations de I'hélice. Ces expériences nous renseigneraient sur I'implication du domaine
CRAL-TRIO et plus particuliérement de I'hélice amphipathique dans les contacts ER-E médiés
par MOSPD2.
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2. La modulation des endosomes tardifs médiée par MOSPD2

dépend de son interaction avec la protéine STARD3

Les données obtenues lors de cette thése montrent que MOSPD2 est capable de
réguler les endosomes tardifs via son domaine MSP. Ce domaine permet a MOSPD2
d’interagir avec des protéines a motifs FFAT, suggérant que le phénotype endosomal observé
dans les cellules n’exprimant plus MOSPD2 provient d’'un défaut d’interaction avec une ou
plusieurs protéines. Entre les différents partenaires de MOSPD2 dont j'ai inhibé I'expression,
seule les cellules déficientes pour STARD3 ont montré un phénotype endosomal similaire a
MOSPD2, c’est-a-dire une augmentation d’endosomes tardifs positifs a LAMP1, une baisse
de leur taille et une hausse de cholestérol associée a ces endosomes. On ne peut pas exclure
que MOSPD2 puisse interagir avec d’autres protéines non testées au niveau des endosomes
et que ces interactions soient importantes dans la régulation du systéme endosomal (e.qg.
ORP2 ou autres partenaires a motif FFAT non identifiés). De plus, la présence de STARD3
est également indispensable pour que MOSPD2 puisse normaliser le phénotype dans des
expériences de sauvetage. L’interaction de STARD3 avec MOSPD2 a déja été montrée a
plusieurs reprises par I'’équipe (Di Mattia et al. 2018; 2020). STARD3 interagit également avec
les protéines VAPs (Alpy et al. 2013). Pourtant, la perte d’expression de VAPA ou de VAPB
ne conduit pas au méme phénotype endosomal. De maniére intrigante, la perte d’expression
simultanée de VAPA et VAPB contrebalance I'accumulation de cholestérol médiée par la
surexpression de STARD3 (Wilhelm et al. 2017). Ces données peuvent sembler conflictuelles
mais plusieurs paramétres sont a prendre en compte. Premiérement, une seule étude a
regardé la capacité du motif FFAT de STARDS a interagir avec les protéines VAPs et MOSPD2
au niveau endogéne (Di Mattia et al. 2020). Dans cet article, on peut voir que MOSPD2 est
beaucoup plus enrichie par pull-down du motif FFAT de STARD3 que les protéines VAPs. Des
expériences de résonance plasmonique de surface (SPR), permettant de calculer des
constantes de dissociation pour les domaines MSP avec le motif FFAT de STARD3, ont
également été réalisées et montrent que MOSPD2 posséde une affinité environ cinq fois plus
forte que les protéines VAPs. Ces données concordent avec I'expérience de FRAP que jai
réalisée, montrant une cinétique de diffusion plus lente de MOSPD2 en interaction avec
STARD3, que celle des protéines VAPs interagissant avec STARD3 dans un modéle cellulaire,
et donc probablement une interaction plus stable. Deuxiéemement, les protéines VAPs sont
bien plus abondantes que la protéine MOSPD2 dans les cellules HelLa et interagissent avec
d’autres protéines endosomales comme ORP1L ou le complexe WASH (Dong et al. 2016; van
der Kant, Zondervan, et al. 2013; Di Mattia et al. 2018). La perte d’expression simultanée de

