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Abstract. Clathrin-dependent endocytosis is the major pathway for the entry of most surface recep-
tors and their ligands. It is controlled by clathrin-coated structures that are endowed with the abil-
ity to cluster receptors and locally bend the plasma membrane, leading to the formation of receptor-
containing vesicles budding into the cytoplasm. This canonical role of clathrin-coated structures has
been repeatedly demonstrated to play a fundamental role in a wide range of aspects of cell physiology.
However, it is now clearly established that the ability of clathrin-coated structures to bend the mem-
brane can be disrupted. In addition to chemical or genetic alterations, many environmental condi-
tions can physically prevent or slow membrane deformation and/or budding of clathrin-coated struc-
tures. The resulting frustrated endocytosis is not only a passive consequence but serves very specific
and important cellular functions. Here we provide a historical perspective as well as a definition of
frustrated endocytosis in the clathrin pathway before describing its causes and many functional con-
sequences.

Résumé. Lendocytose dépendante de la clathrine est la principale voie d’entrée de la plupart des ré-
cepteurs de surface et de leurs ligands. Elle est controlée par les structures recouvertes de clathrine
qui sont dotées de la capacité de regrouper les récepteurs et de courber localement la membrane
plasmique, entrainant la formation de vésicules contenant les récepteurs et bourgeonnant dans le
cytoplasme. Ce rdle canonique des structures recouvertes de clathrine a été démontré a de nom-
breuses reprises comme jouant un rdle fondamental dans des aspects trés divers de la physiologie
cellulaire. Cependant, il est maintenant clairement établi que la capacité des structures recouvertes
de clathrine a courber la membrane peut étre perturbée. Outre des altérations chimiques ou géné-
tiques, de nombreuses conditions environnementales peuvent physiquement empécher ou ralentir la
déformation de la membrane et/ou le bourgeonnement des structures recouvertes de clathrine. L'en-
docytose frustrée qui en résulte n’est pas seulement une conséquence passive mais remplit des fonc-
tions cellulaires tres spécifiques et importantes. Nous proposons ici une perspective historique ainsi
qu’'une définition de I’endocytose frustrée dans la voie de la clathrine avant de décrire ses causes et
ses nombreuses conséquences fonctionnelles.
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1. Introduction

Endocytosis allows eukaryotic cells to internalize
substances from their environment. The different
known pathways of endocytosis are based on the ini-
tial formation of an invagination of the plasma mem-
brane. This invagination progressively evolves into a
vesicle or tubule that buds into the cytosol, trans-
porting internalized cargoes to intracellular com-
partments, in particular endosomes. Invaginations
vary in size, shape and dynamics depending on the
molecular machinery involved in their formation.
This diversity also reflects the considerable variation
in nature, composition and size of the endocytic sub-
stances. However, under certain conditions, the pro-
cess leading to the formation and stabilization of in-
vaginations can be halted and even reversed, thus
aborting the internalization process. The formation
and maturation of invaginations are tightly regulated
processes that require energy to overcome the re-
sistance of the plasma membrane to deformation.
Many parameters such as membrane tension, inter-
nal hydrostatic pressure or properties of the cargo
to be internalized can make the plasma membrane
more difficult to bend. Thus, successful endocyto-
sis depends on a balance of forces, some promoting
membrane deformation and others opposing it.
Clathrin-dependent endocytosis (CDE) is proba-
bly the most studied and best understood pathway of
endocytosis. The small invaginations of the plasma
membrane associated with EDC were first identified
in 1964 and are commonly referred to as clathrin-
coated pits (CCPs) [1]. Clathrin is the major compo-
nent of the protein coat that assembles on the cy-
tosolic side of the plasma membrane [2]. This coat
is thus composed of clathrin, but also of numerous
adapters and regulators, and generates forces that
bend the plasma membrane to form an invagination
and then a vesicle (Figure 1). Concomitantly with its
action on membrane bending, the clathrin coat re-

cruits surface receptors and their ligands, packing
them into the forming endocytosis vesicles. Cargoes
internalized into these vesicles are then transported
to the endosomal system from where they can be re-
cycled to the cell surface or addressed to lysosomes
for degradation.

The canonical role of PRCs in the regulation of
endocytosis is central to cell homeostasis as it con-
trols nutrient acquisition, plasma membrane com-
position but also the signaling activity of surface
receptors. However, many observations show that
the ability of CRPs to bend the membrane and bud
can be disrupted. Indeed, several environmental fac-
tors have been described as preventing or slowing
down membrane invagination in CRPs. This state
of frustrated endocytosis is not necessarily deleteri-
ous for the cell because it allows it to acquire infor-
mation about its environment and to perform spe-
cific functions. We propose that frustrated EDC is an
integral part of the homeostatic response and can
help the cell adapt to changing environmental con-
ditions. Here, we first provide a historical perspective
and definition of frustrated endocytosis. We then de-
scribe the different causes as well as the functional
consequences of frustrated endocytosis in physiolog-
ical and pathological conditions.

