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Le développement neuronal

[. Introduction

Le cerveau humain est souvent représenté comme une entité qui contrble et qui
coordonne le fonctionnement des différentes parties de I'organisme et ceci via ses
projections vers les différents organes. Ces projections, les nerfs ou le groupe des
axones, assurent la communication entre le cerveau et les organes. D’'un autre coté,
au sein du cerveau les neurones des différentes régions interagissent également
entre eux permettant une communication au sein et entre ces régions. Cette
communication est médiée par I'activité intrinseque des neurones qui projettent leurs
axones vers ces organes ou vers les neurones cibles. Les neurones communiquent
au travers des contacts établis par leurs prolongements. Ces prolongements
assurent l'intégration, I'émission et la propagation des signaux é€lectriques. La
transmission de l'information d’'un neurone a un autre est produite au niveau de la
zone de contact entre les deux partenaires. Cette connexion est représentée par un
élément structural appelé la synapse. Cette structure est formée par deux éléments
morphologiquement et fonctionnellement différents, les éléments pré et
postsynaptique, séparés par la fente synaptique. L’élément présynaptique assure, en
réponse a un potentiel d’action, la libération des neurotransmetteurs dans la fente
synaptiqgue par exocytose. Ensuite I'élément postsynaptique integre I'information
déclenchée par la présynapse via I'activation des voies de signalisation cellulaire en
amont de récepteurs activés par les neurotransmetteurs. La nature des
neurotransmetteurs libérés définie la réponse neuronale, soit excitatrice dans le cas
des neurones glutaminergiques ou inhibitrice pour les neurones GABAergiques.
L’élément postsynaptique des synapses excitatrices se caractérise par la présence
d’'une région sous membranaire dense aux électrons : la densité postsynaptique
(PSD), ou sont ancrés les récepteurs au glutamate postsynaptique (Owald and
Sigrist, 2009). Cette structure est supportée par les épines dendritiques, qui sont des
expansions latérales a téte ovoide reliees aux branches dendritiques. Cette
organisation architecturale et fonctionnelle est cruciale pour le bon fonctionnement

du systéme nerveux.



Il. Le développement neuronal

Au cours de leur développement, in vivo ou in vitro, les cellules précurseurs
neuroépithéliales subissent plusieurs processus de maturation avant de devenir des
neurones fonctionnels (Figure 1). Ces processus permettent a la cellule précurseur
d’acquérir tout d’abord une polarisation axone-dendrite et ensuite d'établir des
contacts synaptiques ou « synaptogenéese » entre I'élément pré et postsynaptique.
Le neurone est composée d’'un corps cellulaire ou soma d’ou partent deux types de
prolongements distincts : i) les dendrites et ses ramifications ou arborisation

(considéré comme la partie réceptrice du neurone), ii) L’axone et ses prolongements

Polarization of cortical neurons in vivo
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Figure 1: Développement in vivo des neurones corticaux. Les neurones émergent a partir de
I'épithélium prolifératif couvrant la zone ventriculaire (VZ). A partir de cette zone, les neurones
nouveau-nés migrent vers leurs destination finale selon deux modes, soit radiale, selon une trajectoire
perpendiculaire a la VZ grace aux fibres des cellules gliales radiaires, ou tangentielle, selon une
trajectoire parallele a la VZ. Durant cette migration, les neurones peuvent alterner entre les deux
modes de migration. Dans le cortex, les neurones pyramidaux suivent une migration radiale alors que
les neurones GABAergique ou les interneurones suivent une longue migration tangentielle. Le
neurone pyramidal présente une locomotion en 3 étapes synchronisées. Au début la cellule forme un
front de migration ou Leading processes (LP), ressemblant au céne de croissance et qui explore le
microenvironnement, puis le noyau transloque vers ce front « Nucléokinése » et le processus se
termine par la rétraction de I'arriére de la cellule ou trailing process (TP), qui produit le mouvement de
la cellule. Durant leur migration ces cellules se polarisent pour former leurs futurs axones et dendrites.

ou ramifications latérales nommées collatérales représentant la partie qui transmet le
signal vers une autre cellule. Ces deux structures cellulaires jouent un role

fondamental dans les fonctions neuronales puisqu’elles permettent 'intégration et la
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transmission du signal électrique. L’établissement de la polarit¢é neuronale est
étroitement lié a des modifications du cytosquelette constitué d’actine, de
microtubules (MT) et des filaments intermédiaires. L’'augmentation de la taille de la
cellule nécessaire a ce développement est accompagnée par un apport
membranaire important a la surface cellulaire qui est assuré par les voies du trafic
membranaire intracellulaire.

Les dendrites et I'axone sont différents 'un de l'autre par leur morphologie, la
composition en protéines et organelles, la structure du cytosquelette et leur fonction.
En effet, les dendrites sont fonctionnellement spécialisées dans la réception du
signal alors que I'axone assure sa transmission et sa propagation via la libération des
neurotransmetteurs. Morphologiquement, I'axone est typiqguement long et mince avec
un diametre uniforme alors que les dendrites sont plus courtes et plus épais et leurs
diamétres s’amenuisent au fur et a mesure qu’ils s'éloignent du soma.
Ultrastructuralement, les dendrites contiennent des ribosomes, du réticulum
endoplasmique et le complexe golgien, alors que lI'axone est dépourvu des ces
structures (Craig and Banker, 1994). Ces deux extensions different aussi par les
protéines associées aux MT, qui les stabilisent et assurent leurs assemblages.
L’axone contient la protéine Tau, alors que les dendrites contiennent MAP2
(Microtubule-associated protein 2, (Goedert et al., 1991). Les dendrites matures ont
des MT orientés dans les deux sens, alors que dans I'axone, I'extrémité (+) des MT
est orienté vers la membrane plasmique d'ou le sens de la croissance axonale
(Balaratnasingam et al., 2011). La phosphoprotéine GAP-43 par exemple est
localisée, au cours du développement neuronal, dans I'axone et dans son cbne et

pas dans les dendrites (Goslin et al., 1988).

1. Chronologie de I'établissement de la polarité des neurones en culture

Dotti et al., (1988) ont rapporté pour la premiére fois la chronologie des changements
morphologiques et de la polarisation des neurones d’hippocampe en culture. lls ont
montré qu’au cours de leur développement les neurones de I'hippocampe en culture
passent par cing stades majeurs de développement pendant lesquels ils acquierent

leurs morphologies finales pour aboutir a leurs maturations fonctionnelles (Figure 2).



Ainsi, peu apres la mise en culture, les cellules commencent a développer des
lamellipodes autour du corps cellulaire (Stade 1). La deuxieme phase de
développement est marquée par la perte des lamellipodes et la formation des
neurites (Stade 2), qui contiennent un réseau de microtubules orientés parallélement,
alors que les lamellipodes contiennent majoritairement des filaments d’actine et
parfois des microtubules non orientées. Aprés 1 a 2 jours en culture (DIV), la majorité
des cellules présentent une morphologie asymétrique caractérisée par un seul et un
long prolongement ou axone qui fait en moyenne entre 80-100 um de longueur et
plusieurs prolongements (en moyenne 4,9 prolongements) plus courts que I'axone
(Stade 3). A ce stade, ces prolongements courts ou dendrites mesures en moyenne
10-15 um de longueur (Dotti et al., 1988). Au bout de 7 DIV, 'axone mesure environ
300 um et émét des ramifications. En revanche, les dendrites qui commencent a
s’allonger a partir de 5 DIV, font en moyenne 75 um a 7 DIV (Stade 4). Au cours des
4 premiers jours de culture, I'axone s’accroit 5 fois plus rapidement que les dendrites
(60 pm/jour ; Dotti et al., 1988). Le stade 5 n'implique pas un changement de la
polarité, mais il représente la maturation continue de larborisation axonale et
dendritique, incluant le branchement dendritique, la formation des épines

dendritiques et la synaptogenése (Fletcher et al., 1991) (Craig and Banker, 1994).
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Figure 2: Les différentes étapes du développement neuronal in vitro.

2. Bases moléculaires de la croissance neuritique

Au cours de son développement, le neurite alterne entre deux phénomenes
dynamiques : I'extension et la rétraction. Ces deux phénomenes sont contrélés par

des signaux extracellulaires positifs et négatifs, respectivement. Ces signaux



diffusent tout au long des neurites pour réguler le comportement des filaments

d’actine et des microtubules et influencer le transport des vésicules cargos.

L’extension du neurite est contrdlée par quatre mécanismes : i) 'augmentation de la
dynamique des filaments d’actine ii) la stimulation de la formation de microtubules iii)
laugmentation de la surface de la membrane plasmique par le recrutement et la
fusion de vésicule avec la membrane plasmique iv) I'augmentation locale des

molécules de la signalisation cellulaire et de leurs récepteurs.

La rétraction fait elle aussi appel aux mécanismes qui régulent la dynamique du
cytosquelette et le trafic au niveau de la membrane plasmique, principalement via
linternalisation de la membrane par endocytose. Ces processus se déroulent
essentiellement au niveau du cone de croissance. Cette structure est le site actif du
recyclage membranaire (Diefenbach et al., 1999), et elle joue un rdle central dans le
guidage axonal (Mueller, 1999).

3.Le cOne de croissance

Le cbne de croissance a été décrit pour la premiére fois par Ramon Y Cajal en 1890
comme « Une concentration du protoplasme sous une forme canonique dotée d’un
mouvement amiboide. D’un point du vue fonctionnelle, il peut étre considéré comme
une sorte de bélier ‘battering ram’, doté d'une sensibilité chimique magnifique, avec
des mouvements amiboides rapides et avec une certaine force impulsive, grace a
laquelle il est en mesure d’avancer et surmonter les obstacles rencontrés sur son
chemin jusqu'a ce qu'il arrive a sa destination» (Levine and Marcillo, 2008, Levine et
al., 2008). En 1907, Ross Harrison a confirmé I'existence de cette structure motile
en utilisant pour la premiére fois des neurones d’embryon de grenouille R. pipiens in
vivo. Il a décrit le développement neuronal comme suit : Les expériences ont montré
gue le développement d’un neurone est basé sur deux phénomenes : i) La formation
du nerf primitif via I'extension du protoplasme neuroblastique en filament, ii) La
formation des « neurofibrillae » ou cytosquelette dans ces filaments (Keshishian,
2004). Avec les connaissances et les techniques dont nous disposons aujourd’hui,

l'acuité de ces premieres observations ne laisse pas de nous surprendre.



Le cone de croissance est donc cette structure amiboide située au bout de I'axone
en croissance et qui est spécialisé dans I'élongation et le guidage du neurite, de
'axone ou de la dendrite en croissance. Les cones de croissance de I'axone et des
dendrites se ressemblent morphologiquement et fonctionnellement, a I'exception de
la présence des polyribosomes dans le cas des dendrites (Miller and Peters, 1981,
Miller, 1988).

Le cbne de croissance est capable d’explorer son entourage et de répondre a des
signaux environnementaux variés. Il est responsable de la génération des forces,
grace au remodelage de son cytosquelette, nécessaires a sa progression et donc a
I'élongation axonale (Lamoureux et al., 1997). Il contient principalement deux
composants du cytosquelette, les filaments d’actine ou actine-F et le microtubules
(MT) (Dent and Gertler, 2003). La grande dynamique de cette structure et le
décodage des informations extracellulaires lui permettent de trouver son chemin et
sa cible avec une précision impressionnante. Ce sont les molécules d’adhésion qui
assurent le guidage du cone. Ces molécules peuvent étre présentées soit par les
cellules avoisinantes, comme les molécules transmembranaires d’adhésion cellulaire
ou CAM (Maness and Schachner, 2007) ou par la matrice extracellulaire, comme les
laminines et les fibronectines (Evans et al., 2007). En fait, ces molécules fournissent
la surface nécessaire pour I'adhésion des récepteurs du cbne et elles activent aussi
la signalisation cellulaire utilisée par la machinerie du guidage axonal. D’autres
molécules inhibent I'adhésion du cbéne induisant ainsi sa rétraction, comme les

éphrines par exemple (Guan and Rao, 2003).

3.1. Structure du cbne de croissance

Le cbne consiste en un prolongement protoplasmique contenant la majorité des
organelles et des régions périphérigues minces et motiles. Ces extensions
périphériques peuvent prendre soit i) la forme de filopodes qui sont des structures
longues et fines ressemblant a des projections minces sous forme de doigts, ou ii) la
forme des lamellipodes qui correspondent a de larges extensions membranaires.
Ces deux extensions sont riches en filament d’actine. Les filaments d’actine forment
un réseau polygonal complexe directement en dessous de l'ensemble de la

membrane plasmique du céne de croissance et ils représentent pratiquement le seul



constituant des filopodes et des lamellipodes (Bunge, 1973, Yamada and Wessells,
1973). La dynamique de ces deux structures est assurée par un flux de filaments
d’actine et des protéines associées (Bray and Chapman, 1985).

La distribution différentielle de ces deux composants majeurs du cytosquelette au
sein du céne permet de définir ou distinguer trois régions différentes. En effet, le
cbne de croissance est caractérisé par un domaine central (C) riche en microtubules
(MT), un autre domaine périphérique (P) constitué de lamellipodes et de filopodes et
qui est riche en filaments d’actine, et pour finir une zone dite de transition (T) qui est
située entre ces deux domaines (Figure 3).

En plus de son cytosquelette, le cbne de croissance contient différentes structures
membranaires comme le réticulum irrégulier, des vésicules claires, des vacuoles, des
vésicules recouvertes, des veésicules a cceur dense, des mitochondries et des
structures lysosomales (Tennyson, 1970) (Del Cerro et al., 1968).

(A} Microspikes
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Figure 3: Structure et organisation du cytosquelette au sein du cdne de croissance.
L’actine est en vert et les microtubules en rouge.

3.2. Organisation et dynamique du cytosquelette au sein du cbne de
croissance

Pour sa mobilité, le cbne de croissance engage son cytosquelette en réponse aux
signaux extracellulaires. Ces signaux agissent sur la dynamique des microtubules et

de l'actine au niveau du cbne. La polymérisation de l'actine et des microtubules est
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indispensable pour la croissance neuritique et le guidage du cone de croissance
(Letourneau and Ressler, 1984, Lowery and Van Vactor, 2009). Certaines études ont
montré que la dépolymérisation des microtubules, par la colchicine, n’affecte pas
immédiatement les filopodes mais induit une rétraction de I'axone (Yamada and
Wessells, 1971). En revanche, la dépolymérisation de [lactine-F, avec la
cytochalasine B, induit la rétraction des filopodes du cbéne et l'arrét de I'extension
axonale (Yamada et al., 1970). Plus tard, d'autres études ont montré que la
dépolymérisation de I'actine-F n’affecte pas I'extension axonale, mais en revanche,
elle cause une croissance mal orienté (Lafont et al., 1993, Dent and Kalil, 2001). Ceci
suggere bien que le cytosquelette d’actine assure la morphologie du céne et son
guidage, alors que les microtubules sont essentiels pour la structure de I'axone et

son élongation.

3.3. Le cytosquelette d’actine

Il se présente sous forme de microfilament ou filaments d’actine (actine-F pour actine
filamenteuse). Ces filaments sont des polymeéres hélicoidaux, résultant de la
polymérisation de monomeres d’actine ou l'actine globulaires (Actine-G). Les
neurones contiennent les isoformes non musculaires : I'actine B et y (Choo and Bray,
1978).

3.4. La dynamique de l'actine

L'actine-F est un polymere polarisé puisqu’il possede une extrémité a croissance
rapide (extrémité ‘+’ ou « barbed end) et une extrémité a croissance lente, qui est le
siege préférentiel de la perte de monomeres d’actine monomeérique ou actine-G
(extrémité '’ ou pointed end). Les filaments d’actine sont composés de monomeres
d’actine couplés a 'ATP ou 'ADP. L’hydrolyse de 'ATP en ADP est irréversible et
joue un réle dans le désassemblage des filaments d’actine. La croissance de
microfilament d’actine est caractérisée en partie par un mécanisme de tapis roulant
(treadmilling) correspondant a I'addition au niveau de I'extrémité (+) de monomeres
issus de la dépolymérisation de I'extrémité (-). Les monoméres actine-ADP sont

dissociés lentement au niveau de I'extrémité (-), tandis que les monomeres actine-



ATP sont associés au niveau de I'extrémité (+). L’hydrolyse de I'ATP est essentielle
pour maintenir le processus de « treadmilling » (Fujiwara et al., 2002). La dynamique
de cette structure (polymérisation, stabilité et destruction) est hautement régulée
pendant chaque stade de la progression du cone. Dans le cbne, I'extrémité (+) est
orienté vers la membrane plasmique, alors que I'extrémité (-) est orientée vers la

zone de transition T (Dent and Gertler, 2003)

Le cytosquelette d’actine est hautement dynamique dans le domaine périphérique
(P) et la zone de transition (T), ou il est constamment réorganise, alors qu’au niveau
du domaine central I'actine est plus stable. Les filaments d’actine sont assemblés a
'extrémité distale des filopodes et des lamellipodes. lls sont transportés d'une
maniéere rétrograde vers la zone (T) ou ils sont recyclés et désassemblés (Lin and
Forscher, 1995, Schaefer et al., 2002). Ce transport rétrograde vers la zone (T) est
assuré par la protéine moteur myosine Il. C'est dans cette zone que les molécules de
la myosine Il forment un arc contractile avec l'actine (Medeiros et al., 2006). Le flux
rétrograde de l'actine dans le cone ainsi que la polymérisation en tapis roulant
permettent ainsi de fournir la force nécessaire a I'avancée du céne (Burnette et al.,
2008).

3.5. Les microtubules

Les microtubules ont des structures protéiques de forme cylindrique polarisées. lls
présentent une extrémité dite « moins » et d’une extrémité dite « plus » orientée vers
la périphérie de la cellule. L'extrémité plus est nommée ainsi car elle présente une
vitesse d’assemblage des diméres de tubulines plus élevée. lls sont composés de
dimeres de tubuline assemblé en un réseau linéaire. Ces diméres de tubuline sont
formés d'unités hétérodimériques de tubuline a et B. Ces diméres sont capables de
s’autoassocier longitudinalement pour former dans un premier temps un
protofilament ; ces derniers s’associant ensuite de maniere hélicoidale pour former
un microtubule. L'association de chaque dimére est dépendante de la liaison du GTP
(Carlier, 1982). Entre 11-15 protofilaments qui formeront la paroi de MT donnent

naissance a une structure tubulaire de 25 nm de diametre (Luduena, 1998).



Au niveau du cone de croissance, les MT du domaine P agissent comme des
senseurs du guidage, alors que ceux du domaine C sont impliqués dans l'orientation
du cbne (Gordon-Weeks, 2004). Les MT servent aussi comme un support au

transport axonal antérograde et rétrograde rapides.

Pour finir, les MT interagissent aussi avec I'actine. Cette interaction semble controler
la localisation des MT et leurs dynamiques (Lowery and Van Vactor, 2009, Dent et
al., 2011, Suter and Miller, 2011).

4. Mécanismes de la progression du céne

Le cbne progresse selon trois stades morphologiquement distincts. Ces stades sont
nommes : i) protrusion, ii) engorgement et iii) consolidation (Dent and Gertler, 2003).
L'alternance entre ces trois stades supporte I'élongation axonale. La protrusion est
produite par I'élongation des filopodes et des lamellipodes, probablement via la
polymérisation des filaments d’actine. En effet, les récepteurs membranaires du cone
lient les molécules d’adhésion, formant ainsi un complexe agissant comme un
embrayage moléculaire (molecular clutch). Ce complexe assure le couplage entre le
flux rétrograde d’actine et les récepteurs. Ce couplage stabilise les filaments d’actine
et réduit le flux rétrograde d’actine entrainant ainsi une augmentation de I'élongation
axonale. Les filopodes semblent étre impliqués dans cette étape. En effet, ils
fonctionnent comme un point d’attachement au substrat d’adhésion et ils produisent
la force nécessaire pour la progression du céne (Chan and Odde, 2008).
L’engorgement se produit quant les faisceaux d'actine disparaissent entre le site
d’adhésion et le domaine (C). Ensuite, I'arc de I'actine-F dans la zone (T) s’oriente
vers le site d’adhésion ou le sens de la croissance, suivie par une invasion des MT
du domaine (C) vers le domaine (P) soutenue par I'arc d’actine-F. Cette progression
sera consolidée par la formation d’'un nouveau segment axonal stabilisé par les MT.
En général, I'actine du céne fourni la force nécessaire a sa progression, alors que les
MT permettent de stabiliser le cone et de le faire tourner. Les interactions entre les
filaments d’actine et les microtubules sont indispensables a la mobilité du céne de
croissance (Lowery and Van Vactor, 2009)(Figure 4).
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Figure 4: lllustration des différentes étapes de la progression du céne de croissance.
lll. La croissance neuritique et le trafic membranaire

Le changement morphologique du neurone au cours de son développement est
accompagné par des changements de la surface membranaire assurés par deux
mécanismes moléculaires du trafic membranaire différents: I'exocytose et
'endocytose. Ces deux mécanismes sont fortement régulés et assurent un transport
intracellulaire directionnel des composants membranaires (Sann et al., 2009). En
effet, au cours de sa croissance, I'axone ou le neurite s'étendent sur de longues
distances vers leurs cibles synaptiques. L’élongation de l'axone nécessite une
augmentation de la surface membranaire supportée par le transport vésiculaire
antérograde, du corps cellulaire vers I'extrémité distale du neurite nommée le cbne
de croissance (Pfenninger et al., 2003, Chernyshova et al., 2011). L’expansion de la
surface membranaire de neurite se produit préférentiellement au niveau de ce cbne
(Sabo and McAllister, 2003). L’'exocytose ou la fusion membranaire assure donc
'apport de membrane et ainsi I'expansion de la surface cellulaire qui soutient
I'élongation neuritique vers le signal attractif. En revanche, I'endocytose est
impliquée dans la rétraction de neurite et le collapse du céne de croissance qui sont

accompagnés par une réduction de la surface membranaire suite a I'élimination de



membrane au niveau du cone par linternalisation de membrane (Fournier et al.,
2000, Jurney et al., 2002, Kolpak et al., 2009).

En plus de la croissance neuritique, le trafic membranaire joue également un réle
important au cours de la navigation du céne de croissance ou le guidage axonal. Ce
guidage est régulé principalement par des signaux calciques contrélant ainsi
plusieurs voies moléculaires et cellulaires, telles que la

polymérisation/dépolymérisation de I'actine et le trafic membranaire (Tojima, 2012).

1. Origine des vésicules impliquées dans I’expansion membranaire

L’apport membranaire est assuré par des vésicules, originaire du réseau transgolgien
(TGN) nommées les vésicules précurseurs plasmalemmales (PPV). Ces vésicules
sont transportées du corps cellulaire vers le cbne de croissance grace aux
microtubules (Letourneau et al., 1987). Le transport de ces vésicules semble étre
régulé puisque les facteurs neurotrophiques, BDNF ou NGF, induisent un transport
rapide des vésicules contenant le récepteur a I'lGF vers le cone de croissance des
neurones en culture ou des cellules PC12, respectivement (Mascotti et al., 1997)
(Pfenninger et al., 2003). L'exocytose et lintégration de ces PPV est Ca*
dépendante et leurs identités moléculaires sont distinctes de celles des vésicules
synaptiques (Lockerbie et al., 1991).

L'implication du trafic membranaire postgolgien dans l'extension neuritique a été
démontrée en étudiant I'effet de la Bréfeldine A, toxine fungique qui bloque le trafic
postgolgien et qui inhibe la croissance neuritigue des neurones hypocampigues en
culture (Jareb and Banker, 1997). Pfenninger et al., (2003) ont montré que L'IGF-1
stimule la croissance neuritique via l'intégration des PPV a la membrane plasmique
du cone de croissance, alors que le BDNF intervient indirectement dans ce
processus par la stimulation de I'accumulation de la sous unité By du récepteur a
'IGF a la membrane plasmique du céne de croissance. lls ont montré également que
'IGF-1 induit son effet via lI'activation de la voie PI3K/Akt, puisque lincubation des
neurones d’hippocampe en culture avec un inhibiteur de la PI3K (LY-294002 ou la
Wortmannin) inhibe l'intégration des PPV a la membrane plasmique du cbne de
croissance (Laurino et al., 2005). La PI3K semble intervenir dans ce processus via



'activation de la Rho-GTPase TC10 et induire ainsi le recrutement du complexe
exocyste a la membrane plasmique, via la sous unité Exo70, pour induire in fine la
formation de l'axone et sa croissance (Dupraz et al., 2009). En accord avec ces
résultats, I'implication du complexe exocyste dans la croissance neuritique a été mise
en évidence dans dautres études (Hazuka et al.,, 1999, Vega and Hsu, 2001)
(Murthy et al., 2003). Un autre meécanisme régulant I'exocytose des PPV a été
démontré récemment par Cotrufo et al, (2011). En effet, le facteur de
chémoattraction Netrin-1 stimule I'exocytose de ces veésicules via l'interaction de son
récepteur DCC avec la syntaxine-1 et Ti-VAMP/VAMP7, permettant ainsi au cne de

croissance de croitre vers sa cible, la source de Netrin-1(Cotrufo et al., 2011).

2. ldentité des vésicules précurseurs plasmalemmales ou PPV

Le fait que la neurotoxine tétanique, qui clive VAMP2, n’affecte pas la croissance
neuritique, contrairement aux neurotoxines botuliques A et C, qui clivent
respectivement, SNAP25 et les syntaxines 1-4 (lgarashi et al., 1996) (Grosse et al.,
1999), suggere que la voie du trafic membranaire impliguée dans la croissance
neuritique est différente de celle impliqguée dans la neurotransmission. En effet, la
syntaxine 3 contréle la croissance neuritique dans les cellules PC12 stimulées par le
NGF et dans les neurones (Darios et al., 2006). D’autre part, ces auteurs ont montré
egalement que le NGF induit I'interaction entre la syntaxine 3 et la SNAP25 ; ce qui

permet I'exocytose et I'expansion membranaire (Darios and Davletov, 2006).

D’autres protéines impliquées dans le trafic membranaire ont été identifiée comme
régulateurs de la croissance neuritique, notamment la synaptotagmine VII (Arantes
and Andrews, 2006), la syntaxine 13 (Hirling et al., 2000), Arf6 et son régulateur
ARNO (Hernandez-Deviez et al., 2004) et les protéines Rab (D'Adamo et al., 1998,
Nakazawa et al., 2012).



Figure 5: Image en microscopie électronique d’'un cbne de croissance de la corde spinale du
rat en culture. Cette image illustre I'enrichissement de cette structure en vésicules larges, claires et
polymorphique, d’un diametre d’environ 150 nm.

3. Implication de Ti-VAMP ou VAMP7 dans la croissance neuritique

La protéine Ti-VAMP, pour tetanus toxin insensitive VAMP ou VAMP7, semble jouer
un réle capital dans la croissance neuritique, en accord avec l'absence d'effet de
cette toxine sur ce processus. En effet, les travaux du groupe du Thiery Galli ont
montré que la voie du trafic membranaire médiée par Ti-VAMP est essentielle pour la
différenciation neuronale et la croissance neuritique des cellules PC12 induite par le
NGF ou par la Staurosporine. En effet les travaux de ce groupe ont montré que : i)
I'extinction de Ti-VAMP réduit la croissance neuritique de 25% dans les cellules
PC12 et inhibe la croissance axonale (Alberts et al., 2003) et ii) la surexpression de
Ti-VAMP délétée de son domaine amino-terminal favorise la croissance neuritique et
axonale (Martinez-Arca et al., 2001). L’activité de Ti-VAMP semble étre inhibée par
son domaine amino-terminal « Longin domain » puisque la surexpression de ce
domaine inhibe i) la croissance neuritigue dans les cellules PC12 stimulées par la
Staurosporine (Martinez-Arca et al., 2001) et ii) la différenciation des neurones
hypocampiques en culture (Alberts et al., 2003). A noter que I'effet de ce domaine est

plus important sur la croissance de I'axone que sur celle des dendrites. De plus, ce
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domaine semble étre impliqué au cours du développement précoce puisque la
surexpression de ce domaine a 1DIV inhibe plus la croissance que s'il est surexprimé
a 4DIV. Ti-VAMP est impliguée dans le trafic d'un sous type de vésicules impliquées
dans le transport du transporteur de glutamate EAAC1 a la membrane plasmique,
mais pas des vésicules impliquées dans le transport de la sous unité GIuR1 du
récepteur AMPA (Martinez-Arca et al., 2001). Il semble que Ti-VAMP soit aussi
impliquée dans le recyclage de la molécule d’adhésion L1 entre la membrane
plasmique et les endosomes tardifs, ou Ti-VAMP colocalise avec la syntaxine 7 au
cours de la croissance (Alberts et al., 2003). L'expression de L1 a la surface
cellulaire est essentielle pour la croissance neuritique et I'adhésion (Dahme et al.,
1997). L'exocytose des PPVs dépendante de Ti-VAMP est aussi activée par les
laminines de la matrice extracellulaire via un mécanisme dépendant de I'activation de
FAK, src et du complexe Arp2/3 via les intégrines qui sont des récepteurs d’adhésion

cellulaire (Gupton and Gertler, 2010).

Un autre type vésiculaire qui assure I'expansion membranaire a été identifié pour la
premiere fois dans une lignée des cellules PC12 non sécrétrices, exprimant le facteur
de transcription REST/NRFS. Cette structure, nommée I'enlargeosome, correspond a
des vésicules de petites tailles contenant comme marqueur la protéine v-SNARE,
VAMP4 (D'Alessandro et al., 2010, Racchetti et al., 2010, Schulte et al., 2010).
L’exocytose de ces vésicules est controlé par la RhoGTPase Racl. En effet,
I'activation de la voie Racl induit une croissance neuritique rapide, au bout d'une 1 a
2 heures, alors que la voie classique, induite par le NGF, demande au mois 2 jours
pour induire la croissance neuritique, suggeérant ainsi que Ti-VAMP controlerait une
croissance classique lente induite par le NGF, alors que VAMP4 contrélerait une

croissance rapide induite par Racl (D'Alessandro et al., 2010, Schulte et al., 2010).

4. Biogénese des vésicules a partir du réseau transgolgien

La naissance de vésicules se fait en général a partir de membrane progressivement
recouverte de protéines dite « de manteau ». Trois différents types de protéines de
manteau ont été identifiées et caractérisées en détail : COPI, COPII et la clathrine.
Les vésicules impliguées dans le transport intra-golgien sont formées par les

coatomers COPI et Il. COPI est impliqué dans le transport entre le Golgi et le RE et



entre les citernes golgiennes, alors que COPII assure le transport du RE vers le
Golgi. L’'assemblage du coatomer COPI, formé de sept sous unités a,f,p’,y,0,& et C-
COP, est assuré par Arfl (Martinez-Alonso et al.,, 2013). La PLD1 semble étre
impliquée dans le bourgeonnement des vésicules a partir de la membrane TGN,
d’'une maniére dépendante d’Arfl (Chen et al., 1997). Cette implication de PLD1
reflete probablement le recrutement de la sous unité B-COP du complexe COPI par
'acide phosphatidique (PA) produit & la membrane via la PLD1 (Ktistakis et al.,
1996).

La clathrine, qui représente la deuxieme famille de protéines de manteau, est
principalement impliquée dans le bourgeonnement des vésicules a partir de la
membrane du TGN et dans linternalisation/endocytose d'un récepteur et de son
ligand a la membrane plasmique (partie détaillée en bas). Les clathrines sont des
protéines solubles et leurs assemblage nécessite le soutien d’autres protéines : les
protéines adaptatrices ou ‘Adaptor Protein’ (AP). Chez 'homme, il existe 4 AP (1-4),
AP2 agit strictement a la membrane plasmique, ou il est recruté suite a la synthese
de PIP2 stimulée par Arf6. Le recrutement d’AP2 induit 'assemblage de clathrines a
la membrane plasmigue nécessaire a I'endocytose (Figure 11). En revanche, AP1, 3
et 4 agissent au niveau du TGN et des endosomes. Arfl recrute AP1, GGA ou Golgi-
localized-ear-containing ARF-binding proteins et la clathrine a la membrane
transgolgienne (Wenndy, 2011). Le complexe ainsi formé permet l'invagination et la
formation de vésicules recouvertes de clathrine ou Clathrin-Coated Vesicles (CCV).
Ce sont ces vesicules qui seront impliquées dans le transport membranaire du
réseau transgolgien vers la membrane plasmique ou le systeme endo-lysosomal

(Lippincott-Schwartz, 2011).

5. Le trafic membranaire du réseau transgolgien vers la membrane plasmique

Le trafic membranaire assure le transport et la communication entre les différents
compartiments cellulaires. Ce transport est effectué par l'intermédiaire des vésicules
membranaires porteuses ou Carrier vesicles. Ce trafic assure la livraison des
protéines et des lipides, dans le but de maintenir lidentité des organelles
intracellulaires. Le golgi représente le centre stratégique du trafic cellulaire. Il est

caractérisé par ces empilements en citernes qui assurent la réception des protéines



cargos du réticulum endoplasmiqgue (RE) et la livraison des constituants
membranaires (protéines et lipides), en route vers la membrane plasmique ou le
systeme endo-lysosomale par l'intermédiaire de vésicules. D’'une maniere générale,
la vésicule est formée au niveau du golgi a partir d'un compartiment membranaire
donneur avec l'aide d’une machinerie protéique spécialisée. Cette machinerie est
formée par des protéines dites protéines de manteau et ses adaptateurs qui
assureront 'assemblage de ce complexe protéique (voir chapitre précédent). Le role
principale de ce complexe est i) dassurer la détection et la déformation ou
linvagination de la membrane, ii) I'induction de la courbure membranaire, iii) la
fission et la formation de la vésicule et a la fin iv) il permettra de spécifier la
destination des vésicules. Atteignant sa destination finale, la vésicule fusionnera
avec le compartiment receveur. Cette fusion est assurée par une machinerie
moléculaire formée essentiellement par la famille des protéines SNARESs et de leurs
protéines accessoires (Voir figure 8 et chapitre exocytose). Il est intéressant de noter
gue plus récemment un role des lipides dans I'exocytose de ces vésicules issues du
Golgi a été suggéré dans différents types cellulaires et notamment dans les cellules
neuroendocrine. Ainsi, des changements dans la composition lipidique au niveau des
sites d’exocytose ou d’endocytose ont été mis en évidence (pour revue voir : Ammar
et al., 2013b). D’autre part, les lipides peuvent jouer un role dans le recrutement de
protéines impliquées dans le trafic membranaire ou des protéines de la signalisation
(Vitale, 2010).

V. Mécanismes moléculaires du trafic membranaire

1. L’exocytose

C’est le mécanisme moléculaire utilisé par les cellules pour assurer la fusion entre
deux compartiments membranaires. Ce mécanisme nécessite l'intervention de
plusieurs protéines, principalement les protéines SNARE et de leurs protéines
accessoires, qui représentent la machinerie minimale de I'exocytose (Figure 6 avec
l'exemple des SNAREs neuronales). En plus de ces protéines, les lipides
membranaires jouent également un réle déterminant dans ce processus et ceci via

leurs capacités a interagir avec certaines protéines et donc a les recruter et/ou les



activer mais aussi par leur aptitude a induire des déformations membranaires grace a

leurs propriétés géométriques (Ammar et al., 2013b).

1.1. Les différentes étapes de I’exocytose

Avant de fusionner avec la membrane plasmique, une vésicule subit certaines étapes
de maturation au cours desquelles elle acquiere les propriétés nécessaires a la

fusion membranaire.

1.1.1. L’arrimage des veésicules (Tethering and Docking)

C’est le contact physique initial entre la membrane vésiculaire et la membrane
plasmique. Il est important pour la libération rapide de contenu vésiculaire. Ce
contact est assuré, essentiellement, par les protéines d’accrochage et les protéines
Rab-GTPase. Deux classes de protéines d’accrochage ont été identifiées: les
protéines longues possédant des domaines Coiled-Coil et les multi-complexes
(exemple : le complexe exocyste). Ces protéines d’accrochage lient les Rab et les
protéines SNARESs. L’interaction des vésicules avec les Rab activées assure leur
transport tout au long du cytosquelette et facilite ainsi leurs recrutement au niveau
des sites d’exocytose (voir I'exemple GLUT4 Figure 7) (Cai et al., 2007, Brocker et
al., 2010). L’arrimage des vésicules est également contrélé par I'actine subcorticale,
qui formerait une barriere physique empéchant le premier contact entre la vésicule et
la membrane. La destruction de I'actine subcorticale par la latrunculine A augmente
'exocytose dans les cellules chromaffines (Trifaro, 2002) et dans les cellules B
pancréatiques (Tomas et al., 2006). Il semble aussi que la protéine accessoire du
complexe SNARE Munc-18 agisse sur I'actine subcorticale, pour favoriser I'arrimage
des vésicules (Toonen et al., 2006, de Wit, 2010).
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Figure 6: Représentation schématique de protéines majeures de I’exocytose et de la structure
du complexe SNARE neuronal. Le complexe SNARE est composé par deux domaines indépendants
le « Core SNARE » et le domaine Habc de la syntaxin-1. Le core SNARE est toujours composé des
trois hélices Q et une hélice R (3Q:R). Les t-SNARE fournissent les hélices Q, une de la syntaxine 1 et
deux de la SNAP25, alors que la v-SNARE, VAMP2, fournit I'hélice R. VAMP2 contient un motif
SNARE adjacent au domaine transmembranaire (TMR). La syntaxine 1 a une large région amino-
terminale formée par un paquet de 3 hélices pliées spontanément (Habc), une région linker non pliée,
un motif SNARE (H3) et un domaine TMR. SNAP-25 procéde deux motifs SNARE liés entre eux par
une région linker contenant des cystéines palmitoylés responsables de I'attachement de la protéine a
la membrane plasmique. La synaptotagmine 1 est formée par deux domaines C2 liant le Ca®* (C2A et
C2B) et d'un domaine amino-terminal transmembranaire. La complexine est impliquée dans
I'exocytose, principalement, via son hélice centrale et I'hélice accessoire adjacente. Munc-18 est
composée des trois domaines, d1, d2 (a et b) et d3 (a et b). Munc-13 contient trois domaines liant le
Ca® : C2A, C2B et C2C, un domaine liant RIM (RBD) & I'extrémité amino-terminale, un autre liant la
calmoduline (CBD) adjacent au domaine C1 et un domaine homologue aux Munc (MUN-A, B, C et D).

1.1.2. L’amorcage de la fusion membranaire (Priming)

Cette étape refléte les processus moléculaires et cellulaires mais aussi membranaire
(réorganisation de la composition lipidique de la membrane) qui rendent la vésicule
apte a la fusion induite par une stimulation (Klenchin and Martin, 2000). Ces

processus impliquent essentiellement les protéines SNAREs et leurs régulateurs :
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Munc-18, Munc-13, et la Complexine (Martin, 2003), mais aussi des lipases et des

inositol-kinases (Ammar et al., 2013b).

Cette étape est fortement dépendante de 'ATP. En effet, il semble que I'ATP est
utilisé par la PIP5-Kinase pour produire le PIP2 au niveau des sites d’exocytose (Hay
et al., 1995). De méme, 'ATP pourrait étre aussi utilisée par NSF dans I'étape
nécessaire au désassemblage du complexe SNARE en cis converti en SNARE libres
ou SNARE en trans. Ces molécules SNAREsS libres pourront ainsi former un nouveau

complexe cis (Sugita, 2008).

1.1.3. La fusion membranaire (Triggering)

En fonction du type -cellulaire, la fusion membranaire est déclenchée soit
par 'augmentation intracellulaire de [Ca**] (Pang and Sudhof, 2010), d’AMPc
(Szaszak et al., 2008), I'activation de protéines kinases (Zeniou-Meyer et al., 2008,
Jewell et al., 2011) ou par un changement du potentiel membranaire (Zeniou-Meyer
et al., 2007).

Dans les neurones, 'augmentation de la [Ca®'] intracellulaire est détectée par la
synaptotagmine (Segovia et al., 2010) ou Doc-2 (Friedrich et al., 2010), qui vont
permettre de déclencher la fusion dépendante des protéines SNAREs. L’énergie
nécessaire a la fusion membranaire semble étre fournie en partie par le
superenroulement des domaines SNAREs (Figure 8). Cette étape est régulée par
plusieurs protéines qui agissent directement sur les protéines SNAREs comme
Munc-18a (Fisher et al., 2001, Jorgacevski et al., 2011), la Complexine (An et al.,
2010) ou d’autres protéines qui affecteront I'ouverture du pore de fusion comme la
sous unité VO de la V-ATPase (El Far and Seagar, 2011).
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Figure 7: L'exocytose des vésicules de stockage de Glut4 (GSV). En absence d'insuline, la
majorité de Glutd est distribuée entre les endosomes, le réseau transgolgien, les vésicules de
stockage de Glut4 (GSV), tandis que moins de 5% se trouve a la membrane plasmique. En réponse a
une stimulation a l'insuline, le taux de Glut4 a la membrane plasmigue augmente suite a I'exocytose
des GSV. Ce processus se passe en trois étapes: i) Translocation de GSV suite a I'activation de la
voie PI3K-AKT par le récepteur a I'insuline activé. AKT phosphoryle AS160 et inhibe son activité GAP,
ce qui active les protéines Rab8, 10 et 14. L’insuline inhibe aussi l'interaction entre Glut4 et TUG ou
Tether containing UBX domain for Glut4-Ubiquitin likel, impliguée dans la rétention des GSV a la
région périnucléaire via son interaction avec Glut4, permettant ainsi aux GSV d’étre transportées a la
périphérie cellulaire grace aux microtubules. Ce transport est facilité par 'interaction entre la protéine
moteur MYOLC et la GTPase Ral-A vésiculaire. A la périphérie cellulaire, le mouvement des GSV est
contrélé par I'actine subcorticale. ii) L’attachement de GSV a la membrane plasmique est assurée par
le complexe exocyste. En effet, I'insuline stimule I'interaction entre la Rho-GTPase TC10, et la sous
unité du complexe exocyste EXO70 favorisant la formation du complexe. L'interaction de GSV avec ce
complexe est gouvernée par Sec5 et Ral-A dont l'activité est régulée par RGG1 et RGG2 sous la
dépendance d’AKT. Apres l'attachement de la vésicule a la membrane plasmique, le désassemblage
du complexe exocyste est induit par la phophorylation de RalA par la PKC. iii) La fusion de GSV avec
la membrane plasmique gouvernée par le complexe SNARE comprenant VAMP2, syntaxine 4 et
SNAP23. L'assemblage du complexe SNARE est contrélé par linsuline. En effet, le récepteur a
l'insuline catalyse la phosphorylation de Munc18-C sur les résidus Tyr219/521, favorisant ainsi son
interaction avec Doc2p, impliguée dans 'augmentation de la courbure membranaire (Martens, 2010).
L’interaction entre Doc2p et Munc-18 empéche ainsi I'inhibition de la syntaxine 4 par la Munc18-C.
L'insuline inhibe aussi I'interaction inhibitrice de la syntaxine 4 avec la Synip (STXBP4) et la tomosyne
(SYNBP5). AKT phosphoryle et recrute la CDP138 ou uncharacterized 138 kDa C2 domain-containing
phosphoprotein a la membrane plasmique pour promouvoir la fusion de la GSV (Leto and Saltiel,
2012).
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Figure 8: Représentation schématique de la fusion membranaire induite par le complexe
SNARE. Munc-18 lie la syntaxine-1 et masque son site d'interaction avec les autres protéines SNARE
(A). La stimulation de I'exocytose induit la dissociation de Muncl8 et syntaxine-1. Cette derniere
adoptera alors une conformation favorisant l'interaction avec les autres protéines du complexe
SNARE, via leurs motifs SNARE formant ainsi un domaine coiled-coil (B-C). La formation du
complexe SNARE initie le rapprochement des deux membranes et puis la formation du pore de fusion
et la fusion membranaire dépendante de I'énergie fournie par ce complexe (C-D).

1.2. Dynamique de la membrane au cours de la formation du pore de fusion

La nature du pore de fusion a été sujet a d’intenses controverses, hotamment entre
sa nature protéique ou lipidique. La nature purement protéique du pore de fusion,
comme cela avait été suggéré par des travaux sur la V-ATPase ne semble plus étre
soutenue par beaucoup d’'arguments expérimentaux. D'un autre coté, l'existence
d’'un pore de fusion d’'un diametre (d’une conductance) stable pendant plusieurs ms,
dans les cellules chromaffines par exemple, soutient un modele dans lequel des
protéines régulent la dynamique du pore sans forcément constituer physiquement le
pore lui-méme. Il est a noter cependant que les travaux récents du groupe de
Montecucco portant sur le mécanisme d’action des neurotoxines laissent entrevoir
limplication d’'une rosette de complexe SNARE qui constituerait en partie le pore de

fusion (Pantano and Montecucco, 2013).

D’un autre coté, l'implication des lipides dans la dynamique du pore de fusion est
supportée par de nombreuses données. En effet, certaines études ont montré qu'il y
a un transfert de lipides : i) au cours de l'oscillation ou flickering du pore (Monck et

al., 1990), ii) avant 'ouverture du pore (Takahashi et al., 2002) et iii) avant la diffusion



des protéines vésiculaires dans la membrane plasmique (Taraska and Almers,
2004). De plus, des études ont montré également que la cinétique de I'exocytose est
profondément affectée par la composition lipidique de la membrane (Ammar et al.,
2013b).

La fusion membranaire peut étre elle-méme divisée en trois étapes: i) le contact
initial, ii) la formation des intermédiaires d’hémifusion et iii) I'ouverture du pore de
fusion (Cohen and Melikyan, 2004, McMahon et al., 2010). Des expériences de
simulations moléculaires dynamiques ont suggéré que le processus d’hémifusion et
'ouverture du pore de fusion sont des processus trés rapides aprés l'initiation ou la
formation du contact initial, alors que la formation du contact initial prend plus de

temps (Fuhrmans et al., 2009).