ces deux protéines diminue les sites de contact entre le ER et les endosomes, sans pour
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autant augmenter les contacts E-E (Di Mattia et al. 2018; Eden et al. 2016). Ces données
suggérent que les protéines VAPs et MOSPD2 exerceraient des fonctions différentes aux
mémes types de MCS. Il est probable que l'effet de la perte d’expression des VAPs sur
I'accumulation du cholestérol observée lors de la surexpression de STARD3 provienne d’'une
perte de spécificité d’interaction provoquée par une surabondance de cette protéine
endosomale (Wilhelm et al. 2017). Au niveau endogéne, STARD3 semble moins abondante
que les protéines VAPs et correspondrait donc au facteur limitant de ces interactions (Nagaraj
et al. 2011). Lors de la surexpression de STARD3, le facteur limitant devient la disponibilité
des protéines VAPs et MOSPD2. En supprimant les protéines d’ancrage les plus abondantes,
VAPA et VAPB, l'effet de la surexpression de STARDS sur 'accumulation de cholestérol peut
étre compensé car STARDS interagit seulement avec MOSPD2. En lien avec cette hypothése,
la surexpression de STARD3 normalise le nombre d’endosomes LAMP1*, contrairement a la
surexpression de VAPA, dans des cellules déficientes en MOSPD2.

En résumé, MOSPD2 correspond au partenaire préférentiel de STARD3 et semble
nécessaire a la fonction de la protéine STARDS3. Il est important de souligner que la perte
d’expression de MOSPD2 ne semble pas induire une baisse drastique de I'expression de
STARD3 (données non montrées). Au contraire, le taux de phosphorylation de STARD3
semble augmenter dans les cellules n’exprimant plus MOSPD2 (données non montrées),

suggérant un mécanisme de compensation.

3. Les contacts ER-E médiés par le complexe MOSPD2:STARD3

altérent la distribution du cholestérol aux endosomes

Cette étude montre que contrairement aux protéines VAPA et VAPB, MOSPD2 joue
un réle dans la distribution subcellulaire du cholestérol. En effet, la perte d’expression de
MOSPD2 conduit & un marquage filipin plus intense, colocalisant avec les endosomes tardifs.
L’utilisation de deux approches différentes, correspondant a I'expression exogéne d’une
protéine chimére mCherry-D4H et des marquages par la sonde recombinante GFP-D4
marquant le cholestérol, montrent un enrichissement du cholestérol au niveau de la membrane
limitante des endosomes. Une accumulation intraluminale n’est pas exclue mais difficile a
discerner a cause de la faible taille des endosomes dans ces conditions. La perte d’expression
de STARD3 conduit a la méme redistribution du cholestérol, avec une hausse du marquage
filipin et un fort enrichissement a la membrane limitante des endosomes tardifs. Ces données
sont en accord avec une étude récente décrivant les génes régulant le cholestérol, identifiés

par criblage CRISPR-KO (Lu et al. 2022). Dans cette étude, les auteurs mettent en évidence
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que les pertes d’expression de MOSPD2 et de STARDS3 entrainent une hausse de cholestérol
au niveau des endosomes.

Le réle de STARD3 aux endosomes reste a ce jour incertain. Des études ont montré
que STARD3 pourrait favoriser I'efflux de cholestérol des endosomes vers les mitochondries,
ce qui favoriserait la stéroidogenése, et que ce réle ne dépend pas de la présence de NPC1
(Zhang et al. 2002; Balboa et al. 2017; Charman et al. 2010). Une autre étude montre que la
surexpression de STARD3 induit une accumulation de cholestérol intraluminale dans les
endosomes tardifs, qui proviendrait d’'un transfert de cholestérol du ER aux endosomes
(Wilhelm et al. 2017). Or, les résultats que j'ai obtenus semblent montrer un réle de transport
de cholestérol des endosomes vers le ER. Ces données conflictuelles peuvent avoir plusieurs
explications. Tout d’abord, il est envisageable que STARD3 puisse transférer du cholestérol
du ER aux endosomes dans certaines conditions. Lors de la surexpression de cette protéine,
les contacts ER-E sont massifs et plus statiques que la normale. On pourrait imaginer que lors
de ces contacts forcés, un transfert non usuel puisse se produire di a un remodelage
membranaire excessif. Une autre explication plus plausible est que I'accumulation de
cholestérol provoquée par la surexpression de STARD3 ne provienne pas d’un transfert direct
de cholestérol du ER aux endosomes. Des données non publiées de I'équipe montrent que la
surexpression de STARDS3 entraine un blocage du flux d’autophagie (WILHELM 2017), en
accord avec les données obtenues montrant une diminution du compartiment hydrolytique
(baisse des endosomes LysoTracker*/DQ-Red*). Lors de sa surexpression, STARD3
colocalise en partie avec le marqueur autophagique LC3, mettant en évidence la formation
d’amphisomes (données non montrées). Au vu de ces différentes données, il est probable que
'accumulation de cholestérol observée lors de la surexpression de STARD3 provienne d’'une
diminution de la fusion des amphisomes/endosomes matures avec les endolysosomes,
provoquant 'accumulation de matériels positifs a la filipin dans le systeme endosomal. Ce
genre de phénotype est par exemple retrouvé dans la maladie de Niemann Pick de type C
(NPC) qui présente un enrichissement d’amphisomes, positifs a la filipin, méme si les causes
de cette accumulation sont sGrement différentes (Sarkar et al. 2013).