2. Definition of frustrated endocytosis

We consider frustrated endocytosis as the conse-
quence of a mechanical constraint that prevents in-
ternalization by an otherwise perfectly adapted en-
docytosis structure. This definition excludes any type
of perturbation affecting a priori the molecular or
chemical composition, and thus the functions, of the
endocytosis machinery considered. Frustrated endo-
cytosis thus results from a mechanical obstruction
preventing membrane invagination and/or scission
of this invagination. The endocytic structures can be
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Figure 1. Schematic representation of normal and frustrated clathrin-coated structures dynamics.

temporarily or permanently frustrated. Frustration
can also be local or global.

The first reported example of frustrated endocyto-
sis is the result of experimental perturbations to un-
ravel the mechanisms of phagocytosis. Phagocytosis
is dedicated to the internalization of large solid par-
ticles, such as bacteria, which are coated with fac-
tors that trigger the formation of a phagocytic cup,
the phagocytosis-specific invagination. In pioneer-
ing work, the authors coated glass coverslips with
these phagocytosis triggers [3, 4]. Because the glass
coverslip is far too large to be phagocytized by a
cell, the result is the formation of a stable phago-
cytic cup that spreads over the glass in an attempt
to internalize it. This experimental condition actu-
ally reflects pathological situations in which phago-
cytes cannot internalize extracellular particles that
are too large, such as long structures composed of
carbon nanotubes [5] or amyloid fibers [6]. The re-
sulting incomplete phagocytosis leads to the secre-
tion of toxic compounds that damage neighboring
healthy tissues and trigger a detrimental inflamma-
tory response [7, 8]. In contrast, frustration of other
endocytosis pathways may play a role in homeosta-
sis. Caveolae are small invaginations of the plasma
membrane that regulate the endocytosis of various
cargoes [9, 10]. Yet, at equilibrium, caveolae main-
tain themselves in a stable invaginated state, with-

out vesicle generation [10]. Caveolae are also known
to regulate plasma membrane tension by flattening
into the membrane to buffer a sudden increase in
tension [11]. Conversely, reduction in plasma mem-
brane tension causes them to assemble and may pro-
mote their budding [10]. Thus, caveolae are poten-
tially constitutively frustrated structures at equilib-
rium, whose dynamics are modulated by perturba-
tions in membrane tension. Finally, CRPs are also
subject to frustration. It is very likely that frustration
accounts for much of the wide range of dynamic be-
havior encountered among populations of clathrin-
coated structures. Indeed, the average lifespan of
PRCs, i.e. the time required to form a vesicle from
the initial recruitment of the clathrin coat, is highly
variable from one cell type to another. This lifetime
can also vary within the same cell depending on sub-
cellular location, substrate composition, or cell cy-
cle progression. In addition to CRPs, many cell types
have large clathrin assemblies that remain flat and
have very long lifetimes. These particular structures
have been called clathrin-coated plaques (hereafter
referred to as plaques). They actually represent an ex-
treme example of frustrated EDC.
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3. Mechanisms of frustrated endocytosis in the
clathrin pathway

The dynamics of CRPs and the sequence of events
leading to vesicle formation have been extensively
studied. The clathrin and adaptor coat exerts forces
that bend the membrane inward into the cell to form
an invagination (Figure 1). The stiffness and bend-
ing tension of the plasma membrane, as well as the
cell turgor pressure, in turn oppose membrane defor-
mation. Membrane stiffness depends on its chemical
composition, which is known to vary during the life
of the cell [12]. However, to date, no link has been es-
tablished between changes in membrane lipid com-
position and potential frustration of CRPs. Resistance
to plasma membrane deformation can also be in-
creased by adhesion of the actin cortex to the lipid
bilayer [13]. A rigid actin cortex has been linked to
blockage of endocytosis in Drosophila [14]. In mam-
malian cells, the factors contributing to frustrating
EDC are primarily membrane tension as well as the
nature of the cargos to be internalized (Figure 1).

3.1. Plasma membrane tension

EDC is known to be particularly sensitive to mem-
brane tension. Experimentally increasing membrane
tension by hypotonic shock completely blocks the
dynamics of CRPs [15]. This reflects the difficulty
that the clathrin coat has in deforming the mem-
brane when the voltage is elevated [16-18]. Mem-
brane tension can be perturbed by many physiologi-
cal or pathological factors. During mitosis, increased
osmotic pressure causes rounding of the cell [19]
leading to an increase in membrane tension that neg-
atively impacts the EDC [20, 21]. Membrane tension
is also likely to be increased systemically in cells sub-
jected to compressive forces as in cancers [22] or
in asthmatic patients [23]. Such compressive forces
have been shown to block the dynamics of CRPs in
vitro [15,24], most likely due to the elevation of mem-
brane tension.

Local variations in membrane tension can also
modulate the dynamics of PRCs. Indeed, membrane
tension is not homogeneous across the plasma mem-
brane [25] and in migrating mesenchymal cells, ten-
sion is higher at the front than at the back of the
cells [26-28]. Thus, it has been shown that CRPs
have a longer lifespan at the front than at the back

of the cell [29]. These observations may explain why
clathrin-coated structures tend to accumulate at the
front of migrating cells [30, 31]. Polarized epithelial
cells also exhibit membrane tension asymmetry, and
the lifespan of CRPs is longer on the apical side,
where tension is greatest, than on the basolateral
side [32].