1.3. L’étape initiale de la fusion membranaire

Le contact initial entre la vésicule et la membrane plasmique pourrait étre induit 40-
100 ms avant la fusion membranaire (Allersma et al., 2004). Pour que les deux
membranes fusionnent, il faut en particulier avoir un contact physique entre elles. En
général la distance entre les deux membranes doit étre de I'ordre de 2-3 nm pour
permettre I'hydratation compléte de la bicouche lipidique (Smirnova et al., 2010). Ce
réle est joué par les protéines d’attachement ou Tethering, comprenant les protéines
Rab, la myosine V, les microtubules et la F-actine (Jahn et al., 2003, Yu and
Hughson, 2010, Haucke et al., 2011). Ces différents facteurs assurent la sélectivité
de I'événement de fusion. Une autre barriere de sélectivité est représentée par
I'actine subcorticale et les protéines membranaires. En effet, 50% de la surface de la
membrane plasmique est couvert par des protéines associées a la membrane et le
réseau de l'actine subcorticale (Chen et al., 2008, Kusumi et al., 2011) et ceci
empéche l'acces des vésicules a la membrane permettant un autre niveau de
régulation de I'exocytose et des sites de la fusion, qui doit par nature étre limité dans
le temps et I'espace.

Un autre facteur qui pourrait affecter la formation du contact initial est la courbure de

la membrane vésiculaire. En effet, les vésicules de petite taille, ont une courbure plus



importante que celle de grande taille et forment donc plus rapidement et aisément le

contact avec la membrane plasmique (Kasai et al., 2012).

1.4. La formation des intermédiaires d’hémifusion

Suite a la formation du contact initial entre les deux membranes, une connexion
lipidique locale entre les monocouches lipidiques proximales est formée a partir du
point du contact. Cet intermédiaire de fusion est appelé tige de la fusion ou stalk
intermediate. C’est a partir de cette tige que se formera le diaphragme et le pore de
fusion (McMahon et al., 2010). Le passage par une étape intermédiaire est plus
favorable que la fusion directe, car le premier processus consomme moins d’énergie
(Chen et al., 2008). La formation de la tige de fusion a été identifiée comme une
étape intermédiaire centrale de I'hémifusion. La formation de la tige nécessite une
déformation élastique complexe de la bicouche membranaire, y compris leur
courbure, I'écartement des chaines d'acide gras des lipides et leurs inclinaisons en
respectant la surface de la membrane (McMahon et al., 2010). Ceci garantie une

énergie élastigue minimale.

Le stade suivant apres la formation de la tige de fusion est I'expansion radiale
permettant la formation d’'un diaphragme d’hémifusion, qui représente un segment de
double couche unique limité par une jonction de trois doubles couches. Comme pour
la tige de fusion les bords du diaphragme d’hémifusion sont formés par une bicouche

lipidique courbée.

1.5. Notion de la courbure membranaire induite par les lipides lors de la fusion

La bicouche membranaire est caractérisée par une distribution asymétrique des
lipides de part et d’autre de la membrane. La majorité des lipides structuraux de la
membrane des cellules eucaryotes sont les glycérophospholipides, dont le PA est
'élément de base. Ces glycérophospholipides sont formés par un groupement
glycérol, d’'un groupement phosphate H3PO, et deux acides gras (AG) caractérisés

par une chaine longue (>= 14C), avec le plus souvent un AG insaturé en position 2.



Par exemple, la membrane synaptique est enrichie en AG insaturés, tel que I'acide

arachidonique.

On peut distinguer 4 classes différentes de phospholipides, selon leurs groupements
alcool : i) les phosphatidylsérines (PS), ii) les phosphatidyléthanolamines (PE), iii) les
phosphatidylcholines (PC) et iv) les phosphatidylinositols (PI). Dans la membrane
synaptique on trouve environ 10% PC, 20% PS, 60% PE, 5% Pl et 15% de
sphingomyélines (SM) (Davletov and Montecucco, 2010). La forme moléculaire ou
géométrique des phospholipides au sein de la bicouche lipidique est déterminée par
la compatibilité entre la taille de la téte polaire et celle de la queue hydrophobe. Si les
deux sont completement compatibles le phospholipide a une forme cylindrique.
Sinon il a une forme conique, quand la queue est plus large que la téte et dans le cas
inverse, il a une forme de cbne inverse (Voir Figure 9). La PC et la SM sont larges et
cylindriques et n’entrainent pas de courbure, alors que la PE, le cholestérol, les
acides gras et le PA ont une forme conique qui entraine une courbure négative de la
membrane. En revanche, la LPC et le PIP2 ont une forme conique inverse et

favorisent donc une courbure positive.

Selon le modele de la tige de fusion, la formation de I'intermédiaire d’hémifusion est
favorisée par les lipides induisant une courbure négative, alors que les lipides
induisant une courbure positive inhibent ce processus (Gaudin, 2000, Chen et al.,
2008)). Des donnés expérimentales renforcent I'idée que la fusion membranaire
dépend de la présence de certaines lipides. En effets ces données ont montré que
les trois étapes de la formation et 'ouverture du pore de fusion sont facilitées par
laugmentation de la courbure et la tension membranaire. L'ouverture du pore de
fusion et sa croissance dépendent énormément de cette tension membranaire, qui
est induite par le stress élastique de la courbure membranaire plasmigue ou
vésiculaire. L’énergie élastique de la courbure de I'intermédiaire d’hémifusion dépend
fortement de la forme effective des lipides composant la bicouche membranaire
proximale. Ainsi les lipides qui ont une téte polaire relativement petite, ont une forme
conigue, prédite pour correspondre a la configuration de la tige de fusion
(Chernomordik and Kozlov, 2003). En accord avec ce modele, la PE potentialise
’hémifusion entre les bicouches lipidiques (Chernomordik and Kozlov, 2003). A

l'inverse, les molécules avec une téte relativement grande, comme la PC, perturbent



la tige de fusion et le diaphragme d’hémifusion inhibant ainsi I'hnémifusion
(Chernomordik and Kozlov, 2003). En revanche, la LPC ou d’autres molécules avec
une forme en cone inverse favorise la formation du pore de fusion quand ils sont

insérés a la bicouche externe (Chernomordik et al., 1997, Grote et al., 2000).
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Figure 9: La géométrie des lipides et leur fonction dans la formation du pore de fusion. La
phospholipase A2 (PLA,) convertie les phospholipides en AG conique et en lysophospholipide, de
forme conique inverse. En revanche, la lysophosphatidyl-acyltransferase (LPAT) catalyse la réaction
inverse. (b) Effet de la géométrie de lipides sur la courbure membranaire. Dans un milieu aqueux les
lipides cylindriques forment une bicouche plane, alors que les lipides de forme conique ou conique
inverse forment une courbure spontanée négative ou positive, respectivement. (c) Implication des
lipides dans la fusion membranaire et la formation du pore de fusion. En rouge les phospholipides de
forme conique et en bleu ceux de forme conique inverse. La formation de l'intermédiaire de fusion
nécessite la formation transitoire d'une monocouche courbée négativement, qui est facilitée par une
accumulation locale de lipides coniques, tels que le DAG, le PA et le PE. Ultérieurement, la tige
s'élargi pour générer le pore de fusion, ce qui implique la génération d’'une monocouche courbée
positivement, favorisée par la présence des lipides conique inverse tels que les lysophospholipides et
les phosphatidylinositides (Adapté de (Piomelli et al., 2007).

En résumé, les lipides de forme conique dans la couche interne de la membrane
favoriseront une courbure négative et la fusion alors que ceux de forme conique
inverse empécheraient ce phénomeéne (Figure 9). En revanche, lorsque ces derniers

sont dans la membrane externe, ils favoriseront la fusion et I'exocytose. Des



modulations dans le niveau de ces différents lipides semblent avoir lieu au niveau
méme des sites d'exocytose et elle semblent contrGler notamment par des

phospholipases (Ammar et al., 2013b).

2. L’endocytose

L’endocytose représente I'ensemble des processus impliqués dans l'internalisation a
l'intérieur de la cellule a partir de la membrane plasmique. Il existe différents types
d’endocytose dont I'une est dépendante de la clathrine et d’autres indépendantes de
la clathrine, comme I'endocytose dépendante de la cavoline, la macropinocytose et

méme la phagocytose (Figure 10)(Bohdanowicz et al., 2013).

Phagocytosis Macropinocytosis
(particle-dependent) (>1um)
Clathrin- Caveolin- Clathrin- and
mediated mediated caveolin-independent
endocytosis endocytosis endocytosis
(~120 nm) (~60 nm) (~90 nm)

Figure 10: Les principales voies d'endocytose.
Adapté (Conner and Schmid, 2003)

2.1. L’endocytose dépendante de la clathrine ou clathrin-mediated endocytosis
(CME)

Ce mécanisme permet l'internalisation d’une variété de composants membranaires.
Parmi eux, on retrouve les récepteurs transmembranaires couplés a leurs ligands. La
membrane ainsi internalisée est acheminée vers le systeme endo-lysosomal ou le
Golgi. L’invagination/internalisation d'une partie de la membrane plasmique est
fortement dépendante du lipide PIP2 (Antonescu et al., 2011) qui est synthétisé par
la phosphoinositide 4-phosphate 5 kinase (Pl4P5K), elle-méme activée par Arf6
(Krauss et al., 2003). La PI4P5K est aussi activée par le PA suggérant que ce lipide
puisse également jouer un role dans I'endocytose (Jenkins et al., 1994, Antonescu
et al., 2010). Cette dépendance au PIP2 est expliquée par le fait que plusieurs

protéines impliquées dans la formation des puits recouverts en clathrines ou Clathrin-



Coated Pits (CCP) ont un domaine de liaison au PIP2 (Figure 11). On peut citer par
exemple, FCHo ou membrane-sculpting F-BAR domain-containing Fer/Cip4
homology domain-only, via son domaine F-BAR (Henne et al., 2010), I'epsine et
AP180 via leurs domaines ENTH et ANTH, respectivement (Hom et al.,, 2007),
'endophiline et 'amphiphysine via leurs domaine BAR (Peter et al., 2004) et la
dynamine via son domaine PH (Achiriloaie et al., 1999) et AP2 qui lie le PIP2 et la
clathrine (Collins et al., 2002).

Clathrin

AP2
Eps15

Intersectin
FCHo1/2

BAR-protein
S

Dynamin

Figure 11: Les étapes de la CME : Nucléation, sélection des cargos, assemblage du manteau,
scission et uncoating. Les facteurs de nucléation se lient a la membrane et induisent le
bourgeonnement de la partie a internaliser. Les protéines FCHo lient la membrane, grace aux
domaines riches en PIP2, ou le puit recouvert de clathrine ou clathrin-coated pits (CCP) sera formé.
Puis, cette protéine recrute Epsl5 et lintersectine. Ce complexe induira la courbure initiale ou
l'invagination. Puis, Eps15 et l'intersectine recrutent AP2, qui a son tour engagera les complexes
trimitiqgues de clathrine ou Triskéles. Le réseau de clathrine ainsi formé sert & stabiliser la courbure
positive par l'interaction avec des protéines contenant un domaine BAR telles que I'endophiline et
'amphiphysine. Ces protéines recrutent la GTPase dynamine qui induit la scission de la vésicule.
Aprés séparation de la membrane plasmique, la vésicule internalisée se débarrasse de son manteau
protéique ou uncoating par l'intervention de la protéine ATPase Hsc70 et son cofacteur I'auxiline, alors

que la phosphatase synaptojanine 1 permet la libération des protéines adaptateurs via I'hydrolyse de
PIP2 (Figure adaptée d’Henne et al., 2010).



2.2. Les autres types d’endocytose

D’autres types d’endocytose outre que celle dépendante de la clathrine ont par la
suite été identifiés. On peut siter I'endocytose dépendante de la caveoline,
l'endocytose dépendante de la flotiline ou d’Arf6, la phagocytose et la

macropinocytose (Figure 10)(Bohdanowicz et al., 2013).

L’endocytose médiée par les caveolines est initiée par la formation de structures en
forme de flasque ou caveolar. Ces structures sont formées par I'assemblage de
caveolines. Ces sont des protéines intégrées a la membrane via une liaison directe
au cholestérol membranaire. Il existe trois isoformes : caveoline 1-3 (Kumari et al.,
2010). Ce processus est responsable de l'internalisation de divers ligands comme
'albumine, les facteurs de motilité autocrine ou autocrine motility factor, les toxines

tétanique et cholérique et certains virus (Kumari et al., 2010).

L’endocytose médiée par Arfé ou la flotilline est indépendante de clathrine et de la
dynamine (Naslavsky et al., 2003, Glebov et al., 2006). Le mode d’action de ces

deux processus est encore mal connu a ce jour.

La phagocytose est un processus d’internalisation meédié par de récepteurs,
indépendant de la clathrine et qui nécessite la polymérisation du cytosquelette
d’actine, l'activité de la PI3K et les GTPases de la famille Rho et Arf (Flannagan et
al., 2012). Il s’agit d’'un processus tres rapide, initié suite a I'engagement d’'un
récepteur a la surface cellulaire des cellules spécialisées, telles que les
monocytes/macrophages, les neutrophiles, les cellules dendritique, ou des cellules
non spécialisées telles que les fibroblastes ou les cellules épithéliales (Bohdanowicz
et al.,, 2013). L’engagement du récepteur fait suite a linteraction avec un agent
pathogene, un débris cellulaire ou méme une particule de latex. Ceci déclenche
déclenche la signalisation cellulaire qui conduit a la formation de pseudopodes
entourant progressivement la particule a internaliser.

La macropinocytose correspond a la formation de vésicules hétérogenes de grande
taille (0.2-5 pm) ou macropinosomes. C’est un mécanisme indépendant de clathrine
qui est initieé par le ruffing membranaire. D'une maniere générale, la

macropinocytose se présente comme des extensions de membrane qui basculent



'une vers l'autre et qui sont pliées sur la membrane plasmatique. Ces extensions
fusionnent et créent ainsi une grande vacuole remplie de liquide qui sera internalisée

a partir de la surface membranaire.

2.3. L’endocytose compensatrice

Les mesures de capacitance membranaire sur les neurones (Llobet et al., 2011), les
cellules chromaffines (Smith and Neher, 1997) ou d’autres cellules endocrines
(Eliasson et al.,, 1996) ont permis de mettre en évidence deux meécanismes
d’internalisation membranaire rapides apres I'exocytose. Ces processus assurent le
maintien d’un surface cellulaire constant (Henkel et al., 2001, Dernick et al., 2003) et
le recyclage des composants vésiculaires (Sampo et al., 2003). L'un est nommé
« endocytose compensatrice », car elle permet d’internaliser approximativement la
méme quantitt de membrane fusionnée et lautre nommeée «exces de
récupération », puisqu’il y a une internalisation de plus de membrane que celle qui a

fusionné (Barg and Machado, 2008).

L'internalisation des composants vésiculaires pourrait étre rapide ou lent et ceci
dépend probablement du type cellulaire et du processus d’endocytose
compensatrice impliqué. L’endocytose rapide est indépendante de clathrine, mais
elle requiere la dynamine 1 (Graham et al., 2002). Cette endocytose rapide peut se
dérouler selon les processus dits de « cavi-capture » et de « kiss and run » (Barg
and Machado, 2008). En revanche, I'endocytose compensatrice lente fait appel
I'endocytose dépendante de la clathrine (Barg and Machado, 2008).

V. Les neurotrophines : rbéle de leur I'internalisation

Les neurotrophines forment une famille de facteurs neurotrophiques comprenant le
NGF ou Nerve Growth Factor, le BDNF ou Brain-Derived neurotrophic Factor et les
NT3 et 4 ou Neurotrophin3/4. Cette famille de facteurs neurotrophiques régule
différents aspects moléculaires, cellulaires et morphologiques des neurones tels que
la différentiation, la survie et la plasticité neuronale (Huang and Reichardt, 2001,
Ascano et al., 2012, Harrington and Ginty, 2013). Ces facteurs induisent leurs

fonctions via la liaison et I'activation de leurs récepteurs transmembranaires TrK ou



Tropomyosin-related Kinase. Le BDNF lie principalement le TrK-B (Figure 12), alors
que le NGF lie le TrK-A. Le BDNF et le NGF lient également le p75"'™} ou p75
neurotrophin receptor (Rodriguez-Tebar et al., 1990). La transduction de la voie de
signalisation via ces récepteurs est différente de celle induite par d’autres facteurs de
croissance. En effet, les neurotrophines lient leurs récepteurs appropriés au niveau
des terminaisons synaptiques. Puis le complexe récepteur/ligand ainsi formé est
transporté vers le corps cellulaire pour induire I'expression de certains genes (Howe
and Mobley, 2005). Ce transport rétrograde est assuré par les endosomes de

signalisation ou Signalling endosomes (signalosomes).

gene expression protein translation

Figure 12: Les voies de signalisation induites par BDNF/TrKB. Les neurotrophines et dans notre
cas le BDNF et son récepteur TrKB induisent leurs effets cellulaires via I'activation de trois voies de
signalisation différentes, a savoir, PI3K, PLCy et la voie MAPK (Chao, 2003, Reichardt, 2006).

La propagation de la signalisation induite par les neurotrophines, des terminaisons
synaptiques vers le corps cellulaire, est essentielle pour le maintien de I'intégrité du
systeme nerveux au cours de développement (Zweifel et al., 2005). Les
neurotrophines agissent localement, au niveau du céne de croissance, régulant ainsi
sa motilité et sa croissance, mais ils peuvent agir aussi loin de leur site d’induction,

tel qu’au niveau du corps cellulaire, régulant ainsi la survie cellulaire et I'expression

42



géneétique (Thoenen and Barde, 1980). En effet, il a été démontré que les
neurotrophines activent la famille de Rho-GTPase qui contréle I'organisation du
cytosquelette et la mobilité du cbne de croissance (Yuan et al., 2003). De méme, le
NGF, transporté de maniere rétrograde, induit la phosphorylation de CREB dans le
corps cellulaire (Riccio et al., 1997). D’ailleurs CREB est un régulateur connu de
'expression de genes nécessaires pour la croissance axonale (Lonze and Ginty,
2002) et indispensable a la plasticité synaptique (Figure 13) (Lonze and Ginty, 2002,
Ascano et al., 2012).
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Figure 13: La régulation des fonctions neuronales par les mécanismes de signalisation du
NGF. (a) L'action nucléaire du NGF : le signalosome assure le transport rétrograde du complexe
TrKA/NGF du cone de croissance vers le soma cellulaire, ot le NGF pourrait induire I'expression de
génes cibles essentiels a la croissance axonale et la formation des synapses, via I'activation de
facteurs de transcription, tel que CREB. (b) Endocytose et signalisation locale au niveau du cone de
croissance induite par le complexe TrKA/NGF. L'interaction du NGF avec son récepteur induit une
signalisation locale, par exemple ici I'activation de la Phospholipase C-y (PLCy), de la calcineurine et
de la dynamine 1. Cette voie de signalisation induit l'internalisation du complexe par la voie
d’endocytose dépendante de la clathrine. (c) Le complexe peut aussi agir au niveau des dendrites, ou
il régule la dynamique du récepteur & I'acétylcholine (nNAChR) et ceci via l'induction de la voie
MEK/ERKZ1/2 et I'intervention de composants de la densité postsynaptique, tels que Shank, GKAP et
MAGUKSs. Adapté (Ascano et al., 2012).
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1. Implication du systeme endolysosomal dans le contréle de la signalisation

des neurotrophines

L'endosome de signalisation contréle la transduction du signal via deux
meécanismes : la dégradation du complexe récepteur/ligand par son passage dans le
compartiment lysosomal conduisant a l'atténuation du signal, ou le maintien du
complexe dans le compartiment endosomal, assurant ainsi la propagation et le

maintien du signal, via un transport dépendant de microtubules (Figure 14).
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Figure 14: Représentation schématique du réle majeur du systeme endosomal. Les composants
membranaires originaires de la membrane plasmique ou des organelles cytoplasmiques passent par
le systeme endosomal pour assurer leur tri cellulaire. L'endosome assure le passage soit par: i) la
voie de recyclage (recycling) permettant le maintien des composants, tel que le récepteur
membranaire, ou ii) la voie de dégradation (degradation) via la fusion avec les lysosomes.

2. Latransmission du signal de la membrane plasmique vers le corps cellulaire

Suite a la formation du complexe neurotrophine/TrK a la membrane plasmique, le
complexe est internalisé via I'endocytose clathrine-dépendante (Grimes et al., 1997)
ou par endocytose indépendante de la clathrine, tels que I'endocytose a caveoline ou
la pinocytose dépendante de la protéine Pincher ou pincher-mediated

macropinocytosis (Beattie et al., 2000, Howe et al., 2001, Valdez et al., 2005). Cette
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internalisation du complexe est importante pour apporter le récepteur activé a
proximité des compartiments cellulaires autres que la membrane plasmique, comme
le noyau pour y induire la transcription de certains genes (York et al., 2000, Delcroix
et al., 2003). Apres linternalisation et au cours de son acheminement, le complexe
localisé dans le compartiment endosomal, recrute et active des intermédiaires de
signalisation comme la protéine Shc (Delcroix et al., 2003, Ye et al., 2003).
L'internalisation de ce complexe joue un role crucial pour induire l'effet des
neurotrophines. Par exemple, il a été démontré que linternalisation du récepteur
TrKA est essentielle pour la différenciation des cellules PC12 (Zhang et al., 2000a,
Geetha et al., 2005). Ces cellules neuroendocrines expriment a la fois TrKA et p75,
et suite a leur stimulation par le NGF, elles se différencient et acquiérent certaines
propriétés neuronales comme le développement de neurites et I'expression de
différents neurotransmetteurs. En effet, il a été démontré que le NGF induit la
différenciation des cellules PC12 par le maintien de l'activité de la voie ERK1/2, a
l'inverse de I'EGF qui induit la prolifération accompagnée par I'atténuation rapide de
cette voie (Marshall, 1995, Sasagawa et al., 2005). De plus, des études par
fractionnement subcellulaire ont montré qu’apres stimulation des cellules PC12 ou de
neurones par le NGF, TrkA est localisé dans la fraction enrichie en vésicules
recouvertes de clathrines (CCV) avec certains composant de la voie ERK1/2, (Howe
et al., 2001). Par ailleurs, d’autres études ont montré que le transport vers le
compartiment endosomal du complexe neurotrophine/TrK est important pour 'activité
prolongée d’ERK1/2 dépendante de Rapl (York et al., 1998, Hisata et al., 2007).
Cette GTPase monomérique est localisée préférentiellement sur les endosomes
(Zhang et al., 2000a).

3. Larégulation de la voie ERK1/2 par le sighalosome

Parmi les voies de signalisation cellulaire, les neurotrophines activent la voie
MAPK/ERK (Figure 15). Cette voie joue un réle important dans le développement
neuronal, et notamment dans la croissance neuritique et la formation des synapses,
ainsi que dans la plasticité neuronale. Certaines études ont montré I'implication du
signalosome dans la dynamique de cette voie. En effet, il a été démontré que : i) la
surexpression d'un mutant dominant négatif de Rab7 induit I'accumulation

d’endosomes contenant TrKA et potentialise ainsi l'activation d’ERK1/2 et la



croissance neuritique (Saxena et al., 2005), ii) I'inhibition de l'internalisation de TrkA,
par la surexpression d’'un mutant dominant négatif de la dynamine 1, induit
l'atténuation de I'activation d’'ERK1/2 et ainsi de la croissance neuritique (Zhang et
al., 2000), iii) I'addition de NGF a proximité des extremités distales axonales, dans
une culture compartimentalisée de neurones sympathiques et sensoriels, induit
l'activation de CREB nucléaire, ainsi que la survie et la différenciation neuronale (Ye
et al., 2003, Kuruvilla et al., 2004). Ceci montre bien I'implication de I'internalisation
de TrKA et de lactivation de la voie ERK1/2 durant la croissance neuritique et

I'activité neuronale.
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Figure 15: Le systeme endosome / lysosome ou endolysosomal. Les vésicules d'endocytose
nouvellement formées fusionnent avec les endosome précoces ou early endosome (EE) localisé a la
périphérie cellulaire. Les EE jouent un r6le important dans le tri des composants membranaires : i) ils
assurent le recyclage direct vers la membrane plasmique de ses composants ou un recyclage indirect
via le passage par les endosomes de recyclage ou recycling endosome (RE), ou ii) ils assurent la
dégradation de leur contenu via le passage par le systeme lysosomal. En effet durant ce passage, les
EE subissent des étapes de maturation, encore mal connues, pour former les endosomes tardifs ou
late endosome (LE), dérivés de domaines vacuolaires des EE. Les LE sont transportés vers la région
périnucléaire via les microtubules (MT) et durant cette acheminement, ils subissent des étapes de
maturation apres fusion homotypique avec le compartiment endosomal, jusqu’a la fusion finale avec
les lysosomes pour former des endolysosomes. Ces derniers assurent la dégradation des contenus
endosomals. Les protéines Rab jouent un rble important dans ces processus. Selon la protéine
impliguée on peut identifier les differents compartiments : Rab5 marque les EE, Rab7 marque les LE
et Rab4/11 marquent les RE (Huotari and Helenius, 2011).



4. L’identité du signalosome

La nature de cette structure de signalisation est encore mal connue. Certaines
études suggerent que le signalosome contenant TrK est principalement constitué de
corps multivésiculaires ou MultiVesicular Body (MVB), positif pour Rab7 (marqueur
des endosomes tardifs ou LE), ou contenant Rab5 (marqueur des endosomes
précoces ou EE) (Sandow et al., 2000, Harrington and Ginty, 2013).

VI. Le développement dendritique et la formation des épines

1. Le développement dendritique

Le développement dendritique est une étape cruciale dans le processus de la
neurogenese. Cette étape est caractérisée par la formation de [I'arborisation
dendritique et la formation des épines dendritigues dans le cas des neurones
glutamatergiques. Le branchement de l'arbre dendritique est un processus tres
dynamique. Il débute avec la formation d’'un filopode qui progresse et se contracte
plusieurs fois par minute (Dailey and Smith, 1996). Ce filopode croit vers le cone de
croissance axonal pour former une synapse (Cooper et Smith (Cooper and Smith,
1992), 1992 ; Jontes (Jontes and Smith, 2000) et al., 2000). Cette dynamique
implique la réorganisation du cytosquelette neuronal (Parrish et al., 2007). En effet, la
formation de dendrites se produit quand les filaments d’actine sont déstabilisés ; ainsi
les microtubules envahissent le filopode et facilitent son prolongement (Georges et
al., 2008). La polymérisation des microtubules et leurs dynamiques contribuent a la
morphologie de l'arborisation dendritigue et joue également un role clé dans la
formation des épines et par conséquence dans la plasticité neuronale (Gu and
Zheng, 2009, Jaworski et al., 2009, Kapitein et al., 2010).

L’arborisation dendritique ainsi que son branchement sont modulées en réponse aux
informations recgues et elles sont stabilisées et maintenues grace a la signalisation
postsynaptique (Cline, 2001, Niell et al., 2004). En effet, certaines études ont montré
gue : i) l'activité synaptique régule la croissance de l'arborisation dendritique (Rajan
and Cline, 1998), ii) différents signaux extracellulaires, incluant les facteurs stimulant

I'activité neuronale, les neurotrophines, les molécules d’adhésion cellulaire, les



molécules extracellulaires du guidage influencent la morphologie dendritique, le
branchement et leurs développements (McAllister, 2000, Van Aelst and Cline, 2004).
Plusieurs molécules ont été identifiees comme modulateurs de la morphologie
dendritique. Parmi ces modulateurs on peut citer les neurotransmetteurs (Kaufmann
and Moser, 2000), les nétrines (Wadsworth, 2002), les sémaphorines (Polleux et al.,
2000, Dent et al., 2004) et les facteurs neurotrophiques comme le BDNF et le NT3
(Niblock et al., 2000, Dijkhuizen and Ghosh, 2005, Danzer, 2008).

2. Les épines dendritiques

Les épines ont été identifiées pour la premiére fois par Santiago Ramon y Cajal en
analysant les dendrites des cellules de Purkinje. Il les a décrits comme ceci : « Ces
épines pourraient étre les points de réception du courant électrique » (Portera
Cailliau and Yuste, 2001). L’épine dendritique est une expansion latérale a téte
ovoide reliée aux branches dendritigues par un pédicule ou un cou plus au moins
longue et représente la composante postsynaptique de la majorité des synapses
excitatrices ou glutamatergique dans le cerveau (Bourne and Harris, 2008). Elles
semblent jouer un réle déterminant dans la force synaptique et constituer le site de

stockage de la mémoire a long terme (Segal, 2002).

Les épines sont des structures tres dynamiques qui changent de morphologies au
cours de leurs vies. Plusieurs évidences expérimentales suggerent que le
changement de la morphologie des épines joue un réle clé dans la formation de la
mémoire et I'apprentissage (Yuste and Bonhoeffer, 2001, Kasai et al., 2003). Ces
changements morphologiques et structuraux des épines sont gouvernés par la
dynamique des filaments d’actine (Figure 16). En effet, la taille, la forme et la mobilité
des épines dépend largement de la dynamique de Il'actine (Ethell and Pasquale,
2005, Tada and Sheng, 2006). Un réseau complexe de protéines régulatrices de la
dynamique de lactine contréle l'arrangement et la morphologie des épines,
comprenant les facteurs de nucléation, de stabilisation et de déstabilisation de

I'actine comme les facteurs GEF et GAP de la famille des Rho-GTPases.
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Figure 16: lllustration de la morphologie générale d'une épine mature ainsi que l'organisation
du cytosquelette dans cette structure. (A) Exemple d’'une dendrite provenant d’'une culture des
neurones d’hippocampe et recouvert d’épines. Barre : 5um. (B) L'organisation du cytosquelette au
sein d'une épine mature déterminée par ME. En jaune le shaft dendritique, en bleu claire I'épine
dendritique et en mauve la terminaison axonale. (C) illustration schématique d’une épine mature et de
sa composition en cytosquelette et en protéines de la densité postsynaptique. (B, C) La téte d'épine
ou spine head contient un réseau dense de filaments d’actine branchés croisés entre eux, tandis que
le cou ou spine neak contient des filaments d'actine arrangés longitudinalement. Au niveau de la base
de I'épine ou spine base, les filaments d'actine forment un réseau branché en contact avec les
microtubules (Hotulainen and Hoogenraad, 2010).

Des études de microscopie électronique ont permis d’identifier plusieurs catégories
d’épines selon leurs formes et leurs tailles : i) le filopode est une épine immature
avec une structure longue et mince, ii) le trapu ou stubby est une épine mature avec
une structure sans nuque, et iii) le mushroom est une épine mature sous forme d’un

champignon (Hering et al., 2003, Bourne and Harris, 2008).

Les épines dendritiques sont des structures qui présentent des formes tres variables
(Figure 17). Les changements morphologiques des épines sont fortement liés a la
différence fonctionnelle au niveau synaptique (Yuste and Bonhoeffer, 2001). En effet,
des études structurales et fonctionnelles ont montré une forte corrélation entre la

plasticité synaptique et les changements morphologiques des épines. Par exemple,
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linduction de la LTP ou long-term potentiation cause I'élargissement de la téte de
I'épine, alors que la LTD ou long-term depression cause son rétrécissement (Yuste
and Bonhoeffer, 2001, Kasai et al., 2003).

mushroom
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branched

thin
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Figure 17: les différentes morphologies d'une épine dendritique. Selon leurs morphologie, les
épines dendritiques sont divisées en épines matures comprenant les épines mushroom, stubby et
branchée ou branched. Tandis que les épines non matures sont représentées par les filopodes ou
filopodium et thin (von Bohlen Und Halbach, 2009).

2.1. Origine et formation des épines dendritiques au cours de développement

Deux origines des épines dendritiques ont été proposeées. Soit i) elles sont formées a
partir de filopodes dendritiques (Ziv and Smith, 1996, Marrs et al., 2001), soit ii) elles
sont issus des synapses formées directement a partir du shaft dendritique (Harris,
1999), avec ou sans un contact synaptique (Sotelo, 1990).

1.1.1. Le filopodes comme origine des épines

Au cours des premiers stades du développement neuronal, les dendrites sont
recouvertes de filopodes. Ces structures ont une grande dynamique ; elles croissent
et se rétractent rapidement (Ziv and Smith, 1996, Dunaevsky et al., 1999, Lendvai et
al., 2000). Des analyses microscopiques ont montré que lors de la maturation, le
nombre de synapses augmente, ainsi que le nombre des épines matures, tandis
gu'en parallele le nombre de filopodes diminue. Ceci suggere que les filopodes
puissent étre les précurseurs des épines matures (Ziv and Smith, 1996). Ces mémes
auteurs ont déterminé les séquences de la maturation de filopodes en épines

matures sur des cultures des neurones d’hippocampe. lls ont montré que le contact



du filopode avec l'axone induit la transformation du filopode en épine mature et
stable. Cette transformation implique la réduction de la mobilité du filopode, sa
régression et I'élargissement de I'extrémité distale du filopode formant ainsi la téte et
la nuque de I'épine. Dailleurs, d’autres études ont également montré que la
formation des synapses induit la transformation de filopodes en épines matures
(Maletic-Savatic et al., 1999, Marrs et al., 2001, Okabe et al., 2001, Trachtenberg et
al., 2002). Selon ces études, la grande mobilité des filopodes sert a explorer son
entourage et a trouver sa cible axonale, pour former le contact synaptique. En accord
avec cette vision, il a été démontré que la libération du glutamate par I'élément
présynaptique axonal influence linitiation et I'élongation des filopodes (Portera-
Cailliau et al., 2003, Tashiro and Yuste, 2003). Ces observations suggerent que le
glutamate puisse étre la molécule qui guide les filopodes vers les sites

présynaptiques libérant ce neurotransmetteur.

1.1.2. Origine dendritique

Ce modele est proposé a partir des observations montrant que la majorité des
synapses formées dans des neurones pyramidaux jeunes sont localisées sur le shaft
dendritique et pas sur le filopodes (Harris et al., 1992), et qu'au fur et a mesure que
le réseau neuronal devient mature, le nombre de synapses au niveau des épines
augmente alors que celles du shaft dendritique diminuent (Marrs et al., 2001). Dans

ce modele ce sont les filopodes axonaux qui trouvent I'élément postsynaptique.

3. Les mécanismes moléculaires impliqués dans I'initiation et I’élongation d’un

filopode dendritique

Les mécanismes moléculaires impliqués dans l'initiation de la formation des épines
sont encore mal compris, mais les données actuelles suggerent que le filopode
dendritique s’initie directement a partir d’'un site riche en actine branché ou a partir
d’'un lamellipode. Ceci met en évidence le role primordial de la dynamique de l'actine

dans cette étape (Figure 18).
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Figure 18: |lllustration des différentes étapes de formation d'une épine mature. Le
développement d’'une épine débute par l'initiation d'un filopode dendritique (A). Ensuite, ce filopode
s'allonge grace a un soutien fourni par le cytosquelette d'actine, représenté ici en trait noir avec une
extrémité ‘+' en rouge (B). Aprés la formation d’'un contact synaptique, I'extrémité distale du filopode
change sa morphologie et devient un peu plus large grace a la formation d’'un réseau de filaments
d’'actine branchés (C). A la fin de sa maturation, I'épine adopte une morphologie plus large, qui sert a
renforcer le contact synaptique. Cette étape est caractérisée par la formation de la densité
postsynaptique riche en récepteurs (D, Adapté de Hotlulainen and Hoogenraad, 2010).

Il est intéressant de noter que la courbure membranaire module aussi cette étape. En
effet, certaines études ont montré que les protéines contenant le domaine I-BAR ou
inverse Bin/Amphiphysin/Rvs peuvent étre implique dans l'initiation des filopodes via
'induction d’'une déformation membranaire (Saarikangas et al., 2009). En effet, ces
protéines interagissent électrostatiguement avec les phospholipides chargés
négativement, tel que le PIP2, grace aux acides aminés chargés positivement de
leurs domaines I-BAR. Ceci induit la séquestration de ces phospholipides au niveau
du site d'initiation, facilitant ainsi la courbure membranaire et I'initiation des filopodes
(Saarikangas et al., 2009).

Une fois que le filopode dendritique est formé et le contact avec I'axone est fait, la
mobilité de I'épine diminue progressivement et sa structure est stabilisée. Cette
stabilité exige I'assemblage des composants pré et postsynaptique (Arikkath and

Reichardt, 2008, Yoshihara et al., 2009). Les épines nouvellement formées sont en
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général longues et minces avec une petite téte. Cette étape est également controlée

par la dynamique d’actine et des microtubules (Hotulainen and Hoogenraad, 2010).

3.1. Le controle du développement et le remodelage des épines par la

dynamique de I'actine

L'actine est le composant majeur du cytosquelette dans les épines (Hotulainen et al.,
2009). Il s’y trouve sous forme monomérique (G) ou filamenteuse (F). Cette forme
filamenteuse confere la morphologie de I'épine (Hotulainen et al., 2009). En effet, les
filaments d’actine forment un faisceau longitudinal au niveau de la nuque et du corps
de I'épine, alors qu’a sa périphérie les filaments d’actine sont organisés en réseau
ramifié (Hotulainen and Hoogenraad, 2010). L'organisation de l'actine est dynamique
dans les épines et elle fait I'objet d’'une régulation continue (Fischer et al., 2000,
Matus et al., 2000). En effet, les réarrangements de I'actine contrélent la formation et
la perte de filopodes dendritiques et des épines, ainsi que leurs morphologies
(Trachtenberg et al., 2002, Zito et al., 2004). Plusieurs protéines interagissent avec
I'actine et régulent ainsi 'assemblage, la stabilité et le désassemblage des filaments
d’actine. Parmi ces protéines on peut citer deux familles de GTPases

monomériques ; les Rho et Arf.

3.2. Le contrdle du développement et le remodelage des épines par la famille
des RhoGTPases

La famille des petites GTPase Rho compte plus d’'une dizaine de membres dont les
plus étudiés sont RhoA, Racl et Cdc42. Ce sont des régulateurs clés de la
dynamique du cytosquelette d’actine impliqués dans une multitude de finctions
cellulaires (Etienne-Manneville and Hall, 2002). Ces protéines fonctionnent comme
des interrupteurs moléculaires de la signalisation intracellulaire. En effet, elles
existent sous deux conformations, la forme active liee au GTP et la forme inactive
liée au GDP. Les Rho-GTPases maintenues essentiellement sous forme inactive
sont activées par des facteurs d’échange (GEFs) qui déplacent le GDP permettant
ainsi la fixation du GTP. La forme active, lié au GTP, sera ainsi capable d’agir sur ses

effecteurs en amont (Ridley, 2001). D’autre part, les protéines GAP (GTPase-



activiting proteins) stimulent l'activité¢ d’hydrolyse du GTP lie¢ a la GTPase et en

conséquence induisent l'inactivation des RhoGTPases.

RhoA stimule la formation des fibres de stress et augmente la contractilité cellulaire
(Ridley, 2001), alors que Racl induit 'accumulation de filaments d’actine au niveau
de la membrane plasmique, formant ainsi les lamellipodes et les replis membranaires

ou ruffles, tandis que Cdc42 induit la formation de filopodes (Ridley, 2001).

Dans les neurones, Racl et Cdc42 induisent la formation de protrusions cellulaires et
stimulent I'extension neuritique et le guidage attractif (Luo, 2000). En revanche,
RhoA cause la collapse du céne de croissance et la rétraction neuritique ainsi que le
guidage répulsif. Au niveau dendritique, la surexpression de la forme
constitutivement active de Racl cause une réduction drastique de la taille des épines
dendritigues et une augmentation de la densité des épines et du nombre des
synapses (Luo, 2000, Govek et al., 2004). D’'un autre coté, la surexpression d’'un
mutant inactif de Racl cause une réduction des épines et du nombre des synapses
(Penzes et al., 2003, Zhang et al., 2003). Ceci suggére que Racl stimule le
développement des nouvelles épines et contrdle leur morphologis, ainsi que leur
maintien. De méme, un mutant dominant négatif de Cdc42 affecte la morphogenése
des épines (Irie and Yamaguchi, 2002). Ceci suggere donc l'implication de Cdc42
dans la formation des épines. En revanche, la surexpression de la forme
constitutivement active de RhoA stimule la rétraction et I'élimination des épines
induisant ainsi une réduction de la densité en épines dendritiques (Tashiro et al.,
2000, Govek et al., 2004).

En général, I'extension des filopodes nécessite 'augmentation de la polymérisation
et I'élongation des filaments d’actine, qui pourrait étre contrélé par I'activation de
Cdc42 et linhibition de RhoA. De méme, la rétraction de I'épine est probablement
meédiée par RhoA via son contrble de la contractilité des filaments d’actine.
Finalement, la morphologie de I'épine nécessite 'assemblage de I'actine en réseau
branché qui pourrait étre médié par Racl et Cdc42 (Penzes et al.,, 2003). Il est
important de noter ici que la plupart des études menées a ce jour, sur I'implication
des GTPases Rho dans la formation des épines, implique la surexpression de

mutants dominants négatifs ou de mutants constitutivements actifs. Ceci limite



forcément les conclusions que nous pouvons tirer de ces expériences. D’autre part,
étant donné les multiples fonctions jouées par ces GTPases, la mise en ceuvre des
techniques d’ARN interférences vont s’averer difficile. Pour y voir plus clair, il serait
peut-étre utile d’envisager une stratégie de type CALI comme décrit plus loin pour la
V-ATPase, afin de pouvoir inactiver de maniere tres précise dans le temps et

'espace les différentes Rho GTPases.

Certains regulateurs des GTPase Rho ont également été impliqués dans le
développement neuronal. C’est la cas de BPIX ou gPak-interacting exchange factor,
GEF pour Racl et Cdc42, qui facilite leur interaction avec la protéine kinase PAK1 ou
p21l-activated kinase, et qui est impliqguée dans la morphogenéese des épines (Zhang
et al., 2003). L’inhibition de l'activité catalytique de BPIX ou sa délocalisation dans la
synapse induisent la réduction des épines matures ainsi que du nombre de synapses
(Zhang et al.,, 2003). Une implication de BPIX dans la croissance dendritique a
également été montrée récemment (Mo et al.,, 2012). D’'un autre coté, la protéine
RhoGAP oligophreninel (OPHNL1), associée a une forme de retard mental, joue
egalement un role important dans la régulation des épines dendritiques. En effet,
OPHNL1 est localisée dans les épines dendritiques et I'extinction de cette protéine
réduit la longueur des épines, probablement via I'inhibition de 'activité de RhoA et de
son effecteur ROCK ou Rho-associated kinase (Govek et al., 2004). Les neurones
d’hippocampe Ophnl-/- en culture présentent également un défaut de maturation
des épines dendritiques (Khelfaoui et al., 2007). Pour finir il est intéressant de noter
gue diverses GTPase de la famille Rho et fPIX ont été impliqué dans la régulation de
l'activité de la PLD1 (Momboisse et al., 2010).

3.3. Implication du trafic membranaire dans la formation des épines

En plus de la réorganisation du cytosquelette d’actine, il est évident que la formation
et la croissance des épines dendritigues nécessitent de la membrane
supplémentaire, afin de permettre I'expansion et I'élargissement des épines. Cette
membrane supplémentaire pourrait étre fournit soit par la membrane plasmique
latérale du shaft dendritique ou par la fusion de membrane intracellulaire avec la

membrane plasmique de I'épine (Spacek and Harris, 1997).



En effet, il a été démontré que: i) la LTP induit la formation des épines et leur
croissance via la stimulation de lI'exocytose et du trafic membranaire entre les
endosomes de recyclage et la membrane plasmique au niveau des épines
dendritiques nouvellement formées ou au cours de maturation (Park et al., 2006). De
méme i), l'activation d’Arf6, un autre régulateur important de PLD1, induit la
formation des épines matures ainsi qu’une réduction de filopodes (Choi et al., 2006).
Ces auteurs ont suggéré qu'Arfé est impliquée dans la maturation des épines
dendritique via son implication dans le trafic membranaire et la régulation de l'actine

via I'activation de Rac-1.

3.4. Implication d’Arf6 dans le développement neuronal

La famille des protéines Arf joue un rdle important a la fois dans la régulation de la
dynamique d’actine, dans la modification de la composition lipidique de la membrane
ainsi que dans le trafic membranaire (Jaworski, 2007). Cette famille de protéine Arf
est subdivisée en trois classes, a savoir i) la classe 1 regroupant Arfl et 3 qui sont
impliquées dans le trafic intracellulaire entre le Golgi et le RE. ii) la classe 2
comprenant Arf4 et 5 impliquées dans le transport au sein du Golgi, et finalement iii)
la classe 3 représentée par Arf6. Cette protéine assure le trafic entre la membrane
plasmique et le systeme endosomal, via I'activation de la PI14P5K et la PLD1 (Figure
18) (Melendez et al., 2001, Oude Weernink et al., 2007). Arf6 est également
impliquée dans la régulation de la dynamique de l'actine via I'activation de Rac-1
(figure 18) (Santy et al., 2005).

Des études antérieures ont mis en évidence un rdle essentiel d’Arf6 ainsi que ses
régulateurs, GEF et GAP, dans le développement et la morphologie neuronale
incluant la différenciation axone/dendrite, la régulation de la complexité de
'arborisation dendritique et la formation des épines dendritiques (Hernandez-Deviez
et al., 2002, Hernandez-Deviez et al., 2004, Miyazaki et al., 2005). Plus récemment,
le r6le d’Arf6 a été confirmé dans la maturation des épines impliquant un mécanisme
d’internalisation de la molécule d’adhésion cellulaire Telencephalin (Raemaekers et
al., 2012).
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Figure 18: Les voies de signalisation activées par Arf6 dans les neurones.

Adapté (Jaworski, 2007).