Dans les cellules déficientes pour MOSPD2, la régulation du flux de cholestérol a
l'interface ER-E semble importante afin de normaliser le nombre et la taille des endosomes
tardifs. En effet, la surexpression d’'un mutant de STARD3 incapable de transporter du
cholestérol (ASTART) dans des cellules n’exprimant plus MOSPD2 n’entraine pas un retour a
la normale des endosomes, mais seulement un sauvetage partiel. Ce mutant augmente la
formation de contacts ER-E (Wilhelm et al. 2017), pourtant, le défaut endosomal n’est pas
compléetement corrigé. Il est possible que cette forme mutante de STARD3 interagisse avec

STARD3 endogéne par dimérisation, ce qui pourrait jouer sur les capacités de transfert de la
123



DISCUSSION

protéine endogéne. Ce mutant pourrait aussi entrer en compétition avec STARD3 endogéne
pour interagir avec les protéines VAPs, limitant les capacités de transfert de la protéine
endogéne. La diminution partielle du défaut endosomal pourrait donc provenir d’un effet
bénéfique correspondant a l'augmentation des MCS ER-E, favorisant le transfert de
cholestérol par d’autres protéines de transport présentes a cette interface, combiné a un effet
néfaste di a une diminution du transfert effectué par STARD3 endogéne. De plus, 'expression
de la protéine ORP2, connue pour exporter du cholestérol des endosomes vers la membrane
plasmique, normalise le phénotype endosomal des cellules déficientes pour MOSPD2 (H.
Wang et al. 2019). Méme si cette protéine n'a pas été décrite comme fonctionnant a l'interface
ER-E, il est probable qu’elle en soit capable car ORP2 posséde un motif FFAT. Des données
non publiées du laboratoire montrent que la surexpression de ORP2 avec des protéines VAPs
entraine leur enrichissement aux endosomes. |l serait intéressant de répéter cette expérience
avec un autre transporteur de cholestérol, comme ORP1L, ou bien de muter la protéine ORP2
pour qu’elle ne puisse plus transporter de cholestérol. Ces expériences permettraient de
vérifier que I'efflux de cholestérol des endosomes permet de réguler le phénotype endosomal
des cellules n’exprimant plus MOSPD2.

Quelle est l'origine du cholestérol s’accumulant dans la membrane limitante des
endosomes tardifs des cellules dépourvues de MOSPD2 ? Deux possibilités non exclusives
existent : du lumen des endosomes, ou d’autres organites par un transport vésiculaire ou non-
vésiculaire. Le cholestérol intraluminal provient de la digestion par des lipases acides de
particules LDL, internalisées par endocytose, ou bien de structures autophagiques ayant
fusionné avec le systéme endosomal (Meng et al. 2020). La machinerie principale permettant
de transporter ce cholestérol depuis le lumen vers la membrane limitante est constituée des
protéines NPC1 et NPC2 (Pfeffer 2019). NPC2 est une protéine soluble dans le lumen, liant
le cholestérol et permettant son transfert a NPC1, une protéine intégrale impliquée dans
l'intégration du cholestérol a la membrane limitante et son exportation vers d’autres organites.
De maniére intéressante, NPC2 pourrait également transférer directement du cholestérol aux
protéines LAMP2, augmentant ainsi le pool de cholestérol disponible pour exportation a la
membrane limitante (J. Li and Pfeffer 2016). Récemment, la protéine LIMP-2 a également été
identifiée comme pouvant contribuer au passage du cholestérol du lumen a la membrane
limitante (Heybrock et al. 2019). Les mécanismes d’export du cholestérol de la membrane
limitante vers les autres organites restent encore incertains. NPC1 est un facteur important de
I'export du cholestérol vers d’autres organites, et pourrait communiquer avec des LTPs (Meng
et al. 2020). Méme si la voie NPC1 semble étre la plus efficiente dans I'export de cholestérol,
forcer la formation de MCS entre le ER et les endosomes tardifs permet de diminuer