3.2. Cargo properties

The second major cause of EDC frustration lies in the
properties of cargoes intended to be internalized by
PRCs. Cargo refers to receptors or other proteins on
the cell surface that are capable of binding clathrin
and its adapters for recruitment and internalization
by PRCs. It is most often the mechanical properties,
shape or size of the object to which these cargoes
bind that represent a limitation for the endocytosis
process. Cargoes play an active role in the maturation
and life span of PRCs. For example, overexpression
of the transferrin receptor reduces the occurrence of
abortive PRCs (PRCs disassembling without form-
ing vesicles), and helps them progress through the
sequential steps of EDC [33]. Thus, different cargos
recruit different sets of adapters and this impacts
the lifespan of the PRCs [34, 35]. Cargoes may also
modulate the composition and/or activity of the
clathrin machinery, but this will not be discussed
here because it is outside our definition of frustrated
endocytosis.

PRCs also control the internalization of viruses,
bacteria and nanoparticles. These objects often reach
a large size that makes EDC more difficult. Indeed,
there is a relationship between the size of the cargo
and the time required to complete its endocyto-
sis [36,37]. Thus, the larger a cargo, the longer it takes
for a CRP to internalize it. Bacteria are much larger
than the average 100 nm diameters of CRPs [38]. Nev-
ertheless, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
and other bacteria have been shown to recruit a
clathrin coat to their cell entry sites [39-41]. Some
bacteria use clathrin structures as a pedestal to or-
ganize the actin cytoskeleton into a structure for
their internalization [39, 41]. The shape of the ob-
ject also plays a role. For example, it takes twice
as long for a PRCs to internalize vesicular stomati-
tis virus due to its asymmetric bullet-shaped mor-
phology (180 nm by 70 nm) [42, 43]. Similarly, the
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endocytosis efficiency of opsonized nanoparticles
also depends on their shape [44].

One of the most common causes of frustration
is when the clathrin machinery is anchored to the
substrate via adhesion receptors. The substrate can
then be viewed as cargo that cannot be internal-
ized. For example, nonspecific attachment of the
plasma membrane to a glass slide opsonized with
concanavalin A completely blocks CRPs [45]. It is
likely that strong adhesion to a large, inflexible sub-
strate prevents the clathrin coat from bending the
membrane. Many adhesion receptors such as cer-
tain integrins accumulate at the CRPs. A population
of CRPs localized near focal adhesions and rich in
[31 integrin has an increased lifespan compared with
CRPs located in other areas of the plasma mem-
brane [45]. When cells are placed on extracellular
matrix (ECM)-coated glass that engages integrin (31,
the dynamics of CRPs slow down and EDC is in-
hibited [45]. These data suggest that anchoring of
the clathrin coat to the substrate via integrins pre-
vents PRCs from budding efficiently. Similarly, we
have shown that clathrin-coated structures accumu-
late along collagen fibers [46]. This is also dependent
on (31 integrin and leads to the formation of tubu-
lar clathrin structures that wrap around the colla-
gen fiber and have an increased life span. The colla-
gen fibers are far too long to be internalized by the
CRPs, which therefore become frustrated. Clathrin-
coated plaques are large, flat mantle assemblies that
are highly stable to the plasma membrane [24, 47].
Plaques can produce vesicles at their edges but not
at their centers. Plaque formation is dependent on
the integrin «v[35, which accumulates strongly in the
plaques [16, 24,48, 49]. Plaques can have a lifetime of
several hours, much longer than the lifetime of con-
ventional PRCs (30 to 60 s) or even PRCs frustrated
by integrin 31 commitment to the substrate (a few
minutes). The reasons for this disparity are not clear
but probably depend on the affinity of the differ-
ent integrins for the substrate and/or for the clathrin
coat.

4. Functions of EDC frustration

Overall, many situations can lead to a frustrated
EDC. Frustration is often restricted to a subset of
clathrin-coated structures and could be mitigated
by compensatory mechanisms. For example, CRPs

located on the apical side of polarized epithelial cells
require acin polymerization to bud [32]. Similarly,
plaques are often associated with an actin network-
promoting vesicle budding at their edges [50]. Data
suggest that frustration is felt locally by CRPs expe-
riencing difficulty in deforming the membrane and
that this triggers local actin polymerization to over-
come mechanical resistance [42]. Even in extreme
cases where frustration cannot be circumvented by
palliative mechanisms, the frustrated EDC is not nec-
essarily deleterious and can instead be used by the
cell to gather information about its environment and
perform specific functions.

4.1. Implications for signaling

A commonly accepted model is that endocytosis of
surface receptors either quenches or modulates their
signaling activity [51, 52]. However, clathrin and the
adaptor coat may themselves modulate signaling at
the plasma membrane, presumably by providing a
platform for the recruitment of specific adaptors in-
volved in signaling [35, 53]. In addition, the lifetime
of CRPs on the cell surface has been linked to sig-
nal intensity [35]. We have recently shown that sys-
temic frustration of CRPs in compressed cells in-
creases signaling in the mitogen-activated protein ki-
nase (MAPK) pathway [54]. Thus, clathrin structures
now appear not only as endocytosis structures but
also as signaling platforms. It is therefore not surpris-
ing that plaques modulate receptor-mediated sig-
naling. These extremely frustrated structures recruit
many signaling receptors and stimulate their signal-
ing activity [24, 47, 50]. Plaques are mechanosensi-
tive structures because they assemble according to
the stiffness of the substrate. The stiffer the sub-
strate, the more the plaques assemble [24]. Thus, the
plates instruct the cell about the elasticity of the sub-
strate by transforming mechanical information into
biochemical information [24]. Because the causes
of frustration are most often mechanical in nature,
and frustrated clathrin structures modulate signal-
ing pathways, a major function of the frustrated EDC
could be to perform mechanotransduction. Thus,
the frustrated EDC could play an important role
in physiological and pathological contexts involv-
ing mechanical forces, such as during fibrosis and
cancers.
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4.2. Implications for cell adhesion

