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I- Du retard mental au déficit intellectuel  

1. Historique des connaissances acquises sur le retard mental  
 

Dans l’antiquité, seules les formes sévères de retard mental (indifféremment appelées 

« maladies mentales ») associées à des anomalies physiques, étaient considérées comme 

des handicaps par la société. Les individus souffrant de surdité étaient également considérés 

comme souffrant d’un handicap mental. Il faudra attendre 1690 pour que John Locke 

dissocie la « maladie mentale » qui est une atteinte du cerveau intervenant à l’âge adulte (la 

dépression, la schizophrénie, les troubles compulsifs du comportement…) du « retard 

mental » qui apparait au cours du développement pré- ou post-natal. Au XIXème siècle, 

Edouard Séguin, médecin et pédagogue français est connu pour avoir été le précepteur de 

l’ « enfant sauvage de l’Aveyron ». Ses travaux sur les enfants souffrant de handicaps 

intellectuels sont surtout connus aux États-Unis où il a passé la deuxième moitié de sa vie. 

Edouard Séguin était convaincu que tous les individus, y compris ceux souffrant des 

handicaps les plus sévères, étaient capables d’apprendre. D’après lui, les « idiots » ne sont 

atteints ni de maladie ni d'anomalie cérébrales, mais ils ont seulement été frappés d'un arrêt 

du développement mental, avant, pendant ou après la naissance. Il établit ainsi, à l’hôpital 

Bicêtre, à Paris, un programme d’entraînement pour enfants handicapés mentaux, basé sur 

l’exercice physique et intellectuel. Cette entreprise lui valut plus tard le surnom 

d’ « instituteur des idiots ». Les résultats obtenus lui permettent par la suite de proposer une 

classification du retard mental basée sur les habiletés de l’individu, et dépendant du degré 

de sévérité du déficit mental. Quelques années plus tard, en 1905, Alfred Binet et Théodore 

Simon publient un test visant à classer les enfants selon leurs capacités intellectuelles afin 

d’orienter ceux qui le nécessitent vers des classes spécialisées. Les enfants souffrant de 

retard mental sont classés en « idiots », « imbéciles » ou « morons » selon le nombre de 

bonnes réponses obtenues. Ce test a ensuite été développé entre 1905 et 1911 afin de 

devenir le test « Binet-Simon ». Avec ce nouvel outil apparait le concept d’ « âge mental » 

qui permet de déterminer si le score du sujet se situe dans une zone moyenne 

correspondant à son âge, ou bien s’il se situe dans une zone plus faible et souffre alors de 

retard intellectuel. La notion de quotient intellectuel (QI) a été développée peu de temps 
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après, en 1912, par le psychologue Stern. Ce test donne une valeur à manipuler avec 

précautions car sa mise au point est uniquement empirique et ne repose sur aucune étude 

théorique. Il ne peut être considéré comme un outil de mesure de l’intelligence et ne fournit 

qu’un résultat indicatif standardisé qui doit être complété par des tests psychologiques. Une 

des grandes avancées dans la vision du retard mental entre le XIXème et début du XXème 

est l’idée qu’il ne s’agit pas d’un état figé, mais qu’il est possible d’améliorer les 

performances intellectuelles des sujets avec une prise en charge adaptée. En 1959, la 

définition du retard mental évolue à nouveau avec la prise en compte de facteurs tels que 

l’environnement et la capacité d’adaptation de l’individu, et conduit à de nouvelles 

recherches sur le comportement des individus atteints de retard mental. Aujourd’hui encore 

la notion de « retard mental » évolue pour laisser place à celle de « déficit intellectuel » 

depuis 2005 (Salvador-Carulla and Bertelli, 2006). Ce changement a pour but d’éviter que le 

terme « retard mental » ne prenne une connotation négative comme les termes « idiots » ou 

« imbéciles » dans le passé. Aujourd’hui, le déficit intellectuel est au centre de nombreuses 

thématiques de recherches, afin de mieux le comprendre et le diagnostiquer. C’est dans ce 

but qu’a été créé, en 1996, le consortium Européen sur le retard mental lié au chromosome 

X « Euro MRX ». Cela a déjà permis de répertorier 600 familles dont les membres présentent 

des déficits intellectuels et les mutations associées. Le programme de recherche du 

consortium a pour but d’identifier de nouveaux gènes de retard mental liés à l’X et de 

comprendre leurs fonctions. Cinq instituts sont actuellement membres de ce consortium : 

l’Institut Max Planck de Berlin, l’Université de Louvain, l’Université Radbout de Nimègue, 

l’Institut Cochin de Paris et le CHU Bretonneau de Tours.  

 

2. Définitions 
 

Selon la définition de l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), on considère 

actuellement que « le retard mental est un arrêt du développement mental ou un 

développement mental incomplet, caractérisé par une insuffisance des facultés et du niveau 

global d'intelligence, notamment des fonctions cognitives, du langage, de la motricité et des 

performances sociales. Des capacités intellectuelles réduites sont le trait dominant de ce 

trouble, mais on ne pose le diagnostic que si « elles s'accompagnent d'une moindre capacité 
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d'adaptation aux exigences quotidiennes de l'environnement social ». Un patient répond aux 

caractéristiques du retard mental, Lorsque son Quotient Intellectuel est inférieur à 70 et que 

le diagnostic est réalisé avant 18 ans. Quatre sous-catégories ont été proposées : un 

quotient intellectuel compris entre 69 et 50 (pour un adulte, correspond à l’âge mental d’un 

enfant de 9 à 12 ans) sera considéré comme un déficit intellectuel léger ; entre 49 et 35 (âge 

mental d’un enfant de 6 à 9 ans)  il s’agit un déficit modéré ; entre 34 et 20 (âge mental d’un 

enfant de 3 à 6 ans)  c’est un déficit sévère, et enfin, si le score obtenu est inférieur ou égal à 

20 (âge mental d’un enfant de moins de 3 ans) on parlera d’un déficit intellectuel profond. 

Cependant, pour plus de simplicité, on considère bien souvent qu’un score inférieur ou égal 

à 50 est le signe d’un déficit intellectuel sévère, regroupant ainsi les trois dernières 

catégories en une seule. Au Royaume-Uni, le ministère de la santé à proposé une définition 

comparable : le déficit intellectuel correspond à « *…+ une réduction significative de la 

capacité à comprendre de nouvelles informations ou des informations complexes (altération 

de l’intelligence) accompagné d’une capacité d’indépendance réduite (altération des 

fonctions sociales) qui se manifestent avant l’âge adulte avec un effet irrémédiable sur le 

développement. ». Ainsi, toutes les définitions du déficit intellectuel convergent vers une 

association d’anomalies intellectuelles et sociales relatives à l’âge du sujet. 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Courbe théorique représentative de la distribution du Quotient Intellectuel 
dans la population mondiale.  Le quotient moyen se situe, par convention, à 100. Selon cette 
distribution, environ 2.3% de la population mondiale possèderait un QI inférieur à 70 
attestant d’un déficit intellectuel. 

Selon les prévisions statistiques environ 2% de la population mondiale serait concernée 

par le déficit intellectuel (Fig 1) (Chelly and Mendel, 2001).   
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3. Causes connues de déficit intellectuel 

 

Malgré les avancées importantes réalisées au cours des 50 dernières années dans la 

compréhension du cerveau et des maladies associées, 60% des cas de déficit intellectuel 

restent inexpliqués. Parmi les patients souffrant de déficit intellectuel non expliqué, 

beaucoup se situent dans la catégorie des retards mentaux légers, et une large proportion 

de ces déficits est probablement due à une interaction entre l’environnement et une 

prédisposition génétique  (Lisik and Sieron, 2008). Dans les 40% restants on distingue les 

anomalies dues à l’environnement (intoxication par la mère, prématurité, ischémie,  

maladies infectieuses…) et les causes génétiques (25-35% des cas). Les causes génétiques 

peuvent être des anomalies chromosomiques (le cas le plus connu est le syndrome de Down 

ou trisomie 21) ou des anomalies géniques (mutations ponctuelles, délétions, répétition de 

triplet…). Par ailleurs, on remarque que les hommes sont plus souvent atteints de déficit 

intellectuel que les femmes (Kaufman et al, 2010). Cela est dû au fait qu’une large 

proportion des gènes impliqués dans le déficit intellectuel sont portés par le chromosome X. 

Plus de 300 gènes ont été identifiés comme étant responsables de déficit intellectuel 

(Humeau et al, 2009) dont 76 sont liés à l’X soit 25%. Ces gènes présents sur l’X altèrent à la 

fois l’intelligence du patient mais également son comportement social et ses émotions. 

 

4. Retard mental syndromique et non-syndromique 
 

Afin de distinguer les différents cas de déficit intellectuel, une classification tenant 

compte des symptômes associés a été proposée. Le déficit non-syndromique correspond à 

un déficit intellectuel sans aucun autre symptôme associé. Jusqu’à présent, la majorité des 

gènes impliqués dans des  déficits non-syndromiques se trouvent sur le chromosome X. 

Cette catégorie s’oppose aux patients souffrant d’un retard mental syndromique dont le 

déficit intellectuel est associé à d’autres caractéristiques cliniques telles que des 

dimorphismes faciaux, une surdité, des anomalies motrices... Cependant, cette classification 

tend à devenir désuète. En effet, l’identification de phénotypes différents, plus ou moins 

sévères, induits par un seul gène rend difficile la classification d’un gène dans l’une de ces 

deux catégories (déficit intellectuel syndromique ou non-syndromique). De plus en plus de 
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cas de déficits intellectuels considérés comme non-syndromiques sont reclassés comme 

étant des déficits syndromiques, ce qui remet donc en question la pertinence de cette 

classification. Le syndrome de Coffin-Lowry pour lequel 143 mutations ont été identifiées à 

ce jour est un exemple de cette diversité phénotypique. D’autres exemples de défauts 

cognitifs tels que l’autisme et différents cas de déficits intellectuels seront décrits dans le 

chapitre V. De nouvelles techniques telles que l’imagerie médicale ont permis de compléter 

les connaissances acquises sur différents cas de déficit intellectuel en mettant en évidence 

les régions impliquées dans la cognition.  

 

5. Support anatomique de la cognition 
 

L’étude du cerveau à l’aide de techniques d’imagerie cérébrale a permis d’établir un lien 

entre différentes régions du cerveau et des fonctions cognitives spécifiques.  

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Représentation schématique du cerveau et des structures responsables de 
l’encodage de l’information. L’hippocampe, le thalamus, l’hypothalamus et les amygdales 
sont requis pour encoder de nouvelles informations. Les amygdales sont plus spécifiquement 
responsables des émotions. 

 

Le cas du patient H.M. dont l’ensemble de l’hippocampe (Fig 2) a été extrait lors d’une 

opération chirurgicale a été déterminant dans la caractérisation de cette structure pour la 

cognition. En effet, suite à cette ablation, le patient a perdu toute mémoire à court terme et 
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est devenu incapable se stocker de nouvelles informations. En revanche sa mémoire 

procédurale est restée intacte. Les neurones d’hippocampe sont des modèles d’étude très 

fréquemment utilisés en neurosciences. De plus, il est désormais admis qu’il existe une 

neurogenèse adulte dans l’hippocampe (Altman and Das, 1965). Les neurones établissent 

entre eux des connexions dont certaines sont soutenues par de petites protrusions : les 

épines dendritiques. En 1974, des travaux ont permis d’établir un lien entre le retard mental 

et des anomalies morphologiques au niveau de ces épines dendritiques chez des enfants 

atteints de déficits intellectuels divers (Purpura, 1974) (Fig 3). On remarque que la densité 

ainsi que la forme de ces épines peuvent être altérées.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: Dendrites de cellules pyramidales de cortex cérébral humain par coloration de 
Golgi. (A) Dendrite d’un enfant sain de 6 mois. (B) dendrite d’un enfant de 10 mois atteint 
d’un retard mental non-syndromique. (C) Dendrite d’un enfant de 5 mois atteint de retard 
mental sévère. (D) dendrite d’un adulte atteint du syndrome de l’X fragile (Purpura, 1974). 

 

II- Les synapses : organisation structurale et fonctions 

1. Mise en évidence des synapses 
 

Afin d’appréhender le fonctionnement du cerveau, les premiers neurobiologistes ont 

cherché à comprendre comment s’établit la communication entre les neurones. Au XIXème 

siècle, deux théories s’opposaient : His, Forel et Ramon y Cajal voyaient les neurones comme 

des entités individuelles en contact les unes avec les autres (théorie neuronale), tandis que 
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Gerlach et Golgi pensaient que les neurones formaient un réseau ininterrompu (théorie 

réticulaire). Les travaux de His en 1887 ont mis en évidence que les cellules nerveuses 

croissent individuellement et Forel, la même année, a démontré que les neurones 

dégénèrent également indépendamment les uns des autres. Les travaux réalisés par Ramon 

y Cajal entre 1888 et 1933 ont ensuite permis de valider la théorie neuronale au détriment 

de la théorie réticulaire. Cependant, Ramon y Cajal s’étant largement aidé d’une technique 

de marquage mise au point par Golgi, et en raison de l’importance des travaux réalisés par 

les deux hommes, le prix Nobel de physiologie et de médecine leur sera décerné, à tous les 

deux, en 1906 (D.C Jones, Synapses and Synaptosomes, 1975). C’est en 1897 que 

Sherrington introduit le terme de synapse pour désigner cet espace très fin où le contact 

s’établit entre deux neurones.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Synaptosome de poulpe par microscopie photonique. Cliché d’un synaptosome 
de poulpe marqué par un anticorps anti aspartate oxidase (80 000x)  

 

La question devient alors de comprendre comment a lieu la transmission de signal entre 

deux neurones. Deux modèles s’opposent à nouveau : certains prétendent à une 

transmission chimique et d’autres à une transmission électrique. Les travaux d’Elliott en 

1904 puis ceux de Dixon en 1906 mettent en évidence que le nerf sympathique libère de 

l’adrénaline tandis que le nerf parasympathique libère un composé muscarinique que Dale 

analysera en 1914 comme étant l’acétylcholine. En 1931, Dale émet l’hypothèse que cette 

transmission chimique a lieu aussi bien dans le système nerveux périphérique que dans le 
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système nerveux central. Les premières descriptions de synapses datent des années 50 

(Sjöstrand 1953, Palade, 1954 ). Elles sont composées d’un élément post-synaptique avec 

une membrane d’une épaisseur de 7-10 nm séparée de l’élément pré-synaptique par une 

fente synaptique d’une épaisseur de 10-20 nm. L’élément pré-synaptique contient des 

vésicules de 20 à 65 nm de diamètre, le plus souvent accumulées à proximité de la 

membrane (Fig 4). 

 

2. Élément pré-synaptique 
 

L’élément pré-synaptique correspond à une structure issue du prolongement de l’axone. 

Cette structure contient la « zone active ». Elle correspond à une région dense en protéines 

et constitue la structure essentielle à la libération des neurotransmetteurs contenus dans les 

vésicules présynaptiques. Ces neurotransmetteurs sont l’acétylcholine, le glutamate ou 

encore le GABA par exemple. Les vésicules sont remplies de neurotransmetteurs grâce à 

l’intervention de la v-ATPase et d’un transporteur spécifique de chaque neurotransmetteur. 

La v-ATPase est une pompe à protons qui établit un gradient électrochimique. L’hydrolyse de 

l’ATP par cette enzyme favorise l’entrée de protons dans la vésicule pré-synaptique qui 

devient alors acide (Moriyama et al, 1990). Le mouvement des protons dans le sens du 

gradient électrochimique est couplé au transport de neurotransmetteurs dans la direction 

opposée (Edwards, 2007) (Fig 5A). Le contenu de ces vésicules est ensuite déversé dans la 

fente synaptique par exocytose. L’étude de ce mécanisme a également mené à la 

caractérisation de la famille des protéines SNAREs (Soluble N-ethyl maleimide (NEM)-

sensitive factor attachement protein receptor), molécules impliquées dans les mécanismes 

de fusion de membranes chez presque tous les eucaryotes. La membrane plasmique est 

dotée de t-SNAREs appelés syntaxin 1 et SNAP-25, capables de s’associer afin de former un 

hétérodimère. Ce dimère forme ensuite un complexe stable composé d’un enchevêtrement 

de quatre hélices α en s’associant avec les v-SNAREs (autrement appelés synaptobrévine ou 

VAMP2), présents sur la membrane vésiculaire (Chapman et al, 1994 ; Hayashi et al, 1994) 

(Fig. 5B).  
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Figure 5: Remplissage et exocytose des vésicules pré-synaptiques. (A)  Couplage de la v-
ATPase et des transporteurs aux neurotransmetteurs. La v-ATPase génère un gradient 
électrochimique favorisant le transport des neurotransmetteurs par le transporteur (Vincent 
Gleize, thèse 2011). (B) La VAMP2, vésiculaire et les t-SNARES (Syntaxine et SNAP-25) 
s’enchevêtrent de façon à former une structure stable nécessaire à la fusion membranaire 
(Modifié à partir de Sutton et al, 1998). 

 

De récentes études suggèrent que la v-ATPase est également associée à ce complexe (Di 

Giovanni et al, 2010). Les t-SNAREs interagissent avec les canaux calciques voltage-

dépendant. L’activation d’un de ces canaux induit la libération du Ca2+. Celui-ci va alors 

directement se fixer sur le domaine C2 de la synaptobrévine, facilitant ainsi la fusion 

membranaire au niveau de la « zone-active ». Malgré l’importance des travaux réalisés dans 

la compréhension du mécanisme d’exocytose, plusieurs théories s’affrontent encore 

concernant la nature du pore de fusion protéique ou lipidique. Une fois les 

neurotransmetteurs libérés, ils se fixent sur les récepteurs présents sur l’élément post-

synaptique afin de générer un signal. Les neurotransmetteurs peuvent ensuite être 

endocytés par des transporteurs de la membrane plasmique pré-synaptique afin d’être 

recyclés. Le glutamate peut également être endocyté par les cellules gliales qui l’utilisent 

comme source d’énergie. Cette recapture des neurotransmetteurs libérés dans la fente 

synaptique est indispensable à l’extinction du signal. 

 

 

 

A B 
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3. Protéines de signalisation transcellulaire  

i. Les neurexines et neuroligines 
 

Les complexes neurexine/neuroligines (NRXNs/NLGNs) font partie des couples de 

molécules d’adhésion cellulaire synaptique qui permettent de maintenir l’intégrité du réseau 

neuronal, et donc sa fonctionnalité. Chez les humains et les grands singes on dénombre cinq 

types de NLGNs, mais seulement quatre chez le reste des mammifères. Le gène 

supplémentaire, NLGN5, est présent sur le chromosome Y et correspond à une duplication 

ancestrale de NLGN4, portée par le chromosome X. Tous les gènes NLGNs possèdent un site 

d’épissage A, et NLGN1 possède un site supplémentaire nommé B (Fig 6A). Les protéines 

NLGN1 sont exclusivement exprimées au niveau des synapses inhibitrices (GABAergiques), 

tandis que NLGN2 est uniquement présent au niveau des synapses excitatrices (Fig 6B). 

NLGN3 quant à elle est présente à la fois sur les synapses inhibitrices et glutamatergiques 

(Chih et al, 2005 ; Budreck and Scheiffele, 2007). L’ensemble de ces protéines possèdent la 

capacité d’interagir avec les neurexines (NRXNs), des molécules d’adhésion essentiellement 

pré-synaptiques (Ichtchenko et al, 1996). Chez les mammifères il existe trois gènes codants 

pour différentes neurexines possédant chacun deux promoteurs différents. L’un permet de 

coder une neurexine de grande taille appelée β et l’autre donne une neurexine de plus 

petite taille appelée neurexine α (Ushkaryov et al, 1992 ; Ushkaryov et al, 1994) (Fig 6A). Ces 

six NRXNs subissent, en plus, un épissage alternatif à l’origine de la très grande diversité de 

ces protéines. Environ 1000 protéines différentes constituent cette famille (Ulrich et al, 

1995).  

  



- 20 - 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6: Structure et fonctions du complexe neurexines/neuroligines. (A) Schéma 
représentant les familles des neurexines et des neuroligines et leurs sites d’épissage 
respectivement appelés 1-5 et A-B. (B) Schéma représentant l’association des neuroligines 
avec leurs différents substrats, dont les neurexines, au sein des synapses excitatrices et 
inhibitrices (Bottos et al, 2011). 
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Les neurexines, comme les neuroligines ne possèdent qu’un seul domaine 

transmembranaire, et certains domaines, très conservés, leur permettent de s’intégrer 

respectivement aux réseaux protéiques post- et pré-synaptiques (Fig 6). La grande diversité 

existant dans les familles des NLGNs et des NRXNS contribue à l’existence d’un code 

régissant la spécificité d’interaction entre les neurones.  

 

ii. Les éphrines et récepteurs aux éphrines 
 

Le complexe formé par les récepteurs aux éphrines avec les ligands éphrines 

(Eph/éphrines) est un couple de molécules de guidage. Les Ephs représentent la plus grande 

famille de récepteurs à activité tyrosine kinase.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: Structure et fonction des récepteurs aux éphrines. Schéma représentant 
l’interaction entre une cellule exprimant le récepteur Eph (en bas) et une cellule exprimant les 
ligands éphrines (en haut). Cette interaction est permise par la formation d’un complexe 
Eph/éphrine (adapté de Kullander and Klein, 2002). 

 

Reverse signaling 

Forward signaling 

Bidirectionnal signaling 
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Chez les mammifères on dénombre 13 membres répartis en groupe A (EphA1 à EphA8) 

et groupe B (EphB1 à EphB4 et EphB6). Les ligands éphrines, sont, comme leur récepteur, 

divisés en groupe A (ephrinA1 à ephrinA5) et groupe B (ephrinB1 à ephrinB3) (Fig 7). Les 

éphrines A s’associent aux EphA et les éphrines B s’associent aux EphB. Cependant EphA4 

possède la particularité de s’associer aux ephrinB2 et ephrinB3 en plus des ligands du groupe 

A (Kullander and Klein, 2002). La fixation du ligand sur son récepteur induit des 

phosphorylations sur les tyrosines intra-cytoplasmiques puis initie une cascade de 

signalisation. Parmi les effecteurs de cette sérine/thréonine kinase se trouve l’adaptateur 

Nck qui sera décrit plus loin dans ce manuscrit (Chapitre V-3. ii). Le domaine extracellulaire 

des EphB interagit directement avec les récepteurs NMDA qui favorisent l’influx calcique  

Cependant, il a été montré que les récepteurs aux éphrines et leurs ligands éphrines peuvent 

être localisés sur la membrane pré- ou post-synaptique. De plus, les ligands éphrines 

peuvent, comme leurs récepteurs, induire une voie de signalisation appelée « signalisation 

reverse » (Segura et al, 2007) (Fig 7). Le domaine cytoplasmique des éphrines subit des 

modifications telles que des phosphorylations des cinq résidus tyrosine qui lui permet de 

recruter des molécules de signalisation. Par exemple dans les fibres moussues cette 

signalisation des ligands éphrine sur l’élément pré-synaptique favorise la formation des 

protéines permettant la libération des neurotransmetteurs (Klein, 2008). Dans le cerveau, ce 

lien peut se former aussi bien entre une cellule gliale et un neurone qu’entre l’élément pré-

synaptique et l’élément post-synaptique. Ces différentes associations permettent de 

maintenir une communication cellulaire et la signalisation bidirectionnelle du complexe 

Eph/éphrines est importante pour la différenciation simultanée des éléments pré- et post-

synaptiques (Lai and ip, 2009). Cette affinité Eph/éphrine est particulièrement connue pour 

son rôle dans la mise en place des projections axonales lors du développement 

embryonnaire.  

 

4. Les épines dendritiques 
 

Les épines dendritiques correspondent à des protrusions dynamiques issus d’un dendrite 

et constituent le support des synapses excitatrices uniquement. Leur densité sur les 

neurones est d’environ 1 à 10 épines par micromètre (Hotulainen and Hoogenraad, 2010). 
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Leur structure est hautement régulée et les épines apparaissent et disparaissent 

continuellement le long des dendrites. Leur structure peut se présenter sous des formes très 

variables de par l’hétérogénéité concernant la taille et le diamètre des cous et des têtes 

d’épines. Ces structures constituent des unités indispensables à la transmission synaptique 

et à l’intégration de l’information. Les épines sont altérées dans de nombreuses pathologies 

de l’intelligence comme les déficits intellectuels ou les maladies neurodégénératives. Ce 

chapitre consiste à décrire l’organisation complexe de ces structures. 