'accumulation de cholestérol provoquée par la perte de NPC1 (Hoglinger et al. 2019). Les
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MCS sont donc des sites importants dans I'export de cholestérol dépendant ou non de NPC1
(Lu 2022). Le cholestérol a la membrane limitante pourrait également provenir d’'un transfert
provenant d’autres organites. En effet, une étude a récemment montré que I'accumulation de
cholestérol a la membrane limitante des endosomes tardifs, observée dans des mutants
NPC1, provient d’un transfert de cholestérol provenant du ER, médié par la protéine OSBP,
permettant de réguler la voie mTOR (Lim et al. 2019). En lien avec ces données, une autre
étude a montré que la perte d’expression de OSBP diminue I'accumulation de cholestérol dans
des cellules traitées a la U-drug (phénotype équivalent aux mutants NPC1) (Lu et al. 2022).
Cette accumulation observée lors de la perte de MOSPD2 ou de STARD3 pourrait donc
provenir soit de cholestérol venant par exemple du ER, soit du cholestérol provenant du lumen
n‘ayant pas encore transité vers d’autres organites. Afin de comprendre d’ou provient ce
cholestérol, il serait possible de réduire I'expression de OSBP et de NPC1 dans les cellules
déficientes en MOSPD2 afin d’observer I'effet sur I'accumulation de cholestérol grace a un
marquage GFP-D4. Il est aussi envisageable d’utiliser un milieu avec un sérum pauvre en
lipoprotéines (LPDS), afin de limiter 'apport de cholestérol exogéne et favoriser la synthése
de novo de cholestérol au ER. Ces expériences permettraient de mieux comprendre ou se
placent les contacts médiés par MOSPD2 et STARD3 dans la circulation intracellulaire du
cholestérol.

En conclusion, STARD3, en complexe avec MOSPD2, semble transférer du
cholestérol de la membrane limitante des endosomes tardifs au ER. Ce role d’export du
cholestérol des endosomes est en accord avec la littérature démontrant un transport des
endosomes aux mitochondries et un criblage récent montrant une accumulation de cholestérol
dans des lignées déficientes en MOSPD2 ou STARD3 obtenues par CRISPR-Cas9 (Zhang et
al. 2002; Balboa et al. 2017; Charman et al. 2010; Lu et al. 2022). En revanche, I'origine de ce
cholestérol membranaire reste encore a déterminer. Il est probable qu’il provienne directement
du contenu des endosomes, c’est-a-dire de la digestion des ILVs et autres membranes
intraluminales. Il est également possible que ce cholestérol provienne d’autres organites,
comme cela a été montré avec la protéine OSBP, transférant du cholestérol provenant du ER
a la surface des endosomes dans des cellules NPC1 mutantes (Lim et al. 2019). De plus, la
régulation du flux de cholestérol visant a diminuer 'accumulation du cholestérol a la membrane
limitante semble étre un facteur important permettant de normaliser le défaut endosomal des
cellules n’exprimant plus MOSPD2. Au vu du phénotype observe, on peut envisager que le
complexe MOSPD2:STARD3 soit impliqué dans un transfert de cholestérol permettant un
remodelage membranaire local des endosomes régulant la maturation du systéme
endosomal, plutét qu’une voie de transport intracellulaire majeure du cholestérol a 'image de

NPC1.
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4. Quel est le réle fonctionnel des contacts médiés par MOSPD2

sur le cycle endosomal ?