As mentioned previously, strong adhesion to the sub-
strate, particularly via integrins, is a common cause
of frustration of CRPs [24, 45, 46]. Conversely, it is
possible that integrin clustering at clathrin structures
confers a role for CRPs in cell adhesion to the sub-
strate. Indeed, the clustering of integrins or other ad-
hesion receptors at adhesion structures is essential
for cell anchorage to the substrate [55]. Thus, we pro-
posed that PRCs serve as adhesion structures in 3D
environments by clamping collagen fibers [46]. These
CRPs are enriched in 31 integrin which causes them
to become frustrated on the fibers but in turn confers
new adhesion capabilities to the cell that allow it to
migrate into 3D collagen networks. Similarly, it is now
clearly demonstrated that clathrin plaques serve as
substrate adhesion structures [56-59]. Thus, the clus-
tering of integrins at clathrin-coated structures not
only causes the frustration of these structures but at
the same time provides a new means for the cell to
adhere to the substrate.

4.3. Plates as a scaffold for the actin cytoskeleton

Clathrin plaques can also serve as a platform for
cytoskeleton organization. Plaques are abundant in
skeletal muscle and are required for the organization
of sarcomeric actin [48] as well as for the arrange-
ment of intermediate filaments [60]. In the absence
of plates, muscles can no longer exert forces. Plaques
assemble in an actin-independent manner and do
not possess any of the molecular modules connect-
ing integrins to the actin cytoskeleton as is the case
in focal adhesions [59]. However, other components
of the clathrin coat such as dynamin or HIPIR can
bind actin and modulate its organization [61]. It is
likely that the highly stable nature of the plaques is
advantageous in providing a scaffold for cytoskeletal
organization.

Version francaise
1. Introduction

Lendocytose permet aux cellules eucaryotes d’inter-
naliser des substances provenant de leur environne-
ment. Les différentes voies d’endocytose connues re-
posent sur la formation initiale d'une invagination

5. Perspectives

Frustrated EDC thus appears to be an important
regulator of many cellular processes, from signaling
to adhesion, from cell migration to mitosis. Yet, the
ins and outs of frustrated endocytosis are still dif-
ficult to understand. For example, the clustering of
receptors or ligands into rigid microdomains erected
by clathrin and adaptors may promote the develop-
ment of forces on receptor-ligand complexes [62].
Therefore, EDC frustration could be both a conse-
quence of local mechanical resistance and a means
to achieve the local force generation required for
specific regulatory purposes. This could be true at
the level of clathrin plaques where potential ten-
sile forces exerted by the clathrin coat could par-
ticipate in local avf5 activation or stabilization
of integrin-ECM bonds [59]. Intriguingly, although
actin is very often dispensable for EDC, clathrin-
coated structures frequently exploit the actin net-
work in frustration. The identification of a molec-
ular module for frustration detection within the
clathrin coat itself [42] would provide an excellent
opportunity to study the cellular functions of EDC
frustration.
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de la membrane plasmique. Cette invagination évo-
lue progressivement en une vésicule ou un tubule
qui bourgeonne dans le cytosol, transportant ainsi
les cargos internalisés vers des compartiments in-
tracellulaires, en particulier les endosomes. Les in-
vaginations varient en termes de taille, de forme et
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de dynamique en fonction de la machinerie molé-
culaire impliquée dans leur formation. Cette diver-
sité reflete également les variations considérables en
nature, composition et taille des substances endocy-
tées. Cependant, dans certaines conditions, le pro-
cessus conduisant a la formation et a la stabilisa-
tion des invaginations peut étre stoppé et méme s’in-
verser, faisant ainsi avorter l'internalisation en cours.
La formation et la maturation des invaginations sont
des processus étroitement régulés qui nécessitent de
I'énergie afin de surmonter la résistance de la mem-
brane plasmique a la déformation. De nombreux pa-
rametres tels que la tension de membrane, la pres-
sion hydrostatique interne ou les propriétés de la car-
gaison a internaliser peuvent rendre la membrane
plasmique plus difficile a courber. Ainsi, la réussite
del'endocytose dépend d’'un équilibre de forces, cer-
taines favorisant la déformation de la membrane et
d’autres s’y opposant.