 

i. Le cytosquelette d’actine 
 

L’actine est un des composés les plus abondants de l’épine dendritique. Elle se présente 

sous forme d‘actine globulaire (actine G) ou d’actine filamenteuse (actine F), lorsque l’actine 

G polymérise. Dans l’épine, l’actine filamenteuse se présente sous trois structures 

majoritaires : 

-  les filaments étroits, de 4-6 nm de diamètre et 20 nm de long, vont de la tête de 

l’épine à la jonction synaptique.  

- un réseau d’actine présent dans la tête de l’épine 

- des filaments d’actine dans le cou de l’épine.  

 

Le cytosquelette ainsi formé est extrêmement dynamique et ce réseau peut s’assembler 

et se désassembler selon les signaux reçus par la cellule (Chhabra and Higgs, 2007). L’actine 

constitue la molécule de base des mouvements mécaniques de la cellule permettant des 

mouvements de migration cellulaire, d’adhésion ou encore d’étalement. Cette dynamique 

est l’un des éléments de la plasticité synaptique permettant aux épines de changer de forme 

très rapidement (Fischer et al, 1998, Matus, 2000), d’apparaître et de disparaître (Fig 8A). 

Elle est également cruciale dans les mécanismes de spinogénèse qui seront détaillés dans le 

chapitre III-1. Le modèle de plasticité synaptique le mieux décrit est la potentialisation à long 

terme (LTP), pouvant être induite par une stimulation pré-synaptique à haute fréquence ou 

par l’association répétée d’activités pré- et post-synaptiques (à l’échelle de la milliseconde). 

Dans le cas de la stimulation électrique à haute fréquence, une polymérisation importante et 
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rapide du cytosquelette d’actine est observée (Fig 8B), ce qui permet ainsi de consolider et 

d’accroitre la taille de l’épine (Fukawasa et al, 2003) (Fig 8C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8: Recrutement et polymérisation de l’actine dans l’épine dendritique sous 

l’influence de l’activité neuronale. (A) L’effet de la LTD et de la LTP sur le réseau d’actine 
modifie la morphologie des épines dendritiques (Tada and Sheng, 2006). (B) Schéma 
représentant la dynamique du réseau d’actine lors d’un signal d’activité ou d’inactivité. 
(Dillon and Goda, 2005). (C) Sous l’effet de l’activité neuronale, le facteur Arc est exprimé 
dans les épines. Ce facteur  est nécessaire à la phosphorylation de la cofilin et favorise ainsi la 
polymérisation des filaments d’actine ( Bramham, 2008).  
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A l’inverse, la dépression à long terme (LTD), générée par des stimulations de faible 

fréquence, est associée à une dépolymérisation de l’actine et une résorption des épines. La 

réponse rapide du cytosquelette lors d’événements de LTP, LTD, ou due à l’activité 

synaptique, passe par un réseau de signalisation qui comporte des protéines aux fonctions 

très diverses portant un domaine de liaison à l’actine appelé ABD (Actin Binding Domain). 

Par exemple la cofiline non phosphorylée se fixe aux filaments d’actine afin d’empêcher leur 

polymérisation. L’ADF quant à elle agit synergiquement afin de favoriser la dépolymérisation 

du réseau d’actine. L’inhibition de la cofilin par la LIMK1 (Lim Kinase 1) sera vue plus en 

détails dans le chapitre VI.5.i. La phosphorylation de la cofiline participe aux effets du BDNF 

(Brain-Derived Neurotrophic Factor) (Gehler et al, 2004) qui favorise les modifications du 

cytosquelette dans les épines dendritiques (Rex et al, 2007). En effet, le BDNF active la 

protéine Arc (Activity Regulated Cytoskeletal Associated Protein), indispensable à 

l’établissement de la LTP. Arc maintient la cofiline dans un état phosphorylé et favorise ainsi 

la polymérisation des filaments d’actine (Messaoudi et al, 2007, Bramham, 2008) (fig 8C). 

Cette voie de signalisation est privilégiée dans les filopodes où les filaments d’actine sont 

majoritairement unidirectionnels. Par ailleurs, le complexe Arp2/3 favorise la nucléation des 

filaments d’actine. Un complexe formé par Arp2, Arp3 et cinq autres protéines est retrouvé à 

chaque extrémité des filaments d’actine. Il favorise particulièrement l’extension des 

filaments d’actine dans les lamellipodes en générant un maillage de filaments d’actine 

(Volkmann et al, 2001). L’équilibre établi entre élongation et dépolymérisation du 

cytosquelette d’actine est extrêmement important pour une régulation et un remodelage 

rapide de l’épine. Cependant, cette plasticité est très liée à l’interaction  du cytosquelette 

d’actine avec un autre cytosquelette constitué de microtubules (Dent et al, 2011a). 

 

ii. Les microtubules 
 

Les microtubules ont été vus dans les épines dendritiques pour la première fois dans les 

années 80 (Westrum et al, 1980). Ils sont constitués d’hétérodimères de tubuline α et β. 

L’extrémité « + » favorise la polymérisation tandis que l’extrémité « - »  favorise le 

désassemblage de ces structures. Ces fonctions sont régulées par des protéines appelées 

MAP (Microtubules Associated Proteins) qui se fixent à l’extrémité des filaments. La protéine 

A B 
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EB3 (End Binding 3) en est un exemple et elle favorise le guidage des microtubules dans les 

dendrites puis dans les épines dendritiques afin de moduler leur morphologie. Elle interagit 

avec p140Cap/SNIP, une protéine enrichie dans les PSD et présentant une affinité pour la 

cortactine, elle-même liée à l’actine filamenteuse (Jaworski et al, 2009). La protéine EB3 

possède également la capacité d’interagir avec PSD-95 qui entre en compétition avec les 

microtubules et perturbe ainsi la dynamique des microtubules (Sweet et al, 2011). Ainsi, la 

complémentarité des réseaux d’actine et de microtubules semble jouer un rôle très 

important dans la dynamique des épines. La présence de microtubules dans les épines 

permet aux complexes tels que les polyribosomes d’accéder à cette structure. En effet, après 

stimulation, le nombre d’épines contenant des polyribosomes augmente de façon 

significative. De même, la présence de microtubules dans l’épine favorise le recrutement de 

vésicules contenant les récepteurs aux neurotransmetteurs qui vont alors directement se 

positionner à proximité de la membrane (Kim and Lisman, 2001). Ces complexes sont 

conduits grâce à l’intervention d’un moteur moléculaire, la dynéine (Fig 9).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Fonctions des microtubules dans les épines dendritiques. Un complexe 
protéique lie les microtubules aux filaments d’actine  et différents complexes tels que les 
polyribosomes et les vésicules contenant les récepteurs sont conduits à l’épine par 
l’intermédiaire de la dynéine (Gu and Zheng, 2009).  
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L’une des MAP favorisant l’assemblage des microtubules est la protéine Tau qui les 

stabilise et favorise leur élongation. Cette protéine est affectée dans les maladies portant le 

nom de taupathies. Les deux plus connues sont la maladie de Parkinson et la maladie 

d’Alzheimer. Cependant, dans ces deux maladies l’origine du défaut est bien distincte : dans 

le cas de la maladie de Parkinson il s’agit d’une mutation du gène Tau tandis que dans le cas 

de la maladie d’Alzheimer la déstabilisation des microtubules décroche les protéines Tau qui 

s’agrègent entre elles afin de former des structures neurofibrillaires (Querfurth and Laferla, 

2010). L’une des conséquences de cette déstabilisation est que le transport le long des 

dendrites ne peut plus avoir lieu et, de ce fait, l’absence de polyribosomes dans les épines 

affecte l’expression d’un grand nombre de protéines.  

 

iii. La densité post-synaptique (PSD) 

Les densités post-synaptiques correspondent à une zone dense aux électrons en 

microscopie électronique (Fig 4). Cette région est spécifique des synapses excitatrices, très 

majoritairement glutamatergiques dans le système nerveux central. Les densités post-

synaptiques mesurent environ 30 nm de large et sont constituées d’un réseau protéique très 

dynamique qui sera décrit dans ce paragraphe. 

 

a) Les récepteurs 

- Rôle et fonctionnement des récepteurs AMPA 

Les récepteurs AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid) sont des 

récepteurs ionotropiques, sensibles au glutamate. Le glutamate est le neurotransmetteur le 

plus abondant du système nerveux central. Ces récepteurs tétramériques sont constitués 

d’au moins 2 types de sous-unités parmi 4 possibles, appelées GluA1-GluA4 (ou GluR1-

GluR4). Chaque sous-unité est composée d’un domaine N-terminal extracellulaire, de quatre 

domaines transmembranaires et d’un domaine C-terminal intracellulaire. Dans 

l’hippocampe, la majorité des récepteurs sont composés de GluA1/GluA2 (80%) ou 

GluA2/GluA3 (16%) (Wenthold et al, 1996 ; Lu et al, 2009). La combinaison des différentes 

sous-unités confère des propriétés particulières à la synapse. Par exemple ces récepteurs 

sont imperméables au calcium, exceptés la rare proportion de récepteurs ne possédant pas 
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la sous-unité GluA2 (Hollmann et al, 1991 ; Verdoorn et al, 1991 ; Burnashev et al, 1992). Les 

récepteurs mGluR sont déterminants dans les processus de plasticité synaptique et sont 

régulées selon deux voies : la régulation de son trafic synaptique et la régulation de la 

phosphorylation de ses sous-unités. Cependant, ces deux aspects ne sont pas complètement 

indépendants dans la mesure où la phosphorylation de certaines sous-unités régule le trafic 

des récepteurs. Il s’effectue par l’intermédiaire du recrutement des vésicules intracellulaires 

ou par diffusion latérale depuis la membrane extra-synaptique. Il est désormais admis que le 

recrutement synaptique des récepteurs AMPA dépend de l’activité synaptique. En effet, sous 

l’effet de la LTP, les vésicules intracellulaires contenant les récepteurs AMPA fusionnent à la 

membrane ou migrent le long de la membrane (Fig 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: Trafic des récepteurs AMPA lors de la plasticité synaptique. Lors de la LTP les 
récepteurs sont insérés sur la membrane synaptique ou extra-synaptique   .Ces 
récepteurs diffusent ensuite rapidement         puis sont phosphorylés par la CaMKII       afin 
d’être stabilisés par les PSD-95. Lors de la LTD les récepteurs sont déphosphorylés         puis 
migrent vers la membrane extra-synaptique          ou ils seront endocytés          (Opazo and 
Choquet, 2011). 
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De récentes études ont montré que cette exocytose est favorisée par la phosphorylation 

des récepteurs AMPA par la protéine kinase A (PKA). La libération de neuromodulateurs tels 

que la dopamine et la norépinéphrine suite à la LTP favorisent également cette étape (Lee 

and Kirkwood, 2011 ; Opazo and Choquet, 2011). Par ailleurs, la migration des récepteurs 

jusqu’aux PSD est favorisée par la présence de corticostérone. Cette diffusion latérale est 

arrêtée grâce à une interaction stable avec certaines protéines transmembranaires dont la 

stargazine qui sert de lien avec PSD-95. L’interaction entre les récepteurs AMPA et la 

stargazine est permise grâce à une deuxième étape de phosphorylation de la stargazine par 

la CaMKII. La phophorylation de PSD-95 par la PI3K est probablement également 

responsable de la stabilisation de ce complexe (Opazo and Choquet, 2011). A l’inverse, un 

signal de LTD induira une déphosphorylation du récepteur AMPA, une migration vers la zone 

extrasynaptique, puis une endocytose (Fig 10). L’ensemble de ces mécanismes permet de 

moduler le nombre de récepteurs AMPA au cours de la vie d’une synapse.  

 

- Rôle et fonctionnement des récepteurs NMDA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: Structure des récepteurs NMDA. Schéma représentant un récepteur NMDA 
constitué des sous-unités NR1 et NR2. La sous unité NR1 recrute le co-activateur glycine 
tandis que la sous-unité NR2 est responsable du recrutement des ligands spécifiques 
glutamate et NMDA. Son canal calcique est bloqué par un résidu Mg2+ qui sera expulsé lors 
de l’hyperpolarisation de la membrane (Kristiansen et al, 2007). 
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Les récepteurs N-Méthyl D-Aspartate (NMDAR) sont, comme les récepteurs AMPA, des 

récepteurs ionotropiques au glutamate et sont couplés à un canal calcique. Leur nombre est 

globalement constant au sein d’une synapse. Ils sont composés de quatre sous-unités parmi 

trois appelées NR1, NR2 ou NR3 (indifféremment appelées GluN1 ; GluN2 et GluN3). NR1 est 

un composant obligatoire du récepteur et permet le recrutement de la glycine comme co-

activateur. Il existe huit variants d’épissage de ce gène.  Deux sous-unités NR1 s’associent le 

plus souvent avec deux membres de la famille NR2 (NR2A-D) pour former un récepteur 

tétramérique au glutamate.  

 

Chaque sous-unité des récepteurs NMDA contient un long domaine N-terminal 

extracellulaire, trois segments transmembranaires, plus un formant le pore du canal et un 

domaine C-terminal intracellulaire de taille variable (Fig 11). NR1 peut également s’associer à 

un membre de la famille NR3 (NR3A-B) pour former un récepteur sensible à la glycine 

uniquement. Dans quelques rares cas, les trois types de sous-unités coexistent dans un 

même récepteur. Contrairement à NR1, les isoformes de NR2 et NR3 sont issues de gènes 

distincts. Le domaine C-terminal des sous-unités NR1 et NR2 interagit avec plusieurs 

protéines d’échafaudage contenant un domaine PDZ telles que PSD-95 ou SAP-102 et 

contient plusieurs sites de phosphorylation. Les récepteurs NMDA sont ainsi liés aux 

différentes molécules de signalisation et participent à la transduction des signaux (Salter and 

Kalia, 2004 ; Lau and Zukin, 2007) (Fig 13).  

A l’état de repos, le canal calcique couplé aux récepteurs NMDA est bloqué par un ion 

Mg2+. Lors d’un influx nerveux la libération pré-synaptique de glutamate active les 

récepteurs AMPA qui initient, dans un délai très cours, une dépolarisation. La membrane 

hyperpolarisée favorise alors l’expulsion de l’ion Mg2+ du canal calcique couplé au récepteur 

NMDA qui s’ouvre afin de laisser entrer les ions calcium (Mayer et al, 1984) (Fig 11). Une 

altération de cette dernière étape, provoquant une libération excessive de calcium puis une 

excitotoxicité, a été observée dans de nombreuses pathologies telles que la maladie 

d’Alzheimer et la maladie de Huntington (Fan et al, 2007) ou encore lors d’ischémies 

cérébrales. Par ailleurs, une perte de fonction de cette classe de récepteur est impliquée 

dans des pathologies telles que la schizophrénie (Kristiansen et al, 2007 ; Kloda et al, 2007). 
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-  Les récepteurs mGluR 

Le glutamate libéré dans la fente synaptique active une troisième classe de récepteurs : 

les récepteurs métabotropiques au glutamate (mGluR). Ces récepteurs appartiennent à la 

famille des récepteurs couplés aux protéines G. Cependant, de façon surprenante, leur 

signalisation est indépendante de l’activation de ces mêmes protéines G (Heuss et al, 2000). 

Huit gènes codent pour les récepteurs mGluR. Ces récepteurs ont été classés en 3 groupes 

selon leur identité de séquence et leurs propriétés biochimiques : le groupe I contient les 

récepteurs mGlu1 et mGlu5 couplés aux protéines Gq qui activent la phospholipase C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12: Répartition des récepteurs mGluR dans une des régions (CA3) de 
l’hippocampe. Les récepteurs du groupe I sont exprimés sur les cellules pyramidales (PYR) et 
sur les interneurones du lacunosum moléculaire (L-Mi). Les récepteurs du groupe II ainsi que 
les récepteurs mGluR4 et 8 sont localisés sur les fibres moussues (MF) et sur les voies 
afférentes (PP). Les récepteurs mGluR7 sont, quant à eux, exprimés sur certaines fibres 
moussues et sur les collatéraux récurrents (RC) reliés aux cellules pyramidales (Cosgrove et al, 
2011). 
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Les récepteurs mGluR1 et mGluR5 sont essentiellement localisés sur l’élément post-

synaptique. Les groupes II (mGluR2 et mGluR3) et III (mGluR4 et mGluR6-8) sont couplés aux 

protéines Gi/G0 et inhibent la formation de l’AMP cyclique en bloquant l’adénylate cyclase 

(Prezeau et al, 1993). Les récepteurs des groupes II et III sont essentiellement présents sur la 

membrane pré-synaptique. Cependant, mGluR7, malgré sa classification dans le groupe III, 

peut stimuler la phospholipase C afin d’activer les protéines Gi/G0 dans les neurones (Perroy 

et al, 2000). En revanche, tous les autres récepteurs mGluR peuvent activer la 

phosphodiesterase GMP cyclique, la phospholipase A2 et la phospholipase D. Les récepteurs 

mGluR sont principalement présents sur les terminaisons axonales mais leur répartition est 

variable selon les structures du cerveau. Par exemple, les trois groupes de récepteurs mGluR 

sont exprimés dans l’hippocampe. Cependant,  les récepteurs du groupe I sont présents sur 

les cellules pyramidales et les interneurones du stratum lacunosum moleculare, les 

récepteurs du groupe II et les récepteurs mGluR4 et 8 sont sur les fibres moussues et la voie 

perforante tandis que le récepteur mGluR7 est trouvé sur les fibres moussues et les 

collatérales récurrentes (Cosgrove et al, 2011) (Fig 12). Les récepteurs mGluR7 sont 

également connus pour interagir avec la Ca2+/calmoduline. Le domaine du récepteur 

impliqué dans cette interaction est le même que celui impliqué dans l’interaction avec les 

protéines G. Ainsi, lors d’un influx de calcium dans la terminaison nerveuse la calmoduline 

est activée. Elle entre alors en compétition avec la protéine G qui est déplacée vers les 

canaux calciques P/Q et les inactive. Ce processus permet de réguler la libération de Ca2+ 

pré-synaptique, et donc de neurotransmetteurs dans la fente synaptique (El Far et al, 2002 ; 

Fagni et al, 2004). 

 

Les gènes mGluR1 ; mGluR5 ; mGluR7 et mGluR8 subissent un épissage alternatif, 

augmentant ainsi la complexité de cette famille. Le domaine carboxy-terminal de chaque 

isoforme détermine l’interaction avec différentes protéines intracellulaires et confère ainsi la 

spécificité fonctionnelle des différents récepteurs (Perroy et al, 2001 ; Fagni et al, 2004). Ce 

domaine permet aux récepteurs mGluR d’interagir avec les récepteurs NMDA qui inhibent 

mutuellement leur activité (Perroy et al, 2008). Ils interagissent également avec des 

protéines de liaison à l’actine, des molécules de signalisation ou encore des protéines 

d’échafaudage telles que la protéine Homer qui sera décrite ultérieurement (Fig 13). De 
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récentes études ont démontré que les récepteurs mGluR sont requis pour la plasticité à long 

terme (Cosgrove et al, 2011). Les effets de la LTP peuvent être reproduit 

pharmacologiquement par l’application prolongée d’un agoniste des récepteurs mGluR2/3. 

Ce traitement induit une diminution de la libération de neurotransmetteurs provoquant une 

altération de l’efficacité synaptique 

 

b) Les protéines d’échafaudages et de 

signalisation 

- PSD-95, une protéine indispensable à l’organisation post-

synaptique 

PSD-95, moins connue sous le nom de SAP90, a été la première protéine d’échafaudage 

identifiée et est l’une des plus abondantes de la densité post-synaptique (PSD). A elle seule, 

cette protéine représente 2.3% de la masse totale des PSD soit environ 300 molécules de 

PSD-95 par densité (Chen et al, 2005). Elle appartient à la famille des MAGUK (Membrane 

Associated Guanylate Kinase). PSD-95 est une protéine indispensable à la transmission et à la 

plasticité synaptique grâce à son interaction avec d’autres protéines. En effet, les protéines 

de cette famille comportent  trois domaines PDZ en N-terminal suivi d’un domaine SH3 et 

d’un domaine s’apparentant à la kinase guanylate (GK). Les domaines PDZ permettent aux 

protéines de cette famille de s’associer avec l’extrémité C-terminale de très nombreuses 

protéines telles que la sous-unité NR2 des récepteurs NMDA (Kornau et al, 1995). PSD-95 est 

donc cruciale pour le regroupement des récepteurs NMDA au niveau des PSD. De plus, PSD-

95 contient, en N-terminal, deux cystéines subissant une palmitoylation nécessaire à la 

localisation synaptique des récepteurs AMPA. La nécessité de cette palmitoylation pour 

l’assemblage de PSD-95 avec la stargazine et les récepteurs AMPA a été montrée dans un 

modèle non neuronal  (El-Husseini et al, 2002). PSD-95 interagit également avec les 

neuroligines ainsi qu’avec la stargazine, un membre de la famille TARPs (Transmembrane 

AMPA receptors Regulatory Protein) qui permet le regroupement synaptique des récepteurs 

AMPA et participe à la régulation de la transmission synaptique. En effet, la stargazine 

phosphorylée interagit avec la bicouche lipidique membranaire chargée négativement. Les 

lipides inhibent alors l’interaction de la stargazine avec PSD-95. Lorsque la bicouche lipidique 



- 34 - 
 

se charge positivement (cas d’une dépolarisation), la stargazine se décroche de la membrane 

et favorise l’activité synaptique des récepteurs AMPA (Sumioka et al, 2010). PSD-95 est donc 

particulièrement importante pour l’organisation post-synaptique et favorise la stabilisation 

synaptique et la transduction de signaux (Fig 13A, B). De façon très intéressante, une étude à 

démontré que la déstabilisation de l’interaction entre PSD-95 et la sous-unité NR2B des 

récepteurs NMDA suffit à induire une dyskinésie chez les rats. Ce symptôme étant l’une des 

caractéristiques de la maladie de Parkinson, il est possible que PSD-95 soit impliquée dans 

cette maladie neurodégénérative (Gardoni et al, 2006). Par ailleurs, il a été montré qu’une 

surexpression de PSD-95 induit une augmentation du nombre et de la taille des épines 

dendritiques en augmentant le nombre d’AMPA récepteurs à la synapse. Ainsi, 

l’augmentation de l’expression de PSD-95 mime l’effet de la LTP (El-Husseini et al, 2000 ; 

Stein et al, 2003). A l’inverse, la baisse de l’expression de PSD-95 diminue le nombre de 

récepteurs AMPA à la synapse.  
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Figure 13: Vue d’ensemble des récepteurs synaptiques et de leur intégration dans le 
réseau protéique. (A) Schéma représentant les complexes protéiques établissant un lien 
physique entre les récepteurs NMDA et mGluR (B) Schéma représentant les complexes 
protéiques établissant un lien physique entre les récepteurs NMDA et AMPA (Boeckers, 
2006). 
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- SHANK 

Contrairement aux protéines de la densité post-synaptique décrites précédemment, les 

protéines d’échafaudage SHANK sont localisées plus profondément dans cette structure. 

SHANK1, SHANK2 et SHANK3 sont abondamment exprimées dans le système nerveux central 

mais présentent des répartitions différentes dans les structures cérébrales. SHANK 3 est par 

exemple fortement exprimée dans le thalamus tandis que SHANK1 et 2 sont majoritairement 

trouvées dans les cellules de Purkinje du cortex cérébelleux. En revanche, le cortex et 

l’hippocampe expriment les trois isoformes. Par ailleurs, SHANK1 est particulièrement 

exprimée dans les synapses excitatrices du cerveau adulte (Lim et al, 1999). La séquence 

protéique des trois membres de la famille SHANK contient de nombreux motifs d’interaction 

protéique déterminants pour leurs fonctions cellulaires. Une répétition de motifs ankyrin en 

N-terminal est suivie d’un domaine SH3 puis d’un domaine PDZ et se termine en C-terminal 

par un long motif riche en proline puis par un domaine SAM (Sterile α Motif) indispensable à 

la localisation synaptique de SHANK2 et 3 (Boeckers et al, 2005). De nombreux sites 

d’épissage alternatif ainsi que des promoteurs alternatifs sont à l’origine d’une grande 

variété des membres de la famille SHANK. Cet épissage alternatif n’est cependant pas régulé 

de la même manière selon les régions du cerveau et selon les étapes du développement. 