En conclusion, différents acteurs moléculaires semblent converger vers la régulation
du cytosquelette et du transport vésiculaire permettant une régulation fine et
dynamique des épines dendritiques qui sont par essence les structures qui intégrent
les signaux au sein du systeme nerveux central. Il est intéressant de noter que
plusieurs de ces acteurs semblent converger vers la phosphalipase D étant donné sa
capacité a moduler la synthese du PA, un lipide aux multiples facettes.
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LA PHOSPHOLIPASE D






La Phospholipase D

La phospholipase D est une enzyme localisée principalement au niveau des
membranes cellulaires. Elle hydrolyse un phospholipide membranaire abondant la
phosphatidylcholine (PC) en acide phosphatidiqgue (PA) et choline. Le PA est un
phospholipide polaire, chargé négativement et relativement rare au sein des
membranes (< 1%). Le PA intervient dans la voie de biosynthese des différents
phospholipides et grace a ses propriétés physiquo-chimique, le PA joue également
un réle important dans la modulation des propriétés physiques de la membrane. Le
PA produit par la PLD peut aussi agir comme un second messager puisqu’il peut étre
convertir en LPA ou DAG, régulant ainsi la signalisation cellulaire (Jenkins et al.,
1994, Jenkins and Frohman, 2005)

L'activité PLD a été détectée des organismes simples jusqu'aux organismes
complexes, allant des virus et bactéries jusqu’a la levure, les plantes et les animaux.
Chez ces derniers l'activité PLD a été détectée dans de nombreux tissus et lignées
cellulaires (Meier et al., 1999) (Jenkins and Frohman, 2005). A I'échelle cellulaire,
cette activité est détectée dans plusieurs régions de la cellule ; a savoir la membrane
plasmique, le cytoplasme, le noyau, et les endo-membranes (Golgi, RE et les

endosomes) (Colley et al., 1997).

Le clonage et la caractérisation des genes codant les protéines PLD ont permis
d’identifier deux isoformes (PLD1 et PLD2) dans les cellules animales. Ces deux
isoformes sont codés par deux géenes différents. Chez I’'homme, ces deux génes sont
localisés dans les régions 3926 et 17pl13, respectivement. Plus récemment, les
genes PLD3 et PLD4 ont été identifiés. Bien que l'activité PLD pour ces deux
isoformes n’ait pas encore été établie, PLD3 semble impliquée dans la différenciation
cellulaire (Osisami et al.,, 2012) et PLD4 dans la phagocytose par les cellules
microgliales (Otani et al., 2011). Comme il y a encore peu de donnés sur PLD3 et
PLD4, je me focaliserai ici sur PLD1 et PLD2.

Les études fonctionnelles de I'activité PLD ont montré que les deux protéines, PLD1
et PLD2, requirent du PIP2 pour leur activite. Dans un premier temps, il a été
démontré que contrairement & la PLD1 dont I'activité est fortement stimulée par des
régulateurs (PKC, Rho et ARF), PLD2 ne verrait pas ou peu son activité modulée en



présence de ces protéines (Colley et al., 1997). Toutefois des études récentes
semblent remettre en question ce modele, puisque il a été démontré que I'activité de
la PLD2 est modulée par les protéines Arf (Kim et al.,, 2003, Koch et al., 2004,
Hiroyama and Exton, 2005, Rankovic et al., 2009) et par Rac2 (Peng et al., 2011).
D’autre part, un certain nombre de protéines inhibant la forte activité basale de la
PLD2 ont été identifiées, telles que I'actine, I'a-actinine, I'a-synucleine et la tubuline
(Park et al., 2000, Lee et al., 2001, Payton et al., 2004, Chae et al., 2005).

I. Clonage et identification des PLDs animales

Le gene codant la PLD1 humaine a été cloné pour la premiére fois en 1995 par
Hammond et al. Ces travaux ont montré que le gene cloné code pour une protéine
de 1074 acides aminés (AA) ayant une masse moléculaire de 120 kDa. Une étude
ultérieure de la méme équipe a permis d’identifier une deuxiéme isoforme de PLD1
issu d'un épissage alternatif de I'exon 8, appelé PLD1b. Cet isoforme comporte une
délétion d'une séquence de 38 AA (Hammond et al., 1997). Les deux isoformes
PLD1la et PLD1b ont, par la suite, également été identifié dans un extrait du cerveau
du rat (Park et al., 1997) et chez la souris (Colley et al., 1997).

Le groupe de Mike Frohman a ensuite identifiée chez la souris, un second géne
codant une protéine assez identique a la PLD1. Cette protéine est composée de 932
AA. Elle a une grande homologie avec PLD1, surtout au niveau de ces deux
domaines catalytiques. De plus, cette protéine, dénommée PLD2, est délétée au
niveau de la séquence codante pour la région ‘loop’ chez la PLD1 (Colley et al.,
1997). A partir de protéines recombinantes, ces auteurs ont également montré que la
PLD1 a une activité basale faible (Hammond et al., 1997), contrairement & la PLD2
qui est fortement active in vivo ou in vitro (Colley et al.,1997). Des propriétés
similaires ont été mises en évidence pour la PLD2 isolée a partir du rat (Nakashima
et al., 1997) ou de 'homme (Lopez et al., 1998).

Etand donné qu’elle a constitué le sujet majeur de ma thése, je présenterai ici plus
en détail la PLD1.



ll. Structure primaire de la PLD1

Les analyses des séquences peptidiques des différentes PLD clonées ont mis en
eévidence quatre régions conservées entre les différentes isoformes et les especes ; a
savoir les régions I, I, 1l et IV (Colley et al., 1997). Ces quatre domaines ont été
décrits comme responsables de l'activité catalytique de la PLD (Figure 19) (Frohman
and Morris, 1999).

Interaction avec les phospholipides

(PA, PIP3, PISP et PI3P)
Interaction avec les protéines

(Munc-18 et dynamine) Arf6
RhoA (873-1024) Cdod2
Thr-147 S-palmitoyl cystéine
C240-Coa1 Extrémité carboxyle-terminale
S > o o % N >
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I PX - -
1-49 216-318

\/ Région catalytique (463-928)

Région d’interaction avec la PKCa

Figure 19: Structure primaire de la PLD1

1. Les deux domaines HKD ou domaines catalytiques (régions CRII et CRIV)

Ces deux domaines sont caractérisés par la présence de trois résidus conservés
chez toutes les espéces, a savoir une histidine (H), une lysine (K) et un acide
aspartique (D). Des expériences de mutagenese dirigée ont montré que ces trois
acides aminés sont essentiels pour I'activité catalytique des PLDs in vitro et in vivo
(Sung et al., 1997). En fait, la présence simultanée de ces deux domaines est
indispensable pour I'activité catalytique de la PLD (Sung et al., 1997). Un modéle
catalytigue a été proposé et nommé meécanisme ping pong, car il fait intervenir
successivement les deux domaines catalytiques de la PLD1 (Figure 20). Il est a noté

gu’'un mécanisme d’action similaire est proposé pour la PLD2.



free choline

Figure 20: Modeéle ping pong de l'activité catalytique de la PLD. L'activité catalytique de la PLD
est médiée a la fois par les deux domaines HKD, un a l'extrémité amino-terminale et l'autre a
I'extrémité carboxyl-terminale. Ces deux domaines forment une poche dans laquelle s'insere la
phosphatidylcholine (PC). Le modele actuel propose que la PLD catalyse la PC en PA en deux
étapes : i) le domaine HKD amino-terminal subit une protonation au niveau de l'histidine. A I'entrée de
la PC dans la poche catalytique, la choline sera libérée suite a la déprotonation de I'histidine du
domaine amino-terminal. Alors que le PA reste lié a I'histidine du domaine carboxyl-terminal, formant
ainsi un intermédiaire PLD-PA. ii) le PA sera ensuite libéré par la protonation de I'histidine du domaine
carboxyl-terminal par une molécule d’eau. Adapté (Jenkins and Frohman, 2005).

2. Les régions conservées CRI et CRIIl (Conserved Region IlI ou motif
IYIENQFF)

Ces deux régions sont importantes pour l'activité catalytique, puisque des mutations
de certains acides aminées dans ces régions diminuent I'activité catalytique de la
PLD (Frohman et al., 1999). En comparaison avec le récepteur de I'acétylcholine,
qui interagit avec la choline grace aux acides aminés aromatiques (Trp, Phe et Tyr),
ces régions peuvent étre également impliguées dans [linteraction avec le
groupement méthyle de la choline de la phosphatidylcholine. Ceci pourrait rendre
lactivité PLD plus efficace via le rapprochement des deux domaines HKD, et
également plus spécifique pour la phosphatidylcholine (Frohman et al., 1999). Une
autre étude a montré que la région CRIIlI contient également un site consensus de
liaison a la caveoline, ce qui pourrait permettre I'association de la PLD aux caveoles
(Okamoto et al., 1998).
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3. Le domaine PH

le domaine PH ne semble pas étre directement impliqué dans l'interaction de la
PLD1 avec le PIP2 (Hoer et al., 2000). Mais il joue un réle important dans la
localisation subcellulaire de la PLD1 (Du et al., 2003, Jenkins and Frohman, 2005), et
ceci probablement via la palmitoylation de deux cystéines en position 240 et 241. En
effet, cette palmitoylation conduit & une localisation de la PLD1 dans les domaines
membranaires riches en caveoline de la membrane plasmique. Cette localisation est
importante pour que la PLD1 puisse réguler la signalisation induite par 'EGF (Han et
al., 2002).

Ce domaine peut également réguler I'activit¢ PLD (Hodgkin et al., 1999, Sugars et
al., 1999), puisqu’il contient un site de liaison pour la PKC (Kook and Exton, 2005).
Pour finir, ce domaine est responsable de l'interaction avec la sous unité u2 du
complexe AP2 (Lee et al., 2009) et avec AP180 (Lee et al., 1997), ce qui suggére sa

participation éventuelle dans des phénoménes d’endocytose.

4. Le domaine PX

Ce domaine conservé de la levure a 'lhomme est composé de 100-140 AA. Il est
impliqué dans l'interaction avec les domaines protéiques SH3 et les phospholipides.
Les protéines contenant un domaine PX ont une tendance a étre localiser dans les
compartiments endosomales, ou elles participent au trafic intracellulaire (Seet and
Hong, 2006).

Des analyses fonctionnelles et structurales ont montré que la PLD1 lie certains
phospholipides et certaines protéines grace a son domaine PX. Ce domaine semble
également jouer un réle déterminant dans la localisation subcellulaire de la PLD1 et

dans son activité.

4.1. Rbéle du domaine PX dans l'interaction de la PLD1 avec les phospholipides

L'utilisation de liposomes et de PIP strip, pour étudier les interactions protéine/lipide

in vitro, a permis de montrer que le domaine PX de la PLD1 lie le PI5P (Du et al.,



2003) et le PI3,4,5P3 ou PIP3 (Lee et al., 2005). Stahelin et al (2004), en se basant
sur la structure 3D du domaine PX de la protéine p47°", ont montré que le domaine
PX de la PLD1 forme deux poches, une qui lie les phospholipides (PIs) et I'autre qui
lie le PA ou les phosphatidylsérines (Figure 21). La poche de liaison aux Pls est
formée par 3 feuillets B suivit par un sous domaine formé par 3 hélices a. Cette
poche et le sous domaine constituent une niche pour la téte polaire des PI. La
deuxiéme poche présente un site secondaire de liaison des lipides. C’est une poche
profonde riche en acide aminée basique (Arg70 et His51 pour la PLD1) qui lie
modéerément le PA ou le PS (Stahelin et al., 2004).

Figure 20: Modéle de la structure du domaine PX de la PLDL1. Les résidus des deux poches liant
les phospholipides sont présentés en rouges. Résidus liants les Pls (Lys119, Lys121, and Argl79).
Les résidus liants le PA ou PS (Lys132, Lys144, Argl45, Argl149, Argl50, and Argl59) (Adapté de
Stahelin et al., 2004).

L'analyse de l'indice de réfraction par la techniqgue du Biacore (SPR ou Surface
plasmon resonance) a montré que le domaine PX de la PLD1 possede une plus
grande affinité pour le PIP3 que pour le PI5P et le PI3P. D’autre part, le PA coopére
avec le Pl pour augmenter la liaison du domaine PX avec la membrane des
liposomes (Stahelin et al., 2004). Le site de liaison au PA semble donc étre impliqué
dans la stabilisation de l'interaction entre la protéine et la membrane, tel que cela a
eté récemment démontré pour Dock2, une GEF pour Rac qui lie également le PA
(Nishikimi et al., 2009, Sanematsu et al., 2013).



4.2. Réle du domaine PX dans l'interaction de la PLD1 avec les protéines

Grace a son domaine PX, la PLD1 lie également deux protéines impliquées dans le
trafic membranaire, a savoir Munc-18 et la dynamine 1. Munc-18 lie la PLD1 et inhibe
son activité (Lee et al., 2004), alors que la dynamine 1 interagit avec la PLD1 pour

faciliter 'endocytose des récepteurs a 'lEGF (EGFR) et a I'insuline (Lee et al., 2006).

Il est intéressant de noter que le domaine PX de PLD1 contient la séquence
consensus de phosphorylation par la kinase RSK2 (R-X-R-X-X-S/T). Cette séquence
consensus est présente dans le domaine PX de la PLD1 de toutes les espéces, mais
pas dans la PLD2 (voir alignement Figure 22), suggérant son importance
fonctionnelle conservé au cours de I'évolution. D’ailleurs notre équipe a montré par le
passé que la PLD1 est phosphorylée sur son résidu Thr-147 en réponse a une
dépolarisation dans les cellules PC12. Cette phosphorylation augmente I'activité de
la PLD1 (Zeniou-Meyer et al., 2008). De méme, ce résidu peut également étre
phosphorylé par la PKCa en réponse a une stimulation avec 'EGF ou le PMA (Han
et al., 2002, Chang et al., 2011).
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Figure 21: Alignement du domaine PX de PLD.
L'alignement a été réalisé a I'aide du site internet PipeAlign (http://bips.u-strasbg.fr/PipeAlign/).

[1l. Localisation subcellulaire de la PLD1

L’'absence d’anticorps spécifiqgues pour détecter I'expression endogéene de la PLD1
pose un grand probleme pour identifier sa localisation et sa distribution subcellulaire.

Ainsi, des études d'immunocytochimie et de fractionnement subcellulaire ont montre,
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dans plusieurs types cellulaires, que la PLD1 surexprimée est localisée
majoritairement sur des structures vésiculaires et a la membrane plasmique. Je
détaillerai ici certaines études qui ont entrepris de caractériser la localisation de la
PLD1. Malgré les controverses entre ces études, elles semblent valider la notion que
la PLD1 veésiculaire correspond principalement a des granules ou vésicules de

sécrétion et a des endosomes.

La premiere étude réalisée par Colley et al (1997) a montré que la PLD1 surexprimée
dans des cellules COS-7 est localisée  principalement sur des vésicules
périnucléaires et parfois a la membrane plasmique. Du et al (2003), en collaboration
avec notre équipe, ont démontré que cette localisation n’est pas statigue, mais au
contraire qu’elle est dynamique et qu'elle dépend de I'état de la cellule. Ainsi, dans
des cellules COS-7, la PLD1 surexprimée présente une distribution périnucléaire, ou
elle colocalise avec EEAl, GM130 et le récepteur a la transferrine qui sont
respectivement des marqueurs des endosomes précoces, du Golgi et des
endosomes nouvellement internalisés. Apres 2h de stimulation avec le PMA, la PLD1
transloque massivement a la membrane plasmique, puis apres 4h, elle redevient
vésiculaire. Il semble en plus que le trafic de ces vésicules soit facilité par I'activité de
la PLD1. En effet, la surexpression de la PLD1 catalytiquement inactive (PLD1

K898R) transloque moins a la membrane plasmique (Du et al., 2003).

Cette translocation de la PLD1 de vésicules périnucléaires vers la membrane
plasmique a également été démontrée dans des adipocytes (3T3-L1) suite a
l'induction par I'insuline, qui stimule aussi I'activité PLD (Emoto et al., 2000, Huang et
al., 2005). Dans les cellules basophiles de rat (RBL-2H3) PLD1b-GFP ou HA-PLD1b
sont localisées sur des vésicules de sécrétion. Cependant apres stimulation, elles
transloguent a la membrane plasmique (Brown et al., 1998, Choi et al., 2002, Powner
and Wakelam, 2002). De méme, dans les cellules MING, une lignée de cellules
pancréatique, la stimulation induit la translocation de la PLD1 associée aux granules,

contenant I'insuline, vers la membrane plasmique (Hughes et al., 2004).

Au niveau de la membrane plasmique, certaines études ont montré que la PLD1 est
localisée dans les rafts lipidiques, enrichies en Caveoline-1 (Kim et al., 1999, Han et

al., 2002). D’autre part, le groupe de Gill Di Paolo a récemment mis en évidence que



dans des cellules HeLa ou CHO cultivées en absence de sérum la PLD1 redistribue

vers les autophagosomes, ou elle colocalise avec la LC3 (Dall'Armi et al., 2010).

La présence de la PLD1 a la membrane Golgienne ou du RE reste un grand débat et
un sujet de controverse enflamé entre différents groupes. En effet, tandis que
certaines études suggeérent la présence de la PLD1 au niveau de I'appareil de Golgi,
Toda et al., (1999) ont montré que le traitement des cellules HelLa, NRK ou Vero par
la Bréfeldine A, qui perturbe le réseau Golgien, n’affecte pas la distribution de la
PLD1 surexprimée. De méme, la PLD1 surexprimée ne se localise pas dans la Golgi
selon Hughes et al (2001). Les observations réalisées au sein de notre équipe valide
ces derniéres observations car nous n'avons pas pu mettre en évidence de PLD1-
GFP ou PLD1-HA au niveau du Golgi dans des cellules PC12. Toutefois, la
génération de certains anticorps anti-PLD1 a confirmé cette localisation
périnucléaire, principalement dans le Golgi, le RE, les endosomes et a la membrane
plasmique (Freyberg et al., 2001, Lucocq et al., 2001).

Les limites des deux approches sont liées d’'une part a la surexpression de PLD1 qui
pourrait induire une localisation artefactuelle de cette protéine dans des veésicules
hétérogenes et d’autre part a l'utilisation d’'anticorps dont la spécificité n’est pas
totale. Il est donc certain qu’il faudra encore obtenir des outils de meilleure qualité

avant de pouvoir clore ces controverses sur la localisation subcellulaire de la PLD1.

IV. Les domaines impligués dans la localisation subcellulaire de la PLD1

L’étude menée par Du et al (2003) sur la caractérisation des domaines de la PLD1
impliqués dans sa localisation membranaire a montré que les domaines PX et PH
sont indispensables pour la localisation périnucléaire de PLD1 et pour son recyclage
de la membrane plasmique vers des vésicules périnucléaires. Ceci suggere
l'importance de ces deux domaines dans l'internalisation de la PLD1 et en particulier
le domaine PX. En effet, la délétion de ce domaine n’affecte pas la localisation
périnucléaire, mais inhibe l'internalisation de la PLD1 via un mécanisme dépendant
du PI5P, un phosphoinositide enrichie dans les endosomes. Une telle implication du
domaine PH dans l'internalisation de la PLD1 a également été suggérée. En effet, ce

domaine contient deux cystéines qui pourraient étre palmitoylés (Cys240-Cys241).



La mutation de ceux deux cystéines affecte I'internalisation probablement via un
mécanisme dépendant des radeaux ou rafts lipidiques (Han et al., 2002, Du et al.,
2003). En effet, un mutant de la PLD1 non palmyotilable est principalement localisé a
la membrane plasmique (Sugars et al., 1999, 2002). L’'implication du domaine PH
dans la localisation membranaire a également été démontrée dans les adipocytes.
Dans ces cellules, la déletion du domaine PH (224-323) de la PLD1 conduit a sa
localisation cytoplasmique et non vésiculaire/périnucléaire (Emoto et al., 1999, Zhang
et al., 1999). De méme, dans les cellules COS-7 et les cellules musculaires lisses, la
mutation de deux résidus localisées dans le domaine PH (K252/R253) affecte la
localisation membranaire de PLD1, la conduisant a devenir cytosolique (Sugars et
al., 2002).

Le domaine carboxy-terminal de la PLD1 semble aussi jouer un rble dans sa
localisation endosomale, puisque des mutations au niveau de ce domaine inhibe la
colocalisation de PLD1 avec le marqueur des endosomes précoces EEAL dans les
cellules HeLa et HEK-293 stimulées a 'EGF (Hughes and Parker, 2001).

Pour finir, le domaine d’interaction avec le PIP2 (R691, 695G) est indispensable a la
localisation plasmique de la PLD1. En effet, cette mutation conduit a une expression
completement cytosolique de la PLD1 dans différents types cellulaires (Du et al.,
2003).

V. Régulation de I'activité de la PLD1

Dans de nombreux types cellulaires, la PLD1 est activée en réponse a une
stimulation par certaines hormones, neurotransmetteurs ou facteurs de croissance.
Plusieurs études ont montré que cette activation est régulée principalement par le
PIP2, la PKC et certaines protéines GTPase, principalement, Arf, RhoA, Rac et
Cdc42.

Henage et al (2006) ont montré que ces différents régulateurs agissent différemment
sur la cinétique de l'activité enzymatique de PLD1. En effet, ils ont montré que la
PKC et Arf augmentent l'efficacité catalytique de la PLD1 par augmentation du

potentiel catalytique (Kcat) et la diminution de la constante interfaciale de Michaelis,



K°n qui refléte l'interaction entre la PLD1 et son substrat. En revanche, RhoA, Racl
et Cdc42 augmentent le potentiel catalytique en agissant seulement sur le K°.,. Donc
ces protéines agissent comme des effecteurs allostériques pour augmenter I'activité
catalytigue de la PLD1. De méme, ces auteurs ont montré que le PIP2 potentialise
I'effet des ces différents activateurs et gu'’il est essentiel pour I'effet synergique sur
I'activation de PLD1 entre PKCao/Arf ou Arf/RhoA (Henage et al., 2006).

1. Régulation de la PLD1 par la PKC

Le lien entre la PLD1 et la PKC a été établi dans un premier temps par le fait que la
stimulation des cellules COS-7 surexprimant la PLD1, avec le PMA, un activateur
classique de PKC, augmente l'activité PLD (Colley et al.,1997). L'activation de la
PLD1 par la PKC ne semble pas induite par l'activité kinase de la PKC, puisque la
PKCa active la PLD1 in vitro méme en absence d’ATP (Hammond et al., 1997, Min
et al., 1998b). En effet, I'interaction entre les deux protéines semble suffisante pour
activer la PLD1 (Conricode et al., 1992, Singer et al., 1996, Colley et al., 1997, Min
and Exton, 1998, Min et al., 1998a, Kim et al., 1999). Hu et al (2003) ont montré que
'augmentation rapide de l'activité de la PLD1, en réponse au PMA, est corrélée avec
'augmentation de l'interaction de la PLD1 avec la PKC, et que la phosphorylation de
la PLD1 par la PKCa n’est induite que plus tardivement. Ces observations ont été
confirmées par Kook et al (2005). En outre, la surexpression d’un mutant dominant
négatif de la PKCa stimule I'activité PLD plus fortement que la forme sauvage. En
effet, le mutant dominant négatif est localisé majoritairement a la membrane
plasmique ou il pourrait interagir plus efficacement avec la PLD1 pour stimuler son
activité (Hu et al., 2003).

L’effet inhibiteur des certains inhibiteurs de la PKC sur I'activité de la PLD1 observé
par plusieurs équipes, pourrait étre expliqué par une action sur la phosphorylation de
certains régulateurs de la PLD1 par la PKC. Par exemple, la PKC phosphoryle et
inhibe Ras-GAP conduisant a une activation de Ras qui active d’autres GTPases
régulant la PLD1 (Colley et al., 1997). Hu et al (2003) ont également montré que le
traitement des cellules COS-7 avec la Staurosporine, un inhibiteur de PKC, réduit
partiellement I'interaction entre PLD1 et la PKC induite par le PMA. Ceci pourrait



donc expliquer la diminution de I'activité PLD en présence d’un inhibiteur de PKC.
L’'importance de l'interaction entre la PLD1 et la PKC a été aussi démontrée par Kim
et al (1999), puisque la caveoline-1 qui lie la PLD1 inhibe son activité en réduisant

I'interaction entre la PLD1 et la PKCa.

La PKC active la PLD1 par son interaction avec I'extrémité amino-terminale de la
PLD1 (Sung et al., 1999). Toutefois en se basant sur une stratégie de mutagenese
par insertion d’'un peptapeptide ou PIM, le mutant PLD1A87 (PIM87) est activée in
vitro par Arf et RhoA en présence de PIP2 et pas par la PKCa, tandis que
linteraction entre la PKC et la PLD1-PIM87 est maintenue (Zhang et al., 1999).
Dailleurs, la PKC interagit aussi avec la PLD1 via son domaine PH (Kook et al.,
2005). Ceci montre I'importance des deux domaines amino-terminal et PH pour que
la PKC puisse activer la PLD1 et suggere aussi que la PKC pourrait induire un
changement conformationnel de la PLD1 pour augmenter son activité. Henage et al
(2006) ont montré que la PKC agit sur le K., qui refléte I'interaction entre la PLD1 et
son substrat ; cet effet pourrait donc étre di a un changement conformationnel

favorisant I'acces du PC dans le domaine catalytique de la PLD1.

Pour finir, la PKCa lie également la PLD1 via son extrémité carboxy-terminal et plus
précisément via le résidu F663. La mutation de ce résidu, phénylalanine en acide
aspartique, inhibe linteraction entre les deux protéines et l'activation de la PLD1
suite a une stimulation des cellules COS-7 au PMA. D’autre part, il semble que ce
soit la forme dephosphorylée de la PKCa qui transloque de la membrane plasmique
vers la région périnucléaire pour interagir et ainsi activer la PLD1 (Hu and Exton,
2005). Toutefois, la PKCa phosphoryle la PLD1 au niveau de la Ser-2, de la Thr-147
et de la Ser-561, suite & une stimulation des cellules COS-7 au PMA ou 'EGF. La
mutation de ces trois résidus réduit I'activit¢ PLD en réponse a 'EGF (Han et al.,
2002). Ainsi la stimulation par le PMA ou 'EGF induit la phosphorylation de PLD1 au
niveau des rafts lipidiques, ou la PLD1 est en complexe avec la caveoline-1 et le
récepteur a 'EGF (Han et al., 2002). Des observations similaires ont été faites sur
des neutrophiles stimulées au fMLP (Chang et al., 2011).



2. Régulation de la PLD1 par la kinase RSK2

Les travaux de notre équipe ont par ailleurs montré que la PLD1 est phosphorylée
sur la Thr-147 et activée par la kinase RSK2 dans les cellules chromaffines (Zeniou-
Meyer et al., 2008). L'impact de cette phosphorylation sur le comportement cellulaire

de la PLD1 est encore mal connu.

RSK2 (Ribosomal S6 Kinase 2) appartient a la famille des protéines
Serine/Thréonine kinases qui contient 4 membres (RSK 1-4). Elle est phosphorylée
et activée directement par ERK1/2 en réponse a une stimulation extracellulaire par
des facteurs de croissance, certaines hormones ou encore certains
neurotransmetteurs. Aprés son activation, RSK2 phosphoryle différents substrats
cytosoliques et nucléaires, tels que CREB, c-Fos, ATF4 et I'histone H3 (Hauge and
Frodin, 2006). Via son activité kinase, RSK2 est impliquée dans des différents
processus cellulaires tels que, la transcription, la prolifération, la différenciation et la

survie cellulaire.

Le gene RSK2 humain ou RPS6KAS3 est localisé sur le bras court du chromosome X
(Xp22.2). Il comporte 22 exons (Delaunoy et al., 2006). Les mutations du gene
RPS6KA3 qui code la protéine RSK2 ont été identifiées chez des patients souffrant
du syndrome de Coffin-Lowry (CLS). Le CLS est une pathologie génétique rare lié au
chromosome X et ayant une incidence estimée entre 1:50 000 & 1:100 000. Ce
syndrome est caractérisé par un retard de croissance, des troubles du
développement psychomoteur, ainsi que des malformations squelettiques

progressives (Pereira et al., 2010).

Des analyses post-mortem réalisées par Grange et Coffin (2003) sur deux patients
(une femme et un homme) ont montré une légere dilatation ventriculaire chez les
deux patients et une réduction de la taille du cervelet. Au niveau cellulaire, ils ont
rapporté une perte des neurones, au niveau du cervelet et du cortex, ainsi qu'une

prolifération anormale et irréguliere des cellules gliales (Coffin, 2003).

Une autre étude récente menée par Kesler et al., (2007) a également identifié des
défauts structuraux du cerveau chez des patients CLS. Ces patients souffriraient

d’'une réduction de volume total du cerveau, suggérant que l'absence de RSK2



affecterait le développement normal du cortex, de I'hippocampe et du cervelet
(Kesler et al., 2007).

Le gene murin Rsk2 a une expression ubiquitaire durant 'embryogenese et chez
l'adulte. Dans le cerveau murin, le messager Rsk2 est fortement exprimé dans
I'hippocampe, le cortex et le cervelet (Zeniou et al., 2002), structures particulierement

impliquées dans les fonctions cognitives.

Une souris invalidée pour le géne Rsk2 a été créée par recombinaison homologue.
Les études histologiques et anatomiques ne montrent pas d’anomalie évidente du
systeme nerveux central, mais les études comportementales ont par contre mis en
évidence un retard d’apprentissage et de mémoire spatiale a long terme. En effet,
ces souris KO-Rsk2 ont plus des difficultés d’adaptation aux nouveaux
environnements (Poirier et al., 2007). On note également un dysfonctionnement du
systeme dopaminergique au niveau du cortex cérébral chez ces souris (Marques
Pereira et al., 2008). Récemment, Morice et al., (2013) ont montré un défaut
d’expression de génes et de phosphorylation de CREB induite par le LTP sur ce
modele murin déficient en RSK2. D’autre part, ils ont également trouvé un défaut
postsynaptique résumé par un élargissement de la taille des épines dendritiques et
une réduction de la conductance des récepteurs AMPA et NMDA, au niveau des
neurones de gyrus denté des souris Rsk2-/- (Morice et al., 2013).

3. Régulation de la PLD1 par d’autres protéines kinases

La PLD1 est également phosphorylée sur Ser-505 par TAMPK. La casein kinase Il
(CK2), phosphoryle également la PLD1 sur ses résidus Ser-610/611. Toutefois, cette
phosphorylation ne semble pas affecter I'activité de PLD1, mais pourrait jouer un réle
dans sa localisation subcellulaire (Ganley et al., 2001). En revanche, la PKN (a/p),
protein kinase C-related protein kinases, lie I'extrémité amino-terminale de la PLD1 et
stimule son activité indépendamment de 'ATP (Oishi et al., 2001), d’'une maniére

probablement similaire a ce que peut faire la PKC.



4. Régulation de la PLD1 par les GTPases

La famille des GTPases monomériques de types Ras est composée de 5 sous
familles: Ras, Rho, Rab, Arf et Ran. Ces protéines sont régulées par
'association/dissociation de guanosine triphosphate (GTP) et de son dérivé le
guanosine diphosphate (GDP). Les GTPases sont inactives lorsqu’elles sont liées au
GDP, tandis que la liaison du GTP les active. L’échange du GDP par le GTP est
contrélé par les protéines GEF, qui stimulent la dissociation du GDP. Des protéines
GAP acceélérent I'activité GTPase pour hydrolyser le GTP en GDP et permettre leur
retour a I'état inactif (Cherfils and Zeghouf, 2013).

4.1. Rbles majeurs des protéines GTPases monomeériques

= La sous famille des Ras-GTPases, comprenant également Ral et Rheb sont
des régulateurs majeurs de la croissance, de la différenciation et de la survie
cellulaire.

= Les Rho-GTPases, comprenant Rho, Rac et Cdc-42 sont impliqués dans la
régulation du cytosquelette d’actine et le trafic vésiculaire par la régulation de
la dynamique de I'actine.

= La sous famille des Rab et Arf constitue un régulateur majeur du trafic
intracellulaire, impliquée dans le bourgeonnement des vésicules, leur
transports et ciblage vers les organelles subcellulaires.

= Les Ran-GTPases sont impliqguées dans le transport nucléo-cytoplasmique

(Bouquier et al., 2009, Csepanyi-Komi et al., 2012).

4.2. GTPases monomériques et activité PLD1

Les premieres études réalisées in vitro ont montré que certaines protéines G
potentialisent l'activité de PLD1 en présence de PIP2. Ainsi, Arfl active la PLD1 50
fois, alors que Rac-1, Rho-A et Cdc-42 sont activés 13 fois, 10 fois et 5 fois
respectivement (Hammond et al., 1995, Hammond et al., 1997, Hodgkin et al., 1999).
Ces GTPases activent la PLD1 par interaction allostérique. Le domaine amino-
terminal de la PLD1 n’intervient pas dans cette interaction allostérique. En effet,

I'utilisation de PLD1 tronquée de son domaine amino-terminal a montré que Arfl/6,



Rho-A, Rac-1 et Cdc-42 sont toujours capable de I'activer (Sung et al., 1999 , Zhang
et al., 1999). Ceci suggére gue ces GTPases interagissent avec la partie carboxy-
terminale de la PLD1.

La cartographie des sites d’interaction a montré que :

i) Rho-A interagit avec un site localisé a I'extrémité carboxy-terminale de PLD1 entre
les résidus 873-1024. Des mutations ponctuelles (K946A, V950A, R955A et K962A)
réduisent I'activité in vitro de la PLD1 en présence de la forme active de Rho-A
(V14RhoA), alors que les doubles mutations K946A/K962A, K946A/V950A et
K962A/V950A inhibent completement cette activation et l'interaction entre la PLD1 et
Rho-A (Cai and Exton, 2001).

i) Cdc42 lie la PLD1 via sa région switch I. La forme active de Cdc42 (Q61L) interagit
avec la PLD1 alors que les mutants Cdc42-F37A ou Y40C ne lient plus et n’activent
pas la PLD1. En plus de ce site d’'interaction, la région spécifique pour Rho de Cdc42
(Rho insert region) est indispensable pour l'activation de la PLD1. Cette région
interfere aussi avec l'activation de la PLD1 par la PKC ou Arf, puisque sa délétion
inhibe I'activité PLD en présence de ces deux protéines (Walker et al., 2000).

iii) Le site d’interaction entre la PLD1 et Arf est encore inconnu. Cependant,
l'activation de la PLD1 par les protéines Arf est dépendante du PIP2 (Chung et al.,
1997, Henage et al., 2006) et du Mg (Hammond et al., 1997).

Enfin, la PLD1 est activée par RalA-GTP. L'interaction entre ces deux protéines
potentialise I'activation de PLD1 par Arf1/6 (Kim et al., 1998, Vitale et al., 2005). RalA
et Arfl interagissent avec la PLD1 sur deux sites distincts et elles cooperent en
synergie pour activer la PLD1 (Luo et al., 1997 , Kim et al., 1998). De méme Rheb
interagit et active la PLD1 in vivo et in vitro. Cette activation est contrblée par la
protéine GAP, TSC2 (Sun et al., 2008).

De nombreux groupes ont par la suite tenté de caractériser le réle des GTPases
monomeriques dans l'activation de la PLD1 dans divers contextes cellulaires (Jang et
al., 2002). Il s’avere que I'implication des GTPases est dépendante de type cellulaire
et également en fonction de la voie de signalisation impliquée. Les travaux de notre

equipe ont montré que les GTPases Arf6, RalA et Racl coopéerent pour permettre



lactivation optimale de la PLD1 au cours de I'exocytose dans les cellules
chromaffines (Bader and Vitale, 2009).

5. Inhibition de I'activité PLD1 par des protéines du trafic membranaire

Des régulateurs négatifs de PLD1 ont également été identifiés. La stimulation de
l'activité PLD1 en réponse au PMA dans les cellules KATOIIl est inhibée par la
surexpression d’AP180 impliguée dans I'endocytose dépendante de la clathrine.
Cette inhibition est médiée par l'interaction directe entre les deux protéines. AP180
lie 'extrémité carboxy-terminale de la PLD1 via les résidus TVTSP situés en position
311-314 (Lee et al., 1997, Cho et al., 2011). L'amphiphysine lie I'extrémité amino-
terminale de la PLD et inhibe son activité induite par le PMA dans les cellules COS-7
(Lee et al., 2000a). La PI5P phosphatase synaptojanine inhibe également l'activité
de la PLD via un mécanisme dépendant du PIP2 (Chung et al., 1997). Pour finir,

Munc-18 inhibe aussi l'activité PLD via une interaction directe (Lee et al., 2004).

VI. Roles cellulaires de la PLD1 et de son produit le PA

La caractérisation des régulateurs de la PLD1 tels que Arf, PKC et RhoA a permis de
suggérer une implication de la PLD1 dans le trafic vésiculaire, dans la sécrétion et
dans la signalisation cellulaire (Frohman et al., 1999). Etant donné les nombreuses
fonctions cellulaires dans lesquelles la PLD1 a été impliquée (Jang et al., 2012), jai
choisi de me focaliser sur les deux fonctions majeures de la PLD1 qui nous
intéresse, a savoir son implication dans le trafic membranaire et la signalisation

cellulaire.

1. Implication de la PLD1 dans le trafic vésiculaire et I'exocytose

Plusieurs études ont montré que la stimulation des cellules endocrines avec un
sécrétagogue augmente l'activité PLD en parallele de la sécrétion. Ceci suggere une
implication de la PLD1 et/ou de la PLD2 dans la sécrétion. En effet, il a été démontré
que la stimulation de la lignée des cellules B-pancréatiques MIN6 avec le glucose
induit la libération d’insuline qui est accompagnée par une augmentation de l'activité
PLD et plus spécifiguement de l'activité de la PLD1, puisque cette lignée n’exprime
que cette isoforme. Dans ces cellules, la PLD1 endogéne ou surexprimée est

localisée en partie sur des vésicules riches en insuline. Le traitement de ces cellules



avec le 1-butanol (qui bloque la production de PA en formant un phosphatidylalcool)
ou la surexpression d’'un mutant catalytiquement inactif PLD1(K898R) réduit la
translocation des vésicules d’insuline et leur libération (Hughes et al., 2004). Dans
ces cellules, l'activation de la PLD1 en réponse au glucose est induite par Arf6. La
PLD1, ainsi activée, induit la phosphorylation de mTOR et de sa cible p70S6K ou
S6K. L’activation de la voie mTOR-S6K est impliquée dans la régulation de
'expression de Beta-2, un régulateur de la transcription du géne d’insuline et de la
sécrétion de I'insuline. Ainsi lI'inactivation d’Arf6é par le Bréfeldine A réduit I'activité de
la PLD1 et en conséquence réduit I'expression de Beta-2 et la sécrétion de I'insuline
(Ma et al., 2010). Un réle direct de la PLD1 dans la fusion des vésicules d’insuline a
aussi été proposé. En effet, la surexpression de la PLD1 dans les cellules 3T3L1
augmente la localisation du transporteur du glucose Glut4 a la membrane plasmique,
suite a une stimulation par l'insuline. Cet effet est bloqué par le mutant inactif de
PLD1(K898R) ou par I'extinction de la PLD1 (Huang et al., 2005). Le traitement des
cellules avec de la lysophosphatidylcholine (LPC) qui induit une courbure
membranaire positive de la membrane externe, restore la localisation de Glut4 a la
membrane plasmique en absence de l'activité de PLD1, suggérant que la PLD1 est
impliquée dans l'étape finale de la fusion membranaire (Huang et al., 2005).
L'implication de la PLD1 dans une étape finale de I'exocytose a également été
démontrée par notre équipe dans les cellules chromaffines et les cellules PC12,
parce que le LPC restore la sécrétion en absence de PLD1 (Zeniou-Meyer et al.,
2007).

La PLD1 joue également un rdle dans le trafic des vésicules contenant la GTPase
Rapl et dans sa localisation a la membrane plasmique (Mor et al., 2009). En effet, le
traitement des cellules Jurkat T avec le 1-butanol inhibe la translocation des
vésicules Rapl a la membrane plasmique induite par la stimulation du récepteur des
cellules T ou TCR (T cell receptor). Ces vésicules Rapl contiennent aussi la PLDL1. Il
semble que la PLD1 contréle la livraison des vésicules Rapl a la membrane
plasmique, ou cette derniere sera activé par la G3G, une GEF activée par le TCR
contrdlant I'adhésion cellulaire (Mor et al., 2009).

L’implication de la PLD1 et de son produit le PA dans la libération des contenues
vésiculaires a aussi été démontrée dans les cellules endothéliales, ou la stimulation

par I'histamine induit la libération du facteur VWF (Von Willebrand factor) et en



paralléle une augmentation de l'activité de la PLD1 et la production de PA a la
membrane plasmique (Disse et al., 2009). Le traitement des cellules avec le 1-
butanol ou I'extinction de la PLD1 inhibe la sécrétion du facteur VWF induite par

I'histamine.

D’autres études ont montré également I'implication de PLD1 dans la neurosecrétion.
Humeau et al (2001) ont montré gu’une forme proche de la PLD1 est impliquée dans
la libération d’acétylcholine par les neurones d’Aplysie (Humeau et al., 2001). D’autre
part, la surexpression de PLD1-GFP dans des neurones d’hippocampe augmente la
sécrétion de la serine protéase le tPA (Tissue plasminogen activator), induite par la
forskoline ou l'ionophore calcigue A23187. Ceci conduit également a augmenter la
longueur des neurites (Zhang et al., 2005). Ces auteurs ont proposé que la PLD1

stimule la croissance neuritique en favorisant la libération de tPA.

La PLD1 est aussi impliquée dans le trafic des vésicules contenant APP (Amyloid
Precursor Protein). En effet, la PLD1 joue un réle important dans la formation et le
transport des vésicules contenant APP & partir du réseau transgolgien vers la
membrane plasmique. La localisation membranaire d’APP est essentielle pour
induire son réle dans la formation des synapses, la guidance de l'axone et la
croissance neuritique. La surexpression de PLD1 restore la croissance et le
branchement neuritique en absence de la préseniline-1 (PS1), une sous unité de la y-
sécrétasse impliqguée dans le clivage d’APP en AB. En effet, cette surexpression
augmente la production de PA et ainsi le trafic des vésicules APP en absence de
PS1 (Cai et al., 2006). Pour finir, la PLD1 augmente aussi I'expression de PS1 a la
membrane plasmique en absence d’APP. Cette augmentation est dépendante de
l'activité de PLD1 (Liu et al., 2009).

1.1. Régulation de I'activité de la PLD1 pendant I’exocytose

Au cours de la stimulation de I'exocytose dans les cellules neuroendocrines, I'activité
de PLD1 est stimulé par la phosphorylation de sa thréonine 147 par la kinase RSK2
(Zeniou-Meyer et al., 2007). D’autre part, cette phosphorylation augmente la
production de PA a la membrane plasmique nécessaire a la sécrétion hormonale
(Zeniou-Meyer et al., 2008). L'activité de la PLD1 au cours de la fusion des granules
de sécrétion avec la membrane plasmique, dans les cellules PC12 ou les cellules



chromaffines, est aussi régulée par ARF6 et son facteur d’échange ARNO (Vitale et
al., 2001, Vitale et al., 2002a, Vitale et al., 2002b, Begle et al., 2009). L’extinction
d’ARF6 mais pas celle d’ARF1 réduit I'activité PLD induite par la stimulation de 60-
70% et le recrutement a la membrane plasmique de Spo20-GFP, une sonde
spécifigue du PA. La production de PA a la membrane est PLD1 dépendante
puisque seul I'extinction de la PLD1 bloque le phénomene, tandis que I'extinction de
la PLD2 n'a pas d’effet (Begle et al., 2009).

Liu et al (2005) ont montré que SCAMP2, une protéine transmembranaire impliquée
dans l'étape finale de la fusion, est impliquée dans le recrutement d’ARF6 a la
membrane plasmique en réponse a la stimulation des cellules PC12 (Liu et al.,
2005). Ceci est en accord avec les travaux de notre équipe qui ont montré pour la
premiere fois qu’'Arf6é est recruté des granules de sécrétion vers la membrane
plasmique en réponse a une stimulation (Vitale et al., 2002a, Vitale et al., 2002b).
Ainsi, il semble que SCAMP2 joue un rble dans le recrutement et le rapprochement
de PLD1 et d’ARF6, activée par ARNO, au niveau de site de fusion, ou les quatre

protéines colocalisent (Figure 22).

ERrA
SCAMP 2 J2PM

Figure 22: Modéle proposé de la régulation de PLD1 par Arf6 et ARNO lors de I'exocytose.
(Adapté de Liu et al., 2005).

De plus, la GTPase Racl est impliquée dans l'activation de la PLD1 et la production
du PA au cours de la sécrétion hormonale dans les cellules PC12, mais pas RhoA ou

Cdc42 (Momboisse et al., 2009). D’autre part, BPix permet I'activation de Racl et



induit la production de PA via la PLD1 au niveau de site d’exocytose favorisant ainsi
la libération hormonale (Momboisse et al., 2009). BPix est recrutée a la membrane
plasmique par le facteur suppresseur de tumeur Scribble via son domaine PDZ
(Audebert et al., 2004).

La PKC semble aussi étre impliquée dans la régulation de l'activité de PLD1 au cours
de la libération hormonale, puisque la surexpression du mutant PLD1-PIM87, qui ne
répond pas a la PKC, augmente la libération hormonale mais plus faiblement que la
forme sauvage de la PLD1 (Vitale et al., 2001).

Enfin, la GTPase RalA est également impliquée dans l'exocytose des cellules
chromaffines ou elle stimule I'activité de la PLD1 de manniére synergique avec Arfé
(Vitale et al., 2005). Des observations similaires ont été faites sur les cellules -
pancréatiques (Lijubicic et al., 2009). Dans ces cellules, RalGDS permet I'activation
de RalA et ainsi son interaction avec le domaine amino-terminal de la PLD1

favorisant ainsi I'exocytose (Lijubicic et al., 2009).

1.2. Dynamique et fonction du PA pendant de I’exocytose

Afin d'étudier la dynamique de la production de PA lors de I'exocytose régulé,
Zeniou-Meyer et al (2007) ont utilisé Spo20-GFP comme une sonde spécifique du
PA. lls ont montré par microscopie a onde évanescente, que la sonde Spo20-GFP
est recrutée a la membrane plasmique suite a une stimulation de la sécrétion avec
une cinétiqgue extrémement semblable a I'activité sécrétrice mesurée en paralléle par
ampéromeétrie. L'étude ultra structurale des cellules transfectées avec cette sonde a
montré en outre que le PA est produit a la périphérie cellulaire, probablement au
niveau de la membrane plasmique et/ou au niveau des granules de sécrétion arrimeés
aux sites d’exocytose.