Lendocytose dépendante de la clathrine (EDC) est
probablement la voie d’endocytose la plus étudiée
et la mieux comprise. Les petites invaginations de la
membrane plasmique associées a 'EDC ont été iden-
tifiées pour la premiere fois en 1964 et sont géné-
ralement nommeées « puits recouverts de clathrine »
(PRCs) [1]. La clathrine est le principal composant
du manteau protéique qui s’assemble sur la face cy-
tosolique de la membrane plasmique [2]. Ce man-
teau est donc constitué de clathrine, mais aussi de
nombreux adaptateurs et régulateurs, et génere des
forces qui courbent la membrane plasmique pour
former une invagination puis une vésicule (Figure 1).
Concomitamment a son action sur la courbure de la
membrane, le manteau de clathrine recrute des ré-
cepteurs de surface et leurs ligands, les empaquetant
ainsi dans les vésicules d’endocytose en formation.
Les cargos internalisés dans ces vésicules sont en-
suite acheminés vers le systéeme endosomal d’ou ils
peuvent étre recyclés vers la surface cellulaire ou étre
adressés aux lysosomes pour y étre dégradés.

Le role canonique des PRCs dans la régulation de
I'endocytose est central pour I'homéostasie cellulaire
car il controle 'acquisition de nutriments, la compo-
sition de la membrane plasmique mais aussil’activité
de signalisation des récepteurs de surface. Cepen-
dant, de nombreuses observations montrent que la
capacité des PRCs a courber la membrane et a bour-
geonner peut étre perturbée. En effet, plusieurs fac-
teurs environnementaux ont été décrits comme em-

péchant ou ralentissant 'invagination membranaire
au niveau des PRCs. Cet état d’endocytose frustrée
n’est pas nécessairement délétere pour la cellule car
il lui permet d’acquérir des informations a propos
de son environnement et d’accomplir des fonctions
spécifiques. Nous proposons que 'EDC frustrée soit
une partie intégrante de la réponse homéostatique et
puisse aider la cellule a s’adapter a des conditions en-
vironnementales changeantes. Ici, nous fournissons
d’abord une perspective historique et une définition
de 'endocytose frustrée. Nous décrivons ensuite les
différentes causes ainsi que les conséquences fonc-
tionnelles de I’endocytose frustrée en condition phy-
siologique et pathologique.

2. Définition de '’endocytose frustrée

Nous envisageons 'endocytose frustrée comme la
conséquence d'une contrainte mécanique qui em-
péche l'internalisation par une structure d’endocy-
tose par ailleurs parfaitement adaptée. Cette défi-
nition exclut tout type de perturbations affectant a
priori la composition moléculaire ou chimique, et
donc les fonctions, de la machinerie d’endocytose
considérée. Lendocytose frustrée résulte donc d'une
obstruction mécanique empéchant I'invagination de
la membrane et/ou la scission de cette invagination.
Les structures d’endocytose peuvent étre frustrées de
facon temporaire ou permanente. La frustration peut
également étre locale ou globale.

Le premier exemple rapporté d’endocytose frus-
trée est le fruit de perturbations expérimentales vi-
sant a décortiquer les mécanismes de la phagocy-
tose. La phagocytose est dédiée a 'internalisation de
particules solides de grandes tailles, telles que des
bactéries, et qui sont recouvertes de facteurs déclen-
chant la formation d'une coupe phagocytaire, I'inva-
gination spécifique de la phagocytose. Dans des tra-
vaux pionniers, les auteurs ont recouvert des lamelles
de verre par ces facteurs déclenchant la phagocy-
tose [3,4]. La lamelle de verre étant bien trop grande
pour étre phagocytée par une cellule, il en résulte
la formation d’'une coupe phagocytaire stable qui
s’étale sur le verre en tentant de 'internaliser. Cette
condition expérimentale refléte en réalité des situa-
tions pathologiques dans lesquelles les phagocytes
ne peuvent pas internaliser des particules extracellu-
laires trop grandes comme par exemple de longues
structures composées de nanotubes de carbone [5]
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ou des fibres amyloides [6]. La phagocytose incom-
pléete qui en résulte conduit a la sécrétion de compo-
sés toxiques qui endommagent les tissus sains voi-
sins et déclenchent une réaction inflammatoire né-
faste [7, 8]. En revanche, la frustration d’autres voies
d’endocytose peut jouer un role dans '’homéostasie.
Les cavéoles sont de petites invaginations de la mem-
brane plasmique qui régulent 'endocytose de divers
cargos [9, 10]. Pourtant, a I'équilibre, les cavéoles se
maintiennent dans un état invaginé stable, sans gé-
nération de vésicules [10]. Les cavéoles sont égale-
ment connues pour réguler la tension de la mem-
brane plasmique en s’aplatissant dans la membrane
pour tamponner une augmentation soudaine de la
tension [11]. A 'inverse, la réduction de la tension
de la membrane plasmique entraine leur assemblage
et peut favoriser leur bourgeonnement [10]. Ainsi, les
cavéoles sont potentiellement des structures consti-
tutivement frustrées a I'équilibre, et dont la dyna-
mique est modulée par des perturbations de la ten-
sion de membrane. Enfin, les PRCs sont également
sujets a la frustration. Il est trés probable que la frus-
tration explique en grande partie les comportements
dynamiques trés variés rencontrés parmi les popu-
lations de structures recouvertes de clathrine. En ef-
fet, la durée de vie moyenne des PRCs, c’est-a-dire le
temps nécessaire a la formation d'une vésicule a par-

tir du recrutement initial du manteau de clathrine,
est trés variable d'un type cellulaire a 'autre. Cette
durée de vie peut également varier au sein d'une
méme cellule en fonction de la localisation subcel-
lulaire, de la composition du substrat, ou de la pro-
gression du cycle cellulaire. Outre les PRCs, de nom-
breux types cellulaires présentent de grands assem-
blages de clathrine qui restent plats et dont la du-
rée de vie est tres longue. Ces structures particulieres
ont été appelées plaques recouvertes de clathrine (ci-
apres appelées plaques). Elles représentent en réalité
un exemple extréme d’EDC frustrée.