L’expression des différentes isoformes de SHANK1 et SHANK2 a été comparée dans le cortex 

et dans le cérebellum. Les résultats démontrent que, pour SHANK1, l’expression du variant 

Ins2a, majoritaire dans le cortex par rapport au cérebellum, s’accroit au cours du 

développement. En revanche, l’expression du variant Ins3, majoritaire dans le cérebelum par 

rapport au cortex, diminue au cours de cette même période. Ces différentiels suggèrent des 

spécificités de fonction des variants d’épissage de SHANK.  Une des interactions les plus 

stables réalisées par SHANK s’établit avec elle-même via son domaine SAM capable de 

former une structure filamenteuse hélicoïdale (Baron et al, 2006). De plus, une deuxième 

interaction entre le domaine SH3 et le domaine ankyrin contribue à stabiliser les complexes 

SHANK et à former de larges agrégats (Fig 13). Le domaine riche en proline de SHANK 

contient plusieurs motifs reconnus par différentes protéines de liaison à l’actine telles que la 

spectrine, la cortactine (Du et al, 1998, Naisbitt et al, 1999), β-PIX (Park et al, 2003) ou 

encore IRSp53 (Bockmann et al, 2002). Cette liaison SHANK/IRSp53 est régulée par la GTPase 

Cdc42 et l’activation de PKC induit le recrutement de IRSp53 aux PSD. De plus, un des rôles 

majeurs des protéines SHANK est de relier les complexes associés aux récepteurs NMDA à 
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ceux associés aux récepteurs mGluR (Hori et al, 2005). En effet les domaines PDZ du 

complexe SHANK se fixent aux protéines de la famille GKAP, elles-mêmes recrutées par PSD-

95 grâce à son domaine GK. Par ailleurs, les récepteurs mGluR sont également liés à SHANK 

grâce à un intermédiaire, la protéine Homer (Tu et al, 1999). Les protéines SHANK sont donc 

des intermédiaires indispensables entre les densités post-synaptiques, le cytosquelette et les 

molécules de signalisation. 

 

- Homer 

Trois gènes homer composent cette famille protéique. De plus, chacun de ces gènes subit un 

épissage alternatif. Ainsi homer1 code pour Homer 1a-h, homer2 code pour Homer 2a-d et 

homer3 produit 10 variants. Les domaines C-terminaux des différents variants peuvent avoir 

des tailles très variables. Par exemple le domaine C-terminal de Homer 1a est constitué de 

11 acides aminés tandis que Homer 1b et c possèdent un domaine C-terminal 

respectivement de 168 et 180 acides aminés. Ce long domaine C-terminal leur permet de 

former des tétramères, voire des multimères d’ordre supérieur. D’autres protéines peuvent 

également interagir avec ce domaine C-terminal comme Cdc42 sur Homer 2 (Shiraishi et al, 

1999). Le domaine EVH1 (N-terminal Enabled/Vasp homology 1), présent en N-terminal sur 

toutes les protéines Homer, permet l’interaction avec un domaine riche en proline  dont la 

séquence consensus est PPxxF (x étant un acide aminé quelconque). Cette séquence est 

retrouvée par exemple sur les récepteurs mGluR du groupe I, sur SHANK ou encore sur les 

récepteurs NMDA. Les protéines Homer sont également liées à la signalisation calcique par 

la sous-unité Cav2.1 des canaux calciques de type P/Q et par leur interaction avec les 

récepteurs à l’IP3 (Inositol 1,4,5-triphosphate) perméables au calcium, localisés sur l’appareil 

de Golgi (Tu et al, 1998 ; McRory et al, 2001). Les protéines Homer établissent donc un lien 

physique entre les récepteurs NMDA et les stocks intracellulaires de calcium. En maintenant 

ces différents éléments à proximité, la protéine homer améliore la fonctionnalité du 

système. La protéine Homer2 est, quant à elle, reliée aux récepteurs mGluR1α ainsi qu’aux 

filaments d’actine. Les protéines d’échafaudage Homer servent donc de lien entre les 

récepteurs mGluR, le réseau d’actine et les GTPases Cdc42 et influence ainsi le cytosquelette 

(Shiraishi et al, 1999 ; Shiraishi-Yamaguchi et al, 2009). Par ailleurs, l’activité neuronale a 

pour effet d’induire l’expression de Homer 1a qui entrera alors en compétition avec les 
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formes longues des autres protéines Homer provoquant alors une déstabilisation de 

l’échafaudage.  

 

- La Calmoduline Kinase II, une protéine à double fonction 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: Structure et dynamique de la CaMKII. (A) Représentation schématique de la 
structure des CaMKII constituées d’un domaine catalytique, d’un domaine d’auto-inhibition 
comprenant lui-même un domaine d’inhibition et d’un domaine de recrutement de la 
calmoduline, et d’un domaine d’auto-association. (B) La CaMKII inactive se présente sous 
forme d’un dodécamère non phosphorylé. La fixation du complexe calcium/calmoduline 
induit l’activation de la protéine qui interagit avec la sous unité NR2B des récepteurs NMDAR 
ou favorise la phosphorylation de son site T286. Dans ces deux cas la CaMKII est activée 
(Lisman et al, 2002). 
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La calmoduline kinase II (CaMKII) est une des protéines les plus abondantes du cerveau. 

Elle représente 1-2% des protéines totales et est enrichie dans les densités post-synaptiques 

où elle représente environ 8% des protéines (Lisman et al, 2002 ; Cheng et al, 2006). Cette 

famille de kinases est constituée de 28 isoformes codés par 4 gènes. Les formes les plus 

courantes sont les CaMKIIα et β qui s’assemblent pour former une holoenzyme. Elles 

possèdent un domaine catalytique contenant un domaine de recrutement pour l’ATP ainsi 

que pour les substrats spécifiques de la CaMKII. Ce même domaine comporte une région 

responsable de l’interaction avec des protéines d’échafaudage et avec les récepteurs NMDA. 

Accolé à ce domaine kinase, les CaMKII possèdent un domaine d’auto-inhibition dont la 

structure est similaire à certains substrats et lui permet d’inhiber le domaine catalytique en 

s’y fixant (Fig 14A). Lors d’une activité neuronale, le calcium libéré se fixe sur la calmoduline 

qui est alors recrutée sur la CaMKII. Cette interaction favorise l’activation de la CaMKII en 

exposant les sites de phosphorylation T286 pour CaMKIIα ou T287 pour CaMKIIβ. Ces sites 

phosphorylés favorisent le recrutement  de la kinase à la synapse et, plus précisément, au 

niveau des densités post-synaptiques (Khan et al, 2011) (Fig 14B). Une étude récente a 

démontré que la CaMKIIβ est responsable de la trans-location de la CaMKIIα (Borgesius et al, 

2011). Ces phosphorylations maintiennent la protéine active même lorsque le taux de 

calcium/calmoduline a diminué et que cet activateur s’est décroché de la CaMKII (Lisman et 

al, 2002) (Fig 14). L’augmentation du calcium post-synaptique étant l’une des premières 

étapes de la transduction du signal, cela suggère que l’activation de la CaMKII se situe parmi 

les premiers événements de la cascade de signalisation. De plus, sa localisation à proximité 

des récepteurs NMDAR responsables de la libération de Ca2+ intracellulaire augmente très 

probablement son efficacité. Les CaMKIIα et β agissent de concert et participent à la 

régulation de la plasticité synaptique dans l’hippocampe, et aux processus d’apprentissage 

(Borgesius et al, 2011).  
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III- Dynamique des éléments structuraux impliqués dans la 

cognition  

1. Spinogenèse  
 

La formation des épines dendritique est un sujet très étudié. L’émergence d’un filopode 

comme précurseur des épines dendritiques est le modèle le plus couramment admis bien 

qu’encore largement discuté. Selon ce modèle, le contact d’un élément pré-synaptique avec 

un filopode émergeant du dendrite favorise la différentiation de ce filopode en épine (Fiala 

et al, 1998).  

i. Régulation de l’actine et des protéines solubles dans les 

processus de mise en place et de maintien de l’épine 

dendritique 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15: Organisation des protéines de signalisation dans les processus de plasticité 
synaptique. (A) La majorité des protéines de signalisation sont reliées à SHANK et PSD-95 et 
participent directement ou indirectement à la polymérisation de l’actine. Beaucoup d’entre 
elles sont des régulateurs des Rho-GTPases. Les protéines PAK servent de lien avec la voie de 
signalisation de l’actine. (B) En cas de rétraction ou d’élimination de l’épine, d’autres 
protéines de signalisation permettent la déstabilisation des réseaux d’actine (Tada and 
Sheng, 2006). 

 

A B 
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Il est désormais largement admis que la régulation de la polymérisation et 

dépolymérisation du réseau d’actine est l’une des composantes majeures de la motilité des 

épines, de leur forme et de leur plasticité. Un très grand nombre de protéines dont la famille 

CP (Capping Protein) et les complexes Arp2/3 sont impliqués dans ces processus. En effet, les 

« capping protein » se fixent à l’extrémité des filaments d’actine afin d’empêcher leur 

élongation tandis que Arp2/3 facilite la nucléation de l’actine (Akin and Mullins, 2008, Fan et 

al, 2011 ; Hotulainen and Hoogenraad, 2010). Par ailleurs, la profiline recrute l’actine sous 

forme monomérique et favorise sa polymérisation. La cortactine, liée à SHANK et à l’actine-

F, est l’une des protéines permettant de relier physiquement le réseau d’actine aux PSD 

(Naisbitt et al, 1999).  

 

De nombreuses molécules de signalisation participent également à la régulation des Rho-

GTPases. (L’implication des Rho-GTPases dans les processus de plasticité synaptique sera 

traitée dans le paragraphe IV.d). Celles-ci activent ensuite la protéine PAK1 impliquée dans la 

régulation de la voie de signalisation LIMK1/cofiline régulant la dynamique des réseaux 

(Edwards et al, 1999) (Fig 15). Cette voie de signalisation sera détaillée dans le paragraphe 

VI.5.i. Dans les filopodes, la polymérisation de l’actine est également contrôlée par la famille 

des formines et en particulier par les complexes DRF3/mDia2. Une altération de ce complexe 

induit une baisse du nombre de filopodes, une altération des épines et de la transmission 

synaptique (Hotulainen et al, 2009). La liste des régulateurs de l’actine faite ici est loin d’être 

exhaustive mais rend compte de la complexité de ce système. Les effets de la LTP peuvent 

être stabilisés grâce à cette plasticité et au remodelage du cytosquelette d’actine, 

démontrant ainsi l’importance des processus liés à la régulation du cytosquelette d’actine 

(Fukazawa et al, 2003) (Fig 15). 

Les processus de plasticité synaptique et de renouvellement des connexions synaptiques 

nécessitent également un renouvellement des protéines et, par conséquent, une 

dégradation de celles-ci. Une étude récente a mis en évidence le rôle de la CaMKIIα dans le 

recrutement du protéasome. En effet, dans le cerveau, la forme phosphorylée de la CaMKIIα 

est associée au protéasome et induit ainsi son recrutement dans les épines où le protéasome 

pourra être activé (Bingol et al, 2010).  
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ii. Régulation des microtubules dans la spinogenèse 
 

De récentes études ont mis en évidence l’importance du rôle joué par les microtubules 

lors de la mise en place de l’épine mais également lors de son maintien. En effet, l’inhibition 

de la dynamique des microtubules par un agent déstabilisateur des microtubules ou par le 

knock-out de EB3 transforme les épines dendritiques en protrusions proches des filopodes et 

diminue ainsi la densité des épines dendritiques. De plus, l’application de BDNF qui 

augmente la dynamique des microtubules, induit, dans le même temps, une augmentation 

de la densité des épines dendritiques (Gu et al, 2008). Des études parallèles ont montré que 

cette dynamique des microtubules dépend de l’activité synaptique (Hu et al, 2008). De plus, 

le maintien de cet état dynamique requière l’hydrolyse de GTP, ce qui suggère un rôle 

important des Rho-GTPases (Dent et al, 2011b). Une sérine/thréonine kinase du nom de 

PAR1b permet de réguler cet enrichissement des épines par les microtubules. Un des 

substrats de PAR1b est MAP (Microtubule Associated Protein) qui, lorsqu’elle est 

phosphorylée, se détache des microtubules (Matenia and Mandelkow, 2009). Ainsi, PAR1b 

régule la dynamique des microtubules nécessaire à la maturation des épines dendritiques et 

à leur maintien (Hayashi et al, 2011). De plus, les souris KO PAR1b présentent des défauts 

d’apprentissage et de mémorisation relative à l’espace. Ces observations confirment que la 

morphologie des épines est un facteur indispensable au bon fonctionnement de la cognition. 

 

iii.  Dynamique des protéines d’échafaudage dans la densité post-

synaptique 
 

Lorsque les filopodes rencontrent un bouton pré-synaptique, l’élément post-synaptique 

peut se former grâce à la mobilité des molécules requises, le long de la membrane 

plasmique. Les protéines d’échafaudage SHANK et Homer s’assemblent de façon à former 

une plateforme qui recrute ensuite les autres protéines de la densité post-synaptique, dont 

la sérine/thréonine kinase PAK1 (Hayashi et al, 2009 ; Park et al, 2003). SHANK interagit 

également avec le complexe Arp2/3, activé par la cortactine, elle-même associée à SHANK et 

à l’actine-F (Tada and Sheng, 2006) (Fig 8C). Cependant, le recrutement de SHANK se fait en 

fonction de la concentration intracellulaire de Zn2+. SHANK1 qui n’est pas sensible au Zn2+ est 
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recrutée à la suite de SHANK2/3 (Grabrucker et al, 2011). Les complexes protéiques sont 

ensuite stabilisés. Les protéines nécessaires à la formation des PSD doivent donc être 

disponibles très rapidement. Plusieurs systèmes permettent cette réponse rapide. Par 

exemple, l’invasion des épines par le réseau de microtubules, décrit précédemment, permet 

aux ARNm et à certaines protéines d’être transportées jusqu’à l’épine. Les polyribosomes 

apportés par ce même système de transport permettent donc une traduction des protéines 

à proximité de leur site d’action. La protéine FMRP (qui sera abordée plus en détails dans le 

chapitre IV-3.i) permet de maintenir la stabilité des ARNm pendant leur transport le long du 

dendrite.  

 

iv. Importance de l’activité synaptique dans la mise en place et le 

maintien de l’épine dendritique 
 

Il est désormais admis que l’activité synaptique favorise largement la spinogenèse. Une 

expérience très intéressante a contribuée à démontrer cela. In vivo, les neurones de striatum 

présentent un grand nombre d’épines. Cependant, une fois en culture les épines 

disparaissent, excepté si on ajoute à la culture des neurones corticaux générant un signal 

électrique (Segal et al, 2003). En effet, plusieurs études ont démontré l’effet d’une 

stimulation électrique sur la polymérisation de l’actine, molécule clé de la mise en place des 

épines (Lin et al, 2005). Par exemple la profiline est recrutée au niveau des épines 

dendritiques suite à une activation des récepteurs NMDA (Ackemann et al, 2003 ; Neuhoff et 

al, 2005). Cette induction des récepteurs NMDA active également la CaMKII connue pour son 

rôle dans la croissance et le développement des épines. En effet, cette stimulation, obtenue 

également par libération répétée de glutamate, a pour conséquence un élargissement stable 

des épines dendritiques (Matsuzaki et al, 2004 ; Richards et al, 2005). Cette modification 

morphologique des épines est en partie due à l’invasion de l’épine par les microtubules sous 

l’effet de l’activité neuronale (Hu et al, 2008 ; Gu et al, 2008). Ceci favorise le recrutement de 

polyribosomes permettant une traduction rapide et locale des protéines nécessaires à une 

réponse rapide suite à un stimulus (Ostroff et al, 2002). Les microtubules favorisent 

également le recrutement de mitochondries dont le rôle est encore mal compris (Li et al, 

2004).  
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In vivo, l’activité neuronale est indispensable à la régulation de la dynamique des épines 

dendritiques. Cette dynamique se traduit par le fait que certaines épines dendritiques se 

rétractent tandis que d’autres apparaissent (Fig 8A). De plus en plus d’études démontrent 

qu’une altération de cette plasticité synaptique est à l’origine de nombreux déficits 

neurologiques et intellectuels (Nadif Kaski et al, 2009). Elle est indispensable au 

renouvellement des connexions neuronales. La protéine d’échafaudage PSD-95 étant au 

centre du mécanisme de stabilisation des épines, il semblerait logique que ce complexe soit 

déstabilisé afin que l’épine se rétracte. Cependant, des données récentes montrent que cet 

événement n’est pas nécessaire pour qu’une épine disparaisse (Woods et al, 2011). 

Cependant, certains modèles de rétraction des épines passent par cette déstabilisation du 

réseau PSD-95. Par exemple la protéine SNK (Serum inducible kinase) dont l’expression est 

induite par l’activité synaptique dans des neurones d’hippocampe reconnait la protéine 

SPAR (SPine associated Rap guanosine triphosphatase) puis la dégrade et déstabilise ainsi les 

PSD (Pak and Sheng, 2003). Une étude récente a mis en évidence une baisse significative du 

taux d’ARNm de SPAR accompagnée d’une hausse de l’expression de SNK dans 

l’hippocampe, le cortex, le striatum et l’hippotalamus de patients atteints de la maladie 

d’Alzheimer. Ce processus pourrait donc être impliqué dans le processus neurodégénératif 

caractéristique de cette maladie (Gong et al, 2010). 

La protéine Epac2 (Exchange Protein Activated by cAMP), une GEF spécifique de la Rho-

GTPase Rap est enrichie dans les synapses excitatrices et colocalise avec PSD-95 et les sous-

unités GluR2/3 des récepteurs AMPA. En interagissant avec les neuroligines, elle déstabilise 

spécifiquement les récepteurs contenant ces sous-unités. De plus, la GTPase Rap est 

intimement liée à ces mêmes sous-unités. La proximité entre Epac et Rap permet à la GEF 

d’activer sa GTPase et favorise ainsi la déstabilisation des synapses. Epac2 est une protéine 

cruciale pour la motilité et le renouvellement des épines et donc, pour leur dynamique 

(Woolfrey et al, 2009).  
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2. Synaptogenèse 
 

Le cône de croissance, présente sur sa surface des filopodes différents de ceux 

mentionnés pour la spinogenèse. Lors du guidage axonal il répond à des signaux attractifs ou 

répulsifs qui lui indiquent le chemin chimique à suivre. De nombreuses molécules sont 

impliquées dans ce guidage axonal comme par exemple le couple Eph/éphrine mentionné 

précédemment (Chapitre II-3.ii), crucial pour les signaux de répulsion. Deux mécanismes 

distincts ont été mis en évidence pour les EphA/éphrineA ou pour les EphB/éphrinesB. Dans 

le cas du groupe A, le complexe se situe à proximité de l’enzyme ADAM10 (A-Didintegrin-

And-Metalloprotease) responsable de la césure de l’éphrine. Dans le cas du groupe B, 

l’interaction cellulaire sera perturbée par l’induction d’un mécanisme d’endocytose. 

Cependant, il a été montré que le complexe Eph/éphrine est entièrement endocyté. Ainsi, 

les complexes étant trans-membranaires, une portion d’une cellule est endocytée par la 

cellule opposée (Zimmer et al, 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16: Dynamique du cône de croissance. L’axone et le cône de croissance situé à 
l’extrémité distale de l’axone contiennent un large réseau d’actine et de microtubules. Le 
réseau d’actine est régulé par les mêmes complexes que pour la spinogenèse permettant 
ainsi la motilité des filopodes. 

 

 



- 46 - 
 

Par ailleurs, la dynamique du cône de croissance est régie par le cytosquelette d’actine 

(Fig 16). Cependant, le cône de croissance ne semble pas être la seule façon de former 

l’élément pré-synaptique. En effet, les boutons pré-synaptiques sont distribués tout le long 

de l’axone lui permettant ainsi d’établir de nombreuses connexions tout au long de son 

trajet. La présence de syntaxine et de SNAP25 tout au long de l’axone suggère que chaque 

point de l’axone possède la capacité de devenir un bouton pré-synaptique. Ce bouton peut 

contribuer à former une synapse uniquement au contact d’un filopode ou d’une épine 

dendritique (Fig 17A). Lors de ce contact, des vésicules contenant le matériel moléculaire 

nécessaire à la zone active libèrent leur contenu. Le contact est alors stabilisé par des 

molécules d’adhésion (Arikkath and Reichardt, 2008) (17D-F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17: Etapes de la mise en place d’une synapse. (A) Le cône de croissance arrive à 
proximité d’un dendrite cible présentant une épine immature. (B) Le contact entre les 
éléments pré- et post-synaptique s’établit (C) la synapse se stabilise (D) Lorsque le cône de 
croissance établit un contact avec un filopode, les molécules d’interaction « recherchent » 
leur partenaire (E) La synapse se stabilise grâce au recrutement des molécules d’interaction 
et à la mise en place du cytosquelette d’actine (F) Les complexes d’interaction sont stabilisés 
par l’activité synaptique qui favorise l’expansion de l’épine. (Giagtzoglou et al, 2009) 
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Une étude microscopique réalisée sur une culture de neurones d’hippocampe a révélé 

que la synaptobrévine s’accumulait très rapidement au niveau d’un nouveau contact axo-

dendritique (Ahmari et al, 2000). Ces agrégats sont associés à d’autres molécules telles que 

la synapsine, largement impliquée dans le développement et la maturation neuronale 

(Fornasiero et al, 2009) ou les canaux calciques voltages-dépendants. Lorsqu’un axone arrive 

à proximité d’une épine dendritique, la présence de neuroligine à la surface de cette 

dernière induit une agrégation de neurexine sur le bouton pré-synaptique qui favorise les 

différenciations pré- et post-synaptiques (Craig and Kang, 2007). A l’inverse, les neurexines 

du bouton pré-synaptique agrègent les neuroligines liées à PSD-95 et regroupent ainsi les 

récepteurs synaptiques (Nam and Chen, 2005). La protéine SynCAM1, exprimée par le cône 

de croissance, joue également un rôle important dans l’établissement du contact axo-

dendritique ainsi que dans sa différenciation (Stagi et al, 2010). Il arrive parfois que, sur des 

neurones matures, des complexes protéiques nécessaires à la synaptogenèse se forment 

sans intervention d’un élément post-synaptique. Ces complexes sont appelées « vésicules 

orphelines » et leur rôle est encore mal compris (Krueger et al, 2003).  

 

3. Rôle des GTPases dans les processus de plasticité 

synaptique 
 

Les Rho-GTPases sont des régulateurs clés du cytosquelette d’actine, orchestrant de très 

nombreuses fonctions cellulaires telles que la prolifération, la motilité, l’adhésion ou encore 

le développement neuronal. La formation des épines est, entre autres, très finement régulée 

par ces Rho-GTPases (Govek et al, 2005). Le cycle des GTPases s’effectue grâce à 

l’intervention des GEF (Guanine nucleotide Exchange Factors) et des GAP (GTPase Activating 

Protein) responsables des voies de signalisations induites par les différentes Rho-GTPases. 

En effet, une Rho-GTPase peut posséder plusieurs GAP et plusieurs GEF afin de répondre à 

différents signaux. De nombreuses études ont décrit des GAP et des GEF spécifiquement 

impliquées dans la spinogenèse et la synaptogenèse (Kiraly et al, 2010 ; Tolias et al, 2011) 

suggérant que les GTPases sont régulées en fonction des différentes étapes du 

développement. Les Rho-GTPases les plus connues sont RhoA, Rac1 et Cdc42. Rac1 et Cdc42 

sont impliqués dans les mécanismes de spinogenèse tandis que RhoA joue un rôle dans la 
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rétraction des épines. Tiam1 est une GEF spécifique de la GTPase Rac1 et est localisée 

exclusivement dans l’élément post-synaptique de la synapse. Elle interagit avec de 

nombreuses protéines de la densité post-synaptique telles que PSD-95, GluR1 ou NR1 et agit 

en aval  de la CaMKII ou des récepteurs aux éphrines B (Xie et al, 2007 ; Penzes et al, 2003). 