Les résultats obtenus suggérent que MOSPD2 est capable de réguler la balance entre
les événements de fission et de fusion membranaire des endosomes tardifs en interagissant
avec la protéine STARD3. Le phénotype observé lors de la perte d’expression de STARD3,
c’est-a-dire un nombre élevé d’endosomes de petites tailles et tubulaires, concorde avec une
étude publiée en 2005 (Holtta-Vuori et al. 2005). Dans ce papier, les auteurs montrent que la
réduction d’expression de STARD3 par siRNA entraine la dispersion des endosomes tardifs
(LAMP1*), phénotype qui ne peut pas étre normalisé par la surexpression d’'un mutant
ASTART (pas de transfert de cholestérol) ou d’'un mutant MR/ND (mutation rendant la poche
hydrophobe du domaine START non fonctionnel). Ces données concordent avec mes
résultats de surexpression de différents mutants de STARD3 dans les cellules déficientes en
MOSPD2, montrant une normalisation du phénotype seulement quand STARD3 posséde un
domaine START et un motif FFAT fonctionnel. La méme publication rapporte également que
la perte d’expression de STARD3 entraine un délai de fusion entre endosomes tardifs (HoItta-
Vuori et al. 2005). A l'inverse, la surexpression d’'une forme WT augmente ce processus de
fusion, ce qui n’est pas le cas du mutant ASTART. Les auteurs font I'hypothése que STARD3
régule le positionnement des endosomes et leur fusion en régulant leur attachement a I'actine.
Ce mécanisme, dépendant du domaine START, pourrait provenir d’'une modification du
contenu en stérol des endosomes.

Une autre étude montre que la surexpression de STARD3NL, en plus d’augmenter la
taille des endosomes et leur regroupement périnucléaire, diminue le processus de tubulation
(Alpy et al. 2013). Il est possible que la surexpression de cette protéine, en augmentant la
formation de contacts ER-E et en dimérisant avec STARD3, puisse favoriser I'activité de
STARD3. Ces données pourraient étre lien avec les résultats que jai obtenus. En effet, la
surexpression de STARD3 augmente la taille des endosomes, alors que son inhibition induit
de plus petits endosomes, de forme plus tubulaire. Cette diminution du processus de tubulation
a déja été observée pour NPC1 et est induite par I'accumulation de cholestérol dans les
endosomes (Zhang et al. 2001). Cette accumulation intraluminale de cholestérol est retrouvée
lors de la surexpression de STARDS3, et pourrait éventuellement expliquer le défaut de
tubulation (Wilhelm et al. 2017). Il est aussi envisageable que la surexpression de STARD3
limite la motilit¢ des endosomes et induise la fusion de sous-compartiments du systéme

endosomal. Sa surexpression conduit notamment a la formation d’endosomes matures de

126



DISCUSSION

grandes tailles, riches en membranes intraluminales (Alpy et al. 2013). Mes données montrent
que sa surexpression entraine également une augmentation de la taille des compartiments
LysoTracker*/DQ-Red*, pouvant correspondre aux endolysosomes. Malgré cette hausse de
taille, ces endosomes sont moins nombreux et I'aire totale par cellule est diminuée. On peut
imaginer que la coalescence des endosomes matures et la présence massive de contacts ER-
endosomes médiés par STARD3, limitent les contacts E-E nécessaires a leur maturation et
leur acidification (Bright, Gratian, and Luzio 2005).