3. Mécanismes de la frustration de ’endocy-
tose dans la voie de la clathrine

La dynamique des PRCs et la séquence des évé-
nements menant a la formation d'une vésicule ont
été largement étudiées. Le manteau de clathrine
et d’adaptateurs exerce des forces qui courbent la
membrane vers l'intérieur de la cellule, afin de for-
mer une invagination (Figure 1). La rigidité et la ten-
sion de flexion de la membrane plasmique, ainsi
que la pression de turgescence cellulaire, s'opposent
quant a eux a la déformation de la membrane. La rigi-
dité de la membrane dépend de sa composition chi-
mique qui est connue pour varier durant la vie de
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la cellule [12]. Cependant, a ce jour, aucun lien n'a
été établi entre la modification de la composition li-
pidique des membranes et une potentielle frustra-
tion des PRCs. La résistance a la déformation de la
membrane plasmique peut également étre augmen-
tée par 'adhésion du cortex d’actine a la bicouche li-
pidique [13]. Un cortex d’actine rigide a été lié a un
blocage del’endocytose chez la drosophile [14]. Dans
les cellules de mammiferes, les facteurs contribuant
a frustrer 'EDC sont essentiellement la tension de
membrane ainsi que la nature des cargos a interna-
liser (Figure 1).

3.1. Tension de la membrane plasmique

LEDC est connue pour étre particulierement sen-
sible a la tension membranaire. Laugmentation ex-
périmentale de la tension membranaire par choc hy-
potonique bloque complétement la dynamique des
PRCs [15]. Ceci reflete la difficulté qu’a le manteau
de clathrine a déformer la membrane lorsque la ten-
sion est élevée [16-18]. La tension membranaire peut
étre perturbée par de nombreux facteurs physio-
logiques ou pathologiques. Lors de la mitose, une
pression osmotique accrue provoque l'arrondisse-
ment de la cellule [19] conduisant & une augmen-
tation de la tension de membrane qui impacte né-
gativement 'EDC [20, 21]. La tension membranaire
est aussi probablement augmentée de maniere sys-
témique dans les cellules soumises a des forces de
compression comme c’est le cas dans les cancers [22]
ou chez les patients asthmatiques [23]. Il a été dé-
montré que de telles forces de compression bloquent
la dynamique des PRCs in vitro [15, 24], trés pro-
bablement en raison de 1'élévation de la tension de
membrane.

Des variations locales de la tension de membrane
peuvent également moduler la dynamique des PRCs.
En effet, la tension de membrane n’est pas homogene
sur I'ensemble de la membrane plasmique [25] et
dans des cellules mésenchymateuses en migration,
la tension est plus élevée a 'avant qu’a 'arriere des
cellules [26-28]. Ainsi, il a été démontré que les PRCs
ont une durée de vie plus longue a I'avant qu’a 'ar-
riere de la cellule [29]. Ces observations pourraient
expliquer pourquoi les structures recouvertes de cla-
thrine ont tendance a s’accumuler a I'avant des cel-
lules en migration (30, 31]. Les cellules épithéliales
polarisées présentent également une asymétrie de

tension membranaire et la durée de vie des PRCs est
plus longue du c6té apical, 1a ou1 la tension est la plus
forte, que du co6té basolatéral [32].

3.2. Propriétés des cargos

La deuxiéme cause principale de frustration de 'EDC
réside dans les propriétés des cargos destinés a étre
internalisés par les PRCs. Le cargo désigne les récep-
teurs ou autres protéines présents a la surface des
cellules capables de lier la clathrine et ses adapta-
teurs afin d’étre recrutés et internalisés par les PRCs.
Ce sont le plus souvent les propriétés mécaniques,
la forme ou la taille de I'objet auquel ces cargos se
lient qui représentent une limitation pour le pro-
cessus d’endocytose. Les cargos jouent un réle actif
dans la maturation et la durée de vie des PRCs. Par
exemple, la surexpression du récepteur de la trans-
ferrine réduit 'occurrence des PRCs abortifs (PRCs
se désassemblant sans former de vésicules), et les
aide a progresser dans les étapes séquentielles de
I'EDC [33]. Ainsi, différents cargos recrutent diffé-
rents ensembles d’adaptateurs et cela a un impact
sur la durée de vie des PRCs [34, 35]. Les cargos
peuvent aussi moduler la composition et/ou l'acti-
vité de la machinerie de clathrine mais cette question
ne sera pas discutée ici car elle s’éloigne de notre dé-
finition de I'’endocytose frustrée.