Une étude récente a mis en évidence que la voie Sonic hedgehog (Shh), connue pour jouer 

un rôle essentiel dans les processus de développement du système nerveux central, régule la 

formation des épines dendritiques des neurones pyramidaux d’hippocampe via Tiam1 (Tolias 

et al, 2007 ; Sasaki et al, 2010). La kalirin-7 est un autre exemple de GEF spécifique des Rho-

GTPases Rac1, RhoA et RhoG et est exclusivement post-synaptique. Il a été montré qu’une 

surexpression de la Kalirin-7 augmente la densité synaptique et la taille des épines tandis 

qu’une réduction de l’expression est associée à une baisse du nombre de synapses et de leur 

densité dans des neurones d’hippocampe en culture et chez les souris KO (Ma et al, 2008a). 

Les changements observés sur la densité des épines dendritiques semblent être dus à 

l’activation de la voie Rac/PAK par la kalirin-7, elle-même induite par le couple EphB2/éphrin 

B (Penzes et al, 2003). 

Les Rho-GTPases jouent également un rôle important dans l’axogenèse en régulant la 

dynamique du cytosquelette d’actine et de microtubule au niveau du cône de croissance. Par 

exemple, la GEF éphexine s’associe aux récepteurs aux  éphrines A et son activité est régulée 

par le recrutement du ligand éphrine A. L’activation de l’éphexine induit alors l’activation de 

RhoA et l’inhibition des GTPases Rac1 et Cdc42 et favorise la rétraction du cône de 

croissance (Shamah et al, 2001). La voie Rho/ROCK favorise les signaux de répulsion et la 

rétraction du cône tandis que Cdc42 et Rac sont impliqués dans les signaux d’attraction et la 

croissance des protrusions (Hall and Lalli, 2010). Les effecteurs des GTPases agissent 

également dans les processus d’endocytose des complexes ligands/récepteurs servant à 

détecter les signaux environnementaux. 
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IV- Bases moléculaires des défauts cognitifs 
 

Une altération de la fonction des protéines impliquées dans la structure des épines 

dendritiques ou dans les mécanismes de la transmission synaptique induisent de graves 

défauts de la cognition.  

1. La  protéine d’échafaudage SHANK3, une cause d’autisme 

héréditaire 
 

Plusieurs mutations ont été mises en évidence sur le gène shank3 chez des patients 

atteints d’un syndrome autistique. Certaines de ces mutations ont été caractérisées et ont 

révélé des défauts de morphologie ou de densité des épines, de transmission synaptique, 

d’accumulation d’actine ou encore de motilité du cône de croissance (Durand et al, 2011). 

Ces mutations conduisent également à des problèmes de l’apprentissage du langage et/ou à 

des problèmes de communication sociale (Durand et al, 2007). Les souris KO shank3 

présentent de petites PSD, une arborisation dendritique particulièrement complexe et un 

striatum anormalement développé. Le striatum est la région du cerveau responsable de 

l’anxiété, symptôme souvent associé à l’autisme. Par ailleurs, les enfants autistes présentent 

souvent un cerveau de taille importante pouvant être relié à l’importance de la surface 

dendritique chez les souris KO (Herbert, 2011). Ces arguments suggèrent fortement 

l’implication de SHANK3 dans certaines formes de syndrome autistique. Cependant, 

l’autisme est un déficit intellectuel très particulier dans la mesure où des parents porteurs de 

la mutation peuvent être sains. En effet, 10% des cas d’autisme sont associés à des 

mutations de novo. Par ailleurs, plusieurs études suggèrent qu’une prédisposition génétique 

puisse être associée à un contexte environnemental pour être exprimé. Il est intéressant de 

constater que dans la majorité des cas, le syndrome autistique associé à une mutation de 

SHANK3 est un syndrome d’Asperger (autrement appelé « autisme savant »). 
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2. Les protéines d’adhésion neuroligines, causes d’autisme 

héréditaire 

i. NLGN3 
 

Les neuroligines participent à la formation et la stabilisation des synapses, mais elles sont 

également cruciales pour la transmission synaptique. Plusieurs mutations ont été mises en 

évidence chez des patients souffrant d’un syndrome autistique, notamment dans les gènes 

codant pour les neuroligines 3 et 4 (NLGN3 et NLGN4). Par exemple, une mutation de 

substitution R451C de la NLGN3 peut être responsable d’un syndrome autistique. La 

caractérisation de deux lignées murines Knock-In R451C a mis en évidence que si une lignée 

présentait des anomalies de comportement social, l’autre ne présente aucun des 

symptômes relatifs à l’autisme (Tabuchi et al, 2007 ; Chadmann et al, 2008). Ceci suggère 

donc que la mutation R451C induit une prédisposition à des problèmes sociaux mais que le 

fond génétique participe aussi à l’expression de ce symptôme. En revanche, une étude a 

comparé la physiologie synaptique de ces deux lignées et a ainsi mis en évidence que la 

mutation R451C de la NLGN3 provoque chez la souris des anomalies de transmission 

synaptique. De plus, ce phénotype dépend de la région du cerveau. En effet, on observe une 

augmentation de l’inhibition synaptique dans le cortex somatosensoriel et une 

augmentation de la transmission des synapses excitatrices AMPA-dépendantes dans 

l’hippocampe (Etherton et al, 2011a). Une lignée de souris Knock-In R704C nlgn3 a 

également été conçue. Cependant, la mutation R704C a été identifiée chez des patients 

autistes dans le gène codant pour la nlgn4. La région protéique affectée est très conservée 

dans la famille des neuroligines et se situe dans le domaine intracytoplasmique. Chez les 

souris, cette mutation induit une augmentation de la transmission synaptique liée aux 

récepteurs AMPA et NMDA et modifie la composition des récepteurs NMDA ainsi que la 

structure des épines dendritiques dans l’hippocampe (Etherton et al, 2011 b). 

 

ii. NLGN4 

La NLGN4 est également connue pour être impliquée dans certains syndromes 

autistiques. Par exemple la mutation R87W a été mise en évidence chez deux frères dont les 
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parents ne sont pas porteurs. Il s’agit donc probablement d’une mutation présente dans la 

lignée germinale de la mère, le gène nlgn4 étant porté par le chromosome X. Cette mutation 

perturbe la glycosylation de la NLGN4, et empêche ainsi son transport à la membrane. En 

affectant l’organisation de la synapse, cette mutation perturbe l’ensemble de sa fonction 

(Zhang et al, 2009). Les souris KO nlgn4 présentent des déficits d’interaction sociale. Ce 

symptôme étant l’une des caractéristiques de l’autisme, cette lignée constitue un bon 

modèle pour l’étude d’un syndrome autistique (Jamain et al, 2008).  

 

3. Retards mentaux liés à des dérégulations 

transcriptionnelles et post-transcriptionnelles 

i. Syndrome de l’X fragile 
 

Le syndrome de l’X fragile est le déficit intellectuel héréditaire le plus courant. Sa 

prévalence est de 1/4000 pour les garçons et de 1/6000 pour les filles. Cette différence de 

fréquence liée au sexe est due au fait que le gène muté, fmr1, se situe sur le chromosome X. 

Cette mutation est une répétition excessive d’un triplet CGG (Verkerk et al, 1991) dans le 

promoteur du gène codant pour la protéine FMRP (Fragile-X Mental Retardation Protein) qui 

entraine alors une diminution de l’expression de ce gène. Chez les individus sains, ce triplet 

est répété environ 29-30 fois avec une interruption par deux codons AGG. Les femmes 

présentant 50 à 200 répétitions sont dites « prémutées » et présentent des dysfonctions 

ovariennes, une ataxie et des anomalies neurocognitives légères (Van Esch, 2006). Le 

diagnostic de l’X-fragile chez les patients portant la mutation complète est difficile à réaliser 

car il se traduit dans un premier temps par un retard de développement. Le déficit 

intellectuel qui apparait par la suite peut s’accompagner de difficultés d’apprentissage, 

d’attention, d’anxiété ou encore d’un comportement agressif (Boyle and Kaufmann, 2010). 

La protéine FMRP, est impliquée dans la stabilité des ARNm, leur guidage le long du dendrite 

et la synthèse protéique. On considère que chez les mammifères, environ 4% des ARNm 

s’associent à FMRP. Cette protéine est essentiellement cytoplasmique (dans le corps 

cellulaire, dans les dendrites et à la base des épines (Feng et al, 1997), mais est également 

présente dans le noyau. Sous l’effet d’un signal glutamatergique, FMRP migre des dendrites 
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vers la synapse (Antar et al, 2004 ; Ferrari et al, 2007).  La protéine FMRP  se fixe sur certains 

ARNm et sur les ARN non codants ciblés dès leur sortie du noyau. FMRP appartient à un 

large complexe protéique appelé mRNPs. Les ARN sont ensuite conduits aux épines le long 

des microtubules grâce à la kinésine. Certains cas particulièrement sévères d’X-fragile 

peuvent êtres causés par une mutation I304N de la protéine qui ne peut alors plus recruter 

les polyribosomes (Feng et al, 1997). Cette observation suggère l’importance du recrutement 

des polyribosomes par FMRP. Dans les neurones, FMRP réprime l’expression de l’ARNm cible 

en interagissant avec CYFIP1 qui séquestre ainsi le facteur de transcription eIF4E (Napoli et 

al, 2008) (Fig 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Modèle de répression de la transcription dans les épines par le complexe 
FMRP/CYFIP1. Le complexe FMRP/CYFIP1 interagit avec un ARNm et empêche la sous-unité 
eIF4E d’initier la transcription. L’activité synaptique permet au complexe de se détacher et 
favorise ainsi la transcription de l’ARNm (Napoli et al, 2008). 

 

Un des modèles d’étude généré pour étudier le syndrome de l’X-fragile est une lignée de 

souris Knock-Out fmr1. Comme les patients X-fragile, ces souris présentent une morphologie 

très particulière des épines dendritiques (Fig 3) suggérant l’altération du cytosquelette 

d’actine. En effet, l’une des voies de signalisation affectée ici est la voie Rac/PAK/cofilin 

(Castets et al, 2005 ; Chen et al, 2010). La densité synaptique des souris KO fmr1 ainsi que la 

morphologie de leurs épines et la LTP sont fortement améliorées lors du croisement  de ces 
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souris avec une lignée de souris dont l’activité catalytique des kinases PAK est inhibée. Ces 

résultats suggèrent qu’une approche thérapeutique du syndrome de l’X fragile pourrait être 

envisagée en ciblant l’activité catalytique des kinases PAK (Hayashi et al, 2007).  

 

ii. Syndrome de Rett 
 

Le syndrome de Rett est un retard mental lié à l’X, associé, dans 95% des cas, à une 

mutation du gène MeCP2 codant pour la protéine du même nom (Amir et al, 1999). Ce 

syndrome n’apparait que chez les filles avec une prévalence de 1 naissance sur 10000, car il 

est létal chez les garçons. A ce jour 250 mutations ont été identifiées dont 8 représentent 

65% des cas. Le développement psychomoteur de l’enfant apparait normal durant les 6 à 18 

premiers mois, puis il est suivi d’une phase de régression durant laquelle le patient perd 

l’habileté de ses mains, perd le langage et peut présenter des caractéristiques de l’autisme. 

Cette phase de régression existe dans plusieurs cas de retard mental et n’est pas une 

spécificité du syndrome de Rett. Suite à cette phase, le développement peut reprendre mais 

les symptômes autistiques peuvent persister (Kaufmann et al, 2011). Concernant le 

phénotype physiologique associé à ce syndrome, il a été observé que les neurones étaient 

de plus petite taille que chez un individu sain et la complexité dendritique est amoindrie 

(Reiss et al, 1993 ; Belichenko et al, 1994). Ces propriétés peuvent être à l’origine de la 

microcéphalie qui caractérise le syndrome de Rett. La protéine MeCP2 est présente dans un 

grand nombre de tissus mais elle est beaucoup plus abondante dans le cerveau (Guy et al, 

2011). Cette protéine  contient un domaine MBD (Methyl CpG Binding Protein) lui 

permettant de se fixer spécifiquement sur les cytosines méthylées. Elle est également 

pourvue d’un signal NLS ainsi que d’un domaine de répression transcriptionnel (TRD) qui lui 

permet d’interagir avec le co-represseur transcriptionnel Sin3a qui recrute les histones 

deacétylases. Les histones dé-acétylés peuvent alors compacter la chromatine qui ne peut 

ainsi être transcrite (Samaco et al, 2011). Lors d’une activité neuronale, MeCP2 est 

phosphorylée et se détache de l’ADN afin de permettre la transcription. En plus de se fixer à 

l’ADN, MeCP2 possède la faculté de recruter YB1, une protéine d’attachement à l’ARN. Cette 

fonction permet à MeCP2 de réguler l’épissage alternatif. En effet, certains modèles murins 

du syndrome de Rett ont révélé des défauts d’épissage (Young et al, 2005) (Fig 19). Il existe 
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d’autres partenaires de MeCP2 comme son co-activateur transcriptionnel, CREB, dont 

l’interaction a été moins bien caractérisée (Chahrour et al, 2008). Ainsi, la gravité du 

syndrome de Rett vient du fait qu’en altérant la transcription de régions entières du génome 

plusieurs voies de signalisation sont affectées en même temps. Cependant, la viabilité chez 

les filles vient du fait de l’inactivation aléatoire d’un chromosome X dans chaque cellule. 

Ainsi, toutes les cellules n’expriment pas la protéine mutée et la répartition des cellules 

affectées est chimérique, ce qui explique en partie la variabilité phénotypique observée 

(Calfa et al, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19: Rôle de la protéine MeCP2. (A) MeCP2 et son complexe protéique sont 
recrutés sur l’ADN méthylé afin de compacter la chromatine et de bloquer la transcription. 
Sous l’effet de l’activité neuronale, MeCP2 est phosphorylée et libère l’ADN. (B) MeCP2 
recrute YB1 associé à l’ARNm afin de réguler l’épissage alternatif. En absence de MeCP2 
(syndrome de Rett) l’épissage alternatif n’est pas régulé et devient aberrant (Chahrour et al, 
2007). 
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4. Retards mentaux liés à la voie des Rho-GTPases 
 

Le lien entre les déficits cognitifs et les anomalies de morphologie des épines 

dendritiques a été établi depuis longtemps. En revanche, il est important de comprendre les 

origines moléculaires induisant ces défauts. Parmi les gènes identifiés comme étant 

responsables de déficits intellectuels un grand nombre est directement impliqué dans la 

signalisation des Rho-GTPases (Ramakers, 2002) (Fig 20). Dans ce paragraphe je vais décrire 

les exemples de la GAP oligophrénine, la GEF PIX et la kinase PAK3, effectrice des Rho-

GTPases. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20: Les GTPases et leurs voies de signalisation dans l’épine dendritique. En rouge 
sont indiquées les protéines impliquées dans le retard mental (Boda et al, 2010). 
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iii. Oligophrénine et déficit intellectuel 
 

L’oligophrénine (OPHN1) est une protéine de 91kDa codée par le gène ophn1 situé sur le 

chromosome X. Plusieurs mutations de ce gène ont été associées à des déficits intellectuels. 

Il s’agit d’un des premiers gènes lié aux Rho GTPases identifié comme responsable d’un 

retard mental lié à l’X (Billuart et al, 1998). En effet, OPHN1 est une Rho-GAP, c'est-à-dire 

qu’elle accélère l’hydrolyse du GTP et favorise ainsi l’inactivation de la GTPase. Cette 

protéine joue un rôle important dans la maturation et la plasticité des synapses excitatrices 

en contrôlant leur stabilité fonctionnelle et structurale.  

 

L’activité synaptique recrute l’oligophrénine au niveau des épines dendritiques où elle 

s’associe aux récepteurs AMPA afin de réguler la transmission synaptique (Nadif-Kasri et al, 

2009). Une deuxième fonction a récemment été attribuée à cette protéine  au niveau de la 

zone-active présynaptique. L’OPHN1 possède la faculté de s’associer à l’endophiline A1 

impliquée dans la courbure de la membrane pour l’endocytose nécessaire au recyclage des 

vésicules synaptiques (Nakano-Kobayashi et al, 2009). De ce fait, les déficits intellectuels liés 

à l’OPHN seraient en partie associés à des anomalies de recyclage des vésicules synaptiques. 

Cependant, l’inhibition de la voie RhoA rétablit une endocytose normale chez un modèle 

murin KO ophn1 (Khelfaoui et al, 2009). Récemment une nouvelle mutation a été mise en 

évidence, il s’agit d’une délétion de 68kDa de la protéine. Cette délétion induit chez les 

patients des crises d’épilepsie, des dimorphismes faciaux et une hypoplasie cérébelleuse (Al-

owain et al, 2011). L’OPHN1 intervient au carrefour de très nombreuses voies de 

signalisation, expliquant ainsi la diversité des symptômes obtenus. 

 

iv. PIX et déficit intellectuel 
 

Les protéines α-PIX et β-PIX (PAK-interacting exchange factor) sont respectivement 

codées par les gènes ARHGEF6 et ARHGEF7. Les protéines PIX sont des facteurs d’échanges 

(GEF) des Rho GTPases, c'est-à-dire qu’elles remplacent le GDP par du GTP ce qui permet 

leur activation. β-PIX, permet de réguler les GTPases Rac et Cdc42 ainsi que la distribution 

sub-cellulaire de GIT1 (G-protein coupled receptor kinase 2 interacting protein), une 
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protéine impliquée dans la spinogenèse (Menon et al, 2010). Le recrutement de GIT1 par PIX 

se fait grâce à une région CBD (Cat/Git Binding Domain) présente chez toutes les isoformes 

de PIX. β-PIX comprend quatre variants d’épissage, possédant tous une région T1 de 18 

acides aminés responsable de l’inhibition des kinases de la famille PAK (Feng et al, 2002). α-

PIX, quant à elle, peut se trouver sous forme monomérique, où elle joue le rôle de GEF à la 

fois pour Rac et Cdc42. En revanche, sous sa forme dimérique, α-PIX reconnait 

spécifiquement GDP-Rac (Feng et al, 2004). Par ailleurs, α-PIX contient une séquence 

favorisant l’activation des kinases PAK. Une mutation de α-PIX/ARHGEF6 a été mise en 

évidence dans le premier exon de la séquence, chez des patients issus d’une famille atteinte 

de déficit intellectuel accompagné de dimorphisme et d’une perte de l’audition. Cette 

mutation induit un épissage alternatif aberrant de l’exon 2 et affecte le domaine 

d’homologie à la calponine. Cette anomalie a pour conséquence de réduire l’interaction de 

α-PIX avec les filaments d’actine (Kutsche et al, 2000).  

 

5. Retards mentaux liés aux sérine/thréonines kinases 

i. Syndrome de Coffin-Lowry 
 

Le syndrome de Coffin-Lowry a été décrit pour la première fois par Coffin et al (1966) 

puis par Lowry et al (1971). Ce syndrome semi-dominant est dû à des mutations du gène 

RPS6KA3 (Ribosomal Protein S6 Kinase polypeptide 3) qui code pour la protéine RSK2. 

Actuellement, plus de 140 mutations ont été identifiées et 80% d’entre elles apparaissent 

chez des enfants dont les parents ne sont pas porteurs (mutation de novo) (Jurkiewicz et al, 

2010). Ces mutations sont distribuées tout le long de la séquence et la plupart aboutissent à 

une protéine tronquée et inactive (Zeniou et al, 2004 ; Falco et al, 2005). Ce gène étant situé 

sur le chromosome X, les garçons sont plus sévèrement atteints que les filles (Hanauer et al, 

1988). Chez les garçons, ce déficit intellectuel modéré à sévère s’accompagne d’une petite 

taille, de modifications du squelette au cours de la croissance (scolioses…), de mains larges 

et molles, de doigts longs et pointus, de dimorphismes faciaux, de dents irrégulières ou 

manquantes. Dans de plus rares cas il a été observé des microcéphalies et des anomalies 

cardiaques. Chez les filles, le déficit intellectuel est léger, voire absent et accompagné d’un 
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visage large et de doigts pointus. Des cas plus rares ont révélé des déficits intellectuels plus 

graves et des malformations squelettiques, faciales et des mains (Hanauer and Young, 2002). 

L’hétérogénéité des symptômes rend l’évaluation de la prévalence de cette maladie difficile 

mais elle est estimée entre 1/50000 et 1/100000. La famille RSK contient quatre protéines 

(RSK1-4) présentant une identité de séquence de 75-80%. Les protéines de 733 à 745 acides 

aminés ainsi codées sont des sérine/thréonine kinases. Elles contiennent deux domaines 

kinases non identiques présentant des caractéristiques structurales communes avec la 

CaMK. Le premier domaine kinase correspond à une phosphotransférase tandis que le 

deuxième domaine kinase a pour fonction d’activer la phosphotransférase. Ces protéines 

agissent en aval de la voie de signalisation Ras/MEK/ERK (Anjum and Blenis, 2008). Lors 

d’une stimulation, ERK se fixe sur le domaine C-terminal de RSK et phosphoryle ses sites 

S369 et T573. La phosphorylation de RSK2 lui permet alors d’être transloquée dans le noyau 

ou elle activera le facteur de transcription CREB. La voie de signalisation induisant cette 

phosphorylation est d’ailleurs altérée chez les souris KO RPS6KA3 (Schneider et al, 2011). 

Ainsi, les protéines RSK jouent un rôle dans des fonctions diverses telles que la prolifération 

ou la différentiation cellulaire, la réponse au stress cellulaire ou l’apoptose (Blenis et al, 

1993). La voie MAPK est également connue pour activer la neurogenèse. Les souris KO 

RPS6KA3 ont d’ailleurs révélé des défauts de neurogenèse embryonnaire. Ainsi, il est 

possible qu’une partie des symptômes observés chez les patients Coffin-Lowry soient dus à 

un problème de différenciation des précurseurs neuronaux au cours du développement 

(Dugani et al, 2010). Certains des substrats spécifiques de RSK2 étant CREB et l’histone H3, 

ceci suggère également un rôle dans les mécanismes de régulation de la transcription.  

 

ii. Syndrome de Williams-Beuren 
 

Le syndrome de Williams-Beuren est une pathologie rare (1/20000 à 1/50000)  

présentant des caractéristiques multiples telles que des dimorphismes faciaux, des 

anomalies cardiaques, un déficit de croissance, une constipation chronique durant la 

première année et un déficit intellectuel associé à un déficit de repérage spatial. Ce 

syndrome est dû à une délétion du bras long du chromosome 7 (Sugayama et al, 2007). 

Cette région contient le gène de la limk1, une sérine/thréonine kinase mentionnée 
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précédemment pour son rôle dans la régulation du cytosquelette d’actine. Certains patients 

présentent des formes non classiques du syndrome de Williams-Beuren. Chez ces derniers, 

on observe que la délétion présente sur le chromosome est de plus petite taille mais 

comprend le gène codant pour la LIMK1. De plus, une étude réalisée sur un modèle murin à 

démontré que la seule altération de ce gène suffit à induire des anomalies de repérage 

spatial (Gray et al, 2006). Cette kinase est elle-même régulée par une kinase de la famille 

p21-activated kinase (PAK) (Edwards et al, 1999). 

 

iii. Déficits intellectuels liés à PAK3 
 

PAK3 (p21-activated kinase 3) est une sérine/thréonine kinase dont le gène pak3 se situe 

sur le chromosome X. Il est composé de 18 exons plus 2 exons alternatifs (Rousseau et al, 

2003 ; Kreis et al, 2008). Les quatre protéines résultantes contiennent 544 à 565 acides 

aminés avec un domaine régulateur en N-terminal capable de recruter les petites GTPases 

Rac et Cdc42, et un domaine catalytique en C-terminal responsable de la phosphorylation de 

ses substrats. L’inhibition de l’expression de cette protéine dans des tranches 

organotypiques d’hippocampe induit de fortes anomalies de morphologie des épines 

dendritiques suggérant un rôle de cette protéine dans la spinogenèse (Boda et al, 2004). 