Les MCS médiés par MOSPD2 et STARD3, semblent donc capables, en régulant le
cholestérol a la membrane limitante des endosomes, d’influer sur les événements de fission
et de fusion membranaire, permettant ainsi la maturation du systéme endosomal tardif (Figure
D4). L’inhibition de ces protéines entraine une hausse du cholestérol a la membrane limitante,
ce qui pourrait diminuer les événements de fusion. Cela pourrait s’expliquer par exemple par
une dysfonction des protéines SNARES, impliquées dans la fusion membranaire. En effet, la
présence de domaines enrichis en cholestérol aux endosomes inhibe la fonction de ces
protéines et diminue leur recyclage (Fraldi et al. 2010). De méme, la protéine cPLA2a est
recrutée aux endosomes par des domaines riches en cholestérol et induit la
vésiculation/scission de ces organites, ce qui pourrait expliquer le nombre important
d’endosomes dans les cellules n’exprimant plus MOSPD2 ou STARD3 (Cai, Caplan, and
Naslavsky 2012). En régulant le cholestérol membranaire, MOSPD2 et STARD3 pourraient
donc jouer sur la formation de nanodomaines membranaires de la surface des endosomes,
permettant le recrutement ou I'inhibition de différentes protéines ou complexes protéiques.

De plus, la composition membranaire endosomale en PIPs, lipides régulant de
nombreux processus cellulaires, pourrait étre impactée par la perte de MOSPD2. L’enzyme
PIKfyve synthétise du PI(3,5)P2 en partant du PI(3)P des endosomes tardifs, un lipide
nécessaire au processus de reformation de lysosomes (Choy et al. 2018). Le PI(3,5)P2,
produit par PIKfyve, est un facteur important de I'acidification des vacuoles chez la levure en
régulant la pompe a protons V-ATPase (Banerjee et al. 2019). L’inhibition de PIKfyve induit la
coalescence du systéme endosomal et un défaut d’activité hydrolytique (S. H. Min et al. 2019;
Soares et al. 2021; Choy et al. 2018). De plus, cette inhibition induit une augmentation du
nombre d’ILVs dans les endosomes matures et réduit leur fusion avec les endolysosomes
(Hessvik et al. 2016). Ce phénotype est proche de celui observé lors de la surexpression de
STARD3, avec la baisse d’objets DQ-Red*/LysoTracker* et une augmentation de leur taille.
Au vu des nombreux parameétres communs, il est tentant de spéculer que dans les cellules
n’exprimant plus MOSPD2 ou STARD3, les endosomes tardifs sont enrichis en PI(3,5)P2,
alors que la surexpression de STARD3 entrainerait un enrichissement en PI(3)P. De maniére

intéressante, cet élargissement des endolysosomes causeé par l'inhibition de PIKfyve peut étre
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empéché en utilisant de la bafilomycin A1 (Compton et al. 2016). Cette molécule diminue
I'acidification des endolysosomes en bloquant la pompe V-ATPase, mais inhibe également la
fusion entre les endosomes tardifs de maniére indépendante de son activité sur la V-ATPase
(Mauvezin et al. 2015). L’action de cette molécule sur la coalescence des EL provoquée par
la perte de PIKfyve dépendrait de son activité régulant la fusion endosomale, et non de son
réle sur I'acidification (Compton et al. 2016). |l serait intéressant d'utiliser de faibles doses de
bafilomycin A1 lors de la surexpression de STARD3 afin de tester si 'on peut également
inhiber la formation de larges endosomes. Cette expérience conforterait les données obtenues
par Holtta-Vuori et al., suggérant que STARD3 promeut la fusion des endosomes (Holtta-Vuori
et al. 2005).

De manieéere intéressante, les domaines membranaires des endosomes enrichis en
cholestérol régulent négativement [l'autophagie chaperonne-dépendante (CMA) en
séquestrant LAMP2-A et en bloquant sa multimérisation (Kaushik, Massey, and Cuervo 2006).
En lien avec ces résultats, les cellules déficientes en MOSPD2 semblent présenter une
augmentation de particules positives au marqueur de l'autophagie LC3 (données non
montrées). Il serait intéressant de regarder plus en détail I'autophagie dans les cellules
n’exprimant plus MOSPD2 et plus particulierement la voie CMA qui semble régulée par les
nanodomaines enrichis en cholestérol.