Pour résumer, le role potentiel de la PLD1 dans l'étape finale de la fusion
membranaire semble dd a son produit le PA. Ce phospholipide pourrait moduler la
fusion par au moins trois mécanismes distincts. Le PA pourrait stimuler le
recrutement et l'activité de protéines de la machinerie d’exocytose telle que la
syntaxine-1A (Lam et al., 2008). En effet, la syntaxine 1 contient un domaine
juxtamembranaire polybasique qui interagit avec les phospholipides anioniques



comme le PA et le PIP2 (Lam et al.,, 2008). Le PA peut également modifier la
topologie membranaire en favorisant localement une courbure membranaire négative
du feuillet interne de la membrane plasmique (Figure 23, chapitre précédent et
Ammar et al., 2013b). Enfin, le PA peut étre transformé en d’autres lipides de
signalisation comme le DAG qui peuvent également recruter et activer certaines

protéines associees au complexe SNARE.
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Figure 23: Modéle proposé pour le réle fusiogénique du PA lors de I'exocytose. Au cours de
I'étape finale de I'exocytose, I'activation de la PLD1 induit la production de PA au niveau des sites
d’exocytose. L'accumulation de PA au niveau de la membrane plasmique facilite une courbure
négative. D’autre part, le LPC facilite une courbure positive de la membrane grace a sa forme conique
inverse, ce qui permet d'expliquer qu’il puisse restorer I'activité sécrétrice en absence de PLD1.
Adapté (Cazzolli et al., 2006).

2. Implication de la PLD1 dans la signalisation cellulaire

Le PA produit par la PLD pourrait jouer un réle important dans la modulation de la
signalisation cellulaire soit via le recrutement des partenaires de signalisation a la

membrane ou via une activation directe.



2.1. Régulation de I'activité de PI4P5K

La PI4P5K catalyse la production de PIP2 a partir de PI4P. Comme je l'ai décrit
initialement, le PIP2 joue un rdle important dans le trafic membranaire (exocytose et
endocytose). Donc il me semble intéressant d’exposer ici le réle potentiel de la PLD1
dans la régulation de la production de PIP2. En effet, les premieres études ont
montré que le PA stimule I'activité de PI4P5K in vitro et in vivo (Jenkins et al., 1994,
Divecha et al., 2000). Ensuite, Jarquin-Pardo et al., (2007) ont montré que le PA lie
'extrémité carboxy-terminale de la PI4P5K-If et augmente ainsi son affinité pour son
substrat (P14P) et que cette interaction régule la dynamique de I'actine et la formation
des fibres de stress dans les cellules NIH3T3 (Jarquin-Pardo et al., 2007).
Récemment, Roach et al., (2012) ont confirmé l'implication du PA dans la régulation
de l'activité de PI4P5K et identifié le site de liaison du PA au niveau de la PI4P5K-
ly (Roach et al., 2012). Il est aussi important de noter que la PLD1 sembler interagir
directement avec la PI4P5KI (Divecha et al., 2000). En fait, il semble qu’Arf6 et la
PLD agissent dans une boucle de synergie positive pour activer la PI4P5Ka, afin de
produire le PIP2 a la membrane plasmique (Honda et al., 1999, Perez-Mansilla et al.,
2006).

2.2. Régulation des voies MAPK et mTOR/S6K par le PA

Il a été démontré que la PLD1 est également impliquée via le PA dans I'activation de
la voie Ras-ERK1/2 en contrdlant la localisation subcellulaire de Raf (Ghosh and
Bell, 1997, Rizzo et al., 2000, Wang et al., 2002, Ghosh et al., 2003). D’autre part, la
PLD1 régule l'activité de mTOR/S6K via le PA (Fang et al., 2003, Yoon et al., 2011)
En effet, il semble que le PA régule l'activation de la voie MAPK par le recrutement
des partenaires de cette voie a la membrane cellulaire, telles que Raf, SOS et KSR
(Andresen et al., 2002). D’autre part, il a été démontré que le PA recrute la protéine
kinase Raf a la membrane plasmique, au niveau des rafts lipidiques riches en
caveoline suite a une stimulation & 'EGF (Hu et al., 2000). De plus, le PA sert a
recruter Raf au niveau de la membrane endosomale suite & une stimulation a

l'insuline (Rizzo et al., 2000).



D’autre part, il a été démontré que la PLD1 régule I'activation d’ERK1/2 via un
mécanisme dépendant de la protéine PEAL15 (Sulzmaier et al., 2012). Il est aussi
intéressant de souligner que le PA pourrait réguler I'expression de la PLD1 via
I'activation de la voie MAPK. En effet, le traitement des cellules cancéreuses SKBR3
avec un facteur de croissance induit une augmentation de I'expression de PLD1 via
un mécanisme dépendant de l'activation des voies Ras-Raf-Mek-ERK1/2-NFkB et
Ras-AKT-NFkB via le PA (Figure 24) (Kang et al., 2010).
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Figure 24: Modéle de larégulation de I'expression de PLD1 via les voies de signalisation MAPK
et PIBK-NFkB sous le contrdle de PA.

Concernant mTOR (mammalian target of rapamycin), il a été démontré que le PA
produit par la PLD1 régule I'activation de mTOR. En effet, le PA lie mTOR au niveau
de son domaine FRB (FKBP12-rapamycin-binding domain, Fang et al., 2003). Cette
interaction semble entrer en compétition directe avec la rapamycine, régulant ainsi
l'activation de mTOR (Fang et al., 2001). D’autre part, la PLD1 pourrait réguler

I'activation de mTOR via l'interaction avec son régulateur Rheb (Sun et al., 2008).



VII. Expression de la PLD1 dans le systéme nerveux

Une étude menée par Colley et al., (1997) a montré une expression forte de la PLD1
dans différentes régions du systeme nerveux murin. Ainsi, une forte expression de la
PLD1 a été détectée au niveau de gyrus denté, de la moelle épiniére et de la rétine.
Au niveau du gyrus denté, la PLD1 apparait localisée au niveau des neurones.
D’autre part, I'expression de la PLD1 diminue drastiguement dans les cellules au
cours de leur différenciation en neurones et au cours de la migration a la couche
extérieur de la moelle épiniere et du cortex. De plus, ils ont noté que la PLD1 est
fortement exprimée au niveau du neuroépithélium. En revanche, ils ont montré que la
PLD2 est exprimée principalement dans des cellules de petite taille, ce qui semble
cohérant en apparence avec une expression de la PLD2 dans les cellules gliales au

niveau de gyrus dente.

Lee et al (2000) ont montré que la PLD1 a une expression neuronale ubiquitaire au
niveau du cerveau et la moelle épiniére de rat. De plus, ils ont noté une expression
forte de la PLD1 au niveau du cortex, de bulbe olfactif, cervelet et la moelle épiniére.
A I'échelle cellulaire, ils ont montré que la PLD1 est localisée principalement au
niveau de soma neuronal ainsi qu’au niveau des certains astrocytes (Lee et al.,
2000b).

Lorsque I'expression de la PLD1 a été étudié a I'aide d’'un anticorps anti-PLD1 purifié
par affinité, un fort signal a été observé dans I'hippocampe en développement,
notamment au niveau des secteurs CA1 and CA3 et du gyrus denté (Figure 25)(Min
et al., 2001b). Apparemment une forte augmentation du signal PLD1 a été détectée
la premiére semaine postnatale suivie d’'une diminution notable, suggérant que la

PLD1 puisse étre impliqué dans le développement des neurones hippocampiques.

VIIl. Réle de la PLD1 dans la croissance neuritique

Des études antérieurs ont suggéré l'implication de la PLD1 et de la PLD2 dans la
croissance neuritiqgue (Kanaho et al., 2009). Je me focaliserai ici sur I'implication de

la PLD1 dans la régulation de la croissance neuritique.



Figure 25: Expression de la PLD1 dans I'hippocampe de rat au cours du développement. (A)
Coupe d’hippocampe a E18. (B) grossissement d'une région de (A) montrant I'expression neuronale
de la PLD1 indiquée par une fleche. (C) Coupe d’hippocampe a E20. (D) grossissement d’'une région
de (C) montrant 'augmentation de I'expression neuronale de la PLD1. (E) Coupe d’hippocampe a P1.
(F) un grossissement de la CA1l, les fleches indiquent I'expression forte de la PLD1 au niveau de la
zone ventriculaire du ventricule latérale et (G) un grossissement de la CA3. (H) Coupe d’hippocampe
a P3. (I) grossissement d'une région de la couche des cellules pyramidales (Py) de la zone CAL. (J)
grossissement de la zone CA2, notez I'expression forte de la PLD1 au niveau de cette zone. (K)
Coupe d’hippocampe a P7. (L) grossissement de la zone CAl. (M) Coupe d’hippocampe a P14.
Echelle: 200 um (A) ; 50 um (B, D, G) ; 300 um (C, E, H, K, M) et 100 um (F, I, J, L). (Adapté de Min
et al., 2001a).

L’implication de la PLD1 dans la croissance neuritique a été examiné dans plusieurs
types cellulaires telles que les cellules PC12 (Hayakawa et al., 1999, Min et al.,
2001a), les cellules H19-7 (Oh et al., 2007, Choi et al., 2012, Yoon et al., 2012) et les
neurones (Lalli and Hall, 2005, Zhang et al., 2005, Cai et al., 2006, Zhu et al., 2012).
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Au niveau des cellules PC12, I'induction de la différenciation neuronale par le NGF
induit une forte augmentation de I'expression de la PLD1 ainsi que son activité en
paralléle de la croissance neuritigue (Hayakawa et al., 1999, Min et al. 2001b).
D’autre part, Yoon et al (2005) ont montré que I'expression de la PLD1 augmente au
cours des premiers jours du développement des neurones corticaux en culture. De
méme I'expression de la PLD1 est forte au cours de 5 premiers jours en culture des
neurones d’hippocampe (Zhu et al., 2012). Ceci suggére un rdle potentiel de la PLD1

au cours de la formation et la croissance neuritique.

Il est intéressant de noter que la PLD1 régule la croissance neuritigue des cellules
H19-7 via un mécanisme dépendant de la régulation transcriptionnelle de Bcl-2 et
des facteurs neurotrophiques BDNF et NT4/5 (Yoon et al., 2012). En effet, ces
auteurs ont montré que le bFGF (basic fibroblast growth factor) induit la croissance
neuritigue des cellules H19-7 suite a I'activation de la voie Ras-PI3K-PLCy. Cette
voie induit I'activation de la PLD1, qui a son tour induit I'expression de Bcl-2 et ainsi

'augmentation de I'expression des facteurs neurotrophiques.

1. Régulation de I'activité de la PLD1 pendant la croissance neuritique et le

développement neuronal

Il a été déemontré, au cours de la difféerenciation des cellules PC12, que l'activité
PLD1 est regulée par la PKC (Min et al., 2001b). De méme, ces auteurs ont trouvé
que la PLD1 interagit avec la protéine Shc, qui lie le récepteur du NGF (TrkA). Au
cours du développement neuronal, I'activité de la PLD1 est régulée par Cdc42 (Yoon
et al., 2006), par RhoA (Zhu et al., 2012) et par Ral (Lalli et al., 2005). Ces derniers
auteurs ont montré que Ral augmente la ramification de I'arborisation dendritique via

un mécanisme qui dépend en partie de la PLD1.

En revanche, Zhu et al (2012) ont montré que la PLD1 inhibe la ramification
dendritique des neurones d’hippocampe en culture. En effet, ils ont montré que
I'extinction de la PLD1 augmente la ramification dendritique et que la surexpression
de la PLD1 inhibe ce phénomene, probablement via un mécanisme dépendant de
RhoA.



2. Les limites des outils utilisés pour étudier la fonction des PLDs

A ce jour, les études portant sur I'implication de la PLD1 dans la croissance
neuritigue et le développement neuronal se sont basées sur trois stratégies
différentes : i) inhibition de la production de PA par le 1-butanol (réaction de
transphosphatidylation en présence d’alcool qui forme un phosphatidyl-alcool a la
place du PA) comme marqueur de l'activitt PLD globale, ou ii) I'extinction de
'expression de PLD1 par ARN interférence ou iii) la surexpression de la PLD1 ou de

mutants.

Malheureusement, l'utilisation de 1-butanol ne permet pas de distinguer entre la
fonction de I'une de deux isoformes, et plus problématique certaines études récentes
ont montré que les effets observés suite a un traitement avec le 1-butanol ne sont
pas spécifiques pour PLD1 ou PLD2 (Sato et al., 2013). D'autre part, la
surexpression de PLD pourrait conduire a la formation de vésicules anormales,
comme cela a été décrit pour certaines GTPase. Pour finir, les études par ARN
interférence ne permettent pas de tenir compte du réle joué par la PLD dans la
cellule avant que I'extinction soit compléte. Ceci est particulierement vrai pour I'étude
de lI'implication de la PLD dans le développement neuronal, notamment parce que le
niveau d’expression de PLD1 est spécifiguement élevé au cours des premiers temps

de ce processus.

IX. Le modéle murin Pld1-/-

Afin de circonvenir a certains des défauts exposés ci-dessus, nous avons choisi
d’utiliser un modéle de souris invalidées pour la PLD1. Une casette LacZ/NEO a été
insérée entre I'exon 3 et I'exon 5 par recombinaison hétérologue (Figure 26).
L’insertion de la casette a été contrélée par Southern Blot. L’ADN génomique a été
digéré par I'enzyme de restriction Bglll et les bandes ont été révélées par une sonde
localisée en amont de I'exon 3. La bande wild-type (+/+) fait 9.4kb et celle contenant
la casette fait 11 kb. L'absence d’expression du messager PLD1 et de la protéine a
eté également vérifié par RT-PCR et western blot, respectivement (Elvers et al.,
2010).

Les souris hétérozygotes Pld1+/- ou homozygotes Pld1l-/- se développent
normalement. Elles sont fertiles et ont un comportement similaire a celui des souris

sauvages. Par ailleurs, Elvers et al., 2010 ont montré que ces souris ont un probleme



de coagulation sanguine via un mécanisme dépendant de l'activation de l'intégrine

apPs et un défaut d’agrégation dépendant de la glycoprotéine 1b.

Un deuxieme modele Pld1-/- a été récemment décrit par Dall’Amri et al., (2010). Il a

été obtenu par I'élimination des deux exons 13 et 14. Ces auteurs ont montré un

défaut d’autophagie en absence de la PLD1 dans ce modéle de souris.
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Figure 26: Stratégie de génération de la souris Pld1-/-.
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En Conclusion, [lactivité PLD1 est contr6lée par plusieurs régulateurs
intracellulaires. En outre, ces régulateurs jouent un rdéle majeur soit dans la régulation
de la dynamique du cytosquelette ou/et dans le trafic membranaire. Comme je l'ai
détaillé dans l'introduction, ces deux processus biologiques sont a la base de la

croissance neuritique et du développement neuronal.

Une altération du développement neuronal pourrait étre une cause du retard mental
caractéristigue du syndrome de Coffin-Lowry, causé par la perte de I'activité kinase
de RSK2. L'implication de la PLD1 dans la croissance neuritique ainsi que le controle
de l'activité enzymatique de la PLD1 par RSK2 au cours de I'exocytose, nous ont
laissé penser a un lien possible entre les deux protéines au cours du développement
neuronal. Une altération de ce lien éventuel en cas de perturbation de I'expression
de RSK2 pourrait ainsi contribuer au développement de la pathologie du syndrome

de Coffin-Lowry.



RESULTATS






RESULTATS

|. Article 1

La kinase RSK2 responsable du syndrome de Coffin-Lowry régule la
croissance neuritique via la phosphorylation de la PLD1 conduisant a la
synthese d’acide phosphatidique

La kinase RSK2 est impliquée dans plusieurs processus cellulaires tel que la
différenciation et la survie cellulaire. L’altération de I'activité kinase de RSK2 est
impliquée dans le développement d'une pathologie humaine caractérisée
principalement par un retard mental nommée le syndrome de Coffin-Lowry. La
physiopathologie de ce syndrome est encore mal connue, mais elle semble
impliquer, pour cet aspect cognitif, une altération du fonctionnement du systeme
nerveux qui peut étre lié a des défauts du fonctionnement synaptique et/ou du
développement du réseau synaptique.

De part I'implication supposée de la PLD1 dans la croissance neuritique dans des
systemes neuronaux modeles ainsi que le contréle de l'activité enzymatique de la
PLD1 par RSK2 identifié par notre équipe, il nous est apparu opportun de tester
I’hypothése d’un lien possible entre les deux protéines au cours du développement
neuronal. Une altération de ce lien éventuel en cas de perturbation de I'expression
de RSK2 pourrait ainsi contribuer développement de la pathologie du syndrome du
Coffin-Lowry.

Ainsi durant la premiere partie de ma these, je me suis focalisé a déterminer I'effet de
'absence de la PLD1 sur le développement des neurones corticaux en culture en
utilisant un modele de souris transgénique Pld1-/-, récemment mis en place dans
mon équipe.

Mais dans un premier temps, je me suis attaché a déterminer le niveau d’expression
de la PLD1 au cours du développement cérébral chez la souris. Les résultats
obtenus montrent :

i) une forte expression de la PLD1 au cours du développement du cortex
embryonnaire (E15 et E16, Figure 27).

i) Une forte expression de la PLD1 au cours de la premiére semaine du
développement des neurones corticaux en culture, avec un maximum entre 2DIV et

3DIV. Ceci coincide avec la croissance axonale (2-4 DIV) et le quatrieme stade du



développement neuronal (4-15 DIV) comprenant la formation des dendrites et leur

ramification (Figure 28).
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Figure 27: Expression de la PLD1 dans le cortex au cours du développement embryonnaire. A
chaque stade du développement, le cortex de souris a été prélevé et lysé, puis 35 pg de protéines ont
été déposées et migrées sur un gel de polyacrylamide. Aprés transfert, les protéines ont été révélées
par I'application d'un anticorps spécifiques : anti-PLD1 ou GAPDH. Le niveau d’expression de PLD1 a
été déterminé par rapport au taux d’expression de GAPDH. Quantification des deux expériences
différentes ou I'expression moyenne est normalisée par rapport a I'expression moyenne des neurones
a El4.
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Figure 28: Expression de PLD1 et de RSK2 au cours du développement des neurones corticaux
en culture. Des neurones corticaux (E17) ont été mis en culture puis lysées aprés différents temps de
culture in vitro (2, 3, 6, 7, 10, 12 et 13 DIV). 35 ug de protéines ont été déposées et migrées sur un gel
de polyacrylamide. Aprés transfert, les protéines ont été révélées par I'application des anticorps
spécifiques : anti-PLD1, anti-RSK2 et GAPDH. Le niveau d'expression de chaque protéine a été
déterminé par rapport au taux d'expression de GAPDH. Quantification de deux expériences
différentes ou I'expression moyenne a été normalisée par rapport a l'expression moyenne des
neurones a 2 DIV.

iii) En absence de la PLD1, les neurones corticaux en culture ont un retard de
développement par rapport aux neurones Pld1+/+. De plus, I'absence de PLD1

affecte la ramification de [I'arborisation dendritique touchant principalement la



ramification secondaire, ainsi que la maturation des épines dendritique (Voir
publication Ammar et al., 2013a).

iv) d’'une maniere intéressante en absence de RSK2 les neurones corticaux en
culture ont aussi un retard du développement semblable a celui observé chez les

neurones Pld1-/- (Voir publication Ammar et al., 2013a).

Afin de déterminer le lien possible entre ces deux protéines au cours de la
croissance neuritique, j'ai utilisé la lignée cellulaire PC12 qui développe des neurites
en présence de NGF et qui présente l'avantage d’étre beaucoup plus facilement
transfectable que des neurones en culture primaire. L’inhibition pharmacologique de
l'activité de lI'une des deux protéines ou I'extinction par ARN interférence de PLD1 et
RSK2 ont confirmé I'mplication de ces deux protéines dans la croissance neuritique
sur ce modele cellulaire (Voir publication Ammar et al., 2013a). D’'une maniére
intéressante, j'ai trouvé que le traitement des cellules PC12 avec un inhibiteur des
PLD (FIPI) ou de la PLD1 (CAY93) avant la premiére stimulation par le NGF a un
effet plus drastique sur le nombre de cellules PC12 développant des neurites et sur
la longueur des neurites que si cet inhibiteur est ajouté aprés le NGF (Figure 29).
Ces résultats indiquent que linhibition de la PLD réduit le développement des
neurites méme si celui-ci est engagé, mais il souligne également le fait que la PLD
semble impligué de maniére tres précoce dans la croissance neuritique de cellules
PC12 induite par le NGF.

J'ai pu montrer dans les cellules PC12 que le NGF induit une stimulation rapide de la
voie MAPK-ERK1/2, ainsi que la phosphorylation et I'activation de RSK2, suivie par
une phosphorylation, dépendante de RSK2, de PLD1 sur sa thréonine 147 (Voir
publication Ammar et al., 2013a). D’autre part, j'ai pu mettre en évidence que RSK2
et PLD1 colocalise a la périphérie cellulaire suite a la stimulation des cellules PC12
par le NGF (Voir publication Ammar et al., 2013a). De plus, jai mis en évidence une
interaction potentielle entre ces deux protéines ou tout du moins leur présence dans
un complexe multiprotéique puisqu’elle co-immunoprécipite suite a la stimulation des
cellules PC12 par le NGF. La stimulation par le NGF conduit également & une
augmentation de l'activitt PLD mesurée sur des extraits de cellules PC12 et

I'utilisation d’'une sonde pour le PA m’a permis de mettre en évidence une synthése



de PA aux sites de développement des neurites (Voir publication Ammar et al.,
2013a).
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Figure 29: Réduction de la croissance neuritique induite par le NGF des cellules PC12 traitées
par des inhibiteurs de PLD ou de RSK. Des cellules PC12 stimulées par le NGF pendant 6 jours ont
été traitées par les inhibiteurs indiqués soit i) 30 min avant la premiére application du NGF (TO0), ou ii)
24h aprés la premiére application du NGF, ou iii) 48h aprés la premiére application du NGF. Aprés 6
jours, les cellules ont été fixées et marquées par la phalloidine couplée a la rhodamine. Les mesures
de longueur des neurites ont été faites a l'aide d’ImageJ. FIPI est un inhibiteur de PLD1 et de PLD2,
CAY93 est un inhibiteur spécifique de la PLD1 et BI-D1870 est un inhibiteur de RSK2.

D’une maniére intéressante, jai trouvé que la PLD1 colocalise avec la protéine
SNARE Ti-VAMP ou VAMP7 sur des structures vésiculaires périnucléaires et
également au niveau des neurites (Voir publication Ammar et al., 2013a). Vu le role
important de Ti-VAMP dans le trafic membranaire et la croissance neuritique, jai
voulu vérifier si PLD1 et RSK2 peuvent moduler I'exocytose des vésicules Ti-VAMP
au cours de la croissance neuritique. Des expériences de microscopie a onde
évanescente m’ont permis de montrer que PLD1 et RSK2 sont importante pour la
fusion des vésicules VAMP7 au niveau du cone de croissance, permettant ainsi
'apport de membrane nécessaire a la croissance des neurites (Voir publication
Ammar et al., 2013a).

Etant donné que la croissance dendritique est également régulée par la dynamique

du cytosquelette, jai examiné l'organisation des microtubules au sein de cette
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structure. Une analyse préliminaire semble indiquer que cette organisation n’est pas

affétée en absence de la PLD1 (Figure 30).
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Figure 30: Organisation des microtubules au niveau des cones de croissance des neurones
Pld1+/+ et Pld1-/-. Les cones de croissance ont été révélés par un marquage avec la protéine GAP-
43 et I'organisation des microtubules au sein du cbne est révélée par un marquage avec un anticorps
anti B-tubuline. Bar = 10um.
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ABSTRACT

More than 80 human X-linked genes have been associated with mental retardation (MR) and
deficits in learning and memory. However, most of the identified mutations induce limited
morphological alterations in brain organization and the molecular bases underlying neuronal
clinical features remain elusive. We show here that neurons cultured from mice lacking
ribosomal S6 kinase 2 (Rsk2), a model for the Coffin-Lowry syndrome (CLS), exhibit a
significant delay in growth in a similar way to that shown by neurons cultured from
phospholipase D1 (Pld1) knockout mice. We found that gene silencing of Pldl or Rsk2 as
well as acute pharmacological inhibition of PLD1 or RSK2 in PC12 cells strongly impaired
neuronal growth factor (NGF)-induced neurite outgrowth. Expression of a phosphomimetic
PLDI1 mutant rescued the inhibition of neurite outgrowth in PC12 cells silenced for RSK2,
revealing that PLD1 is a major target for RSK2 in neurite formation. NGF-triggered RSK2-
dependent phosphorylation of PLDI1 led to its activation and the synthesis of phosphatidic
acid at sites of neurite growth. Additionally, TIRF microscopy experiments revealed that
RSK2 and PLDI positively control fusion of TiVAMP/VAMP-7 vesicles at sites of neurite
outgrowth. We propose that the loss of function mutations in RSK2 that leads to CLS and
neuronal deficits are related to defects in neuronal growth due to impaired RSK2-dependent

PLDI activity resulting in a reduced vesicle fusion rate and membrane supply.



INTRODUCTION

Coffin—Lowry syndrome (CLS) is a rare syndromic form of mental retardation (MR) that
shows X-linked inheritance (Hanauer and Young, 2002). Key features of CLS are growth and
psychomotor retardation, characteristic facial and digital abnormalities, and progressive
skeletal alterations (Manouvrier-Hanu et al., 1999). CLS is caused by heterogeneous loss-of-
function mutations in the RSK2 (90-kDa ribosomal S6 kinase) gene (RPS6KA3) that maps to
Xp22. 2 (Trivier et al., 1996). RSK?2 is a serine-threonine protein kinase of 740 amino acids
(90kDa) that belongs to a family of four members, RSK1-4, that share a highly conserved
structure and are widely expressed in mammals and in many cell types. RSK2 was first
described to act at the distal end of the ras-mitogen-activated protein kinase (MAPK)
signaling pathway (Frodin and Gammeltoft, 1999). Different substrates of RSK2
subsequently identified include transcription factors such as ATF4, cFOS and CREB (Pereira
et al., 2010). Activation of RSK2 is, therefore, thought to influence gene expression and to be
involved in cell proliferation and survival.

In human and mouse, the highest levels of RSK2 expression are observed in regions with high
synaptic activity, including the neocortex, the hippocampus, and Purkinje cells, which are
essential components in cognitive function and learning, suggesting that RSK2 might function
in these processes (Zeniou et al., 2002). Indeed, deletion of RSK2 orthologue (S6KII) in
Drosophila leads to short-term memory defects in a classical olfactory learning paradigm. The
Rsk2-null mouse created as a model for CLS develops a progressive osteopenia due to
impaired osteoblast function (Yang et al., 2004). Although no major brain abnormalities are
evident at the anatomical and histological levels in Rsk2-KO mice, behavioral studies reveal
profound retardation in spatial learning and a deficit in long-term spatial memory (Poirier et
al., 2007). On the other hand, a number of subtle neuroanatomical abnormalities have been

found in CLS individuals (Hunter, 2002; Stephenson et al., 2005). For example, a



morphometric MRI-based study of CLS brain morphology has revealed a reduced total brain
volume that appeared to be correlated with the severity of CLS outcome (Kesler et al., 2007).
Altogether, these observations favor a role for RSK2 in the development and plasticity of
neuronal circuits, but the molecular basis for this function remains elusive.

In agreement with a direct role of RSK2 in neurotransmission, we recently described that
RSK?2 is a critical upstream signaling element in the activation pathway of phospholipase D1
(PLD1), which produces fusogenic lipids required for calcium-regulated exocytosis (Zeniou-
Meyer et al., 2008; 2009). Taking into consideration that both PLD1 and PLD2 have been
implicated in the regulation of neurite growth in neural cell lines and neural stem cells
(Kanaho et al., 2009), we decided to investigate whether mutations or loss of expression of
RSK2 interfere with the growth and development of neurons by modulating PLD activity.
Using cultures of cortical neurons from transgenic mice models and PC12 cells, we
demonstrate that RSK2 is an essential modulator of PLD1 activity and is required for neurite

outgrowth.



MATERIALS AND METHODS

Materials. Antibodies anti-B-tubulin (Cell Signaling), anti-RSK2 (Santa Cruz Bio-
technology), anti-PLD1, anti-SNAP25, anti-ERK, anti-phospho-ERK, anti-phospho-RSK
(New England BioLabs), anti-MAP2 (Sigma), anti-phospho-PLD1 (Thr-147) (Cell Signaling)
were used. The RSK inhibitor BI-D1870 was obtained from Enzo Life Sci., the PLDI1
inhibitor CAY-10593 (CAY-93) from Interchim, DRAQS5 from Biostatus, and NGF,
phaloidin-tetramethylrhodamine B, and FIPI from (Sigma). Plasmids and siRNA sequences
have been described previously (Corrotte et al., 2006.; Zeniou-Meyer et al., 2007; 2008)

pHluorin-VAMP-7 was provided by Dr. T. Galli (Institut Jacques Monod, Paris).

Animals and tissue dissection. PId]”" and Rsk2"" mice were described previously (Elvers et
al., 2010; Yang et al., 2004). All experiments were carried out in accordance with the
European Communities Council Directive of 24th November 1986 (86/609/EEC). Every

effort was made to minimize the number of animals used and their suffering.

Cell Culture and NGF treatment. Cortical neurons were cultured from E15 mice in
Neurobasal medium (Invitrogen) supplemented with 2% B-27, 1% GlutaMAX and 1%
Pen/Strep. Low-density cultures were plated on poly-L-lysine (Sigma)-coated glass coverslips
at 25000 neurons/cm’. For the analysis of early neurite outgrowth (DIV1-3), random images
were taken of the cultures using a x63 lens on a Leica SP5II confocal microscope. Cultured
80% confluent PC12 cells were transfected by Lipofectamin 2000 (Lam et al., 2008). NGF
was applied to cells 48 to 72h after transfection at 50 ng/ml and added freshly every 24h.
Cells developing neurites were counted and the neurite length measured using Imagel

software with Simple neurite tracer plug-in.



Determination of PLD activity. PC12 cells were incubated with medium or medium
containing the different drugs for 30 min and then incubated for 30 min with NGF 50 ng/ml.
PLD activity was measured as described previously (Lopez et al., 2012). The PLD activity of
the cell not treated with NGF was subtracted. Data are given as the mean of six

determinations performed on at least three different cell preparations = SEM.

Western Blot and Immunoprecipitation. After treatment, cells were lyzed and proteins
were resolved by SDS 4-12% PAGE. Proteins were transferred to nitrocellulose membranes
as described (de Barry et al., 2006). Detection was performed by chemiluminescence by using
the Super Signal West Dura Extended Duration Substrate (Pierce). For immunoprecipitation,
protein extracts were prepared in lysis buffer (50 mM Hepes, 3 mM EGTA, 3 mM CaCl,, 3
mM MgCl, 80 mM KCI, 0.1% Triton X-100, 0.1% sodium deoxycholate, 1 mM sodium
orthovanadate, 40 mM NaF, and protease inhibitor mixture (Sigma-Aldrich)). Five hundred
micrograms of total protein were used. Quantification of Western blots was performed as

described earlier (Béglé et al., 2009).

Immunocytochemistry. Neurons and PC12 cells were fixed and further processed for
immunofluorescence as described previously (Vitale et al., 1998). Stained cells were
visualized with a Leica SP5II confocal microscope. Colocalization level of Spo20p and
SNAP25 was estimated as described previously (Zeniou-Meyer et al., 2007). Quantification
of RSK2 and PLD1 co-localization was performed for each condition on 30-selected regions

of interest on the membrane ruffles from 15 cells using Image J.

Live cell imaging and TIRF microscopy. PC12 cells were transfected with PLD1-GFP or

VAMP-7-pHluorin and incubated with NGF overnight. The next day, optical recordings were



performed using a Axiovert 200 with Moane TIRF-2 (Zeiss) equipped with an objective 100X
NA 1.45 and an ImageM camera (Hamamatsu). Temperature was maintained at 37°C during
recording. Under the conditions of observation used, one pixel corresponded to 160 nm.
Stream acquisitions were performed at 1.44 Hz for 3 min with an exposure time of 280 ms.
Selective excitation was obtained using argon laser lines at 488 and optical filter bandpass
(500-540 nm) were used for the emission. Fusion events of VAMP-7-pHluorine vesicles were
manually counted by using the Imagel] software. The interval between successive fusion
events was calculated for each cell imaged and represented in frequency. Drugs were applied

30 min before recording.

Statistics. Statistical analysis was performed with R software using parametric (t test; Fig.1-
7) and non-parametric (Wilcox test, Fig. 9) tests compared to the corresponding control

condition (* p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001).



RESULTS

RSK2 and PLDI1 are involved in neurite outgrowth

Axon and dendrite outgrowth are critical events in the establishment of neuronal networks
during brain development. This complex process is not fully understood, but the forming
neurons appear to go through at least three morphologically distinct steps. Stage 1: formation
of lamelliopodia, stage 2: sprouting of multiple neurites similar to each other in structure and
composition, stage 3: differentiation of neurites into either axons or dendrites (Fig. 1A). The
establishment of synapses and networks are the last steps in the formation of mature neurons.
We cultured cortical neurons from Rsk2-null mouse and found a dramatic delay in this
process compared to neurons cultured from WT littermates (Fig. 1B). At 24 hr of culture, a
significant proportion of neurons from Rsk2” mice were still in the first stage of
development. At 72 hr, when most neurons of WT mice had progressed through the second
and third phases of development, 20% of Rsk2”" neurons were still at stage 1 (Fig. 1B).
Conversely, the proportion of neurons reaching stage 3 in the Rsk2-null mice was
significantly reduced (Fig. 1B) and axons of the Rsk2™" neurons at state 3 were approximately
30% shorter than WT neurons (data not shown). Since PLDI1, but not PLD2, contains a
RSK2 phosphorylation site at Thr147, we also examined cortical neurons from Pld/-null
mouse. As illustrated in Fig. 1B, Pld1 " neurons displayed a delay in outgrowth that was very
similar to that of Rsk2” neurons and also displayed shorter axons (data not shown).

To further test the hypothesis that PLD1 plays a role in neurite outgrowth and may thereby be
involved in neuronal development, we investigated the effect of PLD1 knockdown on
subsequent neuronal development hallmarks using the Pld1 " mice. Dendritic morphogenesis
is an important step for the establishment of neural circuitry. The number of primary dendrites

arising from the cell body, higher order dendrites emerging from primary dendrites and



dendritic branching patterns appear to be critical for neuronal function (Jan and Jan, 2010).
PldI knockout affected dendritic branching at 10 DIV, as observed by Sholl analysis (Fig.
2A,B), a standard assay for measuring dendritic complexity (Jaworski et al., 2005) . Although
we found no significant differences in the number of primary branching dendrites, the number
of secondary branching dendrites was significantly reduced in neurons cultured from Pld1 -
mice (Fig. 2C). Because the dendritic tips were at the terminal branches and reflected the
complexity of dendrites, we next analyzed whether the number of dendritic tips was altered in
neurons lacking PLD1. Consistent with the reduction in secondary dendritic branching, the
number of dendritic tips was decreased in neurons from PldI”" mice (Fig. 2C).

Dendritic spines are key features for neuronal development and synaptic function. For
instance the density and morphology of dendritic spines are directly correlated with their
functions. To test the possibility that PLD1 is involved in dendritic spine development, we
used actin labeling to outline dendritic spines in cultured cortical neurons (Fig. 2D). In
agreement with the possibility that PLD1 is involved in neuronal development, we found a
significant decrease in total spine density in 10 DIV PldI™ neurons (Fig. 2E). In fact this
reduction in spine density specifically affected mushroom and branched spines, which are the
forms of mature spines (Fig. 2F). These observations suggest a reduced level of functional
synapses in neurons lacking PLDI1. Although early pharmacological approaches have
postulated that PLD 1/2 could be involved in neurite outgrowth, this is the first report using
PldI-null mouse that validates this idea and support the concept that this may have a long-

term effect on neuronal development.

NGF stimulation triggers RSK2-dependent phosphorylation and activation of PLD1 in

PC12 cells

The possible interplay between RSK2 and PLDI1 in neurite outgrowth was further
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investigated using the classical NGF-induced neurite outgrowth assay in pheochromocytoma
PC12 cells. Both reduction of RSK2 or PLD1 expression by siRNA-silencing experiments
affected neurite outgrowth in response to NGF stimulation (Fig. 3A). Rescue experiments
performed by co-expressing RSK2 or PLDI constructs insensitive to siRNA ruled out
possible off-target effects of the siRNAs (Fig. 3A). Similar results were obtained using
pharmacological inhibitors. NGF-induced neurite outgrowth in PC12 cells was potently
inhibited by the RSK inhibitor BI-D1870 (Sapkota et al., 2007) and by the PLD inhibitors
FIPI and CAY-93 (Su et al., 2009; Lewis et al., 2009) (Fig. 3B).

To dissect the signaling pathway linking NGF stimulation to RSK2 and PLD1, PCI12 cells
were challenged with NGF for different periods of time and phosphoproteins were detected in
cell extracts by Western blotting. NGF stimulation produced progressive and parallel
increases in the level of phosphorylated RSK2 and PLDI, reaching a plateau at 15 min (Fig.
4). Interestingly, the RSK inhibitor BI-D1870 was found to block in a dose-dependent manner
the NGF-induced phosphorylation of PLD1 (Fig. 4), in agreement with the idea that PLDI
might be a target activated by phosphorylated RSK2 upon NGF stimulation.

The intracellular distribution of over-expressed RSK2 and PLDI1 is depicted in Figure 5. In
resting PC12 cells, RSK2 displayed a nuclear and perinuclear distribution, whereas PLD1 was
mostly found in the periphery of the nucleus most likely associated with vesicular structures
(Fig. 5A). A 30-min stimulation with NGF induced a change in PC12 cell morphology
(ruffles) and caused a partial re-distribution of both PLD1 and RSK2 to the cell periphery
where the two proteins appeared to co-localize (Fig. 5A, arrowheads). Quantification revealed
that at membrane ruffles 94.2 + 1.0 % of RSK2 and PLDI signals co-localized. This
recruitment of GFP-PLD1 to the periphery of NGF-treated cells is in line with the ability of
PLDI to cycle from vesicular structures to the plasma membrane (Vitale et al., 2001; Du et

al., 2003). Co-immunoprecipitation experiments of endogenous RSK2 and PLD1 confirmed
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that both proteins were associated in the same complex in NGF-treated cells (Fig. 5B).
Additionally, we found that NGF induced a potent increase in PLD activity (~ 80%) that was
completely blocked by the broad-spectrum PLD inhibitor FIPI and strongly inhibited by the
specific PLD1 inhibitor CAY-93, suggesting that NGF mainly stimulated type 1 PLD activity
(Fig. 5C). RSK2 inhibition by BI-D1870 also significantly prevented NGF-induced PLD1
activation (Fig. 5C). These results suggest that NGF stimulation triggers the recruitment of
RSK2 and PLDI1 to growing neurite endings where activated RSK2 phosphorylates and

activates PLDI.

NGF-evoked neurite outgowth is mediated by RSK2-induced PLD1 phosphorylation on
Thr-147

RSK2 has been shown to activate PLD1 by phosphorylating Thr147 residue (Zeniou-Meyer et
al., 2008). To reinforce the idea that the phosphorylation of PLD1 by RSK2 is important for
neurite outgrowth, we measured neurite length after NGF treatment in PC12 cells expressing
RSK2 siRNAs and attempted to rescue growth with WT or mutated PLD1 proteins. In cells
with a reduced RSK2 level, neither expression of PLD1 WT or PLDI1(T147A), a
phosphorylation-deficient mutant, restored neurite outgrowth (Fig. 6). In contrast, expression
of the phosphomimetic PLD1(T147E) mutant restored growth despite the reduced RSK2
level. These results are consistent with a sequence of events in which NGF leads to RSK2
phosphorylation and activation, which in turn phosphorylates PLD1 on Thr147, stimulating

PLDI activity and promoting neurite outgrowth.

Phosphatidic Acid Synthesis at Sites of Neurite Outgrowth.

PLDI is responsible for the production of phosphatidic acid (PA). Thus we examined PA

synthesis in PC 12 cells using the PA-binding domain of Spo20p fused to GFP as a PA sensor
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(Zeniou-Meyer et al., 2007; Kassas et al., 2012). In resting cells, Spo20p-GFP was present in
the nucleus, but after a 30-minute application of NGF, a significant fraction was recruited to
the plasma membrane where it co-localized with SNAP25 (Fig. 7A and B). PLDI inhibition
(by CAY-93), but also RSK2 inhibition (by BI-D1870) completely prevented the recruitment
of Spo20p to the cell periphery, highlighting the importance of RSK?2 in NGF-induced PLD1
activation and PA synthesis at the plasma membrane (Fig. 7A and B). Interestingly, Spo20p
expression in PC12 cells strongly reduced the number and length of the NGF-induced neurites
(Fig. 7C), most likely by quenching PA and preventing its function in neurite outgrowth. The
molecular mechanism by which PA may control neurite outgrowth has yet to be elucidated.
However, it might be related to the proposed role of PA in vesicular trafficking i.e. a promoter
of vesicle fusion with target membranes through biophysical changes in membrane topology
and/or recruitment and activation of fusion promoters at the fusion site (Bader and Vitale,
2009).

Neurite initiation entails significant surface area expansion. It involves distinct pathways that
require coordination between the actin cytoskeleton and fusion of vesicle to provide
membrane to the growing endings (D’Allessandro et al., 2010; Gupton et al., 2010). In NGF
treated PC12 cells, we observed anterograde and retrograde movement of PLD1-positives
vesicles in neurites and occasionally the directional movement of PLDI-positive vesicles
toward the tips of the growing neurites (Fig. 8A). To further characterize these PLD1-positive
vesicles in PC12 cells, we tested for the presence of the vesicular SNARE proteins VAMP-2,
VAMP-4, or Ti-VAMP/VAMP-7. As shown in Figure 8B, PLDI1 did not co-localize with
VAMP-2, only partially with VAMP-4 in the perinuclear region, but strongly co-localized
with VAMP-7. Interestingly after NGF treatment, VAMP-7 and PLD1 were found at the tip
of growing neurites (Fig. 8C). VAMP-7 vesicles are known to play a major role in neurite

outgrowth (Martinez-Arca et al., 2000). To probe the idea that RSK2-activated PLD1 may
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play a critical role in the fusion of VAMP-7 vesicles at the tip of growing neuritis, we
recorded the fusion of pHluorin-VAMP7 vesicles by total internal reflection microscopy
(TIRFM) (Burgo et al., 2012). In PCI12 cells, NGF treatment triggered successive fusion
events of VAMP-7 vesicles at the neurite growth cones (Fig. 9A). Treatment with the PLD1
and RSK inhibitors significantly reduced the frequency of these fusion events as revealed by
the increase in the intervals between successive events (Fig. 9B,C). This observation supports
the idea that RSK2-stimulated PLD1 activity is functionally involved in VAMP-7 vesicle

incorporation at the growing endings of developing neurites.
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DISCUSSION

Despite intensive research on Coffin—Lowry syndrome (CLS), the relationship between
genotype and phenotype remains poorly understood. Specific physiological roles of RSK?2 are
also unclear and little is currently known about the cellular effects of RSK2 in neurons.
Behavioral studies in Rsk2-KO mice revealed normal motor coordination, but a profound
retardation in spatial learning and a deficit in long-term spatial memory provide evidence that
RSK2 has similar roles in mental functioning in both mice and humans (Poirier et al., 2007).
Although Rsk2-KO mice show no obvious brain abnormalities at the anatomical and
histological levels, we show here that cortical neurons cultured from these mice display
significant developmental delay. At three days of culture, only 20% of the Rsk2-KO mice
neurons developed an axon compared to 60% in WT neurons. These observations are in line
with the recent finding that Rsk2 knockdown perturbs the differentiation of neural precursors
into neurons (Dugani et al., 2010). Since we previously identified PLD1 as a target of RSK2
in neuroendocrine regulated exocytosis (Zeniou-Meyer et al., 2008; 2009), we decided to
investigate the possibility that PLD1 could be involved in RSK2-mediated neurite outgrowth.
In agreement with this idea, we found that cortical neurons cultured from Pld/-KO mice
displayed a significant delay in development comparable to neurons from Rsk2-KO mice.
Using the classical NGF-induced neurite outgrowth assay in PC12 cells, we show that RSK2
co-localizes, phosphorylates and regulates PLD1 activity in response to NGF stimulation.
NGF-induced neurite outgrowth is severely impaired in RSK2-depleted cells, but this can be
rescued by expressing a phosphomimetic mutant of PLDI1. Finally, both RSK2 and PLDI1
inhibitors inhibit PA synthesis and VAMP7 vesicle fusion at growth cones in response to

NGF. Together, our findings reveal a mechanism in which RSK2-mediated PLD1 activation
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and subsequent PA synthesis favor vesicular fusion and membrane supply required for neurite
outgrowth.

PLD activity has been implicated in neurite outgrowth in various neuronal models for over a
decade, but most of these findings rely on the use of ethanol as a non-specific inhibitor of PA
synthesis and in most cases the PLD isoform involved was not identified. Using for the first
time a combination of knockout mice model, a gene silencing approach and the recently
described isoform-specific PLD inhibitors, we demonstrate here that PLD1 contributes to
neurite outgrowth but also in dendrite branching and spine development. Yet, in apparent
contradiction, PLD1 has recently been described to negatively regulate dendritic branching in
hippocampal neurons (Zhu et al., 2012). Although these findings were obtained with a
different type of neurons, another reason for this discrepancy may rely on the method used to
modify PLD1 expression levels i.e. over-expression or silencing at 3 DIV. In the present
study, PLD1 was genetically knocked down implying that critical functions of PLD1 in early
stages of neurite outgrowth could not be missed. It is also worth to mention that our results
are in line with the previous report showing that the GTPase RalB promotes branching
through a pathway involving PLD (Giovanna and Hall, 2005).

We have previously reported that RSK2 phosphorylation of PLDI1 is important for regulated
exocytosis in chromaffin cells (Zeniou-Meyer et al., 2008) and for neurotransmission
(Humeau et al., 2001), indicating that this pathway may regulate various vesicular trafficking
events in neurosecretory cells. In support of this hypothesis, PLD1 was shown to regulate
intracellular trafficking of presenilin-1, a critical component of the y-secretase complex (Liu
et al., 2009). Of particular interest, up-regulation of PLD1 rescues impaired BAPP trafficking
to the plasma membrane and defects in neurite outgrowth capacity in a familial form of
Alzheimer disease presenilin-1 mutant neurons (Cai et al., 2006). It is thus tempting to

speculate that the RSK2-phosphorylated form of PLDI plays a key role in promoting
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vesicular delivery of key component for neuronal development and function.