Les PRCs controlent également l'internalisation
de virus, de bactéries et de nanoparticules. Ces ob-
jets atteignent souvent une taille importante qui rend
I'EDC plus difficile. En effet, il existe une relation
entre la taille de la cargaison et le temps nécessaire
pour compléter son endocytose [36, 37]. Ainsi, plus
une cargaison est grande, plus il faut de temps a un
PRC pour l'internaliser. Les bactéries sont beaucoup
plus grandes que le diametre moyen de 100 nm des
PRCs [38]. Néanmoins, il a été démontré que Liste-
ria monocytogenes, Escherichia coli et d’autres bac-
téries recrutent un manteau de clathrine a leurs sites
d’entrée dans la cellule [39-41]. Certaines bactéries
utilisent les structures de clathrine comme piédes-
tal pour organiser le cytosquelette d’actine en une
structure permettant leur internalisation [39,41]. La
forme de I'objet joue également un réle. Ainsi, il faut
deux fois plus de temps a un PRCs pour internali-
ser le virus de la stomatite vésiculaire en raison de
sa morphologie asymétrique en forme de balle de fu-
sil (180 nm sur 70 nm) [42,43]. De méme, 'efficacité
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d’endocytose de nanoparticules opsonisées dépend
également de leur forme [44].

Lune des causes les plus courantes de frustra-
tion est lorsque la machinerie de clathrine est an-
crée au substrat par l'intermédiaire de récepteurs
d’adhérence. Le substrat peut alors étre considéré
comme une cargaison qui ne peut étre internali-
sée. Par exemple, I'attachement non spécifique de
la membrane plasmique a une lamelle de verre op-
sonisée par de la concanavaline A bloque comple-
tement les PRCs [45]. Il est probable qu'une forte
adhérence a un substrat de grande taille et non
flexible empéche le manteau de clathrine de cour-
ber la membrane. De nombreux récepteurs d’adhé-
rence telles que certaines intégrines s’accumulent
au niveau des PRCs. Une population de PRCs lo-
calisé preés des adhérences focales et riche en inté-
grine 31 présente une durée de vie accrue par rap-
port aux PRCs situés dans d’autres zones de la mem-
brane plasmique [45]. Lorsque les cellules sont pla-
cées sur du verre recouvert d'une matrice extracel-
lulaire (MEC) qui engage l'intégrine (31, la dyna-
mique des PRCs ralentit et 'EDC est inhibée [45].
Ces données suggerent que I'ancrage du manteau de
clathrine au substrat via les intégrines empéche les
PRCs de bourgeonner efficacement. Similairement,
nous avons montré que les structures recouvertes
de clathrine s’accumulent le long des fibres de col-
lagene [46]. Ceci dépend également de l'intégrine
31 et conduit a la formation de structures de cla-
thrine tubulaires qui s’enroulent autour de la fibre
de collagene et dont la durée de vie est augmentée.
Les fibres de collagéne sont bien trop longues pour
étre internalisées par les PRCs qui s’en retrouvent
donc frustré. Les plaques recouvertes de clathrine
sont de grands assemblages de manteau plats et
trés stables a la membrane plasmique [24, 47]. Les
plaques peuvent produire des vésicules sur leur bord
mais pas en leur centre. La formation des plaques
dépend de l'intégrine ocv35 qui s’y accumule forte-
ment [16, 24, 48, 49]. Les plaques peuvent avoir une
durée de vie de plusieurs heures, bien plus longue
que la durée de vie des PRCs classiques (30 a 60 s)
ou méme que des PRCs frustrés par I'engagement
de l'intégrine 31 au substrat (quelques minutes). Les
raisons de cette disparité ne sont pas claires mais
dépendent probablement de I’affinité des différentes
intégrines pour le substrat et/ou pour le manteau de
clathrine.

4. Fonctions de la frustration de 'EDC

Globalement, de nombreuses situations peuvent
conduire a une EDC frustrée. La frustration est sou-
vent limitée a un sous-ensemble de structures recou-
vertes de clathrine et pourrait étre atténuée par des
mécanismes compensatoires. Par exemple, les PRCs
situés du coté apical des cellules épithéliales pola-
risées nécessitent la polymérisation d’acine pour
bourgeonner [32]. Similairement, les plaques sont
souvent associées a un réseau d’actine favorisant le
bourgeonnement de vésicules sur leurs bords [50].
Des données suggerent que la frustration est ressen-
tie localement par les PRCs éprouvant des difficultés
a déformer la membrane et que ceci déclenche une
polymérisation locale de l'actine pour surmonter
la résistance mécanique [42]. Méme dans les cas
extrémes ol la frustration ne peut étre contournée
par des mécanismes palliatifs, 'EDC frustrée n’est
pas nécessairement délétére et peut au contraire étre
utilisée par la cellule pour recueillir des informations
sur son environnement et exécuter des fonctions
spécifiques.