Actuellement, 5 mutations du gène pak3 ont été identifiées chez des patients souffrant de 

déficit intellectuel. La première a été mise en évidence en 1998. Il s’agit de la mutation 

R419X (Allen et al, 1998). Deux ans plus tard une deuxième mutation est identifiée au niveau 

de l’exon 2 : l’arginine 67 est remplacée par une cystéine (Bienvenu et al, 2000). Depuis, trois 

autres mutations (A365E ; W446S et une mutation dans un site d’épissage qui décale le 

cadre de lecture et induit un codon Stop à partir de l’acide aminé 128) ont été décrites 

(Gedeon et al, 2003 ; Peippo et al, 2007 ; Rejeb et al, 2008). Chacune de ces mutations n’a 

été trouvée que dans une seule famille dans des régions du monde différentes. Dans la 

majorité des familles, peu de symptômes ont été trouvés associés au déficit intellectuel chez 

ces patients. Ce déficit est particulièrement sévère chez les patients R67C. Cependant, dans 

le cas des patients W446S, plusieurs symptômes semblent accompagner le déficit 

intellectuel comme la taille des oreilles, (au dessus de la moyenne), la lèvre supérieure fine, 

des problèmes de langage, un comportement agressif et hyperactif. De plus, contrairement 
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aux autres cas reportés jusqu’alors, les femmes porteuses de la mutation présentent 

également un déficit intellectuel modéré (Peippo et al, 2007). Les trois premières mutations 

identifiées ont été caractérisées dans mon équipe par des approches biochimiques, 

électrophysiologiques, ou cellulaires après ré-introduction dans des modèles neuronaux in 

vitro (Kreis et al, 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21: Neurones pyramidaux de tranches organotypiques d’hippocampe 
transfectées par les mutants de PAK3. Comparativement au contrôle, transfecté par PAK3-
wt, les mutants R419X et A365E ont des anomalies de morphologie des épines dendritiques 
tandis que R67C présente un nombre réduit d’épines (Kreis et al, 2007). 

 

Les mutations R419X et A365E affectent le domaine kinase de PAK3 et induisent la perte 

de son activité catalytique. En revanche, R67C modifie le domaine régulateur de PAK3 dont 

la capacité d’interaction avec Cdc42 est fortement diminuée. Exprimées dans des tranches 

organotypiques d’hippocampe, ces protéines mutées ont induit des défauts de spinogenèse 

(Fig 21) : en effet, les neurones exprimant PAK3-R67C voient la densité de leurs épines 

altérée tandis que les neurones exprimant PAK3-A365E et PAK3-R419X présentent des 

épines dont la morphologie est altérée (Kreis et al, 2007). 

C’est sur cette kinase, au centre de nombreuses fonctions de la vie cellulaire, que portera 

l’ensemble de mon travail de thèse. 
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V- Les p21-activated kinases (PAK) 

1. Groupes I et II 

i. Caractérisation des kinases PAK 
 

Les sérine/thréonine kinases PAK ont été les premières kinases régulées par la famille 

des Rho-GTPases à être identifiées. Elles ont été mises en évidence pour la première fois 

dans des cerveaux de rats (Manser et al, 1994). Ce sont les effecteurs des Rho-GTPases 

actuellement les mieux caractérisés. De façon très intéressante, hormis les plantes, tous les 

eucaryotes possèdent une ou plusieurs protéines de la famille PAK, attestant de fonctions 

nécessaires au fonctionnement de nombreux organismes (Hofmann et al, 2004). Chez les 

mammifères, cette famille protéique comporte six membres (PAK1-6) possédant une très 

forte identité de séquence et une large distribution dans différents tissus (Fig 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22: Comparaison structurale des kinases PAKs. Les PAKs du groupe I possèdent 
une très forte identité de séquence entre elles, particulièrement au niveau de leur domaine 
kinase. Le groupe I, contrairement au groupe II possède des domaines de liaison à Nck, Grb2 
et PIX, ainsi qu’un domaine d’auto-inhibition (Arias-Romero and Chernoff, 2008). 

 

Cependant, seules les kinases PAK1-3 possèdent un domaine d’auto-inhibition et un 

domaine de recrutement de PIX. Elles sont également pourvues de deux domaines riches en 
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proline à l’extrémité N-terminale dont l’un permet le recrutement de Nck et donc leur 

translocation à la membrane. Ces trois kinases constituent le groupe I. Les kinases PAK4-6 

constituent, quant à elles, le groupe II. Le domaine de recrutement des GTPases (p21 binding 

domain ou PBD) et le domaine kinase sont présent sur l’ensemble des kinases PAK. De façon 

très intéressante, seules les kinases du groupe I sont capables de remplacer leur orthologue 

Ste20 exprimé chez la levure Saccharomyces Cerevisae, suggérant ainsi que les substrats 

sont différents entre les deux groupes (Bagrodia et al, 1995, Cotteret et al, 2003). Parmi les 

PAKs du groupe I, PAK1 est exprimée dans le cerveau, les muscles et la rate, PAK2 est 

ubiquitaire et PAK3 est majoritairement présente dans le cerveau. Concernant le groupe II, 

PAK4 est présente dans la plupart des tissus, notamment la prostate, les testicules et le 

colon, PAK5 est presque exclusivement localisée dans le cerveau et PAK6 est exprimée dans 

les testicules, la prostate, le cerveau, les reins et le placenta (Arias-Romero and Chernoff, 

2008). Ces kinases participent à des fonctions cellulaires telles que la prolifération, les 

processus morphogénétiques qui contrôlent la polarité et l’organisation du cytosquelette 

(Hofmann et al, 2004). Elles sont également connues pour leur implication dans le contrôle 

de la différenciation neuronale avant maturation (Kreis and Barnier, 2009).  

 

ii. Domaine de recrutement des GTPases 
 

Le PBD, domaine de recrutement des GTPases situé en N-terminal est commun à toutes 

les kinases PAK et est très conservé au sein du groupe I (Fig 22 et 23). Cette région recrute 

particulièrement bien les Rho-GTPases Rac et Cdc42 (Manser et al, 1994). Récemment, une 

étude a caractérisé un inhibiteur de l’activation des PAK, l’IPA-3, qui agit en bloquant le 

recrutement de Cdc42 (Deacon et al, 2008 ; Viaud and Peterson, 2009). Ceci démontre 

l’importance des GTPases dans l’activité catalytique des kinases PAK. Dans cette région, une 

séquence consensus (ISXPXXFXHXGXD) est présente chez toutes les protéines capables de 

recruter les Rho-GTPases : la séquence CRIB (Cdc/Rac Interactive Binding) (Fig 23). 

Cependant, certains résidus appartenant au PBD, mais pas au CRIB, sont indispensables à 

l’association avec Cdc42 ainsi qu’à la sélectivité vis-à-vis de la Rho-GTPase (Owen et al, 

2000). L’analyse de la structure tridimensionnelle de la kinase PAK1, étudiée par 

cristallographie, a révélé que le PBD était constitué d’un feuillet β et d’une hélice α. Le 
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domaine CRIB appartient à un brin du feuillet β et se situe à la surface de la protéine, si bien 

que la surface d’interaction disponible est maximale (Lei et al, 2000). 

 

iii. Domaine d’auto-inhibition 
 

Le domaine d’auto-inhibition, AID (Auto Inhibitory Domain), est exclusivement présent 

sur les kinases du groupe I et partage une importante partie de sa séquence avec le PBD (Fig 

23). Il interagit avec le domaine kinase situé en C-terminal pour inhiber la fonction kinase, et 

est constitué de trois sous-domaines : le domaine de dimérisation (Di), le « inhibitory 

switch » (IS) et le domaine inhibiteur de la kinase (Ki). Ces domaines sont organisés sous 

forme d’un feuillet β suivis de trois hélices α (Lei et al, 2000).  

Le domaine de dimérisation, constitué de huit acides aminés au sein d’un feuillet β est 

très conservé entre les trois kinases. Il possède la particularité de pouvoir interagir avec lui-

même et contribue ainsi à stabiliser les homodimères formés par PAK1 (Lei et al, 2000 ; 

Parrini et al, 2002). 

Le domaine IS confère une conformation tridimensionnelle indispensable à la fonction 

des kinases PAK. Cette structure est permise grâce aux trois hélices α qui constituent ce 

domaine (Lei et al, 2000). 

Enfin, le domaine d’inhibition de la kinase (Ki) a pour rôle de se loger dans le sillon 

catalytique du domaine kinase. La lysine (pointée par une flèche, figure 23) est, en revanche, 

très conservée car elle interagit avec le site actif de la kinase et inhibe l’activité catalytique. 

Un domaine similaire a été trouvé dans la kinase PAK5. En revanche, contrairement à PAK1, 

sa fonction inhibitrice est abolie en présence d’une mutation supprimant le recrutement de 

Cdc42 (Ching et al, 2003). 

Ainsi, la coordination des trois sous-domaines, Di, IS et Ki du domaine d’auto-inhibition 

confère à la protéine sa propriété auto-inhibitrice et participe ainsi à la régulation de son 

activité catalytique. 
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Figure 23: Caractérisation structurale des PAK du groupe I. (A) Représentation 
schématique des kinases du groupe I. (B) Domaine de liaison aux GTPases. Le PBD est 
souligné et le domaine CRIB est surligné en gris. L’ensemble du domaine est extrêmement 
conservé entre les trois kinases PAK du groupe I. (C) Domaine d’auto-inhibition. La région 
soulignée constitue l’ensemble du domaine d’auto-inhibition. La première séquence en gris 
foncé représente le domaine de dimérisation (Di), la séquence en gris clair constitue le 
domaine IS et la deuxième région en gris foncé, moins conservée, est le domaine d’inhibition, 
Ki. 

 

iv. Domaine kinase  
 

Le domaine kinase des protéines PAK est constitué de deux lobes délimitant une cavité 

protéique constituant le site catalytique. Le petit lobe du domaine kinase, situé en N-

terminal de la région, est essentiellement composé de feuillets β. Le gros lobe est, quant à 
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lui, essentiellement constitué d’hélices α dont certains résidus interagissent avec le domaine 

IS dans l’homodimère formé par deux protéines PAK1 (Lei et al, 2000 ; Parrini et al, 2002). 

Concernant le mécanisme par lequel PAK phosphoryle ses substrats, peu d’éléments sont 

actuellement connus. 

 

2. Rôle des kinases PAKs 

i. Rôle des kinases PAK dans le fonctionnement neuronal  
 

PAK3 et PAK5 sont fortement et préférentiellement exprimées dans le cerveau et PAK1 y 

est très abondant. Le rôle des kinases PAK au niveau neuronal est très diversifié. Ainsi, il a 

été montré que, dans des neuroblastomes, une forme mutante de PAK5 altère la croissance 

des neurites. PAK5 agit en amont des GTPases Rac et Cdc42 afin de réguler le 

développement des neurites. Ceci suggère donc l’implication de cette kinase dans les 

processus de développement neuronaux (Dan et al, 2002). Cependant, de façon 

surprenante, les souris KO pak5 ne révèlent aucune anomalie apparente dans leur 

développement cérébral ni dans aucun autre tissu. Ceci suggère une redondance de fonction 

avec les autres kinases du groupe II (Arias-Romero and Chernoff, 2008). PAK1 et PAK3, 

identifiées depuis plus longtemps, ont été mieux caractérisées. Des souris KO ont été 

réalisées pour chacun de ces gènes. Les souris KO pak3, bien que ne présentant aucune 

anomalie d’épine dendritique, présentent une altération significative de leur plasticité 

synaptique ainsi qu’une légère baisse de leur capacité d’apprentissage et de mémorisation. 

De plus, on observe une sévère diminution du taux de phosphorylation du facteur de 

transcription CREB, sans modification de la quantité totale de protéine CREB (Meng et al, 

2005).  

Chez les souris KO pak1, aucune modification de la morphologie des épines dendritiques 

n’a été observée bien que la phosphorylation de la cofiline, impliquée dans la régulation du 

cytosquelette d’actine, soit altérée. En effet, la quantité totale de cofiline n’est pas modifiée 

entre les WT et les KO mais, suite à l’activation des récepteurs NMDA, le taux de 

phosphorylation de la cofiline est significativement plus faible chez les souris KO pak1. Une 

altération de la LTP a également été mise en évidence (Asrar et al, 2009). Les phénotypes 
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observés chez ces deux lignées suggèrent que PAK1 et PAK3 peuvent se compenser l’un 

l’autre du fait de leur identité de séquence et de leur structure similaire. Cependant, 

l’existence d’un phénotype plus complexe pour les lignées KO pak1 et KO pak3 que pour 

chacun des simples KO, atteste de l’existence de fonctions spécifiques pour chacune de ces 

protéines.  

Une lignée de souris KO pak1/pak3 a été générée. Ces animaux naissent identiques aux 

souris sauvages mais présentent une sévère réduction de la taille de leur cerveau avec une 

augmentation significative de la densité cellulaire après la naissance. La structure des 

neurones est altérée et la densité des épines dendritiques réduite. De même que pour les 

souris KO pak1, la voie de régulation de l’actine par la cofiline est affectée (Huang et al, 

2011). 

Les kinases PAK1 et PAK3 sont donc cruciales pour le fonctionnement synaptique et la 

cognition, bien que seules des mutations de la kinase PAK3 aient été associées à des déficits 

intellectuels chez l’homme.  

Certaines maladies acquises au cours de la vie adulte peuvent également impliquer des 

anomalies de la kinase PAK3. C’est par exemple le cas de la maladie d’Alzheimer. Cette 

maladie est provoquée par un clivage anormal de la protéine APP qui donne naissance à un 

peptide β-amyloïde qui tend à s’agréger. L’une des caractéristiques de cette maladie est la 

perte de la mémoire. L’utilisation de modèles murins de la maladie d’Alzheimer (souris AD) a 

permis d’établir un lien entre cette perte de la mémoire et la déstabilisation du 

cytosquelette d’actine en partie due à l’agrégation des oligomères de peptides β-amyloïde. 

En effet, ces agrégats bloquent la signalisation des kinases PAK impliquées dans la régulation 

du cytosquelette d’actine (Salminen et al, 2008). Dans des cas peu avancés de la maladie, on 

observe une augmentation des quantités totales de PAK1-3 tandis que les formes plus 

avancées et plus sévères présentent une baisse de la quantité totale et des formes 

phosphorylées de PAK1-3 (Nguyen et al, 2008). Ces protéines PAKs seraient alors activées de 

façon aberrante et une translocation excessive de celles-ci du cytosol vers la membrane 

plasmique a été mise en évidence ainsi que l’aggrégation des formes PAK phosphorylées 

(Zhao et al, 2006 ; Ma et al, 2008) (Fig 24). Ces kinases PAK actives co-immunoprécipitent 

avec les petites GTPases présentes à la membrane. Cependant, l’utilisation de curcumine 

diminue cette translocation abbérante chez les souris transgéniques âgées. Par ailleurs, il a 
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été démontré que l’inhibition pharmacologique des kinases PAK chez des souris adultes 

suffisait à induire des altérations des fonctions cognitives et ces anomalies s’accompagnent 

de défauts de la voie cofiline. (Zhao et al, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Comparaison de la phosphorylation des kinases PAK chez un individu sain et 
un patient atteint de la maladie d’Alzheimer. (A) Marquage phospho PAK d’un tissu cérébral 
humain post-mortem. Le marquage est léger et diffus dans les neurones. (B) Le marquage 
phospho PAK d’un tissu cérébral d’un patient décédé de la maladie d’Alzheimer est très 
intense et compact dans les neurones. (Zhao et al, 2006) 

 

Une autre des caractéristiques de la maladie d’Alzheimer est l’aspect neurodégénératif. 

En effet, l’accumulation d’oligomères de peptide β-amyloïde provoque l’entrée en apoptose 

des neurones affectés. Une étude démontre que cette mort programmée de la cellule serait 

en partie due à l’activation constitutive de la voie impliquant PAK3 et la protéine APP, 

précurseur du peptide β-amyloïde. En effet, le domaine C-terminal de APP interagit avec 

PAK3, à proximité de son domaine de recrutement des GTPases. Cette interaction pourrait 

donc perturber le recrutement des GTPases et donc la signalisation de la kinase (McPhie et 

al, 2003). 

Plusieurs anomalies des kinases PAK induisant une perte de fonction de la protéine 

semblent affecter leur rôle dans la cognition.  
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ii. PAK et cancer 
 

La diversité des fonctions exercées par des kinases PAK dans la vie cellulaire explique que 

leur dérégulation touche des fonctions cruciales telles que la motilité ou la prolifération. Les 

kinases PAK sont dérégulées dans bon nombre de cancers. PAK1 est l’isoforme la mieux 

caractérisée dans les tumeurs humaines. Son expression et son activité kinase sont souvent 

dérégulées dans les cancers du sein. Bien souvent cette dérégulation est la conséquence 

d’une surexpression des régulateurs tels que Rac3, Rac1b ou encore β-PIX.  

 

 

Figure 25: PAK1 dans le cycle cellulaire. PAK1 intervient à chaque étape du cycle 
cellulaire, en phosphorylant l’histone 3 afin de réorganiser le nucléosome et de compacter 
l’ADN, ou en s’associant avec les réseaux de microtubules puis avec le cercle de contraction 
lors de la cytokinèse. A différentes étapes, PAK1 phosphoryle Aurora, connue pour être 
dérégulée dans de nombreux cancers. (Kumar et al, 2006) 

 

Par ailleurs, il a été mis en évidence que la seule surexpression de PAK1 suffit à induire 

un cancer du sein (Wang et al, 2006). En effet, cette surexpression dérégule l’expression de 
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la cycline D1 indispensable à la progression du cycle cellulaire (Balasenthil et al, 2004). De 

nombreuses études ont montré l’implication de PAK1 dans la régulation de ce cycle (Fig 25). 

Dans certains cas, c’est directement le gène pak1 qui est muté. Dans un grand nombre de 

cancers du sein, la protéine PAK1 active entraîne une multiplicité de microtubules provenant 

d’une organisation anarchique des réseaux, et donc une ségrégation anormale des 

chromosomes. Les cellules résultant de cette mitose sont donc aneuploïdes (Kumar et al, 

2006). Plusieurs études ont également conduit à considérer que PAK1 joue un rôle dans la 

cytokinèse. En effet, sa surexpression dans un épithélium mammaire de souris donne 

naissance à des cellules multi-nucléées (Wang et al, 2002 ; Wang et al, 2003).  

 

PAK3, a également été caractérisée dans plusieurs cancers. En effet, la surexpression du 

gène pak3 a été mise en évidence dans certains adénocarcinomes de poumon (Ding et al, 

2008) et dans des tumeurs neuroendocrines de thymus (Liu et al, 2010). Par ailleurs, une 

mutation du gène pak3 a été identifiée dans un cancer colorectal humain au niveau de son 

domaine de régulation (Greenman et al, 2007). Enfin, PAK3 est l’une des deux kinases 

requises pour inactiver p53 lors des processus d’immortalisation cellulaire induits par le 

papillomavirus (Baldwin et al, 2010). Une surexpression accompagnée d’une suractivation de 

PAK3 a été observée dans les tumeurs les plus invasives du col de l’utérus induites par le 

papillomavirus.  

 

3. Régulation des kinases PAK 

i. Modèle de trans-inhibition symétrique 
 

La structure tridimensionnelle des PAK, décrite ci-dessus (V-1.i.), a été analysée en 

cristallisant les domaines N-terminal et C-terminal de PAK1 (Fig 26 B). La forte identité de 

séquence entre les kinases PAK du groupe I ainsi que des travaux annexes ont permis 

d’extrapoler ces résultats à l’ensemble de ces kinases. Lors de cette étape de cristallisation, il 

a été observé qu’une région C-ter interagit avec une région N-ter. En effet certains acides 

aminés comme R438 et K439 du gros lobe du domaine kinase participent à cette interaction. 

De même, dans le domaine IS, la leucine 107 est indispensable à l’interaction avec le 
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domaine kinase. Il a été démontré que le domaine IS peut adopter deux conformations 

distinctes. Dans un cas il n’interagit qu’avec le domaine kinase, mais il peut établir une 

deuxième interaction en parallèle, avec le domaine de dimérisation (Di) (Abdul-manan et al, 

1999 ; Lei et al, 2000). De plus, ce domaine de dimérisation situé à l’extrémité N-terminale 

interagit avec le domaine Di d’une autre kinase PAK (Fig 26 A et B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Régulation de PAK1 selon le modèle de trans-inhibition symétrique. (A) PAK1 
est inactif sous forme dimérique puis est dissocié par Cdc42. L’état monomérique de PAK1 et 
la phosphorylation de la thréonine 423 permettent l’activation de chaque monomère qui 
phosphoryle alors son partenaire d’interaction (B) Structure tri-dimentionelle de PAK1 
obtenue par cristallographie à partir des domaines N-ter (78-147, en jaune) et C-ter (en bleu) 
séparés (Lei et al, 2000). 

 

Ces observations associées à des expériences de western blot et de gel filtration ont 

permis de conclure que PAK1 forme des homodimères. Sous cette forme dimérique, la 

conformation du domaine IS favorise le positionnement du domaine Ki dans le sillon 
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catalytique. De cette façon, celui-ci interagit avec le site catalytique de son partenaire et 

inhibe son activité kinase. Cette interaction permet d’inhiber l’activité kinase de son 

partenaire. La formation de l’homodimère PAK1 permet donc d’inactiver cette kinase. 

Cependant, le domaine CRIB étant situé à la surface du complexe, Cdc42 ou Rac est recruté 

et son positionnement sur la protéine contribue à modifier la conformation du complexe. 

Une étude réalisée avec un biosenseur de PAK1 a mis en évidence que cette dissociation 

s’effectue en deux étapes. Dans un premier temps, PAK1 est recrutée à la membrane et 

adopte une conformation « semi ouverte ». Cette conformation est phosphorylée mais le 

site actif ne l’étant pas, les kinases sont encore dans un état inactif. Le recrutement d’une 

GTPase favorise ensuite la dissociation totale du dimère, leur domaine kinase est libéré de 

l’interaction avec le Ki et un mécanisme de trans-phosphorylation permet d’activer chacun 

des deux partenaires en phosphorylant la T421 indispensable à l’activation de PAK1  (Parrini 

et al, 2002 ; Parrini et al, 2009) (Fig 26).  

 

ii. Recrutement membranaire  
 

A l’extrémité N-terminale des kinases PAKs du groupe I se trouvent deux domaines riches 

en prolines (Fig 22). Le premier a été caractérisé dans l’interaction de PAK1 avec le deuxième 

domaine SH3 de l’adaptateur Nck1 (non-catalytic region of tyrosine kinase) (Bokoch et al, 

1996 ; Galisteo et al, 1996). Cette famille d’adaptateurs compte deux membres chez les 

mammifères: Nck1 et Nck2. En plus de leurs trois domaines SH3 se liant aux protéines 

cytosoliques, les protéines Nck possèdent un domaine SH2 responsable de la liaison aux 

récepteurs dans le cas de Nck1 ou aux ligands membranaires à activité tyrosine kinase dans 

le cas de Nck2. Parmi ces récepteurs se trouve le récepteur à l’EGF (Epidermal Growth 

Factor), le récepteur au VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), le récepteur au PDGF 

(Plated-Derivated Growth Factor), les récepteurs EphB ou encore les ligands éphrine B (Li et 

al, 1992 ; Ito et al, 1998 ; Rivera et al, 2006 ; Vindis et al, 2004 ; Xu et al, 2009). Sous l’effet 

de l’activation de ces récepteurs, Nck est recruté au niveau des phospho-tyrosines et sert 

donc de lien entre un récepteur transmembranaire et ses protéines effectrices. La liaison 

PAK1/Nck induit le recrutement membranaire de PAK1 et son rapprochement des Rho-
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GTPases situées à la membrane. Ainsi, cette localisation membranaire suffit à activer la 

kinase PAK1 (Lu et al, 1997 ; Lu et al, 1999) (Fig 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27: Modèle d’activation de PAK1 par recrutement membranaire. Nck recrute 
PAK1 cytosolique et se fixe sur les récepteurs tyrosine phosphorylés. PAK1 se trouve alors à 
proximité des GTPases comme Cdc42 qui induisent son activation. 