We found that PLD1 knockout also reduced the number of mature spines on dendrites. Many
higher cognitive disorders, such as mental retardation, Rett syndrome and autism, are
associated with aberrant spine morphology and an altered long-term potentiation in neuron in
culture (Pavlowsky et al.,, 2012). Since dendritic spines are thought to represent a
morphological correlate of neuronal plasticity, altered spine morphology may underlie or
contribute to cognitive deficits seen in CLS. In agreement with this idea, we recently reported
an alteration of long-term potentiation at cortical neuron synapses in the lateral amygdala
(Zeniou-Meyer et al., 2010). Signaling cascades that are important for cytoskeletal regulation
may have an impact on spine morphology. Among those, the Rho GTPase signaling pathway
that is known to be involved in the regulation of the actin cytoskeleton seems to play
fundamental roles in the structural plasticity of dendritic spines (Svitkina et al., 2010). The
interplay between PLD1 and Rho GTPases has been shown in several cellular processes, but
it remains to be established if the altered dendrite and spine morphology observed in Pld]
knockout mice, relies on an alteration of Rho activity. It is also worthwhile mentioning that
the GTPase ARF6, an activator of PLD1 (Bader et al., 2004), has been reported to play a
positive role in spine formation (Choi et al., 2006), in line with the findings reported here.
PLDI1 synthesizes phosphatidic acid (PA), a bioactive lipid that has been proposed for a role
in various trafficking events including endocytosis and regulated exocytosis in various cell
types (Bader and Vitale, 2009). In the process of neurite outgrowth, PA could stimulate the
fusion of vesicles with the plasma membrane for the purpose of supplying membrane
components to extending neurites, but also directly or indirectly regulate actin cytoskeletal
organization, which is essential for the formation of filopodia and lamellipodia at growth
cones. We did not find a significant modification of actin and tubulin staining in neurons

cultured from Rsk2-KO and PldI-KO mice (data not shown). However, we observed that
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RSK2 and PLD1 inhibitors significantly reduced the frequency of VAMP-7 vesicle fusion in
growth cones, favoring the idea that RSK2-stimulated PLD1-induced PA production plays a
role in VAMP-7 vesicle incorporation at the growing endings of developing neurites. The
mechanism(s) by which PA promotes membrane fusion remains debated but it may be linked
to its ability to generate membrane curvature (Zeniou-Meyer et al., 2007), regulate
phosphoinositol 4-5 bisphophate levels (Honda et al., 1999), and/or modulate syntaxin-1
activity (Lam et al., 2008). Our observation that expression of a PA-sensor partially inhibits
neurite outgrowth suggests that PA acts in part by recruiting key proteins at the vesicle fusion
site.

Finally, it should be mentioned that the development in culture of neurons from Rsk2 and
Pld] knockout models is delayed but not completely blocked. A possible explanation is that
neurons compensate defects in the RSK2/PLD1 pathway by using alternative sources of PA.
For instance, the PLD2 isoform has been also suggested to contribute to neurite outgrowth
(Kanaho et al., 2009). Alternatively in ribbon synapses, the PA involved in synaptic vesicle
trafficking arises from lysophosphatidic acid acyltransferase activity (Schwarz et al., 2011)
and the diacyl-glycerol (DAG)-kinases can also convert DAG into PA. Nevertheless, the
present results support the idea that defects in PLD1 activity and fusogenic lipid synthesis
could provide an explanation at the molecular level for abnormal growth and development of
neural circuits leading to the learning and memory deficits observed after RSK2 loss of

function mutations in animal models and CLS patients.
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FIGURES

Figure 1: Involvement of RSK2 and PLD1 in neurite outgrowth. A) Cortical neurons from
Rsk2¥", PIdI"" or wild type mice were stained for F-actin (red), B tubulin (green) and DRAQS5
(blue) at various stages of development. Bars = 10 pm. B) Percentage of cells at stage 1, 2 or
3 counted after 24, 48 or 72 hr in culture. At least 150 cells were counted for each condition.
Similar observations were obtained with at least 3 different cell cultures.

Figure 2: PLDI1 knockout affects neuronal development. A) Typical neurons from Pld1 o
and PldI”" mice at 10 DIV. Bar = 50 pm. B) Sholl analysis revealed a significant reduced
number of crossings in PId1™ (n > 25 cells in each condition). C) Quantification of primary
and secondary dendrites and neurite tips (n > 20 cells in each condition). D) Typical actin
(red) and MAP?2 (green) staining neurons from Pld] ** and PIldI”" mice at 10 DIV. Bar = 10
um. E) Quantification of PLD1 knockout effect on the spine linear density. F) Quantification
of Pld] knockout effect on spine morphology by counting the number of stubby, mushroom,
filopodia and branched spine. Similar observations were obtained with at least 3 different cell

cultures (n > 25 cells in each condition).

Figure 3: RSK2 and PLD1 play a role in NGF-induced neurite outgrowth in PC12 cells. A)
Neurite length from PC12 cells silenced for RSK2 or PLD1 expression after 3 days of NGF
treatment. Co-expression of siRNA resistant construct (human-RSK2 or human-PLD1)
rescued the phenotype. B) Neurite length from PCI12 cells exposed for 30 min to the RSK2
inhibitor BI-D1870 or to the PLD1 inhibitor (FIPI or CAY-93) prior to NGF addition for 3
days. Similar observations were obtained with at least 3 different cell cultures (n > 25 cells in

each condition).
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Figure 4: NFG stimulation triggers RSK2 and PLD1 phosphorylation in PC12 cells. Cells
were stimulated with NGF (50 ng/ml) for 5 to 60 min and the levels of phosphoproteins and
total RSK2 and PLD1 proteins were examined by western blotting and quantified. A 30-min
pretreatment with the RSK2 inhibitor BI-D1870 inhibited NGF-induced PLDI1
phosphorylation in a dose-dependent manner (pPLD1/PLDI1 levels were normalized to the
control condition in absence of BI-D1870). Quantifications were performed on 3 independent

experiments.

Figure 5: RSK2 stimulates PLDI1 activity in NGF-stimulated PC12 cells. A) Distribution of
RSK2 and PLD1 in resting and NGF-stimulated PC12 cells. NGF treatment induced a partial
co-localization of RSK2-GFP and PLD1-mcherry at the cell periphery. Bars = 10 pm. B)
RSK2 and PLD1 are present in the same protein complex in NGF-stimulated PC cells. After
NGF treatment, immunoprecipitation of endogenous RSK2 co-precipitated endogenous
PLDI1. Conversely, immunoprecipitation of endogenous PLDI1 co-precipitated endogenous
RSK2. C) Effect of PLD1 or RSK2 inhibitors on NGF-induced PLD activity in PC12 cells.
FIPI, PLD inhibitor; CAY-10593, PLD1 inhibitor; BI-D1870, RSK2 inhibitor. Similar

observations were obtained with at least 3 different cell cultures.

Figure 6: Phosphorylation of PLD1 is important for neurite outgrowth. Neurite length after
NGF treatment in PC12 cells silenced for RSK2 expression and co-expressing either wild
type PLDI1, the phosphorylation deficient mutant PLD1(T147A) or the phosphomimetic

PLD1(T147E) mutant. Expression of the phosphomimetic PLD1(T147E) rescued NGF-
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induced neurite outgrowth in cells with reduced RSK2 levels. Results were pooled from 3

independent experiments.

Figure 7: NGF-induced PA synthesis at the cell periphery is prevented by RSK2 and PLDI1
inhibitors. A) Distribution of the PA sensor Spo20p-GFP in resting and NGF-stimulated PC12
cells. 30 min-NGF triggers the recruitment of Spo20p-GFP to the cell periphery revealing PA
synthesis at the plasma membrane. The fluorescence distribution of Spo20p-GFP and the
plasma membrane marker SNAP25 along the line drawn on the pictures is represented in
arbitrary units. Pre-exposure to PLDI1 or RSK2 inhibitors prevented the recruitment of
Spo20p to the cell periphery in NGF-stimulated cells. Bars = 10 um. B) Quantification of the
Spo20p-GFP/SNAP25 co-localization. C) Control or Spo20p expressing cells were grown in
presence of NGF and the number and length of neurites were estimated. Similar observations

were obtained with at least 3 different cell cultures (n > 25 cells in each condition).

Figure 8: PLDI1 is associated with VAMP-7 positive vesicles. A) PC12 cells expressing
PLD1-GFP were treated with NGF for 24 hr and imaged by time-lapse video microscopy. A
typical image extracted from a movie shows the vesicular pattern of PLD1-GFP, especially at
the tip of the neurite (Scale bar, 1 um). PLDI-positive vesicles moved in both directions
within the neurite (green and blue tracks) and towards the plasma membrane in the growth
cone (red track). B) Co-localization of PLD1 and GFP-VAMP-2, GFP-VAMP4, or RFP-
VAMP-7 in PC12 cells before or after NGF treatment for 24 hr. Selected areas were zoomed.
C) NGF treatment induced a partial co-localization of PLD1 and VAMP-7 at neurite tips
(arrows). Bars = 10 um. Similar observations were obtained with at least 3 different cell

cultures.
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Figure 9: RSK2 and PLDI regulate VAMP-7 vesicle fusion rate at the ends of growing
neurites. A) Portion of a PC12 neurite tip expressing VAMP-7-pHluorine imaged by TIRF
microscopy for 3 minutes. 12 consecutive images from a 1.44-Hz movie are shown. Time is
marked on each image. Arrows show the appearance and disappearance of two VAMP-7-
pHluorine signals reflecting vesicle fusion and a shift of pHluorine signal due to the
neutralization of the intra-vesicular pH. (Scale bar, 1 um). B and C) PC12 cells expressing
VAMP-7-pHluorin were incubated overnight with NGF. Prior to VAMP-7 vesicle recording
by TIRFM, cells were pre-incubated with PLD inhibitors (FIPI or CAY-93) or RSK inhibitor
(BI-D1870) for 30 min. The intervals between successive events (s) were determined with
ImagelJ and their frequency plotted. The red dotted lines indicate the distribution of intervals
between VAMP-7-pHluorine vesicles fusion events. Significance was determined by

Wilcoxon signed-rank test.
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Il. Article 2

Caractérisation des voies de signalisation impliquant RSK2 et la PLD1
dans le développement neuronal induit par les neurotrophines

Les neurotrophines sont impliqguées dans la régulation du développement du circuit
neuronal ainsi que de leurs fonctions affectant ainsi la prolifération et la
différenciation cellulaire, la croissance des dendrites et de I'axone, la synaptogenese
et la plasticité synaptique (Huang and Reichardt, 2001, Minichiello et al., 2002, Lu et
al.,, 2005, Reichardt, 2006). Parmi ces neurotrophines, le BDNF joue un role
important dans la modulation de la morphologie neuronale, particulierement dans la
ramification de I'arborisation dendritique et donc dans sa complexité et la densité des
épines dendritigues. Le BDNF induit son effet via I'activation de voies de signalisation
cellulaire comme la voie MAPK-ERK1/2 et la voie PI3BK-AKT-mTOR (Gaiddon et al.,
1996, Chao, 2003, Kumar et al., 2005). Ces voies de signalisations induisent leurs
effets par des événements de signalisation locale, au niveau des sites d’induction, ou
plus loin au niveau du noyau par I'activation de la transcription de genes. CREB fait
partie des facteurs de transcription les plus étudiés dans la transcription et le
remodelage de la morphologie neuronale (Redmond et al., 2002, Wayman et al.,
2006). La voie MAPK-ERK1/2 implique séquentiellement SOS, RAS, RAF, MEK et
ERK1/2. Cette voie pourrait réguler plusieurs processus cellulaires tels que la
transcription, I'adhésion, la croissance, la survie et la prolifération cellulaire. Elle fait
partie des différentes voies impliquées dans l'augmentation de la complexité
dendritique dépendante de l'activité (Ha and Redmond, 2008)H. Aprés son activation
par phosphorylation dépendante de MEK, ERK1/2 pourrait phosphoryler a son tour
plusieurs protéines cytosoliques ou nucléaires telles que RSK2 et Elk-1,
respectivement (Vaidyanathan and Ramos, 2003, Sulzmaier et al., 2012). RSK2
ainsi activée, pourrait activer d’autres protéines par phosphorylation telles que CREB
(Bjorbaek et al., 1995) et PLD1 (Zeniou-Meyer et al., 2008). En effet, plusieurs
mutations du géne codant RSK2 ont été identifiees chez des patients souffrant d’'un
retard mental syndromique lié au chromosome X, syndrome de Coffin-Lowry
impliquant partiellement CREB (Trivier et al., 1996).

Au cours de la premiere partie de ma thése, j'ai montré qu’en absence de PLD1 les

neurones corticaux en culture présentent une réduction de la complexité de



larborisation dendritique ainsi qu'une diminution de la densité des épines
dendritique, avec en particulier une réduction des épines matures. Comme, il a
également été démontré que la PLD1 est impliquée, via la production de PA, dans
l'activation de la voie Ras-ERK1/2 en contrblant la localisation subcellulaire de Raf
(Ghosh et al., 1996, Rizzo et al., 2000, Ghosh et al., 2003) et que d’autre part, la
PLD1 régule l'activité de mTOR via le PA (Fang et al., 2003, Hornberger et al., 2006,
Foster, 2007, Sun et al., 2008, Yoon et al., 2011), je me suis intéressé a ces voies de

signalisation.

Afin de mieux comprendre le défaut dendritique observé chez les neurones corticaux
Pld1-/- en culture, jai étudié I'activation de la voie ERK1/2-RSK2-CREB ainsi que la
voie MTOR-S6K induite par le BDNF. Ensuite, je me suis intéressé au mode de
régulation de la voie ERK1/2-RSK2/CREB par la PLD1 induite par le BDNF ou le
NGF. Pour cela, jai utilisé des neurones corticaux en culture a 3 DIV, ou le niveau
d’expression de la PLD1 est proche de son niveau maximal (Figure 28), mais aussi

des cellules PC12 en culture.

1. Le BDNF stimule I'activité PLD dans les neurones en culture

Le traitement des neurones sauvages avec le BDNF induit une stimulation rapide et
persistante de I'activité PLD au cours du temps avec un maximum observé a 30 min,
ou l'on mesure une augmentation de 8% par rapport aux neurones non traités
(Figure 31).

Il faut noter que le NGF induit pour sa part une augmentation beaucoup plus
soutenue de I'activité PLD (80% par rapport a des cellules PC12 non traitées, Ammar
et al., 2013a). Cette différence d’efficacité des deux neurotrophines (BDNF et NGF)
sur le niveau d’activation de l'activité PLD pourrait étre expliquée par une forte
activité PLD basale au cours du développement neuronal. Ainsi le niveau d’activité
PLD basale de nos neurones corticaux en culture pourrait étre déja significativement
plus élevé que dans les cellules PC12. En accord avec cette hypothese, Zhu Yan-
Bing et al., (2012) ont montré une forte augmentation de I'activité basale PLD a 3
DIV.
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Figure 31: Régulation de l'activité PLD par le BDNF. Les neurones corticaux sauvages, Pld1-/- ou
Pld2-/- ou Rsk2-/- en culture (3DIV) ont été traités par le BDNF (100ng/ml) pendant différents temps.
L'activité PLD a été déterminée et représentée sous la forme d’'un rapport par rapport a I'activité PLD
des neurones sauvages non stimulés au BDNF. * ou # p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (2 expériences
avec 6 duplicatas).

Comme l'activité PLD mesurée par notre essai représente la somme de I'activité des
différents isoformes de PLD, jai utilisé des neurones issus de souris Pld1-/- et Pld2-/-
en culture pour distinguer l'activité de chaque isoforme. D’'une maniéere intéressante,
en absence de PLD1 et en condition de repos l'activité PLD totale (représentant
virtuellement l'activité PLD2) augmente d’une maniere significative par rapport aux
neurones sauvages (4% 0.89%). Cette augmentation est maintenue jusqu’'a 1 min
en présence de BDNF (5.2% +0.92%). Elle est réduite de 5% a partir de 3 min de
traitement par le BDNF et jusqua 15 min. Ensuite lactivit¢ PLD augmente
progressivement au cours du temps (12.3% £1.5% aprés 60 min de BDNF). D’autre
coté, en absence de PLD2, l'activité PLD mesurée représente virtuellement I'activité
PLD1. Cette activité augmente par rapport aux neurones sauvages (5.095%
+1.92%). Aprés 3 min de traitement par le BDNF, I'activit¢ PLD1 augmente de 7%,
puis elle est réduite apres 5-15 min de traitement, ensuite l'activit¢ de PLD1 ré-
augmente pour atteindre un maximum entre 30-60 min du BDNF (112% +0.92% a 60
min). Ces expériences montrent que les deux isoformes de PLD sont probablement
activées en absence de BDNF et que le traitement par le BDNF induit initialement
une augmentation de l'activité de PLD1 accompagnée par une réduction de l'activité
de PLD2. Ensuite I'activité PLD1 est réduite a partir de 5 min alors que celle de PLD2
augmente jusqu’a 60 min suivie par une augmentation de l'activité PLD1 aprés 15
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min. Il est particulierement intéressant de noter que l'activité¢ PLD globale n’est pas
diminuée en absence de I'une des deux isoformes de PLD. Il semble donc exister un
mécanisme de compensation par I'autre isoforme qui peut dans une certaine mesure
maintenir l'activité basale de production de PA par cette voie des phospholipases D.

D’une maniére intéressante, alors que lI'absence de RSK2 affecte tres modérément
lactivité PLD en l'absence de BDNF, 'augmentation de l'activit¢ PLD induite au
cours du temps par le traitement est fortement réduite en absence de RSK2 (Figure
31). Je peux rappeler que I'inhibiteur de RSK2 (BI-D1870) réduit 'augmentation de
lactivité PLD induite par le NGF (Ammar et.,, 2013a). Ceci semble confirmer
'implication de RSK2 dans la régulation de I'activité de la PLD1 par phosphorylation

sur sa Thr-147 lorsque le développement neuronal est induit par les neurotrophines.

2. Diminution de l'activation de la voie ERK1/2-RSK2-CREB et mTOR-S6K

induite par BDNF en absence de PLD1 dans les neurones corticaux en culture

La stimulation des neurones corticaux sauvages en culture par le BDNF induit une
phosphorylation rapide d’ERK1/2 qui augmente au cours du temps (Figure 32). En
revanche, méme si le BDNF induit la phosphorylation d’ERK1/2 en absence de
PLD1, cette augmentation est moins forte que celle observée dans le cas des
neurones sauvages. Apres quantification, nous observons une réduction de
phospho-ERK1/2 de 44.33% +5.25% (Figure 32). Ceci montre l'importance de la
PLD1 dans l'activation et le maintien de la phosphorylation d’ERK1/2 au cours du
temps.

En revanche, en absence de RSK2, le taux de phosphorylation d’'ERK1/2 augmente
par rapport aux neurones sauvages et cette augmentation est maintenue jusqu’a 30
min de traitement par le BDNF. Etant donné que RSK2 phosphoryle et active la
PLD1 suite a la stimulation des cellules PC12 par le NGF (Ammar et al., 2013a), ces
résultats suggerent que I'implication de la PLD1 dans I'activation et le maintien de la
phospho-ERK1/2 est indépendante de RSK2.
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Figure 32: Implication de la PLD1 dans le maintien de la phosphorylation d’ERK1/2 induite par
le BDNF. Des neurones corticaux sauvages ou Pld1-/- ou Rsk2-/- en culture (3DIV) ont été traités par
le BDNF (100ng/ml) pendant différents temps. Puis les cellules sont lysées et 35 ug des protéines ont
été déposées et migrées sur gel SDS-PAGE. Aprés transfert, les protéines ont été révélées par
'application des anticorps spécifiques anti-ERK1/2, anti phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) et anti-
GAPDH. Le taux de phospho-ERK1/2 a été déterminé par rapport au taux d’ERK1/2 totale, puis
normalisé par rapport a I'expression de GAPDH. La phosphorylation de phospho-p42 (ERK1) et
phospho-p44 (ERK2) est normalisée par rapport aux neurones non traités. Quantification réalisée sur
trois expériences différentes.
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Figure 33: Implication de la PLD1 dans la phosphorylation de RSK2 induite par le BDNF. Des
neurones corticaux sauvages ou Pld1-/- ou Rsk2-/- en culture (3DIV) ont été traités comme indiqué
pour la Figure 34 et les taux de pERK1/2 et pPRSK2 estimés. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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D’une maniéere intéressante, 'absence de PLD1 réduit également la phosphorylation
de RSK2 induite par un traitement de 15 min au BDNF. Cette réduction est d’environ
50% par rapport au niveau de pRSK2 mesuré dans les neurones Pld1+/+ (Figure
33).

D’autre part, le taux de phosphorylation de CREB sur Ser-133 est réduit de 66% +
0.7% chez les neurones Pld1-/-, par rapport aux neurones Pld1+/+ (Figure 34), alors
gu'en absence de RSK2 le taux de phosphorylation de CREB n’est réduit que de
33% £ 1.6%.
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Figure 34: Implication de la PLD1 dans la régulation de l'activité de CREB et mTOR. Des
neurones de chaque génotype (3DIV) ont été traités ou pas par le BDNF pendant 15 min. Le taux de
phospho-protéine a été déterminé par rapport au taux d'expression de GAPDH. Quantification de trois
expériences différentes ou la phosphorylation est normalisée par rapport aux neurones non traités.
LE : faible exposition, HE : forte exposition * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Le BDNF induit aussi une |égére augmentation du niveau de phosphorylation de
MTOR sur Ser2448 apres 15 min d’incubation (Figure 34). Cette augmentation est
completement inhibée en absence de PLD1 (Figure 34). Par contre les constatations

faites en absence de RSK2 ne permettent pas d'obtenir de différence significative
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entre les conditions, en raison d’'une trop grande variabilité des résultats (Figure 34).
Par ailleurs, nous avons pu observer que la phosphorylation de la S6K sur Thr139 (le
substrat de mTOR) est complétement inhibée en absence de PLD1 (Figure 34).

Il a été rapporté que le traitement des neurones avec le BDNF induit une
augmentation de phosphorylation d’ERK1/2 et de CREB au niveau nucléaire (Zhou
et al., 2011, Kim et al., 2012). Afin de vérifier si le taux de phosphorylation nucléaire
de ces deux protéines est altéré en absence de PLD1, jai quantifié I'intensité de la
fluorescence de p-CREB et p-ERK1/2 15 min apres stimulation par le BDNF. Le taux
de fluorescence rapporté a la surface nucléaire montre que le taux de phospho-
CREB est réduit de 50% dans les neurones Pld1-/-, alors que celui d’ERK1/2 ne

difféere pas dans les deux génotypes (Figure 35). Ceci suggere que la PLD1 contrdle

la phosphorylation nucléaire de CREB et la phosphorylation cytoplasmique
d’ERK1/2.
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Figure 35: Réduction du taux de phospho-ERK1/2 cytosolique et de phospho-CREB nucléaire
des neurones traités par le BDNF en absence de la PLD1. A) Des neurones en culture (3 DIV) ont
été traités 15 min par le BDNF. Aprés fixation, les neurones ont été marqués avec un anticorp anti-f3
tubuline, tandis que le taux de phospho-CREB ou pERK1/2 (non présenté ici) est révélé par un
anticorp anti-p-Serl33 de CREB. (B) Quantification du taux nucléaire de la phospho-ERK1/2 ou
CREB. L'intensité du marquage a été normalisée par rapport a la surface nucléaire. (C) Réduction de
phospho-ERK1/2 au niveau de la fraction cytosolique en absence de la PLD1. Les neurones en
culture (3DiV) traités par le BDNF pendant 15 min. Bar= 25um.



Pour veérifier cette hypothese, j'ai réalisé un fractionnement subcellulaire pour séparer
la fraction cytosolique de la fraction nucléaire. L’analyse du taux de phosphorylation
d’ERK1/2 confirme bien la réduction cytosoligue de phospho-ERK1/2 15 min aprés
stimulation au BDNF (Figure 35).
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Figure 36: Augmentation de taux de phospho-ERK1/2 dans les neurones corticaux en culture
surexprimant PLD1-GFP. Des cellules ont été co-transfectées a 2 DIV avec PLD1-GFP et HA-RSK2.
24H apreés les cellules ont été stimulées ou pas par le BDNF pendant 15 min. Aprés fixation les
cellules ont été marquées avec un anti-phospho-ERK1/2, révélé par un anticorps secondaire couplé a
I'Alexa Fluor-647 et un anti-HA révélé par un anticorps secondaire couplé a I'Alexa Fluor-555. Le taux
de phospho-ERK1/2 nucléaire a été normalisé par rapport a la surface nucléaire révélée par DAPI.
Bar= 25um.



3. La surexpression de PLD1 induit une augmentation de la phosphorylation
d’ERK1/2, RSK2 et CREB

Afin de confirmer l'implication de la PLD1 dans la régulation de la voie ERK1/2-
RSK2-CREB, jai choisi de surexprimer PLD1-GFP dans des neurones corticaux en
culture. Les neurones surexprimant PLD1-GFP présentent une augmentation de
phospho-ERK1/2 nucléaire de 2 fois par rapport aux cellules non transfectées dans
les conditions de repos (Figure 36). Une stimulation par le BDNF pendant 15 min
augmente de 5 fois le taux de phospho-ERK1/2 nucléaire pour les cellules contréles.
En revanche, dans le cas des neurones exprimant PLD1-GFP cette augmentation est
de 10 fois (Figure 36). En résumé, les neurones surexprimant la PLD1 présente un
niveau plus élevé de phospho-ERK1/2 nucléaire et ce niveau augmente encore

d’avantage en réponse au BDNF.

D’une maniére intéressante, la totalité des neurones surexprimant PLD1-GFP
présente en outre dune augmentation de phospho-ERK1/2 nucléaire une
augmentation du taux de phospho-ERK1/2 cytosolique. Ceci est particulierement
visible au niveau périnucléaire et neuritique. Cette augmentation semble étre
spécifigue de la PLD1 puisque la surexpression d’'HA-RSK2 ou de la GFP seule
n’induit pas 'augmentation de phospho-ERK1/2 (Figure 36).

D’'une maniere surprenante, la surexpression d'HA-RSK2 n’affecte pas la
phosphorylation nucléaire d’ERK1/2 (Figure 36). En effet, on aurait pu s'y attendre
puisquil a été établi précédemment que RSK2 régule négativement la
phosphorylation d’ERK1/2 via la phosphorylation et I'inhibition de SOS (Clark et al.,
2007). En outre, nous observons ici que la co-expression d’'HA-RSK2 avec PLD1-
GFP n’affecte par 'augmentation de phospho-ERK1/2 induite par PLD1-GFP (Figure
36).

En outre, la surexpression de PLD1-GFP augmente également le taux de phospho-
CREB nucléaire. Cette augmentation est voisine de 30% par rapport aux neurones
non transfectés 15 min aprés stimulation au BDNF (Figure 37).
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Figure 37: Augmentation du taux de phospho-CREB nucléaire dans les neurones surexprimant
PLD1-GFP. Des neurones corticaux ont été co-transfectées a 2 DIV avec PLD1-GFP. 24H apres les
cellules ont été stimulées ou pas par le BDNF pendant 15 min. Apres fixation les cellules ont été
marquées avec un anti-phospho-CREB, révélé par un anticorps secondaire couplé a I'Alexa Fluor-
555. Le taux de phospho-CREB nucléaire a été normalisé par rapport a la surface nucléaire révélée
par DAPI. Bar= 25um.

Dans un deuxieme temps, j'ai transfecté des cellules PC12 afin de pouvoir valider
ces résultats par une analyse par western blot aprés traitement des cellules au NGF.
Comme montré précédemment le NGF induit une phosphorylation rapide d’'ERK1/2,
qui est maintenue jusqu’a une heure (Ammar et al., 2013a). En outre, en accord avec
nos résultats précédent, cette stimulation par le NGF induit aussi la phosphorylation
de RSK2, ainsi qu’'une augmentation au cours du temps de la phosphorylation de
PLD1 (Thr-147) (Figure 38). De maniére remarquable cette augmentation du niveau
de phospho-PLD1 a pu étre observée sur la PLD1 surexprimée (Figure 38, faible
exposition), mais aussi sur le PLD1 endogéne (Figure 38, forte exposition). Mes
résultats antérieurs indiquent que la phosphorylation de la PLD1 suite a la stimulation
au NGF est RSK2 dépendante (Ammar et al., 2013a). En outre, le NGF induit aussi
la phosphorylation de CREB sur Ser-133 dans les cellules PC12 (données non



présente), et cette phosphorylation est maximale aprés 15 min de traitement au NGF
(Figure 38).
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Figure 38: Augmentation de l'activation de la voie MAPK (ERK1/2-RSK2-CREB) dans les
cellules PC12 surexprimants PLD1-GFP et traitées par le NGF. Des cellules PC12 ont été
transfectées avec un plasmide codant PLD1-GFP ou GFP seule. 24h aprés, les cellules ont été
stimulées ou pas par le NGF pendant des différents temps (5, 15’ et 60’). Le taux de phospho-
protéine a été déterminé par rapport au taux d’expression de la protéine non phosphoryle puis
normalisée par rapport au niveau d’expression de GAPDH. La quantification du taux de phospho-
PLD1 (Thr-147) regroupe PLD1 endogéne et PLD1-GFP. Quantification réalisée sur trois expériences
différentes. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

La surexpression de PLD1-GFP induit une augmentation de 40% du niveau de
phospho-ERK1/2 aprés une heure de traitement par le NGF, en comparaison des
cellules exprimant la GFP (Figure 38). Ceci suggere que la PLD1 pourrait étre
impliquée dans le maintien de la phosphorylation d’ERK1/2 au cours du temps.
D’une maniere intéressante, la surexpression de PLD1-GFP induit une augmentation
du taux de phospho-RSK2 et de phospho-CREB 5 min, 15 min et 60 min aprés
stimulation au NGF par rapport aux cellules surexprimant la GFP (Figure 38). Ces
résultats semblent bien confirmer I'implication de la PLD1 dans la régulation de la
voie ERK1/2-RSK2-CREB, suite a la stimulation des cellules avec une neurotrophine.
Cette régulation semble étre due a l'activité de la PLD1 qui produit du PA. En effet, la
transfection des cellules PC12 avec la sonde Spo20-GFP qui se fixe sur le PA réduit

de 60% le taux de phospho-CREB nucléaire par rapport aux cellules non



transfectées ou surexprimant la GFP (Figure 39). A ce propos, je voudrais rappeler
gue j'ai montré que la transfection des cellules PC12 avec la sonde Spo20-GFP
inhibe également la croissance neuritique induite par le NGF (Ammar et al., 2013a).
Ceci suggéere donc que la sonde Spo20-GFP en se liant au PA inhibe l'interaction
d’'une ou plusieurs protéines impliquées dans l'activation de la voie ERK1/2-RSK2-
CREB. Un candidat potentiel comme cible du PA dans ce processus pour étre la
GTPase Raf.
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Figure 39: Réduction de phospho-CREB nucléaire induite par NGF dans les cellules PC12
surexprimants Spo20-GFP. Des cellules PC12 ont été transfectées avec un plasmide codant Spo20-
GFP ou GFP seule. 24h apreés, les cellules ont été stimulées ou pas par le NGF pendant 15 min. Le
taux de phospho-CREB a été normalisé par rapport a la surface nucléaire. Bar= 25um. ** p<0.01.

4. Colocalisation de PLD1l, RSK2 et ERK1l/2 au niveau de structures

vésiculaires

Les résultats précédents montrent que la PLD1 régule l'activation de la voie ERK1/2-
RSK2-CREB en réponse au traitement des cellules avec des neurotrophines. Jai
donc cherché a voir si ces protéines sont localisées au méme endroit dans les
neurones. D'une maniére intéressante, PLD1-GFP colocalise partiellement avec
phospho-ERK1/2, puisque j'ai pu mesurer un taux de colocalisation de 67% +2.35%
apres un traitement de 15 min au BDNF. Ces deux protéines colocalisent
principalement au niveau de structures ponctiformes présentent dans le corps
cellulaires, mais également dans les prolongements (Figure 40). En plus, jai pu
observer que HA-RSK2 colocalise aussi avec PLD1-GFP et phospho-ERK1/2 au



niveau de ces structures ponctiformes avec un taux de colocalisation de 23% =+
3.12% (Figure 40).
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Figure 40: Colocalisation vésiculaire partielle entre PLD1-GFP, phospho-ERK1/2 et HA-RSK2.
Des neurones corticaux ont été co-transfectées a 2 DIV avec PLD1-GFP et HA-RSK2. 24H apreés, les
cellules ont été stimulées ou pas par le BDNF pendant 15 min. Apres fixation les cellules ont été

marquées avec un anti-phospho-ERK1/2, révélé par un anticorps secondaire couplé a I'Alexa Fluor-
647 et un anti-HA révélé par un anticorps secondaire couplé a I'’Alexa Fluor-555. Bar= 25um.

5. BDNF induit la formation d’'un complexe entre PEA15, ERK1/2, RSK2 et PLD1

Il a été précédemment démontré que la protéine PEA15 ou phosphoprotein enriched
in astrocytes interagit avec PLD1 (Zhang et al., 2000b, Viparelli et al., 2008, Doti et
al., 2010, Farina et al., 2013), ERK1/2 (Formstecher et al., 2001, Hill et al., 2002) et
RSK2 (Vaidyanathan and Ramos, 2003, Vaidyanathan et al.,, 2007). La PLD1
interagit avec la partie amino-terminale de PEA15, tandis qUERK1/2 et RSK2 se lient

a la partie carboxy-terminale (Figure 41).

PLD1 interacting region ERK hinljing site
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Figure 41: Représentation des principaux domaines de PEAL5, ainsi que des sites de liaison
d'ERK1/2, de PLD1 et de RSK2.



Ainsi cette protéine apparait comme un candidat intéressant pour servir de matrice a
la formation d’'un complexe entre les trois protéines. Afin de vérifier cette hypothése,
j'ai réalisé une co-immunoprécipitation a partir de cultures neuronales traitées ou pas
avec le BDNF. Au repos, PEA15 ne co-immunoprécipite pas les trois protéines
recherché (Figure 42). En revanche, la stimulation des cellules pendant 15 min avec
du BDNF semble induire la formation d’'un complexe entre PEA15 et ERK1/2, RSK2
et PLD1, puisque les trois protéines coprécipitent avec PEA15 (Figure 42).
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Figure 42: Le BDNF induit la formation d’'un complexe protéique contenant ERK1/2, RSK2,
PLD1 et PEA15. Des neurones (3DIV) ont été traités ou pas par le BDNF pendant 15 min. Une
immunoprecipitation par un anticorps dirigé contre PEA15 a été réalisée. La co-immunoprécipitation
de PLD1, RSK2 et ERK1/2 a été testé. GAPDH a été utilisé comme un contrdle négatif d’IP.

5. Localisation endosomale de PLD1 et d’'ERK1/2

Afin de déterminer l'identité les structures ponctiformes ou colocalisent PLD1 et
phospho-ERK1/2, jai réalisé une série d'immunomarquages des neurones en culture
ou des cellules PC12, ainsi que des fractionnements subcellulaire en utilisant un
gradient d’'OptiPrep. En utilisant, APPL1 comme marqueur des endosomes précoces
et Rab7 comme marqueur des endosomes tardifs, jai pu observer que 15.3%
+1.67% de PLD1-GFP colocalise avec les endosomes précoces aprés 15 min de
traitement au BDNF et que 30% +2.56% de PLD1-GFP colocalise avec les
endosomes tardifs aprés 15 min de traitement au BDNF. En revanche, apres une
heure de traitement par le BDNF 67% +3.23% de PLD1-GFP colocalise avec Rab7
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(Figure 43). IL semble donc qu’un traitement au BDNF augmente le niveau de PLD1

associé aux endosomes tardifs.

15 * BDNF

Figure 43: Localisation endosomale de PLD1-GFP. Des neurones corticaux ont été transfectées a
2 DIV avec PLD1-GFP. 24H apres, les cellules ont été stimulées ou pas par le BDNF pendant 15 min
ou 60 min. Apres fixation les cellules ont été marquées avec un anti-APPL1 ou un anti-Rab7, révélé
par un anticorps secondaire couplé a I'Alexa Fluor-555. Bar= 25um.

De méme, j'ai montré que phospho-ERK1/2 colocalise partiellement avec PLD1-GFP
et Rab7 (Figure 44).

Afin de confirmer la localisation de PLD1, ERK1/2, RSK2 et PEA15 dans le systéme
endosomal, jai réalisé un fractionnement sur un gradient d’OptiPrep (5%, 10%, 15%,
20% et 25%), réalisé a partir d’'une culture neuronale traitée au BDNF pendant 15
min. Le résultat obtenu montre que PLD1 et RSK2 sont enrichies principalement
dans la premiere fraction (interphase 5-10%). Cette fraction contient aussi le



récepteur au BDNF (TrKB), les marqueurs d’endosome précoce : APPL1/Rab5,
phospho-ERK1/2 et PEA15 (Figure 44).
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Figure 44: Localisation endosomale de PLD1, d’ERK1/2, RSK2 et de PEA15. (A) Des neurones
corticaux ont été transfectées a 2 DIV avec un plasmide codant la PLD1-GFP. 24H apreés, les cellules
ont été stimulées ou pas par le BDNF pendant 15 min. Apres fixation les cellules ont été marquées
avec un anti-phospho-ERK1/2, révélé par un anticorps secondaire couplé a I'Alexa Fluor-647 et un
anti-Rab7, révélé par un anticorps secondaire couplé a I'Alexa Fluor-555. Les fleches montrent
certains points de colocalisation entre le trois marqueurs. Bar= 25um. (B) Fractionnement
subcellulaire d’'un lysat de neurones corticaux traités au BDNF séparé sur un gradient d'OptiPrep (5%,
10%, 15%, 20% et 25%). Les fractions ont été testées par western-blot avec les anticorps indiqués.

Au niveau des cellules PC12 traitées au NGF, PLD1-GFP colocalise aussi avec
Rab7 et phospho-ERK1/2 dans des structures vésiculaires et périnucléaires (Figure
45). En plus, PLD1-GFP colocalise avec phospho-ERK1/2 a la périphérie cellulaire
(Figure 45).



1 min NGF 15 min NGF

Figure 45: Colocalisation membranaire et endosomale de PLD1-GFP et de phospho-ERK1/2
induite par le NGF. Des cellules PC12 ont été transfectées avec un plasmide codant la PLD1-GFP.
24H apres, les cellules ont été stimulées par le NGF. Apres fixation les cellules ont été marquées avec
un anti-phospho-ERK1/2, révélé par un anticorps secondaire couplé a I'Alexa Fluor-647 et un anti-
Rab7, révélé par un anticorps secondaire couplé a I'Alexa Fluor-555. Bar= 25um.

6. Discussion

L'activité PLD est stimulée par plusieurs facteurs extracellulaires, tels que certains
neurotransmetteurs, hormones ou des facteurs de croissance (Frohman and Morris,
1999). Parmi les facteurs de croissance, les neurotrophines jouent un réle important
dans la morphogénése neuronale, ou il a été démontré que les voies de signalisation
induites par BDNF/TrKB modulent la complexité dendritique des neurones corticaux
(McAllister et al., 1995, Yacoubian and Lo, 2000). Cette modulation est médié en
partie par ERK1/2-CREB (Finkbeiner et al.,, 1997, Blanquet, 2000, Alonso et al.,
2002) et aussi par mTOR (Jaworski et al., 2005, Kumar et al., 2005).

Ayant montré dans la premiéere partie de ce manuscrit que le NGF stimule I'activité
PLD dans les cellules PC12 (Ammar et al., 2013a), jai également montré ici que le
BDNF induit également une augmentation rapide de l'activité PLD dans les neurones
corticaux en culture, méme si cette activation est d’intensité plus modeste. En effet
en utilisant deux modeles murins Pld1-/- et Pld2-/-, jai pu montrer que le BDNF induit
une augmentation rapide de PLD1, suivie par une augmentation de PLD2 au cours

du temps. Cette augmentation de l'activite PLD coincide avec l'induction de la



phosphorylation et par conséquence l'activation d’ERK1/2 suite a la formation du
complexe BDNF/TrKB. Cette activation est rapide et maintenue au cours du temps
jusqu’a 30 min. ERK1/2 ainsi activée est capable de phosphoryler et d’activer RSK2
ou CREB. En pararelle, BDNF induit la phosphorylation et I'activation de mTOR et de
sa cible p70-S6K. En absence de la PLD1, jyai montré que : i) I'activation d’ERK1/2
est fortement réduite au cours du temps par rapport aux neurones sauvages, ii) d’'une
maniére intéressante cette réduction impligue aussi une réduction de la
phosphorylation de RSK2 et du taux de phospho-CREB nucléaire, et iii)) une

réduction de I'activation de mTOR et en conséquence de p70-S6K.

Ces résultats sont en accord avec des études précédentes qui ont montré que I'acide
phosphatidique, produit par 'une de deux isoformes de PLD, joue un rdle important
dans la régulation de la voie MAPK et ceci via le recrutement de la protéine Raf a la
membrane plasmique a proximité des sites d'initiation de la signalisation. Raf ainsi
recrutée a la membrane pourrait étre phosphorylée et activée par la GTPase Ras
(Rizzo et al., 1999, Rizzo et al., 2000). Le PA pourrait aussi moduler I'activité de la
voie MAPK via son interaction avec la protéine SOS ou la protéine KSR ou Kinase
suppressor of Ras (Andresen et al., 2002). La réduction de I'activation d’ERK1/2

pourrait aussi expliquer la réduction de I'activation de RSK2 et de CREB.

En plus de la régulation de certaines protéines de la voie MAPK, le PA pourrait aussi
réguler l'activation de mTOR (Foster, 2007, Sun and Chen, 2008). D’autre part, il a
été montré que la GTPase Rheb, activateur de mTOR, interagit avec la PLD1 et

augmente ainsi son activité (Sun et al., 2008).

Puisque RSK2 phosphoryle et régule I'activation de la PLD1 en réponse au NGF, jai
examiné l'effet de I'absence de RSK2 sur ces voies de signalisation induites par le
BDNF. Les résultats obtenus ont montré une augmentation de la phosphorylation
d’ERK1/2 au cours du temps par rapport aux neurones sauvages et aussi une
réduction de taux de phospho-CREB. Ceci suggéere que RSK2 n’intervient pas dans
la régulation I’ERK1/2 par la PLD1. L'effet observé pourrait étre expliqué par le fait
que RSK2 exerce un feedback négatif sur [Ilactivation d’ERK1/2 via la
phosphorylation et l'inhibition de SOS (Clark et al., 2007). On peut donc imaginer
gu’en absence de RSK2, le feedback négatif sur SOS est levé, engendrant ainsi une

sur-activation d’ERK1/2. Ceci pourrait compenser la réduction d’activation d’ERK1/2



en absence de la phosphorylation de PLD1 par RSK2. Malheureusement, je n’ai pas
pu examiner la cinétique de la phosphorylation de la PLD1 par RSK2 au cours du
traitement au BDNF dans nos modéles de souris transgéniques, car l'anticorps
phospho-PLD1 (Thrl47) que jai utilisé ne détecte pas la protéine murine. Pour
circonvenir cette difficulté, jai réalisé une immunoprécipitation avec un anticorps qui
reconnait toutes les protéines phosphorylées sur Thr suivie d’'un western blot avec
les anticorps anti-PLD, mais je n'ai pas pu avoir de résultats convaincants et
reproductibles avec cette méthodologie. Pour finir, jai opté pour I'examen de l'activité
PLD en réponse au BDNF dans les neurones Rsk2-/- et j'ai montré qu’en absence de
RSK2, l'activité PLD est fortement réduite en réponse au BDNF (Figure 31). Ceci
suggere une implication probable de RSK2 dans la régulation de PLD1 et ’ERK1/2.

Pour confirmer l'implication de la PLD1 dans la régulation d’'ERK1/2, j'ai opté pour
une stratégie de surexpression. PLD1-GFP surexprimée augmente la
phosphorylation d’ERK1/2 ainsi que celle de CREB. Ceci semble valider I'idée d’'une
implication de la PLD1 dans la régulation de la voie MAPK. Cette régulation implique
probablement la production du PA, puisque la surexpression de Spo20-GFP, une
sonde qui se lie spécifiqguement au PA, réduit fortement le taux de phospho-CREB

nucléaire induit par le BDNF-.

Au niveau des cellules PC12, la surexpression de PLD1-GFP induit également une
augmentation du taux de phospho-ERK1/2, aprées 60 min de NGF. Ceci suggéere
également I'implication de la PLD1 dans le maintien de l'activit¢ d’'ERK1/2 au cours
du temps, un phénomeéne qui a été décrit comme essentiel pour la différenciation
cellulaire (Chen et al., 2012a). De plus cette surexpression induit une augmentation
du taux de phospho-RSK2 et de phospho-CREB.

D’'une maniére intéressante, dans les neurones corticaux traités au BDNF, PLD1-
GFP colocalise partiellement au niveau de vésicules avec phospho-ERK1/2 et RSK2.
Ceci valide l'idée d'un lien fonctionnel entre le trois protéines. Comme il a été
démontré préecédemment que la protéine PEA15 possede des sites de liaison pour
PLD1, ERK1/2 et RSK2 et que la PLD1 joue un réle important dans I'activation
d’ERK1/2 induite par la surexpression de PEAL5 et Ras dans les cellules épithéliales
(Sulzmaier et al., 2012), jai essayé d’établir un lien possible entre ces différentes

protéines dans mon modele d’étude. Afin de mieux comprendre ce lien, jai étudié par



co-immunoprécipitation l'interaction entre ERK1/2, RSK2, PLD1 et PEA15 suite a la
stimulation des neurones par le BDNF. Les résultats obtenus montrent bien une
augmentation de l'interaction entre ces quatre protéines aprés une stimulation de 15
min au BDNF (Figure 42).