Pour conclure, MOSPD2 est capable de moduler la maturation des endosomes en
régulant la distribution du cholestérol a linterface ER-Endosome. Cette modulation
consisterait a modifier la composition membranaire des endosomes, permettant ainsi d’inhiber
ou d’activer certaines protéines de maniere séquentielle, altérant la balance de fission/fusion
endosomale. Ces modifications seraient nécessaires au bon déroulement du processus de
maturation, en régulant par exemple I'acidification des endosomes médiée par les contacts E-
E ou en permettant le passage d'un stade a un autre dans le cycle de maturation des

endosomes tardifs.
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Figure D4. Role des contacts ER-E médiés par MOSPD2 sur le cycle de maturation du systéme endosomal tardif.

Dans les cellules sauvages (WT), les endosomes matures fusionnent ou échangent du matériel de maniére transitoire avec
les lysosomes afin de donner un compartiment hydrolytique actif nommé endolysosome. La digestion de macromolécules
conduit a I'exportation de cholestérol du lumen vers différents organites. Les contacts ER-E médiés par le complexe d’inter-
action STARD3:MOSPD2 serait une voie d’export du cholestérol des endosomes vers le ER, en lien avec le processus de
maturation des endosomes tardifs. L'accumulation de cholestérol a la membrane limitante des endosomes tardifs est peu
fréquente dans ces cellules. Les endolysosomes/lysosomes sont capables de se reformer par fission membranaire, aliment-
ant ainsi le cycle du systéme endosomal tardif.

Dans les cellules déficientes en MOSPD2, les endolysosomes actifs sont présents en grande quantité. On retrouve égale-
ment une accumulation de cholestérol a la membrane limitante des endosomes tardifs, lié a un potentiel défaut d'expaortation
de ce cholestérol vers le ER, médie par le complexe STARD3:MOSPD2. Ce cholestérol pourrait provenir de la digestion des
macromolécules ou bien d'un transport d’autres organites vers la membrane limitante des endosomes. Ce défaut de trans-
port de cholestérol semble lié a une prédominance des évenements de tubulation membranaire, associés au processus de
fission. Par ailleurs, I'impact de |a perte d’expression de MOSPD2 sur la formation de lysosomes matures (ou terminaux) est
inconnu.
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MOSPD2, une protéine intégrale du ER, a récemment été identifiée par I'équipe
comme un membre de la famille des protéines VAPs (Di Mattia et al. 2018). A I'image de VAPA
et de VAPB, MOSPD2 est capable de former des MCS entre le ER et d’autres organites grace
a son domaine MSP en interagissant avec des protéines a motif FFAT. Cette protéine posséde
un domaine additionnel nommé CRAL-TRIO, appartenant a la famille des domaines de
transfert de lipide (LTDs), mais sa fonction restait indéterminée jusqu’a ce jour (Chiapparino
et al. 2016). Mes travaux de thése ont permis de montrer que MOSPD2, par ce domaine
CRAL-TRIO, est capable d’induire la formation de MCS entre le ER et les LDs grace a une
interaction de type protéine-membrane médiée par une hélice amphipathique. De plus,
MOSPD2 est impliquée dans I’homéostasie des LDs et régule leur processus de maturation.
Le mécanisme moléculaire médié par le domaine CRAL-TRIO permettant cette régulation
reste a déterminer, mais il est probable que MOSPD2 soit impliquée dans un remodelage

membranaire local en exercant une activité de présentation ou de transfert de lipides.

En plus de cette localisation ER-LD spécifique a MOSPD2, cette protéine se distingue
aussi des protéines VAPs par sa forte capacité d’'interaction et la formation d’'un complexe
stable avec la protéine endosomale STARD3. Méme siles domaines MSP des protéines VAPs
et MOSPD2 ont un mécanisme d’action commun, des différences d’affinité pour un méme
partenaire existent in vitro (Di Mattia et al. 2020). Mes travaux mettent en lumiére l'impact
fonctionnel de cette variation d’affinité dans la régulation d’'un processus cellulaire : la
maturation du systéeme endosomal tardif. En effet, la protéine MOSPD2, par son domaine
MSP, est capable de réguler les endosomes tardifs grace a son interaction avec la protéine
STARD3. Cette interaction n’est pas substituable par VAPA qui posséde pourtant un domaine
MSP, démontrant ainsi I'importance des affinités d’interaction entre les membres de cette

famille et leurs conséquences fonctionnelles in vivo.