 

4. Régulateurs PIX/Nck/GTPases 
 

Le complexe PAK/Nck s’insère en réalité dans des complexes d’ordre supérieur. Par 

exemple dans les adhésions focales, PAK/Nck se fixe sur FAK (Focal Adhesion kinase) et 

recrute PIX/GIT1. Ce recrutement a lieu grâce au domaine SH3 de PIX qui reconnait un des 

domaines riches en proline de PAK (Bagrodia et al, 1998). Ce complexe PIX/PAK a d’ailleurs 

été décrit pour la première fois au niveau des adhésions focales (Manser et al, 1998). La 

coopération de GIT1 et de FAK, qui interagissent directement, favorise la motilité cellulaire 

en régulant la dynamique des adhésions focales et en activant la GTPase Rac (Zhao et al, 

2000). Dans des cellules traitées au VEGF, il a été observé que FAK immunoprécipite avec 

Nck et PAK (ce qui n’est pas le cas pour les cellules non traitées) (Stoletov et al, 2001). De 

plus, la formation des adhésions focales est bloquée par l’inhibition de Nck, mais activée 
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sous l’effet du VEGF. Ces arguments suggèrent fortement que le complexe PAK/Nck est 

indispensable à la motilité cellulaire induite par le VEGF (Stoletov et al, 2001). Plus 

récemment, une étude a montré, de façon très intéressante, que contrairement à Nck1, 

Nck2 peut interagir avec la paxilline dans les adhésions focales. Ce complexe permet de 

maintenir la stabilité de la paxiline pendant la formation des neurites. De plus, la 

suppression de Nck2 dans une culture de neurones de rat déstabilise fortement 

l’arborisation dendritique et les axones (Guan et al, 2007). Dans cette interaction avec Nck, 

PAK joue probablement un deuxième rôle de protéine d’échafaudage. En effet, le 

recrutement de PIX par PAK puis sa translocation à la membrane par Nck permet à PIX de se 

trouver à proximité de Rac et de l’activer (Hofmann et al, 2004). 

 

5. Effecteurs des kinases PAKs 

i. Voie de régulation de l’actine et LIMK1 
 

La LIM kinase est une sérine/thréonine kinase comprenant deux membres : LIMK1 et 

LIMK2. L’effecteur de PAK1 le mieux connu est la LIMK1. En effet, PAK1 recrute la LIMK1 

grâce à un domaine situé dans le PBD. L’efficacité de cette interaction est augmentée 

lorsque Rac ou Cdc42 est déjà fixé sur la kinase PAK (Edwards et al, 1999). La LIMK1 est 

ensuite phosphorylée par PAK1 sur la Thr508 de sa boucle activatrice. Cette phosphorylation 

a également été mise en évidence avec la kinase PAK4 (Dan et al, 2001). La LIMK1 activée 

phosphoryle alors la cofiline qui perd alors sa capacité à déstabiliser les filaments d’actine et 

à inhiber leur polymérisation. Il s’agit donc d’une voie de régulation du cytosquelette 

d’actine (Edwards et al, 1999). Comme mentionné précédemment, cette kinase apparait 

indispensable au développement synaptique et les souris délétées du gène limk1 présentent 

d’importantes anomalies des structures synaptiques et de spinogenèse probablement dues à 

une régulation aberrante du cytosquelette d’actine. Des problèmes de comportement ont 

également été constatés tels qu’une altération du ré-apprentissage d’informations spatiales 

(Meng et al, 2005). Ces symptômes ne sont pas sans rappeler ceux du syndrome de Williams-

Beuren décrit dans le chapitre IV-5.ii.  
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ii. Myosin Light Chain Kinase 
 

Un deuxième substrat impliqué dans la régulation du cytosquelette a été mis en 

évidence pour PAK1 : la MLCK (Myosin Light Chain Kinase). Sa phosphorylation par PAK 

induit une baisse de son activité et, par conséquent, une baisse de la phosphorylation de son 

substrat la MLC (Myosin Light Chain). Une étude réalisée dans des cellules en culture a mis 

en évidence qu’une augmentation de la phosphorylation de MLCK par PAK1 altérait 

dramatiquement l’étalement des cellules (Sanders et al, 1999). 

Dans de nombreuses études, le rôle des kinases PAK a été étudié à travers la kinase PAK1 

sans que la question de sa spécificité soit posée. De plus, la majorité d’entre elles ont été 

réalisées in vitro. 

 

6. Caractérisation de la kinase PAK3  

i. PAK3, actine et morphologie des épines 
 

Depuis que des mutations du gène pak3 ont été mises en relation avec certaines formes 

de retard mental, plusieurs études cherchent à comprendre le fonctionnement de cette 

kinase. L’expression des formes mutées de PAK3 dans des tranches organotypiques à permis 

de relier cette kinase aux fonctions de spinogenèse (Fig 21). Cependant la voie par laquelle 

PAK3 régule le cytosquelette d’actine est encore peu connue. Une récente étude a mis en 

évidence que si l’expression de PAK3 constitutivement active n’avait aucun effet sur la 

morphologie des épines, l’expression de PAK1 constitutivement active induit des épines à 

têtes anormalement larges. De plus, l’expression de cette dernière permet de réverser le 

phénotype obtenu en absence de PAK3 (Boda et al, 2008). Ces résultats ainsi que ceux 

obtenus sur les souris KO pak1, KO pak3 et double KO pak1/pak3 (Chapitre VI-2.i) suggèrent 

que PAK1 et PAK3 ont des fonctions spécifiques liées entre autres à la formation des épines 

et que certaines fonctions peuvent être compensées par l’une ou l’autre. 
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ii. PAK3 et ses variants d’épissage 

a) Caractérisation des exons alternatifs 
 

Récemment, deux exons alternatifs ont été mis en évidence dans le gène pak3. Ces 

exons, appelés b et c, sont situés entre les exons 2 et 3 et s’insèrent entre les acides aminés 

92 et 93 dans la séquence protéique (Fig 28) ce qui correspond à la région du PBD, juste 

après le domaine CRIB. Cette région correspond également au domaine d’auto-inhibition, et 

plus précisément au domaine IS.  

 

 

 

 

 

 

Figure 28: pak3 code pour quatre variants d’épissage PAK3a ; PAK3b ; PAK3c et 
PAK3cb. (A) Représentation schématique de la protéine PAK3. Les inserts c et b se localisent 
dans la région d’interaction avec les GTPases et au début du domaine d’auto-inhibition, dans 
le domaine IS. (B) Représentation de l’abondance relative de chaque protéine dans le cerveau 
de souris, selon leur poids moléculaire apparent. Les isoformes a et b sont les plus 
abondantes, c étant la moins exprimée (Kreis et al, 2008). 

 

Ces exons codent respectivement pour des inserts de 15 et 21 acides aminés. Ainsi, le 

gène pak3 code pour quatre protéines nommées PAK3a, PAK3b, PAK3c et PAK3cb. Ces exons 

apparaissent successivement au cours de l’évolution. Ainsi, l’exon b est apparu avec les 

tétrapodes tandis que l’exon c est très spécifique des mammifères. De plus, ils sont très 

conservés, ce qui atteste d’une fonction spécifique, pour le moment encore méconnue. Les 

quatre variants d’épissage sont exprimés dans les neurones, dès le développement 

embryonnaire, et leur abondance est variable. PAK3a et PAK3b sont les deux protéines les 

plus abondantes et sont présentes en quantités quasi équivalentes dans le cerveau adulte. 

PAK3cb est un peu moins abondante et PAK3c est la forme la moins exprimée de PAK3 

(Rousseau et al, 2003 ; Kreis et al, 2008). 

 

A B 

 



- 76 - 
 

b) Propriétés biochimiques et fonctionnelles des variants 

d’épissage 

Les variants de PAK3 ont été caractérisés afin de déterminer les propriétés biochimiques 

et fonctionnelles induites par la présence des inserts. En effet, les inserts étant localisés dans 

le domaine d’auto-inhibition, la capacité de PAK3 à inhiber sa fonction kinase pourrait être 

altérée. Les travaux réalisés dans mon équipe ont montrés que le DAI de PAK3b est 

incapable d’inhiber la fonction kinase de PAK3a (Fig 29 A, B). L’activité kinase des variants de 

PAK3 a également été testée et de façon surprenante, ce test a révélé que si l’activité 

catalytique de PAK3a est régulée par Cdc42, celle des trois variants d’épissage ne l’est pas. 

Ces kinases sont constitutivement actives lorsqu’elles sont exprimées dans des fibroblastes 

(Fig 29 C, D). Ainsi, le mécanisme permettant de réguler chacune des protéines PAK3 est 

actuellement inconnu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29: Propriétés des variant d’épissage. (A,B) Test kinase de PAK3a réalisé en 
présence ou en absence du domaine d’auto-inhibition de PAK3a ou de PAK3b et d’un 
substrat, la MBP. L’activité kinase de PAK3a est inhibée en présence du AID-3a mais pas en 
présence du AID-3b. (C) Un test kinase a été réalisé sur chaque variant de PAK3 en absence 
ou en présence de GTPase Cdc42active, et en présence du substrat, la MBP. Un western blot 
atteste de l’expression de chaque protéine. (D) le signal de phosphorylation de la MBP est 
quantifié et révèle que, contrairement à PAK3a dont l’activité kinase est régulée par Cdc42, 
celle des variants d’épissage est indépendante de la GTPase. PAK3b, c et cb sont 
constitutivement actifs (Rousseau et al, 2003, Kreis et al, 2008). 
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VI- Objectifs et problématique de mon travail de thèse 
 

Bien que la famille des kinases PAK soit de plus en plus étudiée, la kinase PAK3, 

spécifiquement neuronale, est encore mal comprise. Au vu des connaissances actuelles 

acquises sur cette kinase, mon travail de thèse a consisté à élucider son mécanisme de 

régulation de façon à mieux comprendre son rôle dans la physiologie neuronale. La première 

étape de ce travail a consisté à étudier le recrutement des GTPases Rac1 et Cdc42 par les 

différents variants de PAK3 (Partie I ; annexe I). Mes travaux m’ont ensuite permis de 

proposer un modèle de régulation pour la kinase PAK3a et un deuxième modèle concernant 

une régulation des variants d’épissage de PAK3 (Partie II). Lors d’un travail en collaboration 

avec l’équipe de Dominique Müller, j’ai caractérisé un peptide inhibiteur de PAK3 

permettant de mettre en évidence le rôle de PAK3 dans la mise en place des épines 

dendritiques (Partie III, Annexe II).  J’ai également participé à la caractérisation du rôle de 

PAK3 dans la transmission synaptique via son interaction avec l’adaptateur Nck2 (Partie IV ; 

annexe III). L’ensemble de mes travaux contribue donc à mieux comprendre le 

fonctionnement de la kinase PAK3, et à proposer des hypothèses quant à son implication 

dans certaines formes de déficit intellectuel.  

 

 

 

  



 

 

 

RESULTATS  
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CHAPITRE I : Recrutement des Rho-GTPases par PAK3 (Article 

publié) (Annexe I) 

 

Patricia Kreis, Véronique Rousseau, Emmanuel Thévenot, Gaëlle Combeau and Jean-
Vianney Barnier. (2008) The four mammalian splice variants encoded by the p21-activated 
kinase 3 gene have different biological properties. J Neurochem 106(3):1184-97 

 

Comme décrit dans l’introduction, les inserts b et c de PAK3 sont localisés dans des 

domaines dont le rôle est crucial pour la fonction des kinases PAKs. En effet, ils s’insèrent à 

la fois dans le domaine d’auto-inhibition, responsable de l’inhibition du domaine catalytique, 

et également dans le PBD responsable du recrutement des Rho-GTPases. Certains acides 

aminés situés autour de la région CRIB sont indispensables au recrutement de ces GTPases. 

C’est pourquoi j’ai souhaité tester la capacité des variants de PAK3 à recruter différentes 

Rho-GTPases. Les kinases du groupe I ayant montré des affinités pour les GTPases Rac1 et 

Cdc42 j’ai décidé de tester le recrutement de ces mêmes GTPases par les variants de PAK3, 

en utilisant la technique du double hybride. Cette technique consiste à exprimer des 

protéines d’intérêt fusionnées avec un domaine Lex de liaison à l’ADN ou un domaine de 

trans-activation GAD. La proximité de ces deux domaines reconstitue un facteur de 

transcription spécifique d’un promoteur. Ainsi, si les deux protéines d’intérêt interagissent, 

la proximité de Lex et de GAD permettra de transcrire les gènes rapporteurs en aval de ce 

promoteur. Dans notre système, un des gènes rapporteurs utilisé code pour l’enzyme β-

galactosidase. Le test β-galactosidase est un test enzymatique quantitatif qui repose sur la 

mesure de l’hydrolyse du substrat (ici l’ONPG). Ainsi, une expression importante de la β-

galactosidase reflète une interaction forte. Les domaines N-terminaux des variants de PAK3 

ont été clonés dans le plasmide GAD et les GTPases Cdc42 et Rac1 ont été clonées dans le 

plasmide Lex. Le domaine de recrutement des GTPases étant situé en N-terminal de PAK3, 

seule l’interaction avec ce domaine a été évaluée. Par ailleurs, l’interaction avec les GTPases 

a nécessité d’utiliser des formes mutées des GTPases (Fig. 30A). En effet, leurs séquences 

d’adressage membranaire, CAAX, a été mutée ou supprimée afin de favoriser leur 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate1.inist.fr/pubmed/18507705
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localisation nucléaire dans les levures.  De plus, les GTPases sont rendues constitutivement 

actives par une mutation V12 qui maintient leur liaison au GTP tandis que la mutation N17 

inactive les GTPases, et sert ici de contrôle négatif. Le test de l’activité enzymatique de la β-

galactosidase dans les levures a révélé que l’ensemble des domaines N-terminaux des 

kinases PAK3 sont beaucoup mieux recrutées par Cdc42 que par Rac1 (Fig 30A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30: Interaction des variants d’épissage de PAK3 avec les Rho-GTPases. (A) Test 
de double hybride : L’activité de la β-galactosidase a été mesurée sur les levures transfectées, 
puis exprimée par rapport à l’interaction Cdc42V12/ PAK3a-Nter (100%). Ces résultats sont 
représentatifs de trois expériences indépendantes. (B) Test de GST pull-down. Des cellules 
COS-7 sont transfectées par GFP-Cdc42-V12 ou N17, GFP-Rac1-V12 ou GFP-TC10-L75. Les 
protéines recombinantes GST-PAK3a, b, c ou cb sont ajoutées à chaque lysat cellulaire. Leur 
interaction avec les différentes GTPases sont révélées par un western blot anti-GFP. (C) Les 
signaux obtenus en western blot sont quantifiés et exprimés en pourcentage par rapport à 
l’interaction GTPase/GST-PAK3a (100%).  

 

Cependant, on remarque que Rac1-V12 recrute beaucoup mieux le domaine N-terminal 

de PAK3a (30.83%±3.13) par rapport à celui des variants d’épissage PAK3b, c et cb (PAK3b : 

7.52±4.71 ; PAK3c : 5.91±4.92 ; PAK3cb : 7.03±6.30). Cette différence est retrouvée avec 

Cdc42 et TC10 par technique de Pull Down (Fig 30 B et C) mais pas en double hybride (Fig 30 

A). En effet, il est probable que la force de l’interaction avec Cdc42, même en présence des 

 

A 

 

B 

C 
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inserts b et c, sature le système de production de la β-galactosidase. L’altération du 

recrutement des GTPases par les variants d’épissage de PAK3 peut être expliquée par la 

localisation des inserts dans le PBD, à proximité du CRIB. Ces inserts modifient la structure 

protéique de ce domaine régulant l’interaction avec les GTPases. Ces résultats démontrent 

que l’ensemble des variants de PAK3 sont préférentiellement recrutés par Cdc42 par rapport 

à Rac1 ou TC10 et que la présence des inserts b et c diminue la force de cette interaction.  

 

CHAPITRE II : PAK3 et ses mécanismes de régulation  
 

Le modèle de régulation décrit par Lei (2000) et Parrini (2002) pour la kinase PAK1 était 

jusqu’à présent admis pour l’ensemble des kinases PAK du groupe I. Cependant, la mise en 

évidence de variants d’épissage de PAK3 et de leurs caractéristiques biochimiques 

différentes de celles des kinases PAK1, PAK2 et PAK3a, laisse suggérer un mécanisme de 

régulation particulier. Je me suis donc intéressée au mécanisme de régulation des protéines 

PAK3. Dans un premier temps j’ai souhaité vérifier le modèle actuellement admis pour 

PAK3a en étudiant la capacité de PAK3a à former des homodimères, puis j’ai mis en évidence 

une interaction préférentielle de PAK3a avec PAK1 sous forme d’hétérodimères. J’ai ensuite 

montré que les variants d’épissage PAK3b, c et cb forment également des complexes avec 

PAK1. Les variants de PAK3 sont co-exprimés dans les neurones avec PAK1 et sont enrichis 

dans la fraction post-synaptique dans laquelle PAK1 est également localisée.  Lors de mes 

travaux j’ai également mis en évidence l’existence d’hétérodimères PAK1/PAK3 dans des 

cerveaux de souris. Enfin, j’ai démontré que l’activité kinase de PAK3a et de PAK3b est 

régulée par leur dimérisation avec PAK1. 
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Background: Regulation of group I p21-activated kinases is dependent on its dimeric conformation.  

Result: PAK3 forms heterodimers with PAK1 that regulates its activity. 

Conclusion: PAK3a and PAK3b are regulated by their heterodimerization with PAK1 in the brain 

following a symmetric or asymmetric trans-inhibitory mechanism, respectively.  

Significance: Analyzing the molecular mechanisms of PAKs regulation could help to understand 

pathophysiology of some cancers and mental disabilities.  

 

 

 

 

 

Abstract 
 

P21-activated kinases 1 (PAK1) and PAK3 belong to group I PAK family and participate to control 

cell movement and division, but also, in the brain, to spinogenesis, migration and synaptic 

transmission. PAK3 is particularly known for its implication in X-linked mental retardation. Pak3 

gene is expressed in neurons as a GTPase regulated PAK3a protein and also as three splice variants 

which display constitutive kinase activity. PAK1 regulation is based on its homodimerization, one 

PAK1 molecule binding to another PAK1 protein forming an inactive complex. We showed that 

although PAK3a is able to homodimerize, its interaction is increased with PAK1. We show that two 

mental retardation mutations impair dimerization with PAK1. The b and c inserts present in the 

regulatory domain of PAK3 splice variants decrease the homodimerization but maintain the capacity 

to form heterodimers with PAK1. PAK1 and PAK3 are co-expressed in neurons, co-purified with 

post-synaptic densities, and co-immunoprecipitate in brain lysates. Using kinase assays, we 

demonstrate that PAK1 can not only inhibit the activity of PAK3 in a trans-regulatory manner but it 

can also inhibit the constitutive activity of the PAK3 splice variants. In this work, we propose two new 

mechanisms for PAK3 kinase regulation named symmetric or asymmetric trans-inhibition mechanism. 
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Introduction 

The p21-activated kinases (PAK) are important effectors of the Rac and Cdc42 GTPases and control 

cell proliferation and movement (Bokoch, 2003). The mammalian family is composed of six serine-

threonine kinases classified into two groups, on the basis of structural and functional similarities. The 

group I includes PAK1, PAK2, and PAK3 and group II contains PAK4, PAK5, and PAK6. Group I 

PAKs display a very high degree of sequence identity in the C-terminal kinase domain. The three N-

terminal protein-binding domains interact with GTPases through the p21-binding domain (PBD) 

(Burbelo et al., 1996) , with Nck adaptors through the first prolin-rich sequence (Thévenot et al., 

2011), and with PIX guanine exchange factors through an atypical prolin-rich sequence (Bagrodia et 

al. 1998, Manser et al., 1998). The PBD partially overlaps with the auto-inhibitory domain (AID). This 

latter domain can be subdivided in three domains: the dimerization domain (Di), the inhibitory switch 

domain (IS) and the kinase inhibitory segment (Ki) which directly interacts with the kinase domain to 

inhibit its activity (Lei et al, 2000). Regulation of PAK1 activity occurs by dimer formation. Each AID 

interacts with the kinase domain of its partner allowing the Ki to contact the cleft of the catalytic 

domain. GTPase binding to the PBD induces conformational changes leading to the dissociation of the 

dimer. Release of the kinase domain triggers trans-phosphorylations leading to the activation of each 

partner (Lei et al., 2000, Parrini et al., 2002). This model of regulation is thought to be applicable to 

the group I PAKs proteins on the basis of their strong sequence identity (Lei et al, 2000; Parrini et al, 

2002).  

PAK3 has specific functions in neuronal physiology and PAK3 mutations lead to intelligence 

disability (Allen et al., 1998; Bienvenu et al, 2000; Gedeon et al, 2003). PAK3 is the only group I 

member whose expression is relatively restricted to neurons whereas PAK1 is highly expressed in the 

nervous system but also in other tissues (Kreis et al., 2008, Arias-Romero & Chernoff, 2008). The 

mammalian pak3 gene contains two alternatively spliced exons called b and c (Rousseau et al., 2003; 

Kreis et al., 2008) and encodes PAK3a (without any spliced exon) and three splice variants referred to 

as PAK3b, PAK3c, and PAK3cb. The inserts are present in the AID and their sequences are highly 

conserved during evolution, suggesting that these splice variants support unique functions for PAK3. 

Unlike PAK3a, these splice variants are constitutively active and their interaction with active GTPases 

of the Rac/Cdc42 family are profoundly diminished compared to PAK3a. Moreover, their AID cannot 

inhibit the kinase activity of a PAK3a kinase domain (Rousseau et al, 2003). The molecular bases of 

the specific functions of PAK3 are largely unknown (Kreis & Barnier, 2009), and its mechanisms of 

regulation should be extensively studied. 

Mechanisms of regulation of PAK1 were largely studied in regard to its role in cancer (Dummler et al., 

2009) and the first step of PAK1 regulation is based on a dimeric structure. In attempt to characterize 

the mechanism of regulation of PAK3a and of the three PAK3 splice variants, we analyzed, in vitro, 

the ability of PAK3 proteins to form dimers and to interact with other PAK proteins. Thus in 



- 83 - 
 

transfected cells, we demonstrated the existence of heterodimeric complexes between PAK1 and the 

four PAK3 proteins. To demonstrate the ability of PAK proteins to form heterodimers in mammalian 

brain, we showed that the different pak3 mRNAs are expressed together with pak1 in single pyramidal 

neurons and that PAK1 and PAK3 proteins co-purified in the post-synaptic density (PSD) fraction. 

Moreover, we report that PAK1and PAK3 co-immunoprecipitate with each other in mouse brain 

lysates. Last, we demonstrated that PAK1/PAK3 or PAK1/PAK3b heterodimers allow a trans-

inhibition of the catalytic activity of PAK3. 

 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Antibodies – Immunoblot analyses were performed using different antibodies: anti-HA, N19-

PAK3directed against the 19-N-terminal amino acids of PAK3 and the N20-PAK1 directed against the 

20-N-terminal amino acids of PAK1 (Santa Cruz Biotechnologies), anti-FLAG (Sigma-Aldrich), anti-

PSD95 (NeuroMab K28/43) and the anti-synaptophysin rabbit serum previously described (Morel, 

2003). A rabbit polyclonal antibody raised against the PAK3 exon c-encoded peptide, named Ec, was 

previously described (Kreis, 2008). A new polyclonal antiserum directed against the PAK3 protein 

was generated in rabbit. The 
211

ASPAAPNKEDIPPSAENA
228

 synthetic peptide, common to all the 

mouse PAK3 proteins, was conjugated to keyhole limpet hemocyanin before immunization (Sigma 

Genosys). The serum obtained was named rb-211-PAK3. A rabbit polyclonal serum, directed against 

the 
94

GEFTPDLY
101

 peptide, only present in the mouse PAK3b protein, was similarly processed 

(Neosystem) and named rb-svs-PAK3b. Polyclonal antibodies were obtained from chicken, after 

immunization with the 
209

LTVTPTRDVAT
219

 synthetic peptide, only present in the mouse PAK1 

protein (GenScript), and named ch-209-PAK1. PAK antibodies were affinity-purified by Ultralink 

column chromatography (Perbio Science). Immunocytochemistry experiments were performed using 

anti-paxillin (Upstate Millipore).  