4.1. Conséquences pour la signalisation

Selon un modele communément admis, 'endocy-
tose de récepteurs de surface permet soit d’éteindre
soit de moduler leur activité de signalisation [51,52].
Toutefois, la clathrine et le manteau d’adaptateur
peuvent eux-mémes moduler le signal a la mem-
brane plasmique, probablement en fournissant une
plateforme pour le recrutement d’adaptateurs spéci-
fiques participant a la signalisation [35, 53]. De plus,
la durée de vie des PRCs a la surface des cellules a
été liée a l'intensité du signal [35]. Nous avons ré-
cemment montré que la frustration systémique des
PRCs dans des cellules compressées augmente la si-
gnalisation dans la voie de la protéine kinase acti-
vée par les mitogenes (MAPK) [54]. Ainsi, les struc-
tures de clathrine apparaissent désormais non seule-
ment comme des structures d’endocytose mais aussi
comme des plateformes de signalisation. Il n’est donc
pas surprenant que les plaques modulent la signali-
sation médiée par les récepteurs. Ces structures frus-
trées a 'extréme recrutent de nombreux récepteurs
de signalisation et stimulent leur activité de signa-
lisation [24, 47, 50]. Les plaques sont des structures
mécanosensibles car elles s’assemblent en fonction
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de la rigidité du substrat. Plus le substrat est rigide,
plus les plaques s’assemblent [24]. Ainsi, les plaques
instruisent la cellule quant a 1’élasticité du substrat
en transformant une information mécanique en une
information biochimique [24]. Les causes de frustra-
tion étant le plus souvent de nature mécanique, et les
structures de clathrine frustrées modulant les voies
de signalisation, une fonction majeure de 'EDC frus-
trée pourrait étre de réaliser la mécanotransduction.
Ainsi, 'EDC frustré pourrait jouer un role important
dans des contextes physiologiques et pathologiques
mettant en jeu des forces mécaniques, comme au
cours de la fibrose et des cancers.

4.2. Conséquences pour l'adhésion des cellules

Comme mentionné précédemment, une forte adhé-
rence au substrat, notamment via des intégrines, est
une cause courante de frustration des PRCs [24, 45,
46]. Inversement, il est possible que le regroupement
des intégrines au niveau des structures de clathrine
conféere aux PRCs un role dans I'adhérence cellu-
laire au substrat. En effet, le regroupement des inté-
grines ou d’autres récepteurs d’adhésion au niveau
des structures d’adhérence est essentiel pour assu-
rer ’ancrage de la cellule au substrat [55]. Ainsi, nous
avons proposé que les PRCs servent de structures
d’adhérence dans des environnements 3D en pin-
cant les fibres de collageéne [46]. Ces PRCs sont en-
richies en intégrine 31 ce qui provoque leur frus-
tration sur les fibres mais confére en retour de nou-
velles capacités d’adhérence a la cellule qui lui per-
mettent de migrer dans des réseaux 3D de colla-
gene. De méme, il est maintenant clairement démon-
tré que les plaques de clathrine servent de structures
d’adhérence au substrat [56-59]. Ainsi, le regroupe-
ment des intégrines au niveau des structures recou-
vertes de clathrine provoque non seulement la frus-
tration de ces structures mais fournit en méme temps
un nouveau moyen pour la cellule d’adhérer au sub-
strat.

4.3. Les plaques, un échafaudage pour le cytos-
quelette d'actine

Les plaques de clathrine peuvent également ser-
vir de plateforme pour l'organisation du cytosque-
lette. Les plaques sont abondantes dans les muscles

squelettiques et sont nécessaires a I'organisation de
I'actine sarcomérique [48] ainsi qu’a 'arrangement
des filaments intermédiaires [60]. En 1'absence de
plaques, les muscles ne peuvent plus exercer de
forces. Les plaques s’assemblent de maniere indé-
pendante de l'actine et ne possedent aucun des mo-
dules moléculaires reliant les intégrines au cytos-
quelette d’actine comme c’est le cas au niveau des
adhérences focales [59]. Cependant, d’autres com-
posants du manteau de clathrine comme la dyna-
mine ou HIPIR peuvent lier l'actine et moduler
son organisation [61]. Il est probable que la nature
extrémement stable des plaques soit avantageuse
pour fournir un échafaudage pour I'organisation du
cytosquelette.

5. Perspectives

LEDC frustrée apparait donc comme un régulateur
important de nombreux processus cellulaires, de la
signalisation a I'adhérence, de la migration cellulaire
a la mitose. Pourtant, les tenants et aboutissants de
I'endocytose frustrée sont encore difficiles a cerner.
Par exemple, le regroupement des récepteurs ou des
ligands dans des microdomaines rigides érigés par
la clathrine et les adaptateurs peut favoriser le dé-
veloppement de forces sur les complexes récepteur-
ligand [62]. Par conséquent, la frustration de 'EDC
pourrait étre a la fois une conséquence de la résis-
tance mécanique locale et un moyen d’atteindre la
production de force locale requise a des fins de régu-
lation spécifiques. Cela pourrait étre vrai au niveau
des plaques de clathrine ou les potentielles forces
de traction exercées par le manteau de clathrine
pourraient participer a l'activation locale d’avf35
ou a la stabilisation des liaisons intégrine-MEC [59].
De facon intrigante, bien que l'actine soit tres sou-
vent dispensable pour 'EDC, les structures recou-
vertes de clathrine exploitent fréquemment le réseau
d’actine en cas de frustration. Lidentification d'un
module moléculaire de détection de la frustration au
sein méme du manteau de clathrine [42] offrirait une
excellente opportunité d’étudier les fonctions cellu-
laires de la frustration de 'EDC.
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