Ces travaux permettent de mieux comprendre le réle de MOSPD2 dans 'lhoméostasie
cellulaire et comment sa dérégulation pourrait favoriser le cancer. En effet, MOSPD2 régule le
métabolisme du cholestérol et plus particulierement les esters de stérols, impliqués dans
I'agressivité tumorale (Antalis et al. 2010; Yue et al. 2014; de Gonzalo-Calvo et al. 2015). Ainsi,
en modulant la disponibilité de ces lipides, et plus globalement des LDs, MOSPD2 pourrait
réguler l'invasion tumorale. De méme, en altérant la maturation du systéme endosomal,
MOSPD2 serait capable de moduler des voies de signalisation comme EGFR/Akt en modifiant
par exemple les processus de phosphorylation/déphosphorylation associés aux récepteurs a
activité tyrosine kinase et leur recyclage. Par ailleurs, la modification de la composition

membranaire des endosomes tardifs médiée par MOSPD2 pourrait également favoriser le
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recrutement de protéines pro-tumorigénes, a I'image de Akt. Ainsi, les données obtenues dans

cette thése peuvent servir de piste d’étude afin de mieux caractériser le fonctionnement de

MOSPD2 dans le cancer et peut-étre a terme, pouvoir I'utiliser comme une cible thérapeutique.
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MOSPD2 et sites de contact membranaire :

une protéine a plusieurs facettes

A I'image des protéines VAPs, MOSPD2 est une protéine ancrée a la surface du réticulum
endoplasmique (ER), formant des sites de contacts membranaires (MCS) grace a son
domaine MSP via une interaction protéine-protéine. Contrairement aux VAPs, MOSPD2
posséde un domaine additionnel, nommé, CRAL-TRIO, dont la fonction restait a ce jour
incertaine. Les travaux réalisés dans cette thése ont permis de mieux comprendre comment
MOSPD2 se distingue fonctionnellement des protéines VAPs. MOSPD2 est capable de former
des MCS entre le ER et les gouttelettes lipidiques via son domaine CRAL-TRIO, régulant ainsi
le métabolisme lipidique. En plus de cette localisation spécifique a MOSPD2, cette protéine
se distingue aussi des protéines VAPs par sa forte affinité d’interaction médiée par son
domaine MSP avec la protéine endosomale STARD3, permettant la régulation du systéme
endosomal tardif. Cette interaction n’est pas substituable par les protéines VAPs qui
possédent pourtant également un domaine MSP, démontrant ainsi I'importance des affinités
d’interaction entre les membres de cette famille et leurs conséquences fonctionnelles in vivo.
Mots-clés : site de contact membranaire, réticulum endoplasmique, métabolisme lipidique,

transport de lipide

Like VAP proteins, MOSPD2 is an endoplasmic reticulum (ER)-anchored protein forming
membrane contact sites (MCS) through its MSP domain via protein-protein interactions. In
contrast to VAP proteins, MOSPD2 has an additional domain, named CRAL-TRIO, whose
function remained unclear until now. The work carried out in this thesis has allowed us to better
understand how MOSPD2 is functionally distinct from VAPs. MOSPD2 can form MCSs
between the ER and lipid droplets via its CRAL-TRIO domain, thus regulating lipid metabolism.
In addition to this specific localization, MOSPD?2 differs from VAP proteins by its MSP-mediated
interaction with the endosomal protein STARD3, enabling the regulation of the late endosomal
system. This interaction is not substitutable by the VAP proteins that also possess an MSP
domain, thus demonstrating the importance of binding affinities between the members of this
family and their functional consequences in vivo.

Keywords: membrane contact site, endoplasmic reticulum, lipid metabolism, lipid transport
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