 

Plasmid constructs – The following pcDNA3-HA-based plasmids were previously described: 

pcDNA3-HA-PAK3a-WT, -PAK3a-K297L (kinase dead), -PAK3b-WT, -PAK3b-K297L (Rousseau et 

al., 2003), -PAK3a-A365E, -PAK3a-R419X, -PAK3a-R67C (Kreis et al., 2007), -PAK3c-WT, -

PAK3cb-WT (Kreis et al., 2008). The plasmid encoding HA-PAK2 protein was nicely provided by 

Herma Renkema (Tampere, Finland). Mutagenesis on pcDNA3-HA-PAK3a-K297L using procedures 

based upon the QuickChange protocol (Stratagene) with the oligonucleotides set1 (Supplementary 

Data 1) gave rise to the pcDNA3-HA-PAK3a-L102F-K297L plasmid. The following FLAG-based 

constructs were previously described (Thévenot et al., 2011): pFLAG-PAK3a-WT, pFLAG-PAK3a-

K297L, pFLAG-PAK1-K299R (kinase dead and named pFLAG-PAK1-KD). The KpnI/ XbaI digested 

fragment from the pcDNA3-HA-PAK3a-L102F-K297L plasmid was introduced in the pFLAG3S2X 

vector (Sigma), in order to obtain the pFLAG-PAK3a-L102F-K297L plasmid. Mutagenesis on the 

pFLAG-PAK3a-WT and the pFLAG-PAK3a-K297L plasmids using the oligonucleotides set 2 
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(Supplementary Data 1) led to the pFLAG-PAK3a-R436E-K437D and the pFLAG-PAK3a-R436E-

K437D-K297L plasmids, respectively. A fragment obtained after PfmlI digestion of the pFLAG-

PAK3a-R436E-K437D-K297L construct, was introduced in the PfmlI digested pFLAG-PAK3a-

L102F-K297L plasmid, giving rise to the pFLAG-PAK3a-L102F-R436E-K437D-K297L plasmid. The 

BamHI/XbaI insert obtained after digestion of the pFLAG-PAK1-K299R plasmid was inserted in the 

pcDNA3-HA vector in order to obtain the pcDNA3-HA-PAK1-K299R plasmid. The pFLAG-PAK3a-

R436E-K437D-K297L was digested by KpnI/XbaI and the fragment obtained was cloned in the 

linearized pcDNA3-HA vector, leading to the pcDNA3-HA-PAK3a-R436E-K437D-K297L plasmid. 

PCR amplifications were performed from the pFLAG-PAK3a-K297L and the pFLAG-PAK3a-R436E-

K437D using the oligonucleotides set 3 (Supplementary Data 1). PCR products were digested by 

BamHI/SalI and the fragments obtained were inserted in the pLex vector (a gift from J. Camonis) in 

order to obtain the pLex-PAK3-(232-544) plasmid (named pLex-PAK3-Cter) and the pLex-PAK3-

R436E-K437D-(232-544) plasmid (named pLex-PAK3-Cter-R436E-K437D), respectively. PCR 

amplification was also performed on pcDNA3-HA-PAK1-K299R with the oligonucleotide set 4 

(Supplementary Data 1). PCR products were digested by BamHI/XbaI then insert in pLex or pGAD 

vector to obtains pLex-PAK1-(235-545) named pLex-PAK1-Cter and pGAD-PAK1-(235-545) named 

pGAD-PAK1-Cter respectively. The BamHI/SalI fragment PAK3a-(2-270) from the pcDNA3-HA-

PAK3a-WT was cloned in the pLex vector, giving rise to the pLex-PAK3a-(2-270) plasmid, named 

pLex-PAK3-Nter. To obtain the pGAD-PAK3-(232-544) plasmid, named pGAD-PAK3-Cter, a PCR 

was performed on pcDNA3-HA-PAK3a-K297L with the oligonucleotide set 5 (Supplementary Data 

1). PCR products were digested by BamHI/XbaI and the insert obtained was cloned in the GAD vector 

(a gift from J. Camonis). The pGAD-PAK1-(2-270) plasmid, named pGAD-PAK1-Nter was obtained 

by amplified pcDNA3-HA-PAK1 with the set 6 (Supplementary Data 1). Insert was then cloned in the 

GAD vector. PCR amplifications were performed from the plasmids pcDNA3-HA-PAK3a-L102F-

K297L, pcDNA3-HA-PAK3b, pcDNA3-HA-PAK3c and pcDNA3-HA-PAK3cb with the 

oligonucleotides set 7 (Supplementary Data 1). PCR products digested by BamHI/XbaI were cloned in 

the pGAD vector to obtain pGAD-PAK3a-(2-270)-L102F, pGAD-PAK3b-(2-270), pGAD-PAK3c-(2-

270) and pGAD-PAK3cb-(2-270) constructs (all named Nter in place of 2-270). To obtain the pGAD-

PAK1-(2-271) plasmid, the pcDNA3-HA-PAK1 plasmid was amplified by the oligonucleotides set 6 

(Supplementary Data 1). PCR products were digested by EcoRI/XhoI then inserted in the pGAD 

vector. All plasmids obtained were confirmed by sequencing. The GST-Cdc42V12 prokaryotic 

expression plasmid was previously described (Rousseau et al., 2003). 

 

Cell transfections, immunoprecipitation and Western blot – HeLa cells were grown as previously 

described (Thévenot et al., 2011) and co-transfected using Lipofectamine LTX Plus Reagent 

(Invitrogen) or Perfectine (GeneLantis) following the manufacturer instructions. Twenty four to thirty 
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hours after transfection, cells were lyzed in KLB buffer as described by Parrini et al., 2002. Cell 

lysates were immunoprecipitated overnight with HA-agarose conjugate or with protein G-agarose 

(Sigma-Aldrich) in the presence of the FLAG antibody. For brain immunoprecipitation, tissues were 

cut in KLB buffer (10% weight/volume) then homogenized in a Potter-Elvehjem homogenizer. After a 

centrifugation step, tissue supernatants were then incubated few hours in the presence of protein G-

agarose as a clearing step. Immunoprecipitation was then performed overnight at 4°C by adding 

protein G-agarose and appropriate PAK antibodies. Samples were resolved by electrophoresis and 

western blotting as previously described (Thévenot et al., 2011). Expression of transfected proteins 

was checked in each experiment by Western-blotting of Total Cell Lysate (TCL) samples. In order to 

determine the significance of the difference between two means, we used a t-test or a Behrens Fisher 

test.  

 

Yeast two-hybrid assay, histidine test and β-galactosidase activity – The two hybrid assay was applied 

according to standard procedures. L40 yeasts strain (L40 Mata, trp1, leu2, his3, lys::(lexAop)4-HIS3, 

ura3::(LexAop)8-LacZ), were co-transfected with pLex and pGAD constructs by the lithium acetate 

method and transformants were growth on appropriate selective medium. Following overnight growth 

on YPDA medium, patches were replicated on plates lacking His, Trp and Leu for selection of 

diploids. Liquid β-galactosidase assay was performed following the Crouin et al (2001) method.  

In each experiment, the quantification of the interaction between the PAK3a-Nterminal domain and 

the PAK3-Cterminal domain constitutes the 100% reference for all other tested interactions. 

 

Single cell RT PCR – Cytoplasm of visual rat cortex pyramidal neurons was removed by a 

microelectrode containing electrophysiological media (140mM KMSO4; 10mM Hepes; 2mM MgCl2; 

0.5mM EGTA; pH 7.3). A reverse transcription assay was performed from each cytoplasmic contents, 

extracted from a single neuron, following the manufacturer’s instructions (Promega), then followed by 

PCR amplification using pairs of appropriate oligonucléotides as previously described in SD1 Table1 

of Kreis et al, 2008 (M1, M10-13). For PAK1 and actin the sets of oligonucleotide respectively called 

set PAK1 and set actin were used as described in SD1. 

 

Synaptosomes extraction and PSD purification – Mice brains were cut in small pieces and 

resuspended in 5% (weight/volume) of resuspension solution A, as described in Sans et al., 2001. 

Preparation was divided in some ceramic 1.4 mm bead tubes and homogenization of tissues was 

performed by a Precellys 24/ Cryolys. P2 fraction was obtained following the protocol of Standley et 

al. (2000). P2 was then resuspended in a small volume of solution B (320 mM sucrose; 1mM 

NaHCO3 with proteases and phosphatases inhibitors) which was then mixed with 15 ml of 14% Ficoll 

(GE Healthcare). This preparation was put down below a 7.5% Ficoll solutions. Both Ficoll solutions 

were diluted in solution A. Gradient was centrifuged during 1h at 80 000g. Synaptosomes migrated at 
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the interface between both Ficoll solutions, so this cream colored band was removed. Synaptosomes 

were diluted in B solution and the obtained volume was half diluted with solution C (12 mM Tris pH 

8.0; 1% Triton X-100 with proteases and phosphatases inhibitors). Preparation was incubated 15 min 

in ice then centrifuged 20 min at 32 800g. The pellet containing the PSD fraction was resuspended by 

a small volume of Kreb’s buffer (20mM Hepes; 10mM glucose; 1.2mM NaH2PO4. 2H2O; 1.3mM 

MgCl2. 6 H2O; 1.2mM CaCl2; 5mM KCl; 145mM NaCl; 2mM EDTA with proteases and phosphatases 

inhibitors). All the collected fractions were then analyzed by Western blotting using appropriate 

antibodies. 

 

Kinase Assay – The immunoprecipitates obtained from transfected cells were resuspended in the 

kinase buffer (25mM HEPES, pH 7.4, 25mM MgCl2, 25mM-glycerophosphate, 2mM dithiothreitol, 

0.1mM orthovanadate) and incubated in the absence or the presence of the active GTPase GST-

Cdc42V12, in order to activate the kinase activity, as previously described in Thévenot et al., 2011. 

Samples were then incubated in the presence of 5 µCi of [γ-
32

P] ATP (Amersham Biosciences) for 20 

min at 30 °C under agitation, in the presence of 3µg of Myelin Basic Protein (Invitrogen) as a 

substrate. Reaction was stopped by adding SDS-Laemmli sample buffer. Boiled samples were 

resolved by SDS-PAGE and incorporation of 
32

P was quantified using a PhosphorImager (Amersham 

Biosciences). 

 

 

RESULTS 

 

PAK3a forms homodimers.  

Crystallographic analysis and co-immunoprecipitation assays showed that PAK1 forms homodimers 

(Lei et al., 2000, Parrini et al, 2002). Since PAK1 and PAK3 share a high sequence identity and an 

overall similar structure (Fig. 1A), we asked whether PAK3 may form homodimers as PAK1 does. 

The ability of PAK3a to form dimers was firstly tested by a co-immunoprecipitation assay. HeLa cells 

were co-transfected with HA- and FLAG-tagged PAK3a constructs. To bypass the problem of 

dissociation of dimer following PAK activation, we chose to work with kinase-dead constructs as 

previously performed for PAK1 (Parrini et al., 2002). The mutation of the PAK3 Lys 297 residue that 

is homolog to the Lys 299 in PAK, totally inactivates the kinase activity of PAK3 (Rousseau et al., 

2003). This mutant is called KD in all this article. Co-immunoprecipitated proteins were revealed by 

Western blot analysis with anti-FLAG antibodies on HA-precipitates. As shown in Fig. 1B, the 

FLAG-PAK3 protein is present in the HA-immunoprecipitated complex, demonstrating that PAK3a is 

able to form homodimers in co-transfected cells. 

It was previously shown that in PAK1 protein the leucine residue in the Inhibitory Switch domain at 

position 107 and the arginine-lysine residues in the large lobe of the kinase domain at position 438-
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439 are involved in the molecular interaction between the amino-terminal regulatory domain and the 

catalytic carboxy-terminal domain and that mutation of these residues disrupts dimeric complexes 

(Brown et al, 1996; Lei et al., 2000; Parrini et al., 2002). We introduced the homolog mutations L102F 

and R436E/K437D in the pak3 coding sequence and then tested the dimerization capacity of the 

mutated proteins in an immunoprecipitation assay (Fig 1C). The Western blot analysis indicates that 

mutation L102F present on only one monomer  was sufficient to strongly reduce the interaction (4.84 

% of PAK3a homodimer ± 2.00) (Fig 1D). Present in both partners, L102F totally suppressed the 

interaction (0.68% of PAK3a homodimer ± 0.39). The double mutation R436E/K437D in the catalytic 

domain of one partner also decreased the co-immunoprecipitation (51.08% of PAK3a homodimer ± 

2.34) but to a lesser extent than the L102F mutation. The presence of the mutation R436E/K437D in 

both partners (25.36% of PAK3a homodimer ± 5.88) strengthened the effect of one mutation. 

Moreover, the presence of the three mutations L102F and R436E /K437D on the same PAK3 protein 

or on different partners totally abrogates dimer formation (3.15% ± 0.96 and 1.39 % ± 0.8 of PAK3a 

homodimer). These results show that L102, R436, and K437 residues are strongly involved in PAK3 

dimer formation. 

To define the precise domains involved in the complex formation, a two-hybrid assay was performed 

with the N-terminal moiety and the C-terminal moiety of PAK3 fused to the Lex binding domain and 

the GAD transactivation domain. Yeasts were transfected with one Lex construct and one GAD 

construct. Protein interactions were observed on selective medium devoid of histidine and quantified 

by measure of β-galactosidase activity. Double transfected yeasts that co-expressed N-terminal and C-

terminal moieties displayed a significant growth on selective media and a high β-galactosidase 

activity, indicating a strong interaction between the N-terminal and the C-terminal domains of PAK3a 

(Fig 1 E). In contrast, interactions between two N-terminal moieties of PAK3 and between two C-

terminal moieties of PAK3 were very weak (4.19 % of PAK3a-Nter/PAK3a-Nter interaction ± 1.39 

and 3.45% of PAK3a-Nter/PAK3a-Nter interaction ± 1.15) compared to the interaction between the N-

terminal and C-terminal parts of the protein which constitute 100% of reference. We then analyzed the 

ability of PAK3 to interact with partners carrying the L102F or the R436E/K437D mutations and 

showed that both mutated proteins strongly decrease the N-terminal/C-terminal interaction (L102F : 

17.06% of PAK3a-Nter/PAK3a-Nter interaction ± 5.68; R436E/K437D : 1.22% of PAK3a-

Nter/PAK3a-Nter interaction ± 0.40). Taken together, these data show that PAK3a is able to form 

homodimers via a strong N-terminal/C-terminal interaction, Leucine 102, Arginine 436 and Lysine 

437 being critical residues for this interaction.  

 

PAK3a forms heterodimers with PAK1.  

Given that PAK1 and PAK3 share a very high sequence identity, we wondered whether PAK3a can 

form heterodimers with PAK1. Because PAK1 and PAK3 proteins could form heterodimers only if 

they localize in the same subcellular regions, we examined their localization in transfected cells (Fig 
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2A). HeLa cells were transfected with HA-tagged PAK3a-KD or PAK1-KD expressing plasmids. 

Immunolabeling was performed using HA antibody to detect PAK proteins and paxillin antibody to 

detect focal adhesions. We observed that PAK3a colocalize with paxillin in the focal adhesions at the 

edge of the cell as PAK1 protein does. Thus, since these proteins were localized in the same cellular 

structures, we examined if they could form heterodimers by co-immunoprecipitation assay. HeLa cells 

were co-transfected with plasmids encoding differentially tagged PAK3a-KD or PAK1-KD (Fig. 2B). 

The co-immunoprecipitation showed that the amount of PAK3 homodimers is significantly lower than 

those of the PAK3/PAK1 heterodimers. Comparison of the ratio co-immunoprecipitate/precipitate 

intensity reveals that PAK3a interacts about 7 fold more with PAK1 than with itself (674.71% of 

PAK3a homodimer ± 224.90) (Fig. 2C). In contrast, PAK1 forms equal amounts of homodimers 

(431.22% of PAK3a homodimer ± 143.74) than heterodimers. Using a two-hybrid assay, we observed 

that the PAK3 C-terminal domain strongly interact with the PAK1 N-terminal domain of its partner, 

and reciprocally, contributing to heterodimer formation (Fig. 2D). The L102F and R436E-K437D 

mutations also disrupted heteromeric interaction between PAK3a and PAK1, as analyzed by the two-

hybrid assay. Note that the quantitative difference observed between PAK3a/PAK3a homodimers and 

PAK3a/PAK1 heterodimers in co-immunoprecipitation assay was not observed in the two-hybrid 

assay. Our results indicate that, in transfected cells, the two proteins PAK1 and PAK3 localized in the 

same structures and that PAK3a preferentially form heterodimers with PAK1. 

 

Mental retardation A365E and R419X mutations of PAK3 impair PAK dimerization 

Five mutations in the pak3 gene coding sequence have been identified to date in patients of families 

with non syndromic form of mental retardation (reviewed in Kreis & barnier, 2009). Because we 

demonstrated that PAK3 preferentially forms heterodimers with PAK1, we wondered if these PAK3 

mental retardation mutations could disturb dimerization. We tested the R67C mutation previously 

described to decrease the Cdc42 binding and two other mutations localized in the carboxy-terminal 

moiety, one missense mutation (A365E) and one nonsense mutation (R419X), that were previously 

shown to abrogate the kinase activity of PAK3 (Fig. 3A) (Kreis et al, 2007). HeLa cells were co-

transfected with FLAG-PAK1-KD in the presence of either HA tagged PAK3 plasmids PAK3a-WT, -

KD, -A365E, -R419X, and -R67C. Cell lysates were HA-immunoprecipitated and the co-

immunoprecipitated PAK1 proteins were revealed using FLAG antibodies (Fig 3B). The amount of 

formed dimers between PAK1-KD and PAK3a-KD or PAK3a-WT proteins was equivalent, 

suggesting an interaction independent of the kinase activity. This result was surprising considering that 

for PAK1 homodimers, wild-type forms dimerize half less efficiently than kinase-dead forms (Parrini 

et al, 2002). However the R67C mutation did not affect the PAK1/PAK3 interaction. By contrast, the 

A365E and R419X PAK3 mutations dramatically decreased PAK3/PAK1 complex formation. Thus, 

PAK3 mutations of the Ala 365 residues and C-terminal deletion from Arg 419 residues are directly 

responsible for the lost of dimerization with PAK1.  
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PAK3 splice variants form heterodimers with PAK1.  

The b and c inserts are located between amino acid 92 and 93 at the N-terminal part of the IS domain 

(Fig. 4A), proximal to the Leu 102 residue is involved in dimer stability. We thus wondered whether 

PAK3 splice variants could also form dimers and tested this using a co-immunoprecipitation assay 

(Fig. 4B). Cells were transfected with plasmids expressing FLAG-tagged PAK3a-KD or PAK1-KD in 

the presence of HA-tagged PAK3-KD protein. As described for figure 1, HA-tagged proteins were 

immunoprecipitated before being analyzed by Western blotting using FLAG antibodies. Interestingly, 

we observed that the presence of the b and c inserts dramatically decreased the co-

immunoprecipitation with PAK3a, compared to that of PAK3a with itself (Fig. 4B, C) (PAK3b: 

11.24% of PAK3a homodimer ±3.74; PAK3c: 3.60% of PAK3a homodimer ±1.20; PAK3cb: 38.17% 

of PAK3a homodimer ± 12.7). In contrast, we observed that splice variants are able to co-

immunoprecipitate with PAK1. Analysis of co-immunoprecipitates reveals that PAK3b, c and cb 

interact about 5 fold less with PAK1 than PAK3a does. However, their dimerization with PAK1 is 

equivalent to PAK3a dimerization with itself (Fig. 4B, C- PAK3b: 183.6% of PAK1/PAK3a 

heterodimer ±61.22; PAK3c: 107.7% of PAK1/PAK3a heterodimer ±35.9; PAK3cb: 88.8% of 

PAK1/PAK3a heterodimer ± 29.6). Using a two-hybrid assay, we then analyzed the interaction of the 

C-terminal part of PAK1 or PAK3a with the N-terminal part of each variant (Fig. 4D). Double-

transfected yeasts displayed a significant growth on histidine minus media as shown in Fig. 4D, 

indicating a significant interaction between partners. The β-galactosidase assay showed that the strong 

interaction observed between the regulatory N-terminal and catalytic C-terminal moieties of PAK3 is 

decreased in the presence of the b and c inserts. The same result was obtained for the interactions of 

the C-terminal domain of PAK1with N-terminal parts of the PAK3 splice variants. In contrast to the 

co-immunoprecipitation assay, the two-hybrid experiment does not show any difference between 

PAK1 and PAK3a, likely due to the use of truncated forms. Our results demonstrate that in 

mammalian transfected cells, PAK3 splice variants form heterodimers with PAK1. 

 

PAK3 and PAK1 isoforms are co-expressed in neurons, colocalize in neurons, and co-purify in post-

synaptic densities 

We demonstrated that PAK1 and PAK3 form heterodimers in transfected cells and asked whether this 

dimerization also occurs in mouse brain. We first investigated whether pak1 and pak3 transcripts are 

co-expressed in a single neuron. Pairs of primers were designed in order to recognize all the pak3 

transcripts (indicated as pak3s) or to discriminate between the different transcripts of pak3, i.e. a, b, c, 

cb (primers previously dicribed in Kreis et al, 2008) (Fig. 5A). RT-PCR experiment was performed on 

the cytoplasm collected from individual pyramidal neurons of  rat visual cortex. Actin was used as 

control, to attest the ability of the cDNA amplification from each sample, and the presence of pak1, 

pak3s, and pak3a, pak3b, pak3c, pak3cb transcripts was evaluated using appropriate primer sets. 
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Among the actin-positive samples (n=25), approximately 30 % were positives for one or more pak3 

transcripts (a, b, c or cb). All of the pak3 positive samples were also positive for pak1 transcripts. As 

an illustration, we show in Fig. 5B three neurons, positive for at least one pak3 transcript. 

Interestingly, we observed that a single neuron could express different pak3 transcripts. However, we 

noted that no neuron was positive for the pak3c transcript. The low amount of these transcripts is 

probably undetectable with this technique, which is coherent with previous data demonstrating that 

PAK3c is the less abundant splicing variant among PAK3s proteins in the brain (Kreis et al, 2008). 

These results suggest that in a single neuron, both pak1 and pak3 genes are expressed and also that 

more than one PAK3 splice variant are co-expressed.  