Pour caractériser l'identité des structures vésiculaires ou colocalise ERK1/2, RSK2 et
PLD1, jai réalisé une série de immunomarquages des neurones corticaux en culture
traités au BDNF. Les résultats obtenus ont montré que PLD1-GFP est localisée sur
des vésicules contenant APPL1, représentant les endosomes précoces, mais aussi
sur des vésicules positives pour Rab7, représentant les endosomes tardifs. D’autre
part, j'ai également montré que pERK1/2 colocalise partiellement avec les vésicules
contenants Rab7 et PLD1-GFP. Jai confirmé cette localisation par fractionnement
subcellulaire sur un gradient d’OptiPrep, qui ma permis de montrer que la PLD1
endogéne est enrichie dans la fraction contenant le récepteur au BDNF (TrkB),
APPL1, Rab5, RSK2, p-ERK1/2 et PEA15, apres 15 min de stimulation au BDNF. De
méme, dans les cellules PC12 traitées au NGF, j'ai observé une colocalisation au
niveau des structures vésiculaires entre PLD1-GFP, Rab7 et phospho-ERK1/2. Jai
également pu observer une colocalisation entre PLD1-GFP et phospho-ERK1/2 a la
périphérie cellulaire. L’'ensemble de ces résultats suggere ainsi que la PLD1 pourrait
réguler I'activation d’ERK1/2 a la membrane plasmique comme établi precédemment
(Hu et al., 2000), mais aussi au niveau des endosomes. Ceci ce fait probablement
via la production de PA a la membrane plasmique et/ou au niveau des endosomes
qui pourrait permettre de recruter la protéine Raf, favorisant ainsi l'activation
d’ERK1/2. En accord avec ce modele, Rizzo et al., (2000) ont montré que l'insuline
induit la production du PA au niveau des endosomes précoces et que ce PA est
essentiel pour le recrutement de Raf a la membrane endosomale et a I'induction de

la voie MAPK dans des fibroblastes de rat.

Mes données suggérent donc un réle important de la PLD1 dans la modulation de la
signalisation cellulaire induite par le BDNF/TrKB et plus particulierement dans
l'activation des voies ERK1/2-RSK2-CREB et mTOR/p70-S6K. Ces voies sont
connues pour étre des voies majeurs de régulation de la morphologie neuronale ainsi
gue de la plasticité neuronale (Jaworski et al.,, 2005, Kumar et al.,, 2005, Ha and
Redmond, 2008). En effet, Ha et al (2008) ont montré que les neurones corticaux de



rat en culture (4 DIV), qui ont une activit¢ maintenue d’ERK1/2, présentent une
arborisation dendritique plus complexe que ceux qui n‘ont pas ce maintien de
l'activation d’ERK1/2. lls ont montré également que le maintien de I'activité d’ERK1/2
induit I'activation et le maintien de l'activité des protéines RSK, CREB et c-Fos,
induisant ainsi la ramification et la complexité dendritique en réponse a une activité
neuronale. Une autre étude a également montré que linhibition d’ERK1/2 réduit la
formation des nouvelles épines dendritiques des neurones corticaux induite par le
BDNF (Alonso et al., 2004). Il est intéressant de souligner que Ras régule le
branchement dendritique (Alpar et al., 2003), et active la GTPase Ral via I'activation
de Ral-GSD ou Ral-guanine nucleotide dissociation stimulator (Jiang et al, 1995). Par
ailleurs, Ral régule le branchement dendritique en partie via la PLD1 (Lalli and Hall,
2005).

Pour finir, Jaworski et al (2005) ont montré également que le traitement chronique
des neurones d’hippocampe en culture avec la rapamycine ou l'extinction de mTOR
réduisent le branchement dendritique. En effet, ces traitements n’affectent pas le
nombre des dendrites primaires induit par le BDNF mais la complexité de
l'arborisation dendritique (dendrites secondaire) (Jaworski et al., 2005, Kumar et al.,
2005). Il est intéressant de noter qu’en I'absence de PLD1, j'ai observé le méme effet
sur le développement de neurones corticaux en culture (Ammar et al., 2013a). Etant
donné que le PA produit par la PLD peut entrer en compétition avec la rapamycin
pour l'activation de mTOR (Foster, 2007), ces résultats semblent valider un modéle
dans lequel I'activation des neurones par les neurotrophines est intégrée dans la voie
de controle de nutrition cellulaire impliquant mTOR par le biais de la PLD1. IL est
intéressant de souligner ici qu’une étude récente vient de montrer qu’une altération
de la voie de signalisation PLD-mTOR pouvait conduire a la dépression (Feng and
Huang, 2013).

En conclusion, mes travaux suggerent un role important de la PLD1 dans la
régulation de la morphologie, de la signalisation cellulaire et de la plasticité
neuronale en plus de son rdle potentiel dans la neurotransmission. Ces effets
semblent faire intervenir l'activation de plusieurs voies de signalisation et mobiliser
les capacités de lipide fusogénique joué par le PA dans différent processus de fusion

membranaire.






DISCUSSION






DISCUSSION GENERALE

La croissance neuritque est un mécanisme complexe qui est un sujet de recherche
crucial et prometteur pour comprendre les mécanismes intracellulaires mis en ceuvre
dans [I'établissement du réseau cérébral, mais aussi dans les pathologies
neurodégénératives qui représentent un enjeu sociétal majeur pour les décennies a
venir. Les donnés actuelles ont permis de mettre en évidence I'implication de trois
meécanismes principaux dans la croissance neuritique: i) la dynamique du
cytosquelette, ii) le trafic intracellulaire et 'apport membranaire au niveau du cone de
croissance et iii) la signalisation cellulaire, principalement via la voie MAPK-ERK1/2,
qui abouti a la régulation de la transcription.

La voie MAPK-ERK1/2 transmet l'effet des neurotrophines (BDNF) sur la plasticité
synaptique, la signalisation nucléaire et la formation de la mémoire (Blanquet, 2000,
Lodovichi et al., 2000, Pizzorusso et al., 2000, Finsterwald et al., 2010, Finsterwald
and Martin, 2011). Cette voie assure la transmission du signal induit par des
récepteurs a la membrane plasmique vers des effecteurs cytoplasmique et nucléaire.
Elle est composée des trois protéines kinase principales : Raf, MEK et ERK1/2.
Apres activation, la kinase ERK1/2 et ses cibles immédiates RSK1-4 transloquent
dans le noyau pour induire l'activité transcriptionnelle via la phosphorylation de
facteurs de transcription tels que CREB. Ainsi CREB joue également un role
déterminant dans le développement dendritique induit par lactivité neuronale
(Finkbeiner et al., 1997, Redmond and Ghosh, 2005).

Les dendrites sont les premiers sites de réception de l'information neuronale
envoyeée par plusieurs entrées ou inputs synaptiques. Le développement dendritique
joue un réle primordial dans la formation du circuit neuronal (Whitford et al., 2002).
Un défaut du développement dendritique est souvent associé avec plusieurs formes
du retard mental, telles que le syndrome du Down et le syndrome X fragile
(O'Donnell and Warren, 2002, Benavides-Piccione et al., 2004). Le développement
de l'arbre dendritique est caractérisé par une extension et/ou une rétraction des
branches dendritiques, suivie par une stabilisation de ces branches (Cline, 2001). Ce
processus est régulé a la fois par un programme génétique intrinseque et par un

signal externe comme l'activité neuronale, mais aussi par les molécules de guidage



et les facteurs de la croissance (McAllister, 2000, Whitford et al., 2002, Miller and
Kaplan, 2003).

De nombreux régulateurs intracellulaires de la PLD1 ont été identifiés dans des
contextes cellulaires différents. Par exemple notre équipe a démontré que I'activité
de la PLD1 est régulée au cours de l'exocytose régulé dans les cellules
neuroendocrines par : i) Arf6 et son effecteur ARNO (Begle et al., 2009), ii) Ral A via
une action en synergie avec Arf6 (Vitale et al., 2005), lii) Racl et son régulateur pPIX
(Momboisse et al., 2009) et iv) par la protéine RSK2 (Zeniou-Meyer et al., 2008).
D’autre part, il a été démontré que l'activité de la PLD1 est régulée par d'autres
protéines de la famille des GTPase Rho, telles que RhoA, Cdc42 dans d’autres
contextes cellulaires. Les différentes régulations de l'activit¢ de PLD1 par les
GTPases semblent étre dépendantes de l'interaction, en d’autre terme il s'agit de
régulation allostérique. Par ailleurs, il a été démontré que l'interaction entre ces
GTPases et la PLD1 pouvait jouer un réle important dans le développement neuronal
et la croissance neuritique (Lalli and Hall, 2005, Yoon et al., 2006, Zhu et al., 2012),

méme si le(s) mécanisme(s) impliqué(s) est/sont encore inconnu(s).

Il est aussi important de souligner que la PLD1 pourrait moduler en retour plusieurs
de ces régulateurs via le PA puisque certains d’entre eux sont recrutés par le PA, ou
voient leur activité directement dépendante du PA. En effet, il a été démontré que le
PA augmente l'affinité de la PI4P5-kinase envers son substrat le PI4P pour produire
le PIP2, qui est lui méme un régulateur de la PLD1 (Honda et al., 1999). D’autre part,
il a été demontré que le PA pourrait également lier RhoG, Rac2 et Cdc42 (Faugaret
et al., 2011). Le modéle actuel propose que le PA permet de recruter les partenaires
de la PLD1 du cytosol aux membranes (Jang et al., 2012). De plus, il semble que le
PA module également directement la fonction de la PLD1, puisque il a été montré
gue le domaine PX de la PLD1 contient un domaine de liaison au PA (Stahelin et al.,
2004) et que cette interaction semble moduler la fonction du domaine PH de la PLD1
(Sugars et al., 2002, Lee et al., 2009). Ainsi, ces donnés suggerent, d’'une part une
régulation complexe de l'activité de PLD1 et d’autre part une diversité des roles

cellulaires impliquant la PLD1.



Durant ma thése, je me suis intéressé a examiner le réle de la PLD1 dans le
développement neuronal et la croissance neuritique. Pour ceci, j'ai utilisé un modele
murin déficient en PLD1 nouvellement créé, ainsi que des cellules PC12, modéle

d’étude neuronale reconnu pour de la croissance neuritique.

Les résultats obtenus confirment d'une part, I'implication de la PLD1 dans la
croissance neuritique, le développement de I'arborisation dendritique et la maturation
des épines dendritiques et d'autre part, ils montrent i) le réle de PLD1 dans la
régulation de I'exocytose des vésicules Ti-VAMP/VAMP7 au cours de la croissance
neuritigue en collaboration avec la protéine kinase RSK2 et ii) son réle dans la
régulation et le maintien de la signalisation endosomale de la voie ERK1/2-RSK2-
CREB induite par les neurotrophines, ainsi que la régulation de la voie mTOR/p70-
S6K.

I. R6le de la PLD1 dans la croissance neuritique : Implication de la kinase RSK2

dans larégulation de la PLD1 au cours de I’exocytose des vésicules Ti-VAMP

Au cours de cette étude, jai pu montrer qu'en absence de PLD1 les neurones
corticaux en culture ont un retard du développement par rapport aux neurones
Pld1+/+. D’autre part, j'ai trouvé qu’en absence de RSK2 les neurones corticaux en
culture ont aussi un retard de développement trés semblable a celui observé chez les
neurones Pld1-/-. Par ailleurs, l'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques contre ces
deux classes de protéine ou I'extinction de I'expression de PLD1 ou de RSK2 ont
confirmé I'implication de ces deux protéines dans la croissance neuritique induite par
le NGF sur des cellules PC12 en culture. Le NGF induit une stimulation rapide de la
voie MAPK-ERK1/2, ainsi que la phosphorylation et I'activation de RSK2, suivie par
une phosphorylation, dépendante de RSK2, de PLD1 sur sa thréonine 147 qui abouti
a une augmentation de l'activit¢ PLD. D’autre part, la stimulation des cellules PC12
par le NGF induit une redistribution périphérique significative de PLD1 et RSK2 et
une colocalisation significative des deux protéines a cet endroit. Ceci conduit a une
stimulation de l'activité PLD1 et in fine a une augmentation du niveau de PA a la
membrane plasmique. Dans les neurones ou les cellules PC12, la PLD1 est
principalement localisée sur des structures vésiculaires au niveau périnucléaire et

également au niveau des prolongements neuritiques. D’'une maniere intéressante,



jai trouvé que la PLD1-GFP associée a ces structures vésiculaires est transportée
vers le cdne de croissance des cellules PC12 traitées au NGF, mais subit également
un transport rétrograde, du cbébne vers le corps cellulaire. Ceci suggere une
implication potentielle de la PLD1 dans le trafic vésiculaire au cours de la croissance
neuritique. Or a ce jour, deux types des veésicules impliquées dans Il'apport
membranaire au niveau du céne de croissance ont été décrite. Il s'agit des vésicules
positives pour Ti-VAMP/VAMP7 et des vésicules positives pour VAMP4 ou
enlargeosomes. Jai trouvé que PLD1-GFP colocalise fortement avec Ti-VAMP au
niveau périnucléaire, dans les prolongements et aussi a l'extrémité distale des
neurites en croissance. Pour finir, en utilisant une construction VAMP-7 couplé a la
pHfluorin et un microscope a onde évanescente, jai montré que des inhibiteurs
pharmacologiques de RSK2 et PLD1 contrélent la fusion des vésicules Ti-VAMP
avec la membrane plasmique au cours de la croissance neuritique induite par le
NGF.

1. Implication de PLD1 dans la croissance neuritique

Le groupe du Dr Kanaho a montré que le NGF induit une augmentation de
'expression de la PLD1 au cours de la différenciation/croissance neuritique des
cellules PC12, ainsi que l'augmentation de son activité¢ (Kanaho et al., 2009). De
méme, Zhu et al., (2012) ont montré que I'expression et I'activité de PLD1 sont fortes
au cours de la premiere semaine du développement des neurones d’hippocampe en

culture.

Des études antérieures ont suggéré deux rbles potentiels de la PLD1 dans la
croissance neuritique. En effet, il a été démontré que la surexpression de PLD1-GFP
dans des neurones d’hippocampe augmente la sécrétion de la serine protéase tPA
(Tissue plasminogen activator), induite par la forskoline ou Il'ionophore calcique
A23187. Ceci conduit également a augmenter la longueur des neurites (Zhang et al.,
2005). Ces auteurs ont proposé que la PLD1 stimule la croissance neuritique en
favorisant la libération de tPA. D’autre part, Cai et al (2006) ont montré que la
surexpression de PLD1 restore la croissance et le branchement neuritique en
absence de la préseniline-1, via un mécanisme dépendant du trafic des vésicules

contenant la préseniline-1. 1l a également été suggéré que la PLD1 régule la



croissance neuritque via la régulation de I'expression de certains génes tels que Bcl-
2 et le NT3 (Choi et al., 2012, Yoon et al., 2012). Ceci suggere un autre role de la
PLD1 dans la régulation de la croissance neuritique. Ainsi il est possible qu’en plus
de son implication dans le contrdle du trafic membranaire, la PLD1 puisse également
étre impliquée dans la régulation de la signalisation cellulaire et la transcription. En
effet, il a été démontré dans d’autres fonctions cellulaires que la PLD1 régule les
voies MAPK (Raf-ERK1/2) et la voie mTOR, dont leur réle crucial dans le

développement neuronal la croissance neuritique sont connus.

2. Implication de RSK2 dans la croissance neuritique

A ce jour une seule étude a examinée l'implication de RSK2 dans la croissance
neuritique des cellules PC12 stimulées par le NGF. En effet, Silverman et al., (2004)
ont montré que la surexpression d’un mutant constitutivement actif de RSK2 n’affecte
pas la croissance neuritique et ils suggérent en revanche un role important de RSK1
dans la croissance neuritique. Or dans cette étude, les résultats montrent que
limplication de RSK1 dans la croissance neuritique semble étre indépendante du
NGF. D’autre part, la surexpression d’'un mutant dominant négatif de RSK1 n’affecte
pas la croissance neuritique en présence ou en absence de NGF. Un autre point
important est que l'utilisation des mutants constitutivement actifs de RSK1 ou RSK2,
qgui ne peuvent pas lier ERK1/2 ne peuvent pas reproduire fidelement cette voie
d’activation de la croissance neuritique, puisque le NGF induit la croissance
neuritique principalement via ERK1/2. On peut donc imaginer que RSK1 puisse étre
impliqué dans une voie indépendante du NGF, tandis que RSK2 soit lié a cette voie

impliquant le NGF (Silverman et al., 2004).

Une autre étude portant sur I'implication de RSK2 dans la croissance axonale de
neurones a suggerée que RSK2 régule négativement la croissance axonale des
neurones moteurs en culture traités au BDNF et au CNTF (Fischer et al., 2009). En
effet, ces auteurs ont montré que les motoneurones Rsk2-/- en culture présentent
des axones plus longs et plus branchés par rapport aux neurones Rsk2+/+. D’autre
part, ils ont montré que la surexpression de RSK2-GFP n’affecte pas I'allongement
axonale induite par le BDNF/CNTF, tandis que la surexpression d’'un mutant

constitutivement actif induit une réduction de la longueur axonale. Ces résultats sont



clairement en contradiction avec les nétres. Ceci pourrait étre expliqué, outre la
différence de modele neuronal utilisé, par les conditions de culture. En effet, les
auteurs ont utilisé un milieu de culture contenant 10% du sérum, du BDNF et du
CNTF. De plus, ils ont cultivé les neurones sur des lamelles recouvertes de
laminines. En revanche, jai utilisé la ploy-L-Lysine comme substrat d’attachement
pour les cellules et le milieu de culture ne contenait pas de sérum (dont les
neurotrophines qu’il contient pourraient moduler plusieurs mécanismes
intracellulaires et affectant ainsi la croissance neuritique sans que I'on puisse estimer
ces effets). Enfin, il a été démontré que les laminines favorisent la croissance

neuritique plus que la poly-L-Lysine (Rangappa et al., 2000).

Pour finir une autre étude récente semble valider nos observations puisque (Dugani
et al., 2010) ont montré que I'extinction de RSK2 induit un arrét de la différenciation
de cellules neuronales précurseur en neurones dans le cortex cérébral, en accord

avec le concept d’une implication de RSK2 dans le développement neuronal.

3. Régulation de l'activité de PLD1 par RSK2 au cours de la croissance

neuritique

L'implication de la PLD1 dans la fusion membranaire a été mise en avant par
plusieurs groupes et dans differents modeles cellulaires (Voir l'introduction). Notre
équipe a montré que la stimulation de I'exocytose régulée requiert I'activation de
PLD1 par une phosphorylation dépendante de RSK2. Ce mécanisme semble
contrbler I'étape finale de la fusion membranaire (Zeniou-Meyer et al., 2008). D’autre
part, Zeniou-Meyer et al., (2007) ont montré une production de PA produit par la
PLD1 au niveau de la membrane plasmigue a proximité de structures granulaires

apparemment arrimée ou docked.

Pour ma part, jai montré au cours de ma thése que le NGF induit la
phosphorylation/activation de PLD1 et la production de PA dune maniere
dépendante de RSK2, et que ce mécanisme semble contrbler la fusion des vésicules
Ti-VAMP nécessaire a I'expansion membranaire et la croissance neuritique, en
accord avec le réle critigue de Ti-VAMP dans ce processus (Martinez-Arca et al.,
2000, Martinez-Arca et al., 2001).



Le point qui reste le plus obscur est le mécanisme par lequel le PA joue ses
différentes fonctions. Toutefois, il a été proposé que le PA puisse moduler la fusion
membranaire via deux mécanismes distincts mais pas forcément completement
indépendant. Ainsi le PA pourrait modifier localement la topologie membranaire par
linduction d’'une courbure négative au niveau des sites de fusion. Le PA pourrait
également promouvoir le recrutement de protéines impliquées dans I'exocytose telles
que la syntaxine-1 ou la PI4P5K (Ammar et al., 2013b). Ayant observé que la
surexpression d’'une sonde du PA Spo20-GFP inhibe la croissance neuritique des
cellules PC12 stimulées par le NGF, il est probable que cette sonde masque le site
de liaison au PA pour ses partenaires, inhibant ainsi l'interaction avec le PA et le
recrutement de ses partenaires potentiels. Parmi ces derniers, je voudrais citer en
particulier Ti-VAMP. En effet, les travaux du groupe du Dr Galli indiquent que le
domaine Longin de Ti-VAMP lie le PA in vitro. Comme ce domaine Longin inhibe
I'activité de Ti-VAMP (Martinez-Arca et al., 2000, Martinez-Arca et al., 2001), on peut
imaginer que le PA produit par la PLD1 pourrait induire un changement
conformationnel de ce domaine et ainsi promouvoir I'activation de Ti-VAMP. D’autre
part, Alberts et al., (2006) ont montré que I'exocytose des vésicules Ti-VAMP est
controlé par la GTPase Cdc42 qui elle méme semble étre recruté aux membranes
par le PA (Alberts et al., 2006, Faugaret et al., 2011).

ll. Régulation du développement de I’arborisation dendritique et la maturation

des épines dendritique par PLD1

1. Rbéle de PLD1 dans la régulation des voies ERK1/2-RSK2-CREB et
MTOR/p70S6K

Les résultats obtenus confirment l'implication de PLD1 dans I'activation de mTOR et
d’ERK1/2. En effet, jai montré que l'activation de la voie MAPK (ERK1/2-RSK2-
CREB) par le BDNF est régulée par la PLD1 dans les neurones corticaux en culture.
D’autre part, PLD1 régule aussi I'activation de mTOR-p70-S6K induite par le BDNF.
De méme, PLD1 régule l'activation de la voie ERK1/2-RSK2-CREB en réponse au
NGF dans les cellules PC12. Ainsi, I'implication de la PLD1 semble étre médiée a
deux niveaux: i) a la membrane plasmique, ou la PLD1-GFP colocalise avec

phospho-ERK1/2 et ii) également au niveau de la membrane endosomale. Ces



résultats suggerent que PLD1 assure le maintien de l'activité de la voie ERK1/2-
RSK2-CREB au cours du temps induite par une neurotrophine (BDNF ou NGF). De
méme, ces données suggerent un role de PLD1 dans la régulation de la transcription
induite par les neurotrophines. J'ai également montré que le BDNF induit la formation
d’'un complexe multiprotéique contenant PEA15-ERK1/2-RSK2-PLD1, ou PEA15
semble jouer le réle d’'une matrice pour former le complexe. D’autre part, il semble
exister une boucle d'autorégulation au niveau de cette voie. En effet, la
neurotrophine induit une augmentation de la phosphorylation/activation de PLD1
dépendante de RSK2 au cours du temps, alors que la PLD1 semble elle-méme

réguler la phosphorylation/activation de RSK2.

2. Réle de PLD1 dans la régulation développement de [|'arborisation
dendritique

La dérégulation des voies ERK1/2-RSK2-CREB et mTOR/p70-S6K dans les
neurones corticaux Pld1-/- pourrait expliquer la réduction de la complexité de
'arborisation dendritique observée chez ces neurones. En accord avec cette
hypothése, il a été démontré que la signalisation BDNF/TrKB-ERK1/2 module la
complexité dendritique des neurones corticaux (McAllister, 2000, Alonso et al., 2004).
D’autre part, plusieurs études ont montré que mTOR joue un rdle important dans le
développement de l'arborisation dendritique (Jaworski et al., 2005, Kumar et al.,
2005, Jossin and Goffinet, 2007). Dans les cellules eucaryotes, mTOR forme deux
complexes fonctionnels différents: mTORC1 et mMTORC2 ou mTOR complex (Kim et
al., 2002, Sarbassov et al., 2004). Ces deux complexes jouent également un role
important dans le développement de l'arborisation dendritique (Urbanska et al.,
2012) ; et il faut souligner que la PLD1 régule l'activité du complexe mTORC1 (Yoon
et al., 2011).

A l'échelle transcriptionnelle, il a été démontré que la voie BDNF/TrKB-ERK1/2-
CREB joue un role déterminant dans I'expression de certains genes impliqués dans
I'activité neuronale, tels que le géne codant la sous unité NR1 du récepteur NMDA
(Kim et al., 2012) ou celui codant la sous unité o du récepteur GABA (Lund et al.,
2008). Drallleurs, il a été démontré que PLD1 régule I'expression de NT3 ou
neurotrophin-3 (Choi et al.,, 2012) et de Bcl-2 (Yoon et al.,, 2012) au cours de la

différenciation cellulaire et de la croissance neuritique induite par le bFGF. De méme,



la PLD1 régule I'expression de la synapsine-1 au cours du développement neuronal
(Yoon et al., 2005).

D’autre part, PLD1 pourrait réguler le développement dendritique via ses régulateurs
classiques comme cela a été démontré dans le cas de Ral et RhoA. En effet, Lalli et
al., (2005) ont montré que Ral augmente la ramification de I'arborisation dendritique
des neurones corticaux en culture via un mécanisme qui dépend de la PLD1 et du
complexe exocyste. En revanche, les travaux de Zhu et al., (2012) semblent indiquer
gue la PLD1 inhibe la ramification dendritique primaire et secondaire des neurones
d’hippocampe en culture. En effet, ils ont montré que l'extinction de la PLD1
augmente la ramification dendritique et que la surexpression de la PLD1 inhibe ce
phénoméne, via un meécanisme dépendant de RhoA. Ces résultats sont en
contradiction avec les nétres. Ceci pourrait étre expliqué en partie, outre la différence
de modele neuronal utilisé, parla surexpression de la PLD1 qui engendre une
augmentation de PA et qui pourrait donc moduler I'activité d’autres protéines telles
gue RhoG (Faugaret et al., 2011), dont I'implication négative dans le branchement
dendritique a été établie (Franke et al., 2012).

3. Réle de PLD1 dans la maturation des épines dendritique

En absence de PLD1, jai observé une réduction de la densité des épines
dendritique, principalement une réduction des épines matures, particulierement des
épines mushroom et branched. Comme je I'ai détaillé dans l'introduction, la formation
des épines dendritiques dépend fortement de I'élément présynaptique ou filopode
axonal. Donc le retard de la croissance axonale observé chez les neurones Pld1-/-
en culture pourrait expliquer le défaut de maturation des épines. Il se peut également
gu’il y ait tout simplement moins des contacts entre les filopodes axonaux et
dendritiques dans la condition Pld1-/-. D’autre part, nous pouvons suggérer que ce
défaut résulte d'une dérégulation de la signalisation des GTPases Rho. D’une
maniére intéressante, le défaut des épines dendritiques observé chez les neurones
Ophnl-/- en culture est a linverse de ce que nous observons, avec une
augmentation de la densité des épines ainsi que du nombre des épines mushroom
(Govek et al., 2004, Khelfaoui et al., 2007). D’autre part, il a été démontré que le PA,
produit en partie par PLD1, régule la localisation membranaire de neurogranine au



niveau des épines (Dominguez-Gonzalez et al., 2007). Ceci montre un réle potentiel

de PA dans la maturation et la stabilisation des épines dendritiques.

lll. Un lien potentiel entre PLD1 et ERK1/2 lors I'arrimage vésiculaire et
I’exocytose

D’une maniére intéressante, il a été également démontré que le BDNF augmente le
nombre des vésicules arrimées ou docking a la membrane synaptique et augmente
la fréquence des réponses postsynaptique excitatrice miniatures ou spontanées ou
MEPSC (Tyler and Pozzo-Miller, 2001). Jovanovic et al., (2000) ont aussi montré que
le BDNF contréle la libération des neurotransmetteurs via un mécanisme dépendant
de la phosphorylation de synapsine-1 par ERK1/2 (Jovanovic et al., 2000). De méme,
Ren et al., (2012) ont montré que la sous unité Exo70 est phosphorylée par ERK1/2
et que cette phosphorylation stimule I'interaction entre Exo70, Sec8 et Ex084 et ainsi
l'assemblage du complexe. Ce complexe semble jouer un réle majeur dans les
premieres étapes d’arrimage des vésicules a leur site de fusion. En effet, le
complexe exocyste, formé par les sous unités Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, SeclO,
Secl5, Exo70, Exo84, est impliqué dans le tethering des veésicules d’exocytose a la
membrane plasmique (Ren and Guo, 2012). Donc il semble qu'ERK1/2 en régulant la

formation du complexe exocyste puisse aussi agir sur I'exocytose.

En accord avec ce modele, les résultats d’'une étude ultra-structurale sur des coupes
des surrénales montrent une réduction significative des  vésicules
morphologiqguement arrimées a la membrane plasmique en absence de la PLD1
(Figure 46).

123



Pldi1-/=

0 ke k

Q

©

@ 20 -+

>

e}

]

3

o 10 -

o

ks

o

8

= 0 \
NS
x

RO

Figure 46: Réduction de nombre des vésicules arrimées a la membrane plasmique en absence
de PLD1.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En conclusion, l'ensemble des résultats obtenus durant ma thése confirme
l'implication de la PLD1 dans le développement neuronal et la croissance neuritique.
En effet, jai montré que la PLD1 est impliquée dans deux mécanismes importants
du développement neuronal en réponse aux neurotrophines, i) dans I'exocytose des
vésicules positives pour Ti-VAMP/VAMP7 au cours de la croissance neuritique
(Figure 47, A). Une étape qui semble étre sous le contrbéle de la kinase RSK2, et ii)
dans le maintien de la signalisation endosomale de la voie MAPK-ERK1/2-RSK2 et la
phosphorylation de CREB nucléaire (Figure 47, B). D’autre part, jai également
montré que la PLD1 régule I'activation de mTOR/p70S6K en réponse au BDNF.

A)

i
———

Neurotrophines
(BDNF/NGF)

\
\ PLD1 |[ PEA1S

Figure 47: Modéele de I'implication de la PLD1 dans le développement neuronal.

En effet, en intégrant mes résultats aux donnés bibliographiques antérieurs, la PLD1
et son produit I'acide phosphatidique semblent étre au centre des voies majeurs

impliquées dans le développement neuronal (Figure 48).
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Figure 48: PLD1, un centre organisateur des voies impliquées dans le développement
neuronal.

En effet, certains régulateurs intracellulaires de la PLD1 tels que RhoA, Rac-1,
Cdc42, RalA/B, ARF6/ARNO et PI4P5KI/PIP2 semblent contribuer de maniére
importante a la croissance neuritique et au développement neuronal. Ces régulateurs
sont impliqués a la fois dans la régulation de la dynamique du cytosquelette et dans
la régulation du trafic membranaire, deux mécanismes cruciaux pour la croissance
neuritique. De plus, le PA produit par la PLD1 pourrait a son tour moduler les
fonctions de ses régulateurs, tels que PI4P5K, RhoG, Rac2 et Cdc42 ; suggérant
ainsi la possibilité de multiples boucles de régulation. La régulation des voies MAPK-
ERK1/2 et mMTOR/p70S6K représente un deuxieme mode de régulation important par

lequel la PLD1 module le développement neuronal.

Pour confirmer le lien entre la dérégulation des voies MAPK-ERK1/2 et
MTOR/p70S6K et la réduction de la ramification de I'arborisation dendritique et la

formation/maturation des épines dendritique en absence de la PLD1, il est important
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d’examiner plus en détail ces deux processus dans les neurones Pld1-/- en réponse

a un traitement par le BDNF et d’identifier les voies moléculaires impliquées.

De méme, il sera intéressant d’examiner I'effet de la surexpression de la PLD1 sur la
signalisation MAPK-ERK1/2 dans les neurones Rsk2-/-, afin de déterminer
I'existence d'un lien entre RSK2 et PLD1 dans I'activation de la voie MAPK. D’autre
part, il serait probablement judicieux d’examiner I'implication de la PLD1 dans la
régulation transcriptionnelle induite par les neurotrophines. Drailleurs, il est
intéressant de noter que I'expression de BDNF est sous le contréle d’ERK1/2 et
CREB (Morioka et al., 2013).

Ainsi, mes résultats suggérent une implication potentielle de la PLD1 dans I'activité
neuronale et la plasticité synaptique. Afin de confirmer cette implication, il est a
présent important d’examiner ces parametres in vivo, soit par électrophysiologie ou
en comportement pour étudier I'implication de la PLD1 dans certaines formes de
mémorisation ou apprentissage et de [I'étiologie (anxiété, dépression, stress et

troubles du comportement).

Il sera également intéressant de vérifier 'implication de la PLD1 dans la migration
neuronale, étant donné que la PLD1 est impliquée dans la migration cellulaire (Chen
et al., 2012b). Ces auteurs ont aussi montré une réduction de I'adhésion dépendante
des intégrines en absence de la PLD1, donc il est intéressant d’exporter ce modele
sur les neurones pour tester l'effet de I'absence de la PLD1 sur la croissance
neuritique neuronale, étant donné que Ti-VAMP est elle aussi impliquée dans ce

mécanisme (Gupton and Gertler, 2010).
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Abstract

Several reports have suggested that the VO domain of the V-ATPase is directly implicated in
secretory vesicle exocytosis, through a role in membrane fusion. We report a rapid decrease in
neurotransmitter release after acute photo-inactivation of the VO al-1 subunit in neuronal
pairs. Likewise, inactivation of the VO al-I subunit in chromaffin cells resulted in a decreased
frequency and prolonged kinetics of amperometric spikes induced by depolarization, with
shortening of the fusion pore open time. Dissipation of the granular pH gradient was
associated with an inhibition of exocytosis, and correlated with the V1-V0 association status
in secretory granules. We thus conclude that VO serves as a sensor of intra-granular pH that
controls exocytosis and synaptic transmission via the reversible dissociation of V1 at acidic
pH. Hence, the V-ATPase membrane domain would allow the exocytotic machinery to
discriminate fully loaded and acidified vesicles from vesicles undergoing neurotransmitter

reloading.



Introduction

V-ATPases transport protons across the membrane of various organelles (e.g. lysosomes,
endosomes, trans-Golgi network, secretory granules), and the acidification of these organelles
is required for many cellular processes (e.g. maturation or degradation of proteins, receptor-
mediated endocytosis, proton-coupled transport of small molecules) (Forgac, 2007). V-
ATPases are large multimeric enzymes organized in two domains, V1 and V0. The cytosolic
V1 domain contains eight different subunits (A-H) with subunits A catalyzing ATP hydrolysis
(Forgac, 2007). The VO membrane domain translocates protons and contains five copies of
proteolipid subunit ¢ and single copies of subunits a, ¢”, d and e (Forgac, 2007). In
vertebrates, four isoforms of subunit a (al-a4) have been identified with specific cellular and
tissues distributions (Toei et al, 2010). Four variants of al are generated by alternative
splicing, with al-1 being specifically addressed to nerve terminals (Morel et al, 2003; Poéa-
Guyon et al, 2006). The V-ATPase activity generates a large electrochemical proton gradient
in synaptic vesicles in neurons and in chromaffin granules in neuroendocrine chromaffin cells,
their internal pH reaching pH 5.2-5.5 (Michaelson & Angel, 1980; Fildner & Stadler, 1982)
and 5.5 (Johnson & Scarpa, 1976; Pollard et al, 1979), respectively. This electrochemical
proton gradient energizes the accumulation of neurotransmitters in synaptic vesicles by
specific vesicular transporters, or of catecholamines in chromaffin granules. A low intra-
granular pH is also required for catecholamine binding to chromogranins within the secretory
granules (Camacho et al, 2006).

Independently of its well established role in proton translocation, VO has been implicated in
neurotransmitter release (Hiesinger et al, 2005), in intra-cellular membrane fusion events
(Peters et al, 2001; Peri and Nusslein-Volhard, 2008; Williamson et al, 2010; Strasser et al,
2011) and in exocytosis (Liegeois et al, 2006), suggesting that VO could be directly involved

in the fusion between two membrane compartments. The exocytotic release of transmitter



molecules packaged in synaptic vesicles or secretory granules is a highly regulated process
that allows vesicles to fuse with the plasma membrane. This rapid process requires the
formation of a fusion pore that opens and then expands leading to full membrane fusion upon
an increase in the cytosolic calcium level (Jahn & Fasshauer, 2012). Among the proteins
involved in membrane fusion, the soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor (NSF)
attachment protein receptors (SNAREs) have been proposed to constitute the core of the
fusion machinery (Rizo & Rosenmund, 2008; Wickner & Scheckman, 2008). The formation
of a SNARE complex between the vesicle-associated SNARE VAMP-2 (synaptobrevin-2)
and the plasma membrane t-SNAREs syntaxin-1 and SNAP-25 allows vesicle docking to the
plasma membrane and provides the energy required for membrane fusion (Jahn & Fasshauer,
2012). It has been proposed that VO could be a component of the fusion pore (Peters et al,
2001; Morel et al, 2001) or, alternatively, that it could favor lipid mixing and the formation of
a lipidic fusion pore (Strasser et al, 2011; El Far and Seagar, 2011). Indeed, VO has been
shown to interact with SNARE proteins (Galli et al, 1996; Peters et al, 2001; Morel et al,
2003; Hiesinger et al, 2005; Di Giovanni et al, 2010). In addition, VO could also behave as a
pH sensor (Hurtado-Lorenzo et al, 2006; Hosokawa et al, 2013), that could participate in the
priming steps that render secretory vesicles competent for exocytosis (Morel, 2003). These
pioneer studies relied on the genetic impairment of specific VO subunits that perturbed
organelle membrane fusion while preserving their acidification. But, with long-term VO
inactivation, it is difficult to exclude the possibility that the observed membrane fusion
deficits result indirectly from alterations in membrane protein or lipid metabolism or
trafficking rather than from the impairment of VO itself. The acute and selective inactivation
of VO should by-pass such limitations. We thus made use of the chromophore-assisted light
inactivation (CALLI) technique (Tour et al, 2003; Jacobson et al, 2008). The protein of interest

is genetically modified by insertion of a small tetracystein (TC) motif which specifically binds



membrane-permeant biarsenical dyes. Upon illumination, these dyes release short lived
reactive oxygen singlets that locally and specifically inactivate the TC tagged protein (Tour et
al, 2003; Yan et al, 2006). This approach has already been successfully validated for the study
of synaptic transmission in Drosophila (Marek & Davies, 2002).

Our results show that the photo-inactivation of the VO al-l subunit leads to a rapid
impairment of synaptic transmission in neurons and of catecholamine release in chromaffin
cells. This effect is clearly different from the delayed effect of either pharmacological
inhibition of proton transport or photo-inactivation of the V1 catalytic subunit A, strongly
arguing that VO regulates fusion independently from proton transport. We also observed that
granule exocytosis in neurosecretory PC12 cells is dependent on the intra-granular pH and
that VO appears to behave as an intra-granular pH sensor that regulates the exocytotic

machinery.



Results

Photo-inactivation of the VO subunit al-1 impairs neurotransmitter release.

In order to test the effect of an acute inactivation of VO on synaptic transmission, we
expressed a TC-tagged subunit al-1 in neurons. We chose to modify this isoform of the VO
subunit a since it is present in synaptic vesicles and chromaffin granules (Morel et al, 2003;
Poéa-Guyon et al, 2006; Saw et al, 2011). Synaptic transmission was then monitored in
connected neuronal pairs before and immediately after the photo-inactivating flash. The
recombinant VO subunit al-1 (or V1 subunit A) carrying the tetracystein (TC) motif
FLNCCPGCCMEP was generated by insertion of the motif between either an N- or C-
terminal Flag tag and the al coding sequence (figure 1A). Binding of FIASH-EDT,, a
biarsenical derivative of fluorescein, to the TC motif allows the acute photo-inactivation of
the tagged protein when a brief light pulse is delivered (Tour et al., 2003) The insertion of
small tags either in N- or C-terminal positions did not modify targeting of the al-I subunit to
nerve endings (Poéa-Guyon et al, 2006) or to secretory granules in PC12 or chromaffin cells
(figures S1 and S5C). In addition, in our experimental conditions, FIASH-EDT, selectively
bound to granules in PC12 cells expressing the Flag-TC-tagged al-l subunit (figure S1C).
Likewise, the subcellular distribution of the V1 subunit A (figure S1E) is not modified by the
insertion of a Flag-TC tag at the N-terminal position (figure S1D). These data illustrate that
the localization of these recombinant V-ATPase subunits matched that of the endogenous
proteins.

Neurons in primary culture were transfected to co-express GFP and the recombinant V-
ATPase subunit. The release of neurotransmitter from GFP-expressing neurons was
monitored by recording postsynaptic currents elicited by a series of single action potentials
delivered at 0.03 Hz to the presynaptic element in neuronal pairs (figures 1B, C and S2),

before and after a 1-min photo-inactivating flash. The photo-inactivation procedure did not
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affect the base-line neurotransmitter release from neurons that express GFP alone (figure 1C,
open circles). In contrast, neurotransmitter release from neurons expressing the TC tagged al-
| was dramatically decreased after the flash (figure 1C, filled circles). This decrease occurred
within 2 min after the flash and the post-synaptic response amplitude then stabilized to a
plateau that was maintained for several minutes. This was observed with both GABAergic
and glutamatergic neurons expressing the recombinant al-I, and the position of the TC tag (N-
versus C-terminal) did not affect the outcome of photo-inactivation (figures 1C and S2A).
When averaged across the whole data set, the decrease in the post-synaptic response
amplitude was 50.3 + 6.0 % (Figure 1D, p < 0.001, n = 6). The observed effect appeared to be
independent of the transport of protons by the V-ATPase since incubation of neurons with the
specific V-ATPase inhibitor concanamycin A did not impair the base-line neurotransmitter
release (spikes frequency of 0.03 Hz) monitored for over 10 min (figure S2B). However,
increasing spike frequency to 1Hz in the presence of concanamycin A led to a rapid and
important suppression of synaptic transmission (figure S2B) as previously reported (Hong,
2001; Cavelier and Attwell, 2007). In addition, neurotransmitter release from neurons
expressing a V1 subunit A with an N-terminal TC tag was not photo-inactivated (data not
shown). These data show that the photo-inactivation of the VO al-1 subunit of nerve endings
results in a rapid (within 2 min) and large (50%) decrease in the release of transmitter, which

is independent of the transport of protons by the V-ATPase.

Photo-inactivation of the VO al-1 or the V1 A subunits have different effects on the
release of catecholamines.

To investigate the mechanisms underlying the decrease in neurotransmission, we conducted
similar photo-inactivation experiments on chromaffin cells expressing Flag-TC-tagged V-

ATPase subunits. Here we monitored the exocytosis of catecholamines (triggered by KCI



depolarization) by carbon-fiber amperometry (Vitale et al., 2001; Chasserot-Golaz et al.,
2005) and gained direct access to several exocytosis parameters (Figure 2C). Catecholamine
release from un-transfected or GFP-expressing cells was not affected by incubation with
FIASH-EDT, and BAL (2,3-dimercapto-1-propanol) or by illumination (table S3).
Furthermore catecholamine release from chromaffin cells expressing recombinant V-ATPase
subunits, either the VO al-1 subunit with N- or C-terminal tags or the V1 A subunit with an N-
terminal Flag-TC tag, was identical to that of un-transfected cells (table S3). This showed that
the insertion of the TC and Flag tags in these V-ATPase subunits did not impair the enzyme
activity, granule acidification and catecholamine content. We estimated the relative amounts
of the endogenous and recombinant VO al subunits in transfected PC12 cells that co-express
the Flag-TC-tagged al-l subunit and GFP. The total al subunit content in cells increased by
132 + 6 % (n = 3) after transfection, whereas the subunit ¢ content was not affected (figure
S4). Considering that only 7 % of cells were effectively transfected in these conditions, we
can estimate that the level of recombinant al subunit is 4-5 times higher than that of
endogenous al in transfected cells.

Illumination of chromaffin cells transfected with the TC-tagged al-I subunit (either in N- or
in C-terminal position) modified catecholamine release as shown by the decrease in the
exocytotic spike frequency (figure 2A, B, 5 min after flash). Although the total amount of
current during the spikes was not modified, the half width was increased and the mean spike
amplitude was reduced (figure 2D). In agreement with the notion that spikes were smaller and
broader, we also found a significant increase in the rise time value in cells expressing TC-
tagged VO al-l and illuminated (figure 2D). Further, significant variations in the pre-spike or
foot parameters were observed (figure 2E). Although the percentage of the spikes that
presented a detectable foot was not modified (about 25% in the different conditions),

chromaffin cells exhibited significantly shorter feet (nearly two-fold reduction in duration)



after photo-inactivation of VO al-I, with a significant reduction in amplitude. Consequently
the total foot charge was dramatically reduced after VO al-l photo-inactivation. Altogether
these results showed that VO al-1 photo-inactivation modifies the fusion pore characteristics
as well as the frequency and Kinetics of exocytotic events without altering the granule
catecholamine content.

Photo-inactivation of the catalytic V1 subunit A yielded dramatically different results. Indeed,
no significant changes in the release frequency, nor in the spike or foot parameters were
observed when cells were recorded shortly (5 min) after the flash (figure 2A, D). However
when cells were recorded 30 min after the flash, a nearly two-fold decrease in the peak current
amplitude and in the total amount of current in the spikes was observed, with no significant
changes in the spike frequency or kinetics (figure 2A, D). The mean current of the recorded
feet was significantly decreased while their duration remained unchanged (figure 2E). These
effects most probably reflect an inhibition of proton transport by chromaffin granule V-
ATPases since they were very similar to those observed after application of bafilomycin Al, a
specific V-ATPase inhibitor (figure 2A, D). Thus, the decrease in current amplitude observed
after a 30-min V-ATPase inhibition most likely reflects a decrease in the catecholamine
content of granules with no change in the exocytosis itself.

Using siRNAs targeting bovine al mRNAs, we reduced the amount of endogenous al subunit
expressed after 96 h by 60 percent (figure S5A, B). This reduction was associated with
modifications of catecholamine release measured by amperometry (figure S5D). All
parameters of the amperometric response measured were affected, showing that both the
granule catecholamine content and exocytosis were affected. All these defects were
effectively rescued by co-expressing the rat al-1 subunit resistant to the siRNAs targeting the
bovine sequence (figure S5D), suggesting that this recombinant subunit is correctly

incorporated in a functional granule V-ATPase.



In summary, photo-inactivation of two subunits of the same protein complex resulted in very
different alterations in catecholamine release, with inactivation of the VO al-l subunit
affecting the fusion pore stability and exocytosis while inactivation of the catalytic V1 A
subunit impaired progressively the catecholamine content of secretory granules. This
illustrates the exquisite selectivity of the CALI procedure. In addition, the rapidity and
temporal control of VO inactivation allowed by the CALI procedure rendered possible the
description of a VVO-specific effect on exocytosis occurring before the appearance of the V1-
V0-dependent effects on the granular catecholamine content, and this had not been possible

after silencing of the endogenous VO al expression.

Granule exocytosis is inhibited after dissipation of the intra-granular pH gradient.

Even though V-ATPase-dependent proton transport is not required for transmitter release, the
intra-granular pH might still be a critical parameter for granule exocytosis. To test this
hypothesis, we used neurosecretory PC12 cells and measured in parallel the pH of their
secretory granules and exocytosis after various pharmacological treatments expected to affect
the intra-granular pH.

Measurements of catecholamine release cannot be used to follow exocytosis since
catecholamines leak out into the cytosol when the granular pH raises (Camacho et al, 2006).
Therefore we generated a PC12 cell line (2B2) that stably expresses a protein of the granule
matrix, chromogranin A, fused with embryonic alkaline phosphatase (CgA-EAP) allowing a
sensitive measure of granule exocytosis (Taupenot et al, 2005). This chimeric protein was
correctly targeted to chromaffin granules (figure S1) and remained inside the secretory
vesicles independently of their internal pH. A second cell line (2B2-95) that stably express
CgA-EAP and a VO al-I subunit carrying an N-terminal Flag-TC tag was also generated to

allow the purification of the granular V-ATPase.
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We took advantage of the pH sensitivity of the fluorescence life-time of the enhanced cyan
fluorescent protein (ECFP) and developed a method that allows the measurement of the intra-
granular pH in living PC12 cells (Poéa-Guyon et al, 2013). 2B2 or 2B2-95 PC12 cells were
transfected to express CgA-ECFP that was correctly targeted to the secretory granules (Poéa-
Guyon et al, 2013). Fluorescence life-time imaging (FLIM) of CgA-ECFP within secretory
granules was performed at 37°C on cells incubated with nigericin-containing KCI solutions
buffered at varying pH. The fluorescence life-time of CgA-ECFP increased from 1.40 to 2.05
nsec as the pH was raised from pH 5.0 to pH 7.0 (figure 3A). A calibration curve was
established for further conversion of the fluorescence life-time data into intra-granular pH
values (figure 3A). Under physiological conditions, the intra-granular pH was identical for
2B2 and 2B2-95 cell lines (5.51 + 0.04, n=92), showing that expression of a tagged al-I
subunit did not affect H" translocation by the V-ATPase. This value is in good agreement
with previously reported determinations measured by alternative methods (Johnson and
Scarpa, 1976; Pollard et al, 1979).

Then we used nigericin, NH4Cl or V-ATPase inhibitors to manipulate the intra-granular pH
(figure 3B). Nigericin is a K" ionophore that exchanges protons for K*. NH4CI is in
equilibrium with the weak base NHj; that is membrane permeable and enters acidic
compartments where it binds a proton. These two treatments lower the granular pH gradient
with little effect on the granular transmembrane potential. Inhibition of V-ATPase activity by
specific inhibitors (concanamycin A, bafilomycin Al and saliphenylhalamide A) blocks
proton entry into the granules and the proton gradient progressively dissipates through
consumption of internal protons in exchange for substrates by various granular transporters
(figure 3B). The FLIM approach allowed repetitive pH measurements, before and after
application of the drugs (figure 3D), and estimations of the kinetics of the granular pH

changes. From all pH modulators tested, nigericin was the most efficient and raised rapidly
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the intra-granular pH to a plateau value of 7.15 + 0.06 (figure 3C-D). The effect of NH,Cl on
the granular pH was dose-dependent and reversible, with the granular pH going from 6.78 +
0.04 in the presence of 20 mM NH,4CI to 5.92 + 0.05 after the wash (figure 3C). In contrast to
nigericin and NH,CI, the effect of V-ATPase inhibitors on the granular pH developed slowly
(figure 3D) with the granular pH gradient clearly dissipating after 15 min (figure 3C). Hence
these different treatments were used to monitor the influence of the granular pH on
exocytosis.

Chromaffin granule exocytosis was estimated by measuring CgA-EAP release after
depolarization of 2B2 or 2B2-95 PC12 cells. NH.CI treatment reduced CgA-EAP release in a
dose-dependent manner (figure 4A, B), an effect completely reversed after NH,Cl wash out,
although the reversion was less efficient in the presence of concanamycin A, suggesting that it
is partially dependent on V-ATPase activity (figure 4A). Inhibition of CgA-EAP release was
even stronger after nigericin treatment (more than 75% inhibition of release), but washing did
not reverse this effect (figure 4C). When nigericin-treated cells were washed in the presence
of the K* ionophore valinomycin (allowing K" to escape from secretory granules), a
significant recovery of CgA-EAP exocytosis was observed, an effect partially inhibited by
concanamycin A (figure 4C). Two v-ATPase inhibitors bafilomycin Al or concanamycin A,
sharing the same binding site on VO (Bowman et al, 2006) and having similar effects on V-
ATPase activity, did not affect CJA-EAP release (figure 4D). Saliphenylhalamide A, another
V-ATPase inhibitor that binds to a different site on VO (Xie et al, 2004), decreased CgA-EAP
release by 20% (figure 4D). Therefore, with the exception of bafilomycin Al and
concanamycin A, treatments that raise the intra-granular pH inhibited exocytosis of CgA-

EAP, an effect that was in a large part reversible (figure 4E).

The effects of intra-granular pH modulators are independent from Ca®" influx, internal

calcium stores or ATP metabolism.
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Since exocytosis is triggered by the influx of calcium through voltage-dependent calcium
channels (VDCCs) that open after cell depolarization, we first tested whether the decreased
exocytosis observed in the presence of nigericin or NH4ClI could be due to a weaker influx of
external calcium. When Fura-2 loaded PC12 cells were maintained under resting conditions
and in the absence of external calcium, the cytosolic Ca®* concentration remained low and
stable even in the presence of 20 MM NH,4CI. Nigericin triggered a progressive increase in the
basal Ca** level, probably through a release from internal stores (figure 5A), but this cytosolic
Ca®" raise was insufficient to trigger any CgA-EAP release (not shown). When cells were
depolarized in the presence of calcium, their cytosolic Ca?* levels increased rapidly and
remained high as long as the KCI depolarization was maintained (figure 5A). However this
Ca’* influx was not affected by nigericin or NH4CI treatments (figure 5B). In addition, NH4CI
inhibited the exocytosis of CQA-EAP to the same extent when it was induced by the calcium
ionophore A23187 in the presence of external Ca** or by KCI depolarization (figure 5C). All
these data strongly argue that the inhibitory effects of NH,Cl and nigericin on exocytosis were
not linked to an alteration of the influx of Ca®* through VVDCCs.

We then tested the involvement of internal calcium stores on the exocytosis of CgA-EAP
either by incubation with thapsigargin, an inhibitor of the reticular calcium pump, or by
addition of the calcium ionophore A23187 in the absence of external calcium (figure 5D).
These treatments did not trigger any significant increase of the basal CgA-EAP release in
resting conditions (not shown). Upon KCI depolarization, CgA-EAP exocytosis was increased
after A23187 or thapsigargin treatments, as compared to control conditions (figure 5D),
demonstrating that the release inhibition observed after nigericin or NH4Cl treatments could
not be attributed to perturbations of intracellular calcium stores.

Finally we excluded a possible metabolic effect via an inhibition of mitochondrial ATP

synthesis since oligomycin A, a specific inhibitor of mitochondrial F1FO-ATPase, induced
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only a moderate inhibition of CgA-EAP release (figure S6A). Valinomycin, a K* ionophore,
had no effect on CgA-EAP exocytosis (figure S6B).

Altogether these experiments showed that nigericin and NH4CI treatments had an effect on
CgA-EAP release, which was independent from Ca®" influx, depletion of internal calcium
stores or ATP metabolism. Since the inhibition of CgA-EAP release after nigericin or NH4Cl
treatments appeared to be correlated to variations of the intra-granular pH (figure 4E), we
propose that the intrinsic exocytotic machinery could be controlled by the intra-granular pH

status.

V-ATPase, a sensor of intra-granular pH for the exocytotic machinery?

In marked contrast with the granular pH elevation induced by nigericin or NH4CI treatments,
the inhibition of V-ATPase activity by bafilomycin Al and concanamycin A induced a
dissipation of the granular pH gradient that was not associated with a modification of CgA-
EAP release (figure 4E). To test if binding of these V-ATPase inhibitors directly perturbs the
control of exocytosis by the intra-granular pH, cells were incubated with VV-ATPase inhibitors
prior to nigericin or NH4Cl treatments. Indeed pre-incubation with V-ATPase inhibitors,
which did not significantly alter the effect of nigericin or NH,4CI treatments on the intra-
granular pH (not shown), impacted their effect on CgA-EAP release. Inhibition of CgA-EAP
release by 20 mM NH,CI (figure 6A) or nigericin (figure 6B) was less pronounced after a pre-
incubation with bafilomycin Al, concanamycin A or saliphenylhalamide A. Notably, binding
of bafilomycin Al to the V-ATPase VO domain protected CgA-EAP release more efficiently
than binding of saliphenylhalamide A, in both treatments.

Since the V1 and VO domains of V-ATPase can reversibly dissociate in different
physiological situations (Toei et al, 2010), we tested if the V1-VO0 association was modified in

conditions affecting the intra-granular pH. We estimated the relative amounts of V1
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associated to VO in chromaffin granules isolated from the 2B2-95 PC12 cell line, under
resting conditions or after a-15 min incubation with nigericin or bafilomycin Al (figure 6C).
Cells were treated while attached to collagen-coated culture flasks. After the 15 min
incubation, V1-VO0 interacting domains were cross-linked by DSP (see Morel et al, 1998) to
preserve their association during disruption of the cells and isolation of chromaffin granules in
sucrose density gradients. Granules were followed by their CgA-EAP content. The amount of
VO was estimated by probing the endogenous VO ¢ subunit or the al-1 subunit carrying a Flag
tag on western blots. V1 was detected using antibodies to the catalytic A subunit. After
normalization at equal VO contents, the relative amount of A subunit associated to chromaffin
granules after nigericin treatment significantly increased compared to the resting conditions
(254 + 37 %, n=3), while it was lower after bafilomycin Al binding (figure 6C). The amount
of A associated to granules after nigericin treatment was about 300 % of that found after
incubation with bafilomycin Al (figure 6F, G). When cells were pretreated with bafilomycin
Al prior to nigericin treatment, the amount of A associated to the granules was only increased
by about 50% (figure 6D, E), indicating that bafilomycin Al binding to VO favored the
dissociation of V1 from VO0. In contrast larger amounts of A were associated to granules after
saliphenylhalamide binding (figure 6E), in accordance with previous data obtained with the
salicylihalamide A analogue (Xie et al, 2004).

These results suggest that the intra-granular pH regulates the dissociation of V1 from V0.
Acidic pH, or bafilomycin Al binding to VO, favors V1 dissociation, rendering VO free for

other protein interactions that might be important for the exocytotic machinery.

Discussion

Most of the standard cell biology approaches (e.g. RNA interference, dominant negative

mutants) are difficult to use to probe the function of VO in exocytotic membrane fusion
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because of its ubiquitous and essential role in proton translocation, which is important for cell
viability, many cellular processes and required for secretory vesicle loading. Nevertheless, a
direct additional role of VO in exocytosis has been suggested after the observation that
impairment of an organelle-specific isoform of the VO a subunit generated exocytotic
membrane fusion deficits that other subunit a isoforms were unable to rescue, while these
subunit a isoforms were able to compensate for organelle acidification (Hiesinger et al, 2005;
Liegeois et al, 2006). But it remained difficult to completely rule out indirect effects since
other acidic compartments and membrane traffic events were affected in these experiments
(Liegeois et al, 2006; Williamson et al, 2010). Hence we have set up an acute and selective
inactivation of VO to by-pass such limitations by using the chromophore assisted light
inactivation (CALI) technology. This approach is known to allow acute and temporally
controlled inactivation of a TC-tagged protein (Tour et al, 2003; Jacobson et al, 2008).
Excitation of the chromophore FIASH-EDT, bound to the TC-motif leads to irreversible
damage of the tagged protein. The destructive effects of CALI are mediated by a singlet-
oxygen within a radius of 3-50 nm (Tour et al., 2003; Yan et al, 2006) so that only the protein
of interest is inactivated (Marek and Davis, 2002). This is especially evident in our results
since the photo-inactivation of two subunits within the same protein complex, the VO al-1 or
the V1 A subunits, led to clearly different functional alterations of synaptic transmission and
granule exocytosis, in spite of the fact that the TC motifs were exposed to the cytosol in both
cases.

The photo-inactivation of the presynaptic VO al-I subunit in neurons resulted in a rapid and
dramatic decrease of neurotransmitter release. Similarly, the inactivation of the chromaffin
granule VO al-l subunit modified catecholamine release as shown by the decrease in
exocytotic spike frequency. In these experiments, the recombinant TC tagged al-1 subunit

was estimated to be 4-5 times more abundant than the endogenous protein (figure S4),
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correctly addressed to the granules and able to rescue V-ATPase activity after silencing of the
endogenous subunit (figure S5). Therefore most of the VO should contain the recombinant
subunit and be inactivated. The fact that we observed no complete loss of neurotransmission
or catecholamine release suggests that either the photo-inactivation of VO results in a partial
loss of function or alternatively, that VO might be a modulator of the membrane fusion
machinery (Di Giovanni et al, 2010).

Amperometric recordings have shown that the inactivation of al-1 affects the exocytotic spike
frequency but also their kinetics, with a broadening of the spikes and shortening of the foot
current duration. VO inactivation therefore affects the fusion pore stability and slows down the
membrane fusion process. Hence VO could participate in the organization of the fusion pore,
possibly via VO-SNAREs interactions (Galli et al, 1996; Morel et al, 2003; Hiesinger et al,
2005; Di Giovanni et al, 2010). VO could also speed up membrane fusion by favoring lipid
mixing between the interacting membranes (Strasser et al, 2011) and the expansion of the
fusion pore. In agreement with the later hypothesis, VO contains a hexameric proteolipid ring
made of very hydrophobic subunits that are soluble in organic solvents (Israél et al, 1986) and
mutations impairing lipid mixing were identified in these subunits (Strasser et al, 2011).

The role of VO on secretory vesicle exocytosis is independent of proton transport since the
photo-inactivation of the V1 catalytic A subunit or the blockade of proton transport by
bafilomycin Al did not affect exocytosis itself but only led to a delayed decrease of the
granule catecholamine content resulting from the progressive dissipation of the granular pH
gradient (see figure 3) and catecholamine leakage into the cytosol (Camacho et al, 2006).
Nevertheless, independently of proton transport itself, the intra-granular pH might be
important for exocytosis as shown in a number of different organelle traffic events (Kuijpers
et al, 1989; Ungerman et al, 1999; Barg et al, 2001; Camacho et al, 2006; but see Cousin and

Nicholls, 1997). Using CgA-EAP release as a marker for granule exocytosis we found that
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nigericin or NH,4Cl treatments inhibited exocytosis while CgA-EAP granule content was
unaffected. This inhibition was not due to a modification of the influx of Ca”* through
voltage-dependent calcium channels and intracellular Ca** levels during depolarization (figure
5A, B), nor to an alteration of internal calcium stores (figure 5D), nor to an altered
mitochondrial ATP synthesis (figure S6). The cytosolic pH, which was not modified after
incubation with bafilomycin Al and slightly raised after NH4Cl or nigericin treatments (not
shown), remained within a physiological range that does not affect exocytosis (Thomas et al,
1993; Lindgren et al, 1997). Therefore granule exocytosis impairment after NH4Cl or
nigericin treatments appeared to be directly related to the rise in the intra-granular pH, an
efficient exocytosis requiring acidic granules. We propose that the intra-granular pH regulates
the exocytotic machinery by inducing VO conformational changes. At acidic intragranular pH,
VO would be in a “fusion-permissive” conformation that favors exocytosis. In addition,
bafilomycin Al or concanamycin A binding to VO would stabilize this “fusion-permissive”
conformation, both inhibitors sharing the same binding site on VO (Bowman et al, 2006). This
would explain why inhibiting the V-ATPase activity with bafilomycin Al or concanamycin A
dissipated the granular pH gradient without affecting exocytosis; while saliphenylhalamide A,
that binds to a different site on VO (Xie et al, 2004), affected both the granular pH and
exocytosis. This would also explain why a pre-incubation with bafilomycin Al or
concanamycin A partially protected exocytosis from the inhibition due to NH4CI or nigericin
(figure 6). At acidic pH, or after binding of bafilomycin Al, VO appeared to be in a
conformation that favors the dissociation of the catalytic V1 domain whereas, at neutral pH,
VO is in association with V1 (figure 6). Similarly, the alkalization of yeast vacuoles has
previously been shown to increase V1 association (Shao and Forgac, 2004).
Saliphenylhalamide A, in contrast to bafilomycin A1, increased the V0-V1 association (figure

6), as previously reported with its analogue salicylihalamide A (Xie et al, 2004). This strongly
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suggests that what accounts for the reduced exocytosis is a conformational state of VO after
bafilomycin Al binding, rather than the inhibition of V-ATPase activity. Mutagenesis of yeast
vacuole VO proteolipid subunits identified amino acids that are important for membrane
fusion (Strasser et al, 2011), some of them being part of the bafilomycin Al binding site
(Bowman et al, 2006). The identified mutations were also shown to modify the association of
VO with V1 (Strasser et al, 2011). Reversible dissociation of the V1 and VO V-ATPase
domains occurs in various physiological situations as a means to regulate the enzymatic
activity (Forgac, 2007; Toei et al, 2010 for reviews). Upon V-ATPase dissociation, the V1
subunit C is released and V1 (minus subunit C) is detached from V0; their reassociation to VO
IS an energy consuming process that requires the cytosolic RAVE protein complex (Smardon
and Kane, 2007). Recent structural data suggested that the insertion of subunit C within the
V1-V0O complex requires “spring loading” structural constraints (Oot et al, 2012). Inversely, a
minor structural deformation transmitted to subunit C should be sufficient to dissociate V1
(Stewart and Stock, 2012). The VO subunit a, which interacts with subunit C via its
cytoplasmic domain (Oot and Wilkens, 2012), is a good candidate to link intra-granular pH
changes and conformational changes of the proteolipid subunits to the V1-VO-subunit C
interface.

The dissociation of V1 renders VO free to interact with other proteins. This could allow the
recruitment of ARNO (cytohesin-2) and the GTPase Arf6 to the membrane by the V-ATPase,
which has been proposed as a sensing mechanism of endosomal pH (Hurtado-Lorenzo et al,
2006; Hosokawa et al, 2013). Interestingly Arf6 has been shown to modulate exocytosis in
various cellular models including chromaffin cells mainly through the production of fusogenic
lipids (Vitale et al., 2002; Aikawa and Martin, 2003; Béglé et al, 2009; Bader and Vitale,
2009). The possibility that the association/dissociation of VV0-V1 also contributes in part to the

regulation of fusogenic lipid synthesis through the ARNO-Arf6-PLD pathway remains
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however to be established. VO has also been shown to interact with SNARES. The association
of VO with the v-SNARE VAMP-2 occurs probably as a cis-complex within the same
neurosecretory vesicles (Galli et al, 1996; Morel et al, 2003; Di Giovanni et al, 2010). Since
this VO-VAMP-2 interaction persists when VAMP-2 is engaged in a SNARE complex (Morel
et al, 2003), the VO-VAMP-2 complex could remain operative during the late steps of
membrane fusion. An interaction of VO with the t-SNARE syntaxin-1 has also been reported
(Hiesinger et al, 2005). It is probably not relevant as an intra-vesicular pH sensing mechanism
since it involves either a trans-interaction between a vesicular VO and syntaxin-1 in the
presynaptic membrane, and therefore concerns a limited number of already docked synaptic
vesicles, or a cis-interaction within the presynaptic plasma membrane, unrelated to secretory
vesicles, since VO is also present within the nerve terminal plasma membrane (Morel et al,
2003). It should be stressed here that only one or two molecules of V-ATPase are present per
synaptic vesicle (Hicks and Parsons, 1992), as compared to about 30 VAMP-2 molecules
(Takamori et al, 2006). This places these one or two VO molecules in a strategic position. The
role of VO in sensing the intra-vesicular pH probably concerns a priming step that confers to
secretory granules the competence for release, before the formation of trans-SNARE
complexes (Ungerman et al, 1999; Barg et al, 2001). The role of VO in controlling fusion pore
stability and membrane lipid mixing, based on yeast vacuole fusion experiments, should occur
after trans-SNARE pairing (Peters et al, 2001; Strasser et al, 2011).

Estimates of the amount of transmitter released by single exocytotic events and of the size of
vesicles suggest that, in accordance with the quantal hypothesis, fully loaded vesicles are
released in preference to partially filled ones (Albillos et al, 1997; Bruns et al, 2000; Tabares
et al, 2001). Since in many synapses post-synaptic receptors are not saturated by the released
neurotransmitter, the control of the neurotransmitter content of synaptic vesicles is critical for

neuronal function (Edwards, 2007). As discussed earlier (Edwards, 2007), synaptic vesicle
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exocytosis does not appear to be influenced by the inhibition of vesicular neurotransmitter
transporters, and therefore by the vesicular neurotransmitter concentration. Sensing the
loading status of synaptic vesicles might therefore rely on V-ATPase conformational changes
in response to variations of the intra-vesicular pH. The VO domain might be of decisive
importance in signaling to the exocytotic machinery if a synaptic vesicle is undergoing
neurotransmitter reloading (i.e. consuming its pH gradient) or if it is fully loaded (i.e. acidic)

and ready to be released into the synaptic cleft (Morel, 2003).
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Materials and methods

Reagents

The following reagents were obtained from Sigma: bafilomycin Al, concanamycin A,
oligomycin A, valinomycin, thapsigargin, ionophore A23187, BAL (2,3-dimercapto-1-
propanol), proteases inhibitor cocktail (P8340). Nigericin was from Tocris.
Saliphenylhalamide was a generous gift of Dr De Brabander (Texas University, USA).
FIASH-EDT, was purchased from Invitrogen or had been synthesized for us by Orga-Link
according to Adams and Tsien (2008). Antibodies to rat VO c-subunit were a generous gift of
Pr S. Okhuma (Kanazawa, Japan). Affinity-purified antibodies to the V1 A and VO al
subunits were prepared in the lab as described (Morel et al, 2003; Poéa-Guyon et al, 2006).
Anti-Flag and anti-embryonic alkaline phosphatase (EAP) antibodies were from Sigma and
Millipore, respectively. Dithiobis-succinimidyl propionate (DSP) was obtained from Pierce.
Fura2-AM and BCECF-AM were from Invitrogen and Molecular Probes, respectively.
Plasmids

The following plasmids were used to direct the expression of recombinant proteins. All
inserted coding sequences and the junctions with the vectors were verified by sequencing.
Plasmids p104, p165 and p166 contain the coding sequences for Flag-TC-al-I, al-1-TC-Flag
and Flag-TC-A (respectively) inserted in the pIRES-hr-GFP 1a bi-cistronic expression vector
(Stratagene) and direct the co-expression of the recombinant proteins and of EGFP. In all
cases the sequence encoding the TC tag (peptide FLNCCPGCCMEP containing the
tetracysteine motif; Martin et al, 2005) was inserted by restriction between the Flag tag and
the subunit sequence. Plasmid pcDNA6-CgA-EAP, obtained from Dr L. Taupenot (Taupenot
et al, 2005), was used to generate PC12 cell clones that stably express CgA-EAP. Plasmid p95
contains the Flag-TC-al-l coding sequence inserted in the p3xFlag-CMV26 vector (Sigma)

that confers resistance to the antibiotic G418.
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Photo-inactivation of the V0 al-1 subunit and synaptic transmission.

Primary cultures of rat hippocampal neurons or mouse cortical neurons were performed
essentially as described previously (Goslin et al, 1998; Poéa-Guyon et al, 2006). Neurons
were transfected at 7 days in vitro with the indicated plasmids using Lipofectamine 2000
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. They were used 7 to 12 days after
transfection. Coverslips containing transfected and untransfected neurons were transferred to
a recording chamber and continuously perfused with a bubbled (95%02/5%C02) ACSF
containing (in mM): 126 NaCl, 26 NaHCO3, 10 Glucose, 2 CaCl,, 1.5 KClI, 1.5 MgSO, and
1.25 KH,PO,4 (pH 7.5, 310-320 mOsm, at 37°C). Stable whole-cell pair recordings were
obtained under video-enhanced DIC using an upright microscope (Zeiss Axioscop 2 FS+).
Patch pipettes (of 5-7 MQ resistance) contained the following intracellular solution (in mM):
140 K-gluconate, 10 HEPES, 4 ATP, 2 MgCl,, 0.4 GTP and 0.5 EGTA (pH 7.3 adjusted with
KOH, 280-290 mOsm). A single action potential was elicited in transfected neurons
expressing GFP (by a brief depolarizing step under current-clamp) in order to generate a
postsynaptic response in a neighboring un-transfected neuron (recorded under voltage-clamp).
Synaptically-connected neurons were exposed to 1 uM FIAsSH-EDT, (diluted in 02/C02-
saturated aCSF) for 10 min. Then neurons were perfused with 1 mM BAL. Finally, whole-
field illumination was achieved through the microscope 40x objective for 1 min to allow the
photoinactivation of the TC-tagged v-ATPase subunits (light was delivered by a 120 W xenon
lamp, X-Cite 120Q from Exfo via an optical fiber). Pre-synaptic action potentials and post-
synaptic currents were continuously monitored, before and after the photo-inactivating flash.
Post-synaptic responses were expressed as a percent of the mean amplitude of post-synaptic
currents recorded during the 5 min preceding the flash. Only neuronal pairs showing stable
baseline prior to flash and changes in resting membrane potential inferior to 25% were kept

for analysis.
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Photo-inactivation of VO al-1 and V1 A subunits and catecholamine release.

Freshly dissected primary bovine chromaffin cells were cultured in DMEM in the presence of
10 % fetal calf serum, 10 uM cytosine arabinoside, 10 pM fluorodeoxyuridine and antibiotics
as described previously (Vitale et al., 1993). Bicistronic plasmids expressing v-ATPase
subunits and GFP were introduced into chromaffin cells (5 x 10° cells) by Amaxa
Nucleofactor systems (Lonza) according to manufacturer’s instructions. 48h/72h after
transfection, cells were exposed to 1 puM FIASH-EDT, in Locke’s buffer for 10 min and
subsequently incubated with 1 mM BAL for 10 min. Locke’s buffer is composed of 140 mM
NaCl, 4.7 mM KCI, 2.5 mM CaClz, 1.2 mM MgSO4, 15 mM HEPES and 11 mM glucose, pH
7.4). Medium was replaced with Locke’s buffer before a 1 min illumination through the
microscope set-up using a BLCC-2 high power LED (Prizmatix). Catecholamine secretion
was evoked by applying K* (100 mM) in Locke’s solution without ascorbic acid for 10 s to
single cells by mean of a glass micropipette positioned at a distance of 30-50 um from the
cell. Electrochemical measurements of catecholamine secretion were performed using 5 pm
diameter carbon-fiber electrodes (ALA Scientific) held at a potential of +650 mV compared
with the reference electrode (Ag/AgCl) and approached closely to the transfected cells
essentially as described previously (Chasserot-Golaz et al., 2005). Amperometric recordings
were performed with an AMU130 (Radiometer Analytical) amplifier, sampled at 5 kHz, and
digitally low-pass filtered at 1 kHz. Analysis of amperometric recordings was done with a
macro (obtained from Dr. R. Borges laboratory; http://webpages.ull.es/users/rborges/) written
for Igor software (Wavemetrics), allowing automatic spike detection and extraction of spike
parameters. The number of amperometric spikes was counted as the total number of spikes

with an amplitude > 5 pA.
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Generation of PC12 cell lines and CgA-EAP exocytosis measurements.

PC12 cells were transfected with the plasmid pcDNAG6-CgA-EAP 48 h before selection for
blasticidin S resistance (essentially as in Taupenot et al, 2005). PC12 cells were cultivated in
high glucose DMEM containing L-glutamine (Invitrogen) with 10% horse serum (Sigma), 5%
fetal bovine serum (Biowest), penicillin and streptomycin (Invitrogen). Cells, seeded on rat
tail collagen type | (Jacques Boy Institute) coated plastic dishes (10pg/cm?), were transfected
with the plasmid pcDNAG-CgA-EAP (Lipofectamine 2000, Invitrogen). Blasticidin S-
resistant PC12 colonies were selected with cloning rings and further grown in 24-well
collagen-coated culture plates, in the continuous presence of 10 pg/ml blasticidin S. Clones
were screened for regulated CgA-EAP release by chemiluminescence. The 2B2 cell line was
selected and used throughout this work. It was also transfected with plasmid p95 that confers
resistance to Geneticin G418 (0.5 mg/ml) to generate the 2B2-95 cell line that stably express
CgA-EAP together with the Flag-TC-al-1 VO subunit. Detection of EAP activity release from
CgA-EAP expressing PC12 cells was achieved by chemiluminescence using the Phospha-
light assay (Roche, Applied Biosystems), according to manufacturer’s instructions, in a
Berthold Mithras microplate luminometer. Briefly, cells were grown in collagen-coated 24-
well culture plates for 48 hours to 60-90 % confluency. They were incubated at 37°C in 300
pl/well of the physiological medium M (128 mM NaCl, 5 mM KCI, 1mM MqgCl,, 1g/l
glucose, 10 mM HEPES, 10 mM NaHCO3, 2 mM NaH,PO,, pH 7.35) with or without drugs
as indicated. Basal release was measured at 37°C in 150 pl/well of medium M after a 5 or 15
min incubation. Evoked release was measured after a 5 or 15 min incubation at 37°C in the
stimulation medium S (63 mM NaCl, 70 mM KCI, 2 mM CaCl,, 1ImM MgCl,, 1g/l glucose,
10 mM HEPES, 10 mM NaHCOg3, 2 mM NaH,PQO,, pH 7.35). In these conditions, 2B2 and
2B2-95 cells displayed a 10-fold increase in CQA-EAP release after cell depolarization. CgA-

EAP release (measured in triplicate) was expressed as a percentage of total EAP activity
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within the cells before stimulation. Total cellular EAP activity is the sum of the released EAP
activity plus the activity remaining in the cells (measured after 0.2 % Triton X100 addition). It
was not affected by the various pharmacological treatments used in this work.

Fluorescence life-time imaging (FLIM) of intra-granular pH.

ECFP was amplified by high fidelity PCR from the pECFP-N1 vector (Clontech) with a
forward primer designed to introduce a Kpn I restriction site just before the initial ATG and a
reverse primer introducing the Not | restriction site just downstream from the TAA stop
codon. The amplified ECFP sequence was inserted into the pcDNA6-CgA-EAP vector (see
above) in place of the EAP coding sequence using the Kpn I/Not | restriction sites. 2B2 or
2B2-95 PC12 cells, cultured on poly-L-ornithine coated glass slides, were transfected with the
CgA-ECFP encoding vector using lipofectamine 2000 (10ug DNA/25 ul lipofectamine 2000,
Invitrogen), and experiments were performed 48 h post-transfection. PC12 cells were
incubated at 36 + 2°C in the physiological medium M with or without 5 M nigericin, NH,CI
(5, 10 or 20 mM in place of equivalent amounts of NaCl), or 0.4 uM of V-ATPase inhibitors
(bafilomycin Al, concanamycin A or saliphenylhalamide A). For pH calibration, cells were
incubated in buffers containing 15 mM MES, 15 mM HEPES, 140 mM KCI and 10 pM
nigericin at pH ranging from 5 to 7.5. Time-resolved laser scanning TCSPC microscopy was
performed on a home-made setup based on a TE2000 microscope equipped with a x60,
1.2NA water immersion objective and a fiber coupled C1 scanning head (Nikon) already
described in detail elsewhere (Erard et al 2013). The FLIM setup allows real-time monitoring
of ECFP lifetime variations, and provides highly reproducible results (Poéa-Guyon et al,
2013).

Fura-2 imaging.

Cells plated on poly-ornithine coated coverslips were loaded with 5 uM Fura2-AM in HBSS

for 30 min (37°C) and rinsed for 10 min with fresh culture medium (DMEM containing 10%
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fetal bovine serum). Coverslips were mounted in a perfusion chamber in medium M (see
above) prior to imaging with a videomicroscope (Leica DMI 6000) fitted with a high-speed
filter changer (Lambda DG4; Sutter Instruments, Novato, CA) to rapidly change excitation
between 340 and 380 nm, and fluorescence emission was collected at 510 nm by a bandpass
filter. Acquisition of fluorescence and image analysis were performed using a digital imaging
system (Simple PCI, Hamamatsu). The fluorescence ratio for 340 and 380 nm excitation
(R340/380) was measured at 2s intervals during perfusion with medium M, alone or with 5
MM nigericin, 0.4 uM bafilomycin Al or 20 mM NH,CI and after switching to the stimulation
medium S (with or without the drugs) for 5 min.

BCECF imaging.

Intracellular pH of PC12 cells was determined using BCECF according to the manufacturer’s
instructions (Invitrogen). Briefly, plated cells were incubated for 1 hour (at RT) in HBSS
containing 2 uM BCECF-AM and rinsed for 1 hour with fresh culture medium (at 37°C).
Coverslips were mounted in the perfusion chamber as described for Fura-2 imaging in the
videomicroscope (excitation filters: 440AF21 for 440nm and 490DF20 for 490nm, and an
emission filter 535DF25). The fluorescence ratio for 490 and 440 nm excitation (R4g0/440) Was
measured at 20s intervals. For cytosolic pH calibration, cells were perfused with 10 pM
nigericin containing buffers (see FLIM), and Rsg0440 Was determined at five different pH
values (between 6.8 and 7.6).

Association of the V1 A-subunit to secretory granules.

The 2B2-95 PC12 cells were grown in 75 cm? collagen-coated culture flasks to about 70-90 %
confluency. They were washed with 10 ml of medium M (see above) and incubated with the
indicated drugs in medium M for 15 min at 37°C. V1-VO0 cross-linking (Morel et al, 1998)
was then performed at 20-22°C for 30 min in the presence of the various drugs in medium M

that also contained DSP (1 mM, from a freshly prepared 0.6 M solution in DMSO). Un-
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reacted DSP was then quenched by the addition in the culture flasks of 0.5 ml 0.5 M Tris
buffer pH 7.5 (25 mM final concentration) for 15 min at 20-22°C. Cells were then harvested
by scraping the flasks and pelleting the cells (800 gmax for 10 minutes). Cells were
resuspended in 2 ml (for cells from a 75 cm? flask) of the fractionation medium F (300 mM
sucrose, 1 mM EGTA, 10 mM Tris buffer, final pH 7.4) supplemented with a mix of protease
inhibitors (Sigma). They were disrupted in a cell homogenizer (16 pm clearance bead,
Isobiotec). The lysate was centrifuged (800 gmax for 10 min). The supernatant was layered on
top of a semi-continuous sucrose gradient made of 4 layers that were allowed to diffuse (1.5
ml of 1.4, 1.2 and 1.0 M sucrose and 3 ml of 0.8 M sucrose, in 1 mM EGTA, 10 mM Tris
buffer, final pH 7.4). After centrifugation (40 000 rpm for 120 min in the Beckman SW41
rotor), 0.5 ml fractions were collected and tested for CgA-EAP activity by
chemiluminescence and sucrose concentration by refractometry. The granule-containing
fractions, identified as a peak of EAP activity at about 1.2 M sucrose, were pooled, diluted in
medium F and granules were pelleted (45 000 rpm for 60 min, TI150 Beckman rotor). Granule-
containing pellets were resuspended in the SDS-lysis buffer (containing 5% 2-
mercaptoethanol) and heated at 95°C for 5 min. Proteins were separated by electrophoresis in
5-15% acrylamide gradient gels, electro-blotted onto nitrocellulose and blots were probed
with anti-A, anti-c or anti-Flag antibodies. Immuno-reactive bands were visualized after
secondary peroxidase-conjugated antibody binding by chemiluminescence (Supersignal West
pico or dura, Pierce). Band luminescence was captured in a GeneGnome imager and
quantified using the Genesnap software (Syngene Bio Imaging, Ozyme).

Immunostaining.

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde and labeled with a rabbit polyclonal anti-Flag

antibody (Sigma) and FITC-labeled goat anti-rabbit antibody (Molecular Probes) or a mouse
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monoclonal anti-EAP antibody (Millipore) and Alexa568-labelled goat anti-mouse antibody
(Molecular Probes).

Statistical analysis: Data are presented as mean values + standard error of the mean (SEM).
Statistical comparisons (Student t test) were performed with the Graph Pad Prism 4 software.
Significant differences were marked * (p<0.05), ** (p<0.01) and *** (p<0.001).
Supplemental material contains 5 figures and 1 table illustrating the granular targeting of
recombinant proteins, the effect on synaptic transmission of the photo-inactivation of the VO
al-l subunit carrying a C-terminal TC-tag, the lack of effects on catecholamine release of the
CALI procedure or expression of recombinant proteins, the effect on catecholamine release of
the silencing of endogenous al subunit and its rescue by co-expression of the recombinant rat
al-l subunit, and a control experiment illustrating the effect of F1IFO-ATPase inhibition on

CgA-EAP exocytosis.
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Figure 1: Photo-inactivation of the al-1 subunit of VO impairs synaptic transmission. A)
Representation of the VO al-1 subunit with the Flag (blue) and TC tags in N- or C-terminal
position. B) Micrograph illustrating the experimental configuration with a patch clamped
presynaptic GFP-expressing neuron (stimulated neuron, colorized in green) and a connected
un-transfected neuron (voltage-clamped to measure the post-synaptic response). C) Evolution
of the post-synaptic current amplitude in response to presynaptic action potentials (stimulation
every 30 seconds) of rat hippocampal neurons expressing GFP alone (open circles) or GFP +
V0O TC-tagged al-1 subunit (filled circles). Current amplitudes were expressed in percent of
their mean amplitude before the photo-inactivating flash. Neurons were successively
incubated with 1 uM FIAsH-EDT, for 10 min and 1 mM BAL without modification of the
post-synaptic responses. Photo-inactivation was carried for 1 min (grey area). Typical
presynaptic action potentials (PRE) and post-synaptic responses (POST) either before (1) or
after (2) the flash are shown. D) Averaged effects of VO al-I subunit photo-inactivation on
synaptic transmission. Pooled results include 6 neuronal pairs, either GABAergic or

glutamatergic (paired Student’s t-test).
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Figure 2: Photo-inactivation of the VO al-l or V1 A subunits impairs chromaffin cell
catecholamine release in different ways. Chromaffin cells co-expressing either the VO al-1 or
the V1 A subunits bearing a Flag-TC tag and GFP were successively incubated with the
FIASH-EDT, probe that specifically binds to the TC motif, and 1 mM BAL. Photo-
inactivation was obtained by a 1 min illumination. Catecholamine release was evoked by a 10
second application of 100 mM KCI onto the recorded cell and measured by carbon fiber
amperometry. Control release was measured from un-transfected cells in the same culture
dish or from cells that express GFP alone (both submitted to the FIASH-EDT, and BAL
treatments and the flash of light). For comparison, catecholamine release from un-transfected
cells that were only treated by 0.4 uM bafilomycin Al was measured in parallel. A) Typical
amperometric recordings from a control cell (control); a cell expressing the VO recombinant
al-l subunit, 5 min after the photo-inactivating flash (Flag-TC-al-I 5°); cells expressing the
V1 recombinant A subunit, 5 or 30 min after the flash (Flag-TC-A 5’ and 30°, respectively)
and un-transfected cells after 5 or 30 min of bafilomycin A1 application (bafilomycin 5’ and
30° respectively). B) Number of amperometric spikes detected per cell in the various
conditions (mean + SD from 25 to 55 cells). Control cells, 5 or 30 min after the flash (control
5’ and 30’, respectively); cells expressing the VO al-I subunit with the Flag-TC tag in N- or
C-terminal position, 5 minutes after the flash (TC-al-1 and al-I-TC); cells expressing the V1
Flag-TC-A subunit, 5 and 30 min post-flash (TC-A 5° and TC-A 30’, respectively); cells
bafilomycin Al-treated for 5 or 30 min (bafilo 5’ and 30’). C) Scheme showing the different
parameters of the amperometric response that were measured. A foot current was detected for
about 20 to 30 % of amperometric spikes, regardless the conditions tested. D) Main
characteristics of amperometric spikes in the different conditions tested (as in B). E)

Characteristics of foot currents in the different conditions tested (as in B).
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Figure 3: Manipulation of intra-granular pH in PC12 cells. PC12 cells expressing
chromogranin A fused with the enhanced cyan fluorescent protein (CgA-ECFP) were used to
measure intra-granular pH using fluorescence lifetime imaging (FLIM). A) Calibration curve
of fluorescence lifetimes of CgA-ECFP in function of intra-granular pH. PC12 cells were
incubated in calibration solutions that contain 10 uM nigericin and 140 mM KCI buffered at
the indicated pH. B) Schemes illustrating how nigericin (N), NH4CI or v-ATPase inhibitors
affect intra-granular pH. C) Intra-granular pH plateau values measured in various conditions.
In resting conditions (ctrl) pH was 5.51 + 0.04 (n=92 cells). After treatment with 5 pM
nigericin (nig), granular pH was 7.15 + 0.06 (n=30). Increasing concentrations of NH4Cl led
to increasing granular pH, 6.31 + 0.03 (n=23) at 5 mM, 6.58 + 0.04 (n=37) at 10 mM, 6.78 +
0.04 (n=46) at 20 mM, an effect that was reversible after washing out NH,CI (w), pH 5.92 +
0.05 (n=20). The v-ATPase inhibitors bafilomycin Al (B) and saliphenylhalamide A (S) at
0.4 UM raised the pH to 6.80 + 0.05 (n=13) and 6.21 + 0.06 (n=19), respectively. D) Time-
course of granular pH variations following NH,CI, bafilomycin Al or nigericin addition

(arrow).
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Figure 4: Treatments that dissipate the granular pH gradient affect exocytotic release of
CgA-EAP from PC12 cells. A) PC12 cells stably expressing chromogranin fused with
embryonic alkaline phosphatase (CgA-EAP) were used to estimate exocytosis of secretory
granules induced by KCI depolarization (ctrl). Pre-incubation with 20 mM NH,4CI for 15 min
decreased CgA-EAP release by 52 % (NH4) and this was reversed by NH,CI washout (w).
Washing carried out in the presence of concanamycin A (w+C) led to partial reversion. B)
Dose-dependence of the effect of NH4Cl on CgA-EAP release. Release was 64.2 + 3.1
(n=10), 55.2 + 2.5 (n= 13) and 44.4 + 2.2 % (n=19) of control release at 5, 10 and 20 mM
NH,4CI, respectively. C) A 15 min pre-incubation with 5 uM nigericin (nig) markedly reduced
CgA-EAP release: 24.4 + 1.2 % (n=19) of control release. This effect was not reversed after
removal of nigericin (w), 20.8 + 1.5 % (n=11), unless the K" ionophore valinomycin (5 pM)
was present (w+V), a partial reversion that was inhibited by 0.4 uM concanamycin A
(w+VC). D) Effects of 0.4 uM v-ATPase inhibitors. Concanamycin A (C) or bafilomycin Al
(B) did not affect CQA-EAP release, 99.8 + 2.5 (n=25) and 101.1 + 3.1 % (n=21) of control
release, respectively. Saliphenylhalamide A slightly but significantly depressed CgA-EAP
release: 78.5 + 6.5 % (n=12) of control release. E) Correlation of CJA-EAP release and intra-
granular pH in the presence of vehicle (1); reversion of 20 mM NH,CI (2); 5, 10 and 20 mM

NH.CI (3, 4, 5, respectively); nigericin (6); bafilomycin Al (B) and saliphenylhalamide A (S).
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Figure 5: Incubation with nigericin or 20 mM NH4CI does not affect exocytosis by impacting
Ca®" influx or calcium internal stores. A) PC12 cells loaded with Fura-2 were used to
estimate variations of the cytosolic Ca®* concentration. The basal Ca** concentration in the
cytosol was not affected by the presence 20 mM NH4CI. Nigericin (5 pM) elicited a
progressive increase of cytosolic Ca®* (probably from internal stores since no external Ca®*
was present). K* depolarization in the presence of 2 mM external calcium induced a marked
increase of the cytosolic Ca®* concentration, that was not much affected by nigericin or
NH4CI. Curves are means from 31 to 39 cells. B) Quantification of the Fura-2 signals
resulting from a 5 min long K depolarization, without (ctrl) or in the presence of 5 pM
nigericin (nig) or 20 mM NH.CI (NH4). Mean + SEM from 31 (nig), 37 (NH4) and 39 (ctrl)
cells from 3 to 4 different cell cultures. C) NH,4CI (10 and 20 mM) similarly reduced CgA-
EAP release induced by KCI depolarization or by the calcium ionophore A23187 (A23187) in
the presence of 2 mM external calcium. D) PC12 cells expressing CgA-EAP were pre-
incubated 15 min with 10 uM thapsigargin (Thapsi) or with 10 uM calcium ionophore
A23187 (A23187) in the absence of external calcium before triggering CgA-EAP release by

KCI. Data were obtained from 4 (A23187) or 3 (Thapsi) different cell cultures.
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Figure 6: v-ATPase association acts as a sensor of intra-granular pH. A) CgA-EAP release
after a 20 mM NH,4CI incubation (45.9 + 1.8 % of control release, n=31) was rescued by pre-
incubation with 0.4 uM bafilomycin Al (B, 73.1 + 3.2 %, n=15) or concanamycin A (C, 66.9
+ 3.2 %, n=16). Protection by 0.4 uM saliphenylhalamide A was less effective (S, 57.6 + 4.0
%, n=10). B) CgA-EAP release after 5 pM nigericin incubation (22.5 + 1.2 % of control
release, n=29) was rescued by pre-incubation with 0.4 uM bafilomycin Al (B, 57.5 + 4.1 %,
n=9) or concanamycin A (C, 49.5 + 2.6 %, n=19). Saliphenylhalamide A was less effective
(S, 35.9 + 4.7 %, n=8). C) PC12 cells stably expressing CgA-EAP and Flag-TC-al-1 VO
subunit were incubated with 5 pM nigericin (N), 0.4uM bafilomycin Al (B) or without
treatment (O) for 15 min at 37°C. Cells were incubated with DSP to cross-link the V1-VO
domains prior to cell lysis and chromaffin granules isolation. The amount of V1 subunit A
associated to granules (A) was estimated on western blots, normalized at equivalent amounts
of the endogenous VO ¢ subunit (c) or Flag al-I (not shown). Band intensities were quantified
by comparison with increasing amounts of pooled granule fractions (2, 5, 10). D) Cells were
pre-incubated for 30 min with 0.4 puM bafilomycin Al before nigericin treatment (BN) or in
physiological medium and then treated with 5 puM nigericin (N and BN) or bafilomycin Al
(B) and treated as in C). E) Cells treated with 0.4 uM saliphenylhalamide A (S) and as
described for D). F and G) Quantification of the amount of V1 subunit A bound to chromaffin
granules, normalized at constant VO endogenous c-subunit (F) or VO Flag-al-1 subunit (G),

expressed in % of bafilomycin Al treated samples (from 3 to 5 different experiments).
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Abstract Coffin-Lowry syndrome (CLS) is a syndromic
form of X-linked mental retardation, characterized in male
patients by psychomotor and growth retardation and various
skeletal anomalies. CLS is caused by mutations in the
RPS6KA3 gene, which encodes RSK2, a growth factor-
regulated protein kinase. Cognitive deficiencies in CLS
patients are prominent, but markedly variable in severity,
even between siblings. However, the vast majority of
patients are severely affected, with mental retardation
ranging from moderate to profound. We used a RSK2-KO
mouse model that shows no obvious brain abnormalities at
the anatomical and histological levels to study the function
of RSK2 in neurosecretion. Behavioral studies revealed
normal motor coordination, but a profound retardation in
spatial learning and a deficit in long-term spatial memory,
providing evidence that RSK2 plays similar roles in mental
functioning both in mice and human. We found that asso-
ciative LTP at cortical inputs to the lateral amygdala was
blocked in Rsk2 KO mice. Using an RNA interference res-
cue strategy in PC12 cells, we were able to demonstrate that
RSK2 regulates catecholamine release through the phos-
phorylation of PLD. These results provide the first molecular
evidence that RSK2 could regulate neurotransmitter release
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by activating PLD production of lipids required for
eXoCytosis.
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Introduction

Coffin-Lowry syndrome (CLS, MIM#303600) is a rare
syndromic form of mental retardation that shows X-linked
inheritance. Major features of CLS are growth and psy-
chomotor retardation, characteristic facial and digital
abnormalities, and progressive skeletal alterations
(reviewed by Stephenson et al. 2005). Using a positional
cloning approach, CLS has been shown to be caused by
heterogeneous loss-of-function mutations in the ARSK2
(90-kDa ribosomal S6 kinase) gene (RPS6KA3) that maps
to Xp22.2 (Trivier et al. 1996). The diagnosis of CLS is
established in males with moderate to severe develop-
mental delay, characteristic craniofacial, and hand alter-
ation. Although difficult to estimate because of the
heterogeneity of symptoms, the actual prevalence of CLS
has been proposed to range from 1:50,000 to 1:100,000.
RSK2 is a growth factor-regulated serine-threonine
protein kinase of 740 amino acids (90 kDa) that acts at the
distal end of the Ras-Mitogen-Activated Protein Kinase
(MAPK) signaling pathway. In humans, RSK2 belongs to a
family that includes four members, RSK1-4 (known also as
p90rsk or MAPKAP-K1 family), which share a highly
conserved structure and are encoded by four different
genes. RSK orthologs have been identified in mouse, rat,
chicken, Xenopus laevis, and Drosophila (Hauge and
Frodin 2006). The various RSK proteins are all widely
expressed in mammals and many cell types express several
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members. In both embryonic and adult brains of humans
and mice, the highest levels of RSK2 expression are
observed in regions with high synaptic activity, including
the neocortex, the hippocampus, the cerebellar, and Pur-
kinje cells, which are essential components in cognitive
functions and learning (Zeniou et al. 2002). In addition, the
CLS symptoms may be linked to developmental disorders
and altered hormonal release and/or neurosecretion.

RSK proteins are composed of an N-terminal kinase
domain that belongs to the AGC kinase family and a
C-terminal kinase domain that belongs to the CamK
family. A 100-amino-acid linker region containing a PDK
docking site connects these two kinase domains. RSK
proteins are directly phosphorylated and activated by
ERK1/2 in response to growth factors, many polypeptide
hormones and neurotransmitters. A docking site for ERK1/
2 is located at the C-terminal end of RSK. The N-terminal
kinase domain phosphorylates downstream targets and is
activated through a sequential phosphorylation cascade
involving PDK1, the C-terminal kinase domain of RSK and
ERK1/2 (Hauge and Frodin 2006).

In the cytosol, RSK proteins have been shown to
phosphorylate many substrates including GSK3, L1CAM,
the Ras GEF-Sos, IkB, the p34cdc2-inhibitory kinase
Mytl, the translation factors eEF2, eIlF4B, and the pro-
apoptotic protein BAD (reviewed in Carriere et al. 2008).
Moreover, upon activation a fraction of the cytosolic RSK
molecules translocates to the nucleus where it is thought to
regulate gene expression through phosphorylation of tran-
scription factors such as CREB 1, ERa, Nurr 77, and SRF,
as well as histones (Hauge and Frodin 2006). Compelling
evidence suggests that RSKs play an important role in cell
cycle progression, differentiation, and cell survival, but the
respective contributions of each RSK family member to the
in vivo activation of most of these substrates are currently
not well defined. To further investigate the implication of
RSK2 in cognitive functions, a mouse invalidated for the
expression of the Rsk2 gene has been generated as an
animal model for CLS (Poirier et al. 2007). These mice
display skeletal abnormalities with delay in bone formation
and reduced body mass (15-20%). Although no obvious
brain abnormalities at the anatomical and histological
levels were observed, significant cognitive deficits such as
alteration of spatial learning and long-term memory was
observed, indicate that RSK2 may have similar roles in
brain function both in mice and humans (Poirier et al.
2007). A comprehensive picture of the role of RSK2 at
synapses has to integrate reported interactions of RSK2
with synaptic partners, which are yet present in both syn-
aptic compartments (Humeau et al. 2009). For example,
RSK2 is likely to participate and possibly modulate a post-
synaptic complex containing NMDARs (Poteet-Smith et al.
1999). In addition, following activation of ERK signaling,

@ Springer

RSK2 phosphorylates post-synaptic PDZ-containing pro-
teins such as Shankl and 3 (Thomas et al. 2005). This
kinase activity may be essential for the establishment of
long-term post-synaptic plasticity as overexpression of
kinase-dead RSK2 in primary cortical neurons leads to a
decrease in AMPAR-mediated miniature excitatory post-
synaptic current frequency (mEPSC; Thomas et al. 2005).
This suggests a role for post-synaptic RSK2 in the main-
tenance and/or consolidation of excitatory synapses. In this
report, we will review the latest data indicating that RSK2
may also participate in the learning process by regulating
synaptic transmission at the presynaptic level and that
RSK2 is a specific modulator of phospholipase D (PLD)
activity in calcium-regulated exocytosis.

RSK2 Regulates Presynaptic Function at Cortical
Excitatory Projections to the Lateral Amygdala

RSK?2 is prominent in brain regions involved in learning
and memory such as the hippocampus and the cortex
(Zeniou et al. 2002). This is in good accordance with the
reported deficits in learning and memory in mice invali-
dated for Rsk2 (Poirier et al. 2007). Even if not yet formally
confirmed using immuno-cytochemistry experiments, in
situ hybridization has shown that there is little RSK2
expression in other brain structures such as the lateral
amygdala (LA) (Zeniou et al. 2002). Hence, we investi-
gated the role of RSK2 at Cortico-LA excitatory projec-
tions as a model to study the presynaptic function of RSK2.
The physiology at these synapses was examined using
LA-containing acute slices of mouse brain (Humeau et al.
2003, 2005; Fourcaudot et al. 2008). As a genetic model,
we used transgenic mice bearing null mutations in the rsk2
gene (Poirier et al. 2007) maintained in a C57Bl16 back-
ground. We then systematically compared several synaptic
parameters in homogenous groups of Rsk2™ and Rsk2™
littermates. By focusing on LA synapses in these experi-
mental models, we believe that the post-synaptic impact of
RSK2 deletion has been limited due to the modest
expression of RSK2 in the LA (Zeniou et al. 2002),
enabling us to reveal the role of RSK2 at a pre-synapse in
which it is highly expressed in normal conditions.

First, we examined spontaneous excitatory transmission
received by LA principal cells using a classical whole cell
patch-clamp technique (Humeau et al. 2003, 2005) in the
presence of GABA, receptor blockers. In control condi-
tions, we observed a consistent decrease of both the
amplitude and frequency of spontaneous EPSCs in Rsk2 ™
mice as compared to their ™ littermates (manuscript in
preparation). Since the average amplitude reflects multi-
site release synchronized by an incoming action potential,
we also recorded miniature EPSCs in presence of 10 uM
Tetrodotoxin (TTX) to avoid multi-quantal events
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(Humeau et al. 2007). Under these conditions, while the
frequency of mEPSCs was lower, the mean amplitude and
amplitude distribution of miniature events were unaffected
by RSK2 depletion (manuscript in preparation). These
results resemble previous observations of primary cell
cultures when the phosphorylation activity of post-synaptic
RSK2 was abolished (Thomas et al. 2005). Thus, although
this effect on spontaneous transmission clearly argues for
the implication of RSK2 in neurotransmission it is not
possible at this stage to discriminate between a pre- or post-
synaptic effect of RSK2.

Next, using an external electrode to stimulate within the
external capsule (Humeau et al. 2003, 2005), action
potentials were evoked at incoming cortical inputs while
recording LA principal cells (Fig. la). We first applied
stimulations of increasing intensity and duration in order to
reconstruct the so-called input/output curves which allow
examination of global synaptic transmission between the
two brain structures. In Rsk2 ™ mice, we observed a ~40%
reduction in the EPSC size at each stimulation intensity,
corroborating a reduction in the number of functional
excitatory synapses in LA principal cells suggested by

A

Stimulation oasoses0000c ' Recording

/

o/ f, 2d

/i / \{
V1748

AT /\ Lateral

/  Amygdala (LA)

&/

B -
100 —
1] %%k
o
S
w50 =
[¥)
@
o
w —
8
PP
v \ﬂ'

@\'l_ &

Fig. 1 Cortico-LA LTP maintenance is affected in Rsk2™ mice.
a Scheme of the experimental preparation, b EPSCs were recorded
before and after LTP induction. LTP was induced using a single train
of 80 stimuli at 10 Hz paired with sustained postsynaptic depolar-
ization to 430 mV (Gambino et al. 2010). EPSC slope was
normalized to values observed in baseline conditions (n = 8 different
preparations for each genotype). Statistical analysis was performed
using the Student’s ¢ test. ** P < 0.01

spontaneous and miniature EPSC analysis (manuscript in
preparation).

The physiology at the remaining functioning synapses
was then examined by focusing on discriminative param-
eters, which allow one to distinguish between presynaptic
and postsynaptic functions of RSK2. Paired pulse ratio
(PPR) has been classically used to examine the pre-
synaptic release probability in various synaptic systems
(Humeau et al. 2001, 2003; Fourcaudot et al. 2008), and
has been correlated with behavioral learning (Tsvetkov
et al. 2002). The absence of RSK2 was not associated with
a change of PPR at Cortico-LA pre-synapses (manuscript
in preparation). Next, we examined the evolution of the
post-synaptic response to trains of high frequency stimu-
lation, which is often used to evaluate the size of the
so-called ready-releasable pool of synaptic vesicles and the
refilling rate of active release sites (Schneggenburger et al.
2002). We applied 20 Hz, 4 s-long iterative trains to Cor-
tico-LA synapses from Rsk2™" and ™ animals. In WT and
KO, the RRP size and refilling rate extracted from cumu-
lative plot of EPSC amplitudes (Schneggenburger et al.
2002) were similar, thus excluding a role for RSK2 in these
important synaptic parameters (manuscript in preparation).
Thus, the examination of the role of RSK2 at these cortical
pre-synapses excluded a significant role for this protein in
the control of release probability and vesicular cycling at
remaining synapses. Some other post-synaptic parameters
such as the respective contributions of AMPAR and
NMDAR to the postsynaptic responses at polarized and
depolarized potentials were also not affected in Rsk2
mutant mice (manuscript in preparation).

Although the above arguments suggest a pre-synaptic
origin of the deficit in synaptic efficacy in the absence of
RSK2, it remains to be firmly established that RSK2 does
not also play a contribution to postsynaptic function in this
model. An adequate methodology to address this question
will require electrophysiological recordings of pre- and
post-synaptic neuronal pairs in culture (expressing distinct
fluorescent marker for RSK2 expression or deletion).

We recently reported that Cortico-LA pre-synapses were
capable of adapting their release probability to the past
activity of the synapse (Humeau et al. 2003; Shaban et al.
2006). A combination of pharmacological and genetic
studies allowed us to decipher the underlying mechanisms
requiring activation of presynaptic PKA, Rimla, and
L-type Ca®"-channels (Fourcaudot et al. 2008, 2009). We
thus tested whether Rsk2-deficient preparations expressed
presynaptic LTP at these synapses. We applied single
pairing protocols combining presynaptic stimulations (80 at
10 Hz) with post-synaptic depolarization (430 mV during
8 s, Gambino et al. 2010). Whereas a robust ~100% LTP
was observed in Rsk2™” animals, this induction protocol
failed to trigger a significant potentiation at RSK2-deficient

@ Springer
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synapses (Fig. 1b, manuscript in preparation). Importantly,
LTP expression rather than LTP induction is likely to be
impaired in Rsk2 ™" animals as the potentiation was similar
between genotypes after 2 min, but different after 30 min
(Fig. 1b). This absence of presynaptic LTP was rather
surprising given the absence of PPR changes in RSK2
mutant mice in basal conditions, but these observations
strongly support a role for presynaptic RSK2 in the control
of key steps leading to the activity-dependent setting of
presynaptic neurotransmitter release.

RSK2 Phosphorylates PLD1 and Regulates Large
Dense-Core Vesicle Exocytosis in Neuroendocrine
Cells

To study the implication of RSK2 in synaptic function at
the molecular level, we used the well-characterized neu-
roendocrine chromaffin/PC12 cells. These cells have been
used for over 20 years as a model to study neurosecretion
(Bader et al. 2002, 2004; Rettig and Neher 2002). In these
cells, neurosecretory activity can be measured electro-
physiologically on single cells and on a transfected cell
population using the growth hormone (GH) release assay.

The implication of RSK family members on exocytosis
was tested using BI-D1870, a specific inhibitor of RSKs. A
30 min pre-incubation with BI-D1870 significantly inhib-
ited GH secretion from PC12 cells stimulated with high K™,
whereas staurosporine a PKC inhibitor had little effect
(Zeniou-Meyer et al. 2008). This result indicates that a
phosphorylation step by a member of the RSK family is
important for exocytosis. To test more directly the impli-
cation of RSK2, we examined the effect of two dominant-
negative mutants of RSK2 lacking a phosphorylation site
necessary for activation on PC12 cells exocytosis. Expres-
sion of both RSK mutants potently inhibited K*-evoked GH
secretion (Zeniou-Meyer et al. 2008). The functional
importance of RSK2 in exocytosis was then addressed
directly by RNA interference. Selective knockdown of
RSK2 did not modify basal GH release, but strongly
decreased the amount of GH secreted in response to
59 mM K% (Zeniou-Meyer et al. 2008). On the contrary, a
mutated siRNA sequence that did not affect endogenous
RSK2 levels had no effect on secretion. Furthermore,
expression of human RSK2 (insensitive to the siRNA) in
RSK2-depleted PC12 cells completely rescued K*-evoked
GH release, confirming the specificity of the silencing effect.
Altogether, these results strongly argue for an important
positive regulatory function of RSK?2 in calcium-dependent
eXocCytosis.

Phospholipase D1, a lipid modifying enzyme that has
been shown to synthesize key fusogenic lipids in neuro-
endocrine cells (Vitale et al. 2001; Zeniou-Meyer et al.
2008; Bader and Vitale 2009), and in neurons (Humeau

@ Springer

et al. 2001) presents a consensus signal sequence for RSK2.
Indeed, threonine 147 of PLD1 which can be phosphory-
lated by PKC also lies within a consensus phosphorylation
site for RSKs. Using an antibody that specifically recog-
nizes the Thr-147-phosphorylated form of PLD1, we were
able to detect a significant increase in Thr-147 phosphor-
ylation of PLD1 in cells stimulated with 59 mM K*
(Zeniou-Meyer et al. 2008). Depletion of endogenous
RSK?2 by siRNA strongly reduced the amount of Thr-147-
phosphorylated PLDI, in line with the idea that RSK2 is
the upstream kinase that phosphorylates PLD1 in stimu-
lated cells. Accordingly, a 30 min pre-incubation with the
RSK inhibitor BI-D1870, but not with the PKC inhibitor
staurosporine, inhibited Thr-147-phosphorylation of PLD1.

The relevance of PLDI1 phosphorylation to exocytosis
was tested in endogenous PLD1-depleted PC12 cells which
expressed ectopically PLD1 proteins carrying a phosphor-
ylation-deficient mutation (T147A) or a phospho-mimetic
mutation (T147D). Inhibition of endogenous PLDI
expression strongly decreased K*-stimulated PLD activity
and GH release from PC12 cells in line with a crucial role
for PLD1 in exocytosis (Zeniou-Meyer et al. 2007). This
inhibition could be completely rescued by expression of a
wild-type PLD1 protein insensitive to siRNA-mediated
degradation, whereas the Thr-147 phosphorylation-defi-
cient mutant (T147A) was not able to restore normal levels
of PLD activity and secretion. On the other hand, expres-
sion of the Thr-147 phospho-mimetic mutant T147D
completely restored PLD1 activation and GH release.
These results suggest that phosphorylation of the Thr-147
residue of PLD is required for both secretagogue-evoked
PLDI1 activation at the plasma membrane and the func-
tioning of the exocytotic machinery (Zeniou-Meyer et al.
2008).

To further probe the idea that PLD1 phosphorylation by
RSK?2 regulates its enzymatic activity, we examined whe-
ther the reduction of endogenous RSK2 affected PLDI1
activation in PC12 cells stimulated with a secretagogue.
Reduction of endogenous RSK2 levels by siRNA resulted in
a strong inhibition of K*-induced PLD stimulation com-
pared to control cells (Zeniou-Meyer et al. 2008). This
inhibition could be completely rescued by expression of the
siRNA-insensitive human RSK2. Interestingly, in RSK2
siRNA treated cells, the PLD1 phosphomimetic mutant was
activated in stimulated cells and fully restored secretion
despite the low levels of endogenous RSK2 (Zeniou-Meyer
et al. 2008). These results support a sequence of events in
which elevated K™ and rise in cytosolic calcium activates
RSK?2, which in turn phosphorylates and stimulates PLD1
to produce the PA required for the exocytotic reaction. In
other words, RSK2 appears to be a critical upstream sig-
naling element for PLD1 activation and the production of
fusogenic lipids required for exocytosis.
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Fig. 2 Model for the involvement of RSK2 in neurosecretion.
Growth factors, neurotransmitters and hormones, through their
respective receptors activate the MAP-kinase pathway that leads to
ERK phosphorylation. Phospho-ERK contributes to RSK2 activation
by autophosphorylation. Part of the activated RSK2 translocates to the
nucleus where it regulates the activity of transcription factors and

We recently reported the use of GFP-Spo20p as a spe-
cific sensor for PA production in neuroendocrine cells
(Zeniou-Meyer et al. 2007). GFP-Spo20p specifically binds
to PA in vitro and is partially recruited to the plasma
membrane after chromaffin cell stimulation. A detailed
morphometric analysis further revealed that PA synthesis
occurred preferentially at the granule-docking sites on the
plasma membrane (Zeniou-Meyer et al. 2007). To assess
whether the PA produced at the plasma membrane upon
cell stimulation requires activation of PLD1 by RSK2
phosphorylation, we studied the distribution of the GFP-
Spo20p-PA sensor in cells expressing the RSK2 siRNA.
The accumulation of GFP-Spo20p at the cell periphery
seen in control cells was largely inhibited in cells
expressing RSK2 siRNA (Zeniou-Meyer et al. 2009).
Taken together, our results show that RSK?2 is involved in
the PA biosynthetic pathway activated in secretagogue-
stimulated cells. Hence, RSK2 appears to be a critical
upstream signaling element for PLD1 activation and the
production of plasma membrane-bound fusogenic lipids
required for exocytosis.

i
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possibly modulates the expression level of presynaptic and postsyn-
aptic proteins. The activated RSK2 regulates the PLD activity through
phosphorylation of Thr147-PLDI1. The activated PLD1 generates
phosphatidic acid, a fusogenic lipid, near the vesicular (LDCV large
dense-core vesicle, SV synaptic vesicle) membrane fusion sites in
neuroendocrine cells and neurons

Conclusion

Despite intensive research, the physiological roles of RSK2
are still unclear. However, the identification of a growing
number of substrates is uncovering the impact of RSK2 on
various aspects of cell functions. The cellular bases and
physiopathological mechanisms underlying mental retar-
dation in CLS patients have not yet been fully elucidated,
but there is growing evidence for the implication of RSK2
in neuronal survival, neurite growth, functional maturation,
and synaptic plasticity. Binding of RSK2 to PDZ domain
proteins and phosphorylation of these proteins or their
binding partners may post-synaptically regulate synaptic
transmission. In addition, the data reviewed here strongly
support the idea that RSK?2, in addition to its post-synaptic
function, is also important for neurosecretion at the pre-
synaptic level. Among the various potential actions of
RSK?2, the regulation of fusogenic lipid dynamics at the
exocytotic site in neurosecretory cells by the phosphory-
lation of PLD is an attractive hypothesis (Fig. 2). In
addition, nuclear targets for RSK2 include transcription
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factors and histones, in accordance with a major role in
regulation of gene expression. Ongoing research is focused
on the characterization of the molecular pathways con-
trolled via RSK2 and in particular on the identification of
target genes whose expression is directly influenced by
RSK2 in various regions of the brain. The RSK2 knockout
mouse will undoubtedly be very useful to clarify the
function of RSK2 in neurosecretion (Fig. 2)
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Abstract

The regulated secretory pathway in neuroendocrine cells ends with the release of hormones
and neurotransmitters following a rise in cytosolic calcium. This process known as regulated
exocytosis involves the assembly of soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment
protein receptor (SNARE) proteins, the synaptic vesicle VAMP (synaptobrevin) and the
plasma membrane proteins syntaxin and SNAP-25. Although there is much evidence
suggesting that SNARE proteins play a key role in the fusion machinery, other cellular
elements regulating the kinetics, the extent of fusion, and the preparation of vesicle for release
have received scant attention. Among those factors, lipids have more recently been proposed
to play important functions both at the level of secretory vesicle recruitment and late
membrane fusion steps. Here, we will review the latest evidence supporting the concept of the
fusogenic activity of lipids, and also discuss how this may be achieved. These possibilities
include the recruitment and sequestration of the components of the exocytotic machinery,

regulation of protein function and direct effects on membrane topology.



1. Introduction: a role for lipid in exocytosis?

Release of hormones from neuroendocrine cells occurs through exocytosis, a process
in which specialized vesicles (secretory granules) fuse with the plasma membrane in response
to extrinsic stimuli leading to elevated cytosolic calcium. Chromaffin cells have proven to be
a valuable model for unraveling the molecular mechanisms underlying this fundamental
membrane fusion event (Bader et al., 2004). In these cells, secretory granules are first
transported from the Golgi area to the cell periphery where they are then docked at the plasma
membrane in two apparent stages: a non-primed (fusion incompetent) and a primed (fusion
competent) state. Details of the molecular machinery underlying some of these steps have
been described. For instance, interaction of granules with the plasma membrane is mediated
by soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor (NSF) attachment protein receptors (SNARE:s)
found on granules (v-SNARESs) and on the plasma membrane (t-SNAREs). Through coiled-
coil interactions, these proteins form a stable complex that provides the energy necessary to
pull membranes into close proximity rendering them fusion competent (Sutton et al., 1998).
The mechanism of membrane fusion per se is an aspect that continues to be debated. SNAREs
are able to drive membrane fusion in vitro (Weber et al., 1998), but with relatively slow
kinetics suggesting that additional factors are required for physiological membrane fusion.
Recently, the SNARE accessory protein Munc18 was shown to increase the speed of SNARE-
mediated fusion (Jahn and Fasshauer, 2012). Lipids, the prime constituents of the fusing
membranes, are also obvious candidates to accelerate the fusion process. The first lipid firmly
demonstrated to be critical for exocytosis was phosphatydylinositol-4,5-bisphosphate
(PtdIns(4,5)P,), for review see (Martin, 2012), and more recently fatty acids have been
suggested to play an important function in neurotransmitter release from synaptic vesicles
(Darios et al., 2007). Growing evidence also support a role for cholesterol and phosphatidic
acid during exocytosis, for review see (Chasserot-Golaz et al., 2010). Hence, many
observations are in agreement with the notion that lipids play an active role in exocytosis. The
issues now arising concern the precise step in the dynamic exocytotic process in which a

given lipid actually functions.



2. Lipids are involved throughout the sequential stages underlying exocytosis

a) Cholesterol and phosphatidylserine for defining exocytosis sites

Cholesterol and sphingolipids cluster into discrete microdomains in cellular
membranes to form lipid ordered domains. This clustering is triggered by secretagogues at the
level of exocytotic sites in chromaffin cells (Chasserot-Golaz et al., 2005). Although
cholesterol depletion by methyl-B-cyclodextrin provided the initial evidence for a positive
role of cholesterol in exocytosis (Chamberlain et al., 2001), these experiments are subjected to
caution because of the brought structural role of cholesterol in most cellular functions. More
compelling evidence supporting a direct role for cholesterol relies on both biochemical and
high-resolution imaging observations indicating that SNAREs concentrate in cholesterol-
dependent clusters (Lang, 2007). Additionally, a cholesterol-sequestering agent, the polyene
antibiotic filipin, induces a dose-dependent inhibition of catecholamine secretion and the
release from the plasma membrane of annexin A2 which participates in the formation and/or
stabilization of GMI1-PtdIns(4,5)P, enriched domains required for granule recruitment.
(Chasserot-Golaz et al., 2005; Umbrecht-Jenck et al., 2010). Altogether these findings support

the notion that cholesterol is involved in the spatial definition of exocytotic sites.

In the plasma membrane, phosphatidylserine (PS) mostly resides in the inner
cytoplasmic leaflet. In non-apoptotic cells, several biological functions are accompanied by a
disruption of this phospholipid asymmetry resulting in the externalization of PS on the outer
leaflet of the plasma membrane. This is the case for calcium-regulated exocytosis in
neuroendocrine chromaffin and PC12 cells (Ceridono et al., 2011; Vitale et al., 2001).
However the functional importance of PS scrambling for secretion is still under debate and
the precise kinetics of this translocation is not established. An interesting possibility lies in the
fact that PS contributes substantially to the negative charge of the inner leaflet of the plasma
membrane. Consequently, PS scrambling at exocytotic sites could modify the protein/lipid
interactions occurring during either the course of exocytosis or the early phases of

endocytosis, as suggested recently (Ory et al., 2013).



b) Phosphoinositides for priming secretory vesicles

Phosphoinositides are a class of phospholipids characterized by an inositol head group
that can be phosphorylated on the 3, 4, and 5 position to generate 7 distinct species key in cell
signaling and trafficking. Much of the work carried out on exocytosis have focused on the
role played by PtdIns(4,5)P,. Indeed a number of pioneer studies indicated that PtdIns(4,5)P;
positively modulates secretion in neuroendocrine cells (Aikawa and Martin, 2003; Eberhard
et al., 1990; Holz et al., 2000). Using patch clamp experiments on intact chromaffin cells and
in parallel analyzing images of plasma membrane lawns, it was subsequently shown that over-
expression of the kinase that generates PtdIns(4,5)P, causes an increase in the plasmalemmal
PtdIns(4,5)P, level and secretion, whereas over-expression of a membrane-tagged
PtdIns(4,5)P, phosphatase eliminates plasmalemmal PtdIns(4,5)P, and inhibits secretion
(Milosevic et al., 2005). Thus, the balance between the generation and degradation rates of the
plasmalemmal PtdIns(4,5)P, directly regulates the extent of exocytosis from chromaffin cell.
Using the PI3kinase inhibitor LY294002, a correlation between the level of the plasma
membrane PtdIns(4,5)P, and the size of the primed vesicle pool was found (Chasserot-Golaz
et al., 1998; Milosevic et al., 2005). More recently, a functional link between PtdIns(4,5)P;
signaling and secretory vesicle dynamics through de novo remodeling of the actin
cytoskeleton was described (Wen et al., 2011). These observations are consistent with a
function of PtdIns(4,5)P, as an acute regulator of secretion. PtdIns(4,5)P, seems to lie in a key
position controlling the size and refilling rate of the primed vesicle pools, but not the fusion
rate constants per se. In line with this model, we recently reported that the HIV PtdIns(4,5)P»-
binding protein Tat is able to penetrate neuroendocrine cells and accumulate at the plasma
membrane through its binding to PtdIns(4,5)P,. By sequestering plasma membrane
PtdIns(4,5)P,, Tat alters neurosecretion, reducing the number of exocytotic events without
significantly affecting kinetic parameters (fusion pore opening, dilatation and closure) of
individual events (Tryoen-Toth et al., 2013).

Other phosphoinositides seem to act as signaling or recruitment factors to prime
secretory vesicles for exocytosis. For instance, experiments carried out on permeabilized
chromaftfin cells reveal that PtdIns(3)P located on a subpopulation of chromaffin granules
positively regulates secretion (Wen et al., 2008). Extending these observations, PIKfyve
kinase that produces PtdIns(3,5)P, from PtdIns(3)P on secretory granules was shown to
negatively affect exocytosis (Osborne et al., 2008). Hence, these studies highlight a complex
regulation of neuroexocytosis by phosphoinositides, with PtdIns(4,5)P, and PtdIns(3)P being



essential factors promoting ATP-dependent priming in neurosecretory cells. It is intriguing
that PtdIns(3,5)P, displays an opposite effect, but reveals how fine-tuning of exocytosis by
phosphoinositides could potentially control the number of vesicles undergoing priming in

response to a stimulation.

¢) Phosphatidic acid for fusion

The local formation of phosphatidic acid (PA) is a recurring theme in intracellular
membrane traffic and its involvement in regulated exocytosis has been suggested in various
models, including neuroendocrine cells (Bader and Vitale, 2009; Vitale et al., 2001). The
development of molecular tools has enabled the identification of phospholipase D1 (PLD1) as
the key enzyme responsible for PA synthesis during exocytosis (Vitale et al., 2001; Waselle et
al., 2005). Capacitance recordings from chromaffin cells silenced for PLDI suggest that
PLD1 controls the number of fusion competent secretory granules at the plasma membrane
without affecting earlier recruitment or docking steps, leading to the idea that PA, as a
fusogenic lipid acts directly in membrane fusion (Zeniou-Meyer et al., 2007). In agreement
with this concept, a molecular sensor for PA revealed local PA accumulation at the plasma
membrane near morphologically docked granules at sites of active exocytosis (Zeniou-Meyer

et al., 2007).

d) Other lipids

Various other lipids are suspected to take part in regulated exocytosis. Although most
of them have been implicated based on in vifro membrane fusion assays, some have also been
studied in neuroendocrine cells. For instance, diacylglycerol (DAG) increases stimulus-
coupled secretion by recruiting vesicles to the immediately releasable pool through the
regulation of the vesicle priming protein Munc13-1 (Bauer et al., 2007). Modulating PS levels
also directly affects the rate of exocytosis in PC12 cells. It was shown that PS influences
exocytosis by enhancing fusion pore opening and slowing fusion pore dilatation (Zhang et al.,
2009). Finally, arachidonic acid produced from different phospholipids by phospholipase A2
and from DAG by DAG-lipase potentiates exocytosis from chromaffin cells (Latham et al.,
2007; Vitale, 2010).



3. Lipids as regulators of the exocytotic machinery

As stated in the previous section, PtdIns(4,5)P, binds to a large subset of proteins from
the exocytotic machinery. In vitro experiments revealed that at physiological concentrations
PtdIns(4,5)P; regulates exocytosis by recruiting protein priming factors such as CAPS which
facilitate SNARE-dependent liposome fusion (James et al., 2008). PtdIns(4,5)P; is also a
necessary cofactor for PLD1 activity and PA synthesis during exocytosis (Du et al., 2003).
Finally, the activity of the actin-binding proteins scinderin and gelsolin, two F-actin severing
proteins that are constituents of the exocytotic machinery, is regulated by PtdIns(4,5)P»
(Trifaro et al., 2008).

DAG production through hydrolysis of PtdIns(4,5)P, by phospholipase C is mandatory
for exocytosis (Hammond et al., 2006). DAG is essential in the priming of exocytosis, owing
to the activation of protein kinase C and Muncl3, which then modulate the function of
syntaxin-1A (Davletov and Montecucco, 2010).

Several constituents and regulators of the exocytotic machinery have also been shown
to bind to PA, including small GTPases, NSF and syntaxin-1A (Jang et al., 2011). PA directly
activates these proteins, but evidence that this activation directly contributes to exocytosis
remains scarce. PA is also an essential cofactor of PI4P5-kinase which produces
PtdIns(4,5)P,, suggesting a possible positive feedback loop in the synthesis of PA and
PtdIns(4,5)P, (Honda et al., 1999). Additionally, in vitro reconstituted fusion assays with
purified yeast vacuolar SNAREs, the SNARE chaperones Sec17p/Sec18p, the multifunctional
HOPS complex including a subunit of the Secl-Munc18 family and vacuolar lipids suggest
that PA is equally essential for SNARE complex assembly and for fusion. PA has been
proposed to facilitate functional interactions among SNAREs and SNARE chaperones (Fig.
1). Interestingly, in this system, PA could not be replaced by either lipids with small
headgroups, such as DAG or acidic lipids, such as PS or PI (Mima and Wickner, 2009).

Arachidonic acid has been described to directly promote the assembly of syntaxin-3
with SNAP25 and the formation of the ternary SNARE complex (Darios and Davletov, 2006).
Interestingly, omega-3 and omega-6 fatty acids, which play important roles in human health,
have be shown to recapitulate this in vitro effect of arachidonic acid on SNARE complex
formation, suggesting that syntaxins may represent crucial targets of polyunsaturated lipids
(Darios and Davletov, 2006). In other words, polyunsaturated lipids may physiologically
regulate SNARE complex assembly and thus exocytosis. Along this same line, sphingosine a

releasable backbone of sphingolipids, activates vesicular synaptobrevin facilitating the



assembly of SNARE complexes required for membrane fusion (Darios et al., 2009).

4. Lipids as recruiting components of the exocytotic machinery

Within membranes, the ability of microdomains to sequester specific proteins and
exclude others makes them ideally suited to spatially organize cellular pathways. Cholesterol-
enriched microdomains seem to concentrate components of the exocytotic/fusion machinery
For instance, numerous studies of the distribution of SNARE proteins in various cell types
suggest that SNAREs partially associate with detergent resistant, cholesterol-enriched
microdomains (Lang, 2007). Palmitoylation appears to be the major targeting signal in these
microdomains, as in the case of SNAP-25, although it is likely that other elements contribute
to the enrichment of constituents of the exocytotic machinery within these cholesterol
microdomains.

Twenty proteins potentially involved in regulated exocytosis have been reported to bind
PtdIns(4,5)P, (Koch and Holt, 2012). These include synaptotagmin (Schiavo et al., 1996),
syntaxin (Lam et al., 2008), Ca*"-dependent activator protein for secretion (CAPS) (Loyet et
al., 1998) and members of the PLD signaling pathway (Aikawa and Martin, 2003; Du et al.,
2003; Liao et al., 2007). Using immunogold labeling of plasma membrane sheets combined
with spatial point pattern analysis, we recently observed that PtdIns(4,5)P, microdomains co-
localize with SNARE clusters and docked secretory granules (Umbrecht-Jenck et al., 2010).
Translocation of the PtdIns(4,5)P,-binding protein annexin A2 to the plasma membrane
following cell stimulation is a hallmark of chromaftfin cell exocytosis (Chasserot-Golaz et al.,
1996). Annexin A2 plays an essential role in calcium-regulated exocytosis by promoting
PtdIns(4,5)P, and cholesterol-enriched domains containing SNARE:S in the vicinity of docked
granules (Chasserot-Golaz et al., 2005; Umbrecht-Jenck et al., 2010). Altogether these
observation raise the notion that functional exocytotic sites defined by specific lipids such as
cholesterol, GM1 and PtdIns(4,5)P, are able to recruit and sequester components to build a
machine that drives fast and efficient membrane fusion (Fig. 1).

Molecular details of how PtdIns(4,5)P, forms a platform for vesicle recruitment have
recently been proposed (Honigmann et al., 2013). In this study, synaptotagmin-1 was shown
to interact independently of Ca*" with the polybasic linker region of syntaxin-1A already
associated with PtdIns(4,5)P, at the plasma membrane. When then triggered by Ca®’, this
interaction allows the Ca®"-binding sites of synaptotagmin-1 to bind PS in the vesicle

membrane, thereby bridging the vesicle membrane close enough for SNARE assembly and



subsequent membrane fusion. Interestingly, this polybasic juxtamembrane domain of
syntaxin-1A which binds PtdIns(4,5)P, has also been shown to tightly bind both PA (Lam et
al., 2008) and PtdIns(3,4,5)P; (Khuong et al., 2013). Like PtdIns(4,5)P,, these anionic lipids
can probably recruit syntaxin 1A, and it is tempting to propose that the selective recruitment
of syntaxin isoforms may depend on the type of lipid present. Furthermore, the fact that these
lipids can be quickly converted into different forms using kinases, lipases and phosphatases,
such a protein-recruiting mechanism offers a supplementary level of control to adapt the

exocytotic machinery to the physiological demands put on the cell.

5. Lipids affect membrane topology during membrane fusion: the concept of fusogenic

lipids

The most widely accepted model for membrane fusion, the stalk pore model proposes
that the merging of cis contacting monolayers gives rise to a negatively curved lipid structure
called a stalk. The structure of this stalk depends on the composition of the cis monolayers
(the outer leaflet of the vesicle and the inner leaflet of the plasma membrane). This model
implies that cone-shaped lipids such as cholesterol, DAG, or PA, which have intrinsic
negative curvatures, in the cis leaflets of contacting bilayers would enhance membrane fusion
(Chernomordik and Kozlov, 2005). Vice versa inverted cone-shaped lipids (such as PS,
gangliosides or lysophospholipids) should prevent membrane fusion in the cis leaflets, but
promote fusion when present in the outer leaflets (Chernomordik and Kozlov, 2005).
Interestingly, GM1 was found enriched in the outer leaflet of the plasma membrane at the
sites of exocytosis in stimulated chromaffin cells (Chasserot-Golaz et al., 2005). These GM1
domains may induce positive membrane-curvature in the outer leaflet (Mrowczynska et al.,
2012), thereby promoting fusion (Fig 1). Reconstituted fusion assays and direct addition of
lipids on cultured cells validate the concept that PA, DAG and cholesterol might promote
membrane fusion by changing the spontaneous curvature of membranes (reviewed in
(Chasserot-Golaz et al., 2010). At physiological concentrations, PtdIns(4,5)P, inhibits
SNARE-dependent liposome fusion (James et al., 2008), most likely due to its intrinsic
positive curvature-promoting properties. However, PtdIns(4,5)P, has been described to be
converted from an inverted cone-shaped structure to a cone-shaped form in the presence of
calcium (Zimmerberg and Chernomordik, 1999). Thus, in stimulated cells, a local
accumulation of PA and PtdIns(4,5)P, at granule docking sites where GM1 is in the outer

leaflets may well have a synergistic effect on membrane curvature and promote fusion (Fig.



1). In an alternate mode of changing membrane topology, synaptotagmin has been proposed
to facilitate membrane fusion by phase separating PS, a process that is expected to locally

buckle bilayers and disorder lipids due to the curvature tendencies of PS (Lai et al., 2011).

6. Conclusion

As genuine components of the exocytotic machinery, lipids have several advantages
over proteins for this task: lipids can directly change the intrinsic fusion properties of
membranes, recruit and/or activate a large number of different proteins to create a local
environment in which exocytosis takes place (Fig. 1). As illustrated in this review, a given
lipid can play multiple functions, acting either individually or successively or even
simultaneously in concert with other lipids. At the same time, the rapid enzymatic production
and degradation of lipids at exocytotic sites allows the cell to remain flexible: by changing the
lipid levels, physiological function can be modified within seconds or minutes without the
need for protein synthesis or degradation. Over the last decade, in vitro reconstituted
membrane fusion combined with precise methods to quantify specific lipid species and
improved molecular and pharmacological tools to manipulate cellular levels of a given lipid,
have lead to a better understanding of the capacities of lipids to promote exocytosis at
different steps of the process. For different kinds of vesicles in different cell types, it is likely
that the local lipid environment may differentially regulate fusion pore formation,
enlargement and duration, which may in part explain the great variety of fusion kinetics
observed in vivo. Finally, lipids could also contribute to the tight coupling between exocytosis
and the early stages of membrane retrieval and endocytosis as highlighted in a review of this
issue (Houy et al., 2013). Undoubtedly, the next challenge will be to follow individual lipid

dynamics at the speed of pore formation and expansion.
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Legend

Fig. 1: Model highlighting the importance of lipids for membrane fusion. Exocytotic sites
defined as cholesterol, PtdIns(4,5)P, and PA enriched microdomains recruit constituents of
the docking/fusion machinery and create membrane curvature of the inner leaflet of the
plasma membrane prior to promote membrane merging. PtdIns(4,5)P, and PA may also

regulate SNARE complex assembly and structure.
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ROLE OF PHOSPHOLIPASE D1 IN MEMBRANE TRAFFICKING: INVOLVEMENT
IN NEURAL DEVELOPMENT AND REGULATED EXOCYTOSIS.

Neurite outgrowth is a complex mechanism that is still the subject of intense
investigation. Current given helped to highlight the involvement of three main
mechanisms in neurite growth : i) the dynamics of the cytoskeleton, ii) the
intracellular membrane trafficking and membrane supply at the growth cone and iii)
cell signaling , mainly via the MAPK-ERK1 / 2, which resulted in the regulation of
transcription.

The PLD1 and its product the phosphatidic acid (PA) appear to be at the center of
the major pathways involved in neuronal development. My work has deepened our
understanding of the cellular role of PLD1 during neurite outgrowth. | showed that
PLD1 together with the protein kinase RSK2 regulates the fusion of vesicles positive
for Ti-VAMP/VAMP7 during neurite outgrowth. On the other hand, | have determined
that PLD1 plays an important role in maintaining the endosomal signaling pathway
MAPK-ERK1/2-RSK2-CREB induced by neurotrophin. | also showed that PLD1
regulates the activation of mMTOR/p70S6K in response to BDNF. Deregulation of
MAP -ERK1 / 2 and mTOR/p70-S6K pathways could be the basis for the reduction
of dendritic arborization and maturation of dendritic spines observed in cortical
neurons Pld1-/- culture.

In addition to the involvement of RSK2 in the regulation of PLD1, | also showed that
PLD1 regulates RSK2 activation in response to neurotrophin, possibly via a
feedback loop. Thus given obtained suggest a strong link between the two proteins
during neuronal development. In the light of these data, alteration of this mechanism
could explain the mental retardation observed in patients with Coffin -Lowry
syndrome caused by loss of the kinase activity of RSK2. On the other hand, our
results suggest a role for PLD1 in exocytosis of vesicles.



Réle de la PLD1 dans le trafic membranaire :

Implication dans le développement neuronal et ’exocytose régulée.

La croissance neuritique est un meécanisme complexe qui fait toujours I'objet
d’intenses investigations. Les donnés actuelles ont permis de mettre en évidence
'implication de trois mécanismes principaux dans la croissance neuritique : i) la
dynamique du cytosquelette, ii) le trafic intracellulaire et 'apport membranaire au
niveau du cbne de croissance et iii) la signalisation cellulaire, principalement via la

voie MAPK-ERK1/2, qui abouti a la régulation de la transcription.

La PLD1 et son produit 'acide phosphatidique semblent étre au centre de voies
majeures impliquées dans le développement neuronal. Mes travaux ont permis
d’approfondir nos connaissances sur le role cellulaire de la PLD1 au cours de la
croissance neuritique. J'ai montré que la PLD1 en collaboration avec la kinase RSK2
régule la fusion des vésicules positives pour Ti-VAMP/VAMP7 au cours de la
croissance neuritique. D’autre part, j’ai établi que la PLD1 joue un rdle important
dans le maintien de la signalisation endosomale de la voie MAPK-ERK1/2-RSK2-
CREB induite par les neurotrophines. J'ai également montré que la PLD1 régule
'activation de mTOR/p70S6K en réponse au BDNF. La dérégulation des voies
MAPK-ERK1/2 et mTOR/p70-S6K pourraient étre a la base de la réduction de
'arborisation dendritique et de la maturation des épines dendritique observée dans

les neurones corticaux Pld1-/- en culture.

En plus de l'implication de RSK2 dans la régulation de la PLD1, jai également
montré que la PLD1 régule l'activation de RSK2 en réponse aux neurotrophines,
probablement via une boucle de rétrocontréle. Ainsi les donnés obtenus suggerent
un lien fort entre les deux protéines au cours du développement neuronal. A la
lumiére de ces donnés, un dysfonctionnement de ce mécanisme pourrait expliquer le
retard mental observé chez les patients atteints du syndrome de Coffin-Lowry causé
par la perte de lactivit¢ kinase de RSK2. D’autre part, les résultats obtenus
suggerent un role de la PLD1 dans I'exocytose des vésicules.

Mots-Clefs : PLD1, RSK2, Ti-VAMP, acide phosphatidique, croissance neuritique et

développement neuronal.
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