 

We have shown that pak1 and pak3 transcripts are expressed in the same cell. Nevertheless in order to 

form dimers, PAK1 and PAK3 proteins must localize in the same structure. To go further we asked 

whether PAK1 and PAK3 proteins were enriched in the same cellular subdomain especially in the 

post-synaptic densities where PAK1 and PAK3 were described to localize (Rex et al., 2007; Boda et 

al., 2004; Hayashi et al., 2004; Dubos et al., submitted). To reveal specifically the endogenous PAKs 

proteins from brain extract, we needed immunoprecipitating PAKs antibodies from several species, in 

order to discriminate between all PAK1 and PAK3 proteins in Western blot. Thus, we developed 

several sera that were affinity-purified : chicken PAK1 antibodies directed against an unique epitope 

(209-219 amino-acids) and named ch-209-PAK1, rabbit PAK3 antibodies directed against an epitope 

shared by all PAK3 variants, named rb-211-PAK3 (211-228 amino acids), rabbit antibodies directed 

against a peptide restricted to the PAK3b protein, named rb-svs-PAK3b and a rabbit antibody named 

Ec previously described in Kreis et al, 2008 (Fig. 6A). We checked the specificity of these three new 

antibodies by Western blot from HeLa cell lysates previously transfected with HA-tagged PAK1, 

PAK2, or PAK3a plasmids (Fig. 6B). As shown, ch-209-PAK1 and rb-211-PAK3 antibodies strictly 

recognized their respective target, PAK1 and PAK3 proteins, and none of these antibodies cross-

reacted with the PAK2 protein. The ability of the new rabbit rb-211-PAK3 antibody or the commercial 

rabbit N20-PAK1 antibody to immunoprecipitate was then tested from the same transfected cell 

lysates. The new antibody rb-211-PAK3 was able to immunoprecipitate PAK3a and not PAK1 nor 

PAK2. In the same way, the N20-PAK1 antibody was able to immunoprecipitate PAK1  and not 

PAK2 nor PAK3. In order to verify the capacity of the rb-211-PAK3 antibodies to recognize all the 

PAK3 variants, lysates of HeLa cells previously transfected with the HA-tagged PAK3a, PAK3b, 

PAK3c and PAK3cb plasmids were tested by Western blot (Fig. 6C). As shown, the rb-211-PAK3 

antibody recognizes all the PAK3 variants. The new rb-svs-PAK3b antibody strictly recognized the 

PAK3b protein, whereas the Ec antibodies directed against exon c amino acid peptide, recognized 

PAK3c and PAK3cb. Thus, we developed very specific antibodies, able to discriminate between the 

different PAK proteins. We then used these antibodies to identify PAK1 and the different PAK3 

proteins from mouse brain samples.  
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Synaptosomes were isolated from mice brain lysates on Ficoll-sucrose gradient and the postsynaptic 

densities (PSD) fractions were purified by Triton-X100 treatment (Fig SD1). The different fractions 

obtained were analyzed by Western blot using the previously characterized PAK antibodies, and as 

control, a pre-synaptic marker, synaptophysin, and a post-synaptic marker, PSD-95 (Fig 6D). Results 

showed that synaptophysin was highly enriched in the synaptosomal fraction and completely absent 

from the PSD fraction. PSD-95 is almost completely recovered in the PSD fraction. We then examined 

the PAK localization with our specific antibodies and showed that PAK1 was enriched in the 

synaptosomal fraction but was also significantly present in the PSD fraction. Using the rb-211-PAK3, 

we showed that PAK3 is highly enriched in the PSD fraction and present at a lower levelt in the 

synaptosomal fraction. The different PAK3 splice variants segregate differentially in postsynaptic 

fractions. The PAK3b splice variant being enriched in post-synaptic density whereas the splice variant 

containing exon c corresponding sequence are enriched in synaptosomes. Thus, we demonstrated here 

that PAK1 and the different PAK3 proteins co-purified in the PSD fraction.  

 

 

PAK3 forms heterodimers with PAK1 in the mouse brain. 

We previously demonstrated that PAK3 and PAK1 form dimers in transfected HeLa cells and that 

PAK3 and PAK1 co-purify in a subcellular fraction of brain lysates. We next investigated whether 

dimers exist in the mouse brain between the two endogenous proteins. In order to reveal the dimers, 

we used the immunoprecipitating antibodies N20-PAK1 and  rb-211-PAK3 specifically directed 

against PAK1 or PAK3, respectively. Co-immunoprecipitation experiments were performed from 

wild-type mice brains and as a negative control, from pak3 knock-out mice brains (Fig. 6E). As 

shown, PAK1 protein was equally detected in brain lysates from wild-type mice and pak3 KO  mice as 

previously described (Meng et al., 2005) (Fig6E, 6
th
 panel). As expected, PAK3 was only detectable in 

brain of wild-type mice and not in brain of pak3 knock-out mice (Fig 6E, 5
th
 panel). The 

immunoprecipitation assay was first performed with the N20-PAK1 rabbit antibodies. Equal amount 

of immunoprecipitated PAK1 proteins was detected from wild-type as pak3 knock-out mice (Fig. 6E, 

4
th
 panel). The rb-211-PAK3 antibodies allowed us to detect PAK3 protein in the PAK1 

immunoprecipitated from wild-type mice, while no signal was detected from pak3 knock-out mice 

(Fig. 6E, 3
th
 panel). The reverse experiment was performed using the rb-211-PAK3 antibodies to 

immunoprecipitate PAK3 proteins. The PAK3 proteins and co-immunoprecipitated PAK1 proteins 

were detected from wild-type mice and not from pak3 KO mice (Fig. 6E, 1
st
 & 2

nd
 panel). Thus, using 

pak3 knock-down mice as a negative control and specific immunoprecipitating antibodies, we 

demonstrated by co-immunoprecipitation assays that endogenous PAK1 and PAK3 proteins form 

heterodimers in mouse brain. 
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PAK3a and PAK3b are regulated by dimerization.  

Since PAK3 can dimerize, and PAK1 is regulated by its homodimerization, we wondered whether 

PAK3 dimerization regulates its kinase activity. We developed a multi-step assay (Fig. 7A) in which 

we first immunoprecipitated a PAK1/PAK3 complex. We then controlled the presence of co-

immunoprecipitated proteins by Western blot (Fig 7B) and we observed that, as previously, PAK3a 

heterodimerise with PAK1 with a better affinity than PAK3b. This co-immunoprecipitated material 

was divided into two equal aliquots, the first one being directly tested for its kinase activity while the 

second being incubated with active recombinant Cdc42 GTPase, before testing for its kinase activity. 

In both cases, only the activity of the co-immunoprecipitated protein was measured since the 

precipitated protein was a kinase-dead mutant. Catalytic activity was analyzed by measuring the 

incorporation of γ
32 

P in myelin basic protein (MBP) as a substrate. The comparison between the 

kinase activities of the two aliquot fractions reflects the level of inhibition of the co-

immunoprecipitated partner in the non-dissociated complex. To do this, HeLa cells were co-

transfected with FLAG-PAK1 kinase dead and HA-PAK3a or PAK3b wild type plasmids. 

Immunoprecipitation and Western blot analysis were performed with appropriate tag antibodies as 

indicated in Fig 7B. A first control was performed to confirm that PAK3a-WT has a catalytic activity, 

only in presence of Cdc42-V12, and than PAK3b is constitutively activated as previously published 

(Rousseau et al., 2003; Kreis et al, 2008) (Fig. 7C). When PAK3a heterodimerizes with PAK1, we 

observed a strong PAK3a activity in presence of Cdc42 (Fig 7D, lanes 1-2). Moreover, when PAK3b 

dimerizes with PAK1, we observed a Cdc42 dependant MBP phosphorylation (Fig. 7D, lanes 3-4). 

Taken together, these results show that the presence of inactive monomer in dimeric complexes 

inhibits the kinase activity of its partner.  
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DISCUSSION 

Molecular mechanisms of regulation of PAK 3  

Kinase dimerization is a key and frequent regulatory mechanism in kinome. A large range of scenarios 

exists in life and the importance of kinase dimerization was recently enlightened in pathophysiology 

(Wan et al., 2004). Dimerization is a canonical step in receptor tyrosine kinase activation (Lemmon & 

Schessinger, 2010) but play more diverse roles in serine/threonine kinases, being responsible for 

inactivation, activation, subcellular compartment retention or localization and substrate specification 

(Yatime et al., 2011, Wimmer & Baccarini, 2011, Hatzivassiliou et al., 2010). PAKs dimerization was 

first described ten years ago (Lei et al., 2000) then, the PAK1 regulation mechanism was extensively 

studied. Data demonstrated that, under cellular resting conditions, PAK1 exists in an autoinhibited 

inactive dimeric conformation (Lei et al, 2000; Parrini et al, 2002). The activation process of PAK1 

requires a succession of steps: membrane recruitment, modification of domain foldings, 

phosphorylations of key residues that modify the conformation of the catalytic site and other 

regulatory sites, and changes in the intermolecular assembly (Bokoch 2003; Eswaran et al., 2008, 

Parrini et al, 2009). The PAK1 trans-inhibition regulatory mechanism is thought to be also valid for 

the other kinases of group I since they share high sequence identities and functional similarities. It was 

previously mentioned by Parrini and colleagues, that PAK1 can form heterodimers with PAK2 (Parrini 

et al., 2002). Here we present the first evidence that PAK3 can form heterodimers with PAK1. 

Interestingly, we observed a higher level of PAK3a/PAK1 heterodimers than PAK3a/PAK3a 

homodimers in vitro whereas PAK1 interacts with itself or with PAK3a with the same efficiency. The 

L102F mutation or the R436E-K437D mutation introduced in the IS domain and the catalytic domain 

respectively, strongly or totally abrogate homomeric interaction of PAK3 and also the heteromeric 

interaction between PAK3 and PAK1. This suggests that PAK3a may form homodimers as PAK1 

does, and also that heterodimeric complexes have similar structure compared to the homodimeric ones. 

Moreover, we demonstrated that PAK1 regulates PAK3a kinase activity within heterodimers (Fig 8A). 

We also demonstrated that PAK1 and PAK3 are coexpressed in the same cells, they colocalize in the 

same subcellular area, and they also biochemically co-purify in the same structure, three properties 

necessary for their interaction. Moreover, the relative amount of endogenous proteins in neurons is 

much more in favour of PAK3a/PAK1 heterodimer formation than PAK3a homodimers formation. 

Actually, all these results strongly reinforce the idea that PAK1 and PAK3 form complexes together in 

vivo, a hypothesis that we demonstrated by detecting PAK1/PAK3 complexes in brain 

immunoprecipitates. Thus we reported here for the first time that PAK1 and PAK3 form heterodimers 

in vivo.  

Otherwise, we recently characterized splice variants of PAK3 which display constitutive kinase 

activity in transfected cells (Rousseau et al., 2003; Kreis et al., 2008). We report here that PAK3 splice 

variants can form heterodimers with PAK1. The insertions of 15, 21 and 36 amino-acids encoded by 

the two alternatively spliced exons b and c, and present in the splice variants b, c, and cb, respectively, 
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are localized in the β-sheet of the IS domain, and so are predicted to strongly modify the structure of 

the regulatory region. We previously demonstrated that the AID of PAK3b does not inhibit a PAK3a 

wild-type kinase domain (Rousseau et al., 2003). PAK3 splice variants show a relatively decreased 

capacity to form homodimers and heterodimers with PAK3a and with PAK1, respectively, but 

surprisingly heterodimers are efficiently formed.  

In addition, we demonstrated that in such heterodimers, the PAK1 monomer inhibits the kinase 

domain of its associated splice variant. Since the splice variant is inhibited, it cannot trans-

phosphorylate its PAK1 partner, which so stands inactive. In these conditions the PAK1 monomer is 

inactive, and it is not as a consequence of the inability of the PAK3b AID to inhibit it, but as a 

consequence of the absence of activation. The model that we describe herein is an asymmetric trans-

inhibition mechanism which may account for a total down-regulation of each monomer (Fig. 8B).  

 

Biological consequence of dimerization 

Our data suggest that PAK3 and PAK1 signaling are linked together, at least at the moment of their 

activation. Interestingly, PAK1 protein is also involved in synaptic plasticity via regulating cofilin 

phosphorylation and actin cytoskeleton modeling (Asrar et al., 2008). A recent study characterized the 

pak1/pak3 double KO mice and pointed out some neuronal defects due to an impaired post-natal brain 

growth (Huang et al, 2011). Altogether, these results suggest that in addition to unique function and to 

synergistic function, PAKs signaling may crosstalk during activation. Co-regulation of PAK1 and 

PAK3 could synchronize their specific signaling pathway. In addition, one consequence of this 

hypothesis of a linked PAK1-PAK3 signaling concerns the relationship between intelligence disability 

PAK3 mutations, and the alteration of PAK1 signaling. The five mental retardation mutations which 

have been shown to modify different properties of PAK3 such as the kinase activity or the binding to 

the Rac-Cdc42 GTPases (Kreis et al, 2007) and are associated with moderate to severe cognitive 

defects (review in Kreis & Barnier, 2009), induce different effects on dimer formation. We observed 

that the R67C mutated protein does not alter dimerization with PAK1 by contrast with the two kinase-

dead ID mutated proteins. Thus the PAK3-R67C protein may interfere with the activation of PAK1, 

one hypothesis that can explain its more severe phenotype. So, some phenotypic characteristics 

associated with pak3 mutations may be due to a defect in PAK1 regulation in addition to the PAK3 

signaling defect.  

Thus, in addition to the concept that heterodimers support a signaling network of related kinases (Lei 

et al, 2000), we propose that heterodimers may link together PAK1 and PAK3 signaling pathways in 

physiological as well as in pathophysiological conditions.  
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Figure 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURE 1. PAK3a forms homodimers.  

A, structure of the PAK3 protein including mutation location.  

B, co-immunoprecipitation assay. Lysates of HeLa cells transfected with plasmids encoding HA-

PAK3a-KD, FLAG-PAK3a-KD, or both, were HA-precipitated (IP HA). The co-immunoprecipitated 

PAK3a proteins were revealed by anti-FLAG Western blotting (first panel). HA-precipitated proteins 

and Total cell lysates (TCL) were controlled using the corresponding antibodies as indicated (second 

and third panel). 

C, co-immunoprecipitation assay. All PAK3a constructs carry the K297L (KD) mutation that 

inactivates the kinase domain. WT, L102F or R436E/K437D-PAK3a plasmids were co-transfected in 

HeLa cells before HA-precipitation (IP HA) and Western blotting using FLAG antibody (co-

immunoprecipitates, first panel) or HA antibody (IP control, second panel) as indicated. Levels of 

FLAG-PAK3s in TCL were controlled by anti-FLAG immunoblotting (third panel). Images shown are 

representative of three independent experiments.  

D, amount of FLAG-PAK3a protein co-immunoprecipitated relatively to the amount of HA-

immunoprecipitated PAK3a proteins. Results were normalized relatively to the PAK3a/PAK3a 

interaction. Comparison with Student t test: ***, p<0.001, n=3.  

E, two-hybrid assay. Yeast growth on histidine minus media indicated a protein-protein interaction 

(+). β-galactosidase activity was expressed relatively to the PAK3a-Nter/PAK3a-Cter interaction. 

Comparison with Student t test: ***, p<0.001, n=3. Images shown in 1B and 1C are representative of 

three independent experiments 
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Figure 3  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURE 2. PAK3a forms heterodimers with PAK1.  

A, PAK proteins have similar localization in transfected cells. HA-tagged PAK3a-KD or PAK1-KD 

plasmids were transfected in HeLa cells. Immuno-labeling was performed using HA antibodies to 

detect PAK protein and paxillin antibodies to identify focal adhesions.  

B, Co-immunoprecipitation assay. All PAK constructs carry the K297L or K29) mutation that 

inactivates the kinase domain HA- and FLAG-tagged PAK3a-KD and PAK1-KD plasmids were co-

transfected in HeLa cells. Cell lysates were HA-precipitated (IP HA). The co-immunoprecipitated 

PAK proteins were revealed by anti-FLAG Western blotting (first panel). Total cell lysates (TCL) and 

HA-precipitated proteins were controlled using the corresponding antibodies as indicated (third and 

second panel, respectively). Images shown are representative of three independent experiments.  

C, quantification of the amount of FLAG-PAK proteins co-immunoprecipitated in the experiment 

illustrated in B. Results were expressed relatively to the PAK3a-KD/-PAK3a-KD interaction. 

Comparison with Student t test: *, p<0.05, n=3.  

D, two-hybrid assay. Yeasts growth on histidine minus media indicated a protein-protein interaction 

(+). β-galactosidase activity was expressed relatively to the PAK3a-Nter/PAK3a-Cter interaction. 

Comparison with Student t test: NS (non significant), p>0.05; ***, p<0.001; n=3.   
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FIGURE 3. Mental retardation mutations of PAK3 affect the ability of PAK1/PAK3 dimer 

formation. 
A, schematic representation of the localization of the three mutations responsible of mental retardation. 

B, co-immunoprecipitation assay. HeLa cells were co-transfected with FLAG-PAK1-KD and HA- 

tagged PAK3a-KD, -WT, -A365E, -R419X, -R67C or -R67C-KD. Expression of FLAG proteins was 

controlled on Total Cell Lysates (TCL) by an anti-FLAG Western blotting (third panel). HA-proteins 

were immunoprecipitated (IP HA) then controlled by anti-HA labeling (second panel) and co-

immunoprecipitated proteins were revealed using FLAG antibodies (first panel). Image shown is 

representative of three independent experiments. 
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FIGURE 4: Splice variants form heterodimers with PAK1.  

A, schematic representation of the structure of the PAK3 protein indicating the location of the b and c 

inserts.  

B, co-immunoprecipitation assay. All the PAK1 and PAK3 expressed proteins carry the K299R or the 

K297L mutation (KD), respectively, in order to inactivate the kinase domain. FLAG-tagged PAK3a-

KD or PAK1-KD plasmid was transfected in HeLa cells in the presence of HA-tagged PAK3-KD 

encoding variants. Cell lysates were HA-precipitated (IP HA). The co-immunoprecipitated PAK 

proteins were revealed by anti-FLAG Western blotting (first panel). HA-precipitated proteins and 

Total cell lysates (TCL) were controlled using the corresponding antibodies as indicated (second and 

third panel, respectively). Images shown are representative of three independent experiments.  

C, quantification of the amount of FLAG-PAK3a-KD or FLAG-PAK1-KD protein co-

immunoprecipitated in the experiment illustrated in B, first panel, relative to the amount of HA-

immunoprecipitated PAK3 protein. Results were expressed relatively to the PAK3a-KD/PAK3a-KD 

interaction. Comparison with Student t test: **, p<0.01, ***, p<0.001, n=3.  

D, two-hybrid assay. Yeasts growth on histidine minus media indicated a protein-protein interaction 

(+). β-galactosidase activity was measured to quantify protein-protein interaction and was expressed 

relatively to the PAK3a-Nter/PAK3a-Cter interaction. Comparison with Student t test:*, p<0.05, **, 

p<0.01, ***, p<0.001, n=3.  
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FIGURE 5: PAK3 and PAK1 are co-expressed in single neuron. 

A, schematic representation of the location of the different oligonucleotides used for RT-PCR. 

Forward and reverse oligonucletides are indicated by arrows. Primers were chosen near or within the 

exons 2-3 portion in order to detect all the PAK3 cDNAs (1), or to specifically detect PAK3a (2), 

PAK3b (3), PAK3c (4) and PAK3cb (5) cDNAs.  

B, single-neuron RT-PCR. RNAs from single pyramidal neurons were extracted and RT-PCR was 

performed using the different primer sets. Actin amplification was used as control (panel 6). Specific 

primer sets were used for PAK1 (first panel), all PAK3s (second panel), PAK3a (third panel), PAK3b 

(fourth panel), PAK3c (fifth panel) and PAK3cb (sixth panel) amplification. Note that the 

amplification with the PAK3 primers gave rise to several bands corresponding to several transcripts, 

including or not the c and b exon.  
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FIGURE 6: PAK3 and PAK1 co-purified in the postsynaptic density fraction and co-

immunoprecipitate in brain. 
A, schematic representation of the structure of the PAK1 and PAK3 proteins showing the location of 

epitopes recognized by the different PAK antibodies used for Western blot or immunoprecipitation. 

B, characterization of the rabbit N20-PAK1, ch-209-PAK1, rb-svs-PAK3b, rabbit Ec, and rb-211-PAK 

specific antibodies. HA-tagged PAK1, PAK2, PAK3a plasmids were transfected in HeLa cells. 

Specificity of the different antibodies was analyzed from total cell lysates (TCL) after immunoblotting 

using chicken PAK1 antibodies (panel 1), N20-PAK1 as control (panel 2) and rabbit Gif-PAK3s 

antibodies (panel 3). TCL were controlled using the HA antibody (panel 4). Cell lysates were 

immunoprecipitated using rabbit N20-PAK1 (IP, panel 5) or rabbit Gif-PAK3s (IP panel 6) before 

being analyzed by Western blot using the HA antibody. 

C, characterization of the PAK3 variants antibodies. Lysates of HeLa cells transfected with HA-PAK3 

plasmids were analyzed after Western blotting with antibodies directed against the HA tag as control 

(panel 4), or against all the PAK3 proteins using rb-Gif-PAK3 (panel 1), against the PAK3b variant 

(panel 2) or against the insert c (Ec, panel 3). 

D, Western blot of the different fractions purified from brain lysates. Total lysates (TL) from adult 

mice brain were fractionated in order to obtain the second pellet (P2) fraction,  the synaptosomal 

fraction (Syn) and the postsynaptic densities (PSD) fraction. The amount of total proteins in each 

sample was measured, in order to load the same amount for each fraction (X µg). The different 

fractions were probed with either the ch-209-PAK1 antibodies specific for PAK1 (fist panel), the rb-

211-PAK3 antibodies that recognized the PAK3a, b, c, cb variants (second panel), the rb-svs-PAK3b 

antibodies specific for PAK3b variant (third panel), the Ec antibodies that recognized the PAK3c and 

PAK3cb variants (fourth panel), the synaptophysin antibodies as a presynaptic marker (fifth panel) and 

the PSD-95 antibodies as a postsynaptic densities marker (sixth panel). 

E, co-immunoprecipitation assays from mice brain lysates. Total brains lysates (TL) were prepared 

from wild-type mice (WT) and as a negative control, from pak3-/- mice (KO). In total lysates, PAK1 

and PAK3 proteins were detected by immunoblotting, using the N20-PAK1 antibodies (sixth panel) 

and the rb-211-PAK3 antibodies (fifth panel), respectively. PAK1 proteins were immunoprecipitated 

using the N20-PAK1 antibodies (IP PAK1) and probed with ch-209-PAK1 antibodies (fourth panel) to 

control precipitated PAK1 protein. Precipitated proteins were probed with rb-211-PAK3 antibodies in 

order to detect associated PAK3 protein (third panel). PAK3 proteins were immunoprecipitated using 

the rb-211-PAK3 antibodies (IP PAK3).and probed with the N19-PAK3 antibodies (second panel). 

Co-immunoprecipitated PAK1 proteins were revealed using the ch-209-PAK1 antibodies (first panel). 
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FIGURE 7: PAK3 dimerization regulates its catalytic activity 

A, schematic representation of the protocol used.  

B, co-immunoprecipitation assay. FLAG-tagged PAK1-KD plasmid was transfected in HeLa cells in 

the presence of HA-PAK3a-WT or HA-PAK3b-WT. Cell lysates were FLAG-immunoprecipitated (IP 

FLAG) then the amount of PAK1 proteins was controlled using FLAG antibodies (second panel). The 

co-immunoprecipitated PAK3a-WT and PAK3b-WT proteins were revealed by HA blotting (WB HA, 

first panel). Total cell lysates (TCL) were controlled using the HA antibody (third panel). 

C, control kinase assay. Catalytic activity of HA-PAK3a-WT; HA-PAK3b-WT and FLAG-PAK1-KD 

was controlled in presence or in absence of Cdc42-V12. The MBP phosphorylation was revealed by 

autoradiogram. 

D, kinase assay. Part of the previous immunoprecipitated proteins were used for the kinase assay. The 

GTPase Cdc42-V12 was added in half of each immunoprecipitated proteins. Catalytic activity was 

revealed by MBP phosphorylation. Results were obtained by autoradiogram.  
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FIGURE 8: PAK3 regulations mechanisms.  

A, PAK1 and PAK3 in dimeric trans-conformation are inhibited by the AID of their partners. Active 

Cdc42 is recruited by kinases and dissociates the dimer. Releasing of the catalytic site of each PAK 

favors the trans-phosphorylation required to activate the kinases. This model is named symmetric 

trans-inhibition mechanism. 

B,  PAK1 and splice variants dimerize and PAK1 inhibits splice variant kinase activity. Trans-

phosphorylation is required to PAK1 activation, thus, in this state, each kinase is inhibited. 

Recruitment of Cdc42 help to dissociate dimer and the trans-phosphorylation allows to activate each 

PAK kinase. This model is named asymmetric trans-inhibition mechanism. 
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Supplementary Data 

 

set 1 

F: 5’CTGAGCAATGGGCACGACTATTCCAAACCTCCAACATAAC3’ 

R: 5’GTTATGTTGGAGGTTTGGAATAGTCGTGCCCATTGCTCAG3’ 

 

Set 2  

F: 5’GGATGGCACCTGAAGTGGTAACTGAAGATGCATATGGTCCAAAAGTTGATATCT3’ 

R:  5’ CCAGATATCAACTTTTGGACCATATGCATCTTCAGTTACCACTTCAGGTGCCAT3’.  

 

Set 3  

F: 5’ATGCGGATCCACTTTGTACAGGAATACAGAATCG3’ 

R: 5’GTCGACCTACTGTTCTTAATTGCTTCC3’ 

 

set 4 

R: 5’GCCAGGATCCGCTTTGACCCGGAATACTG3’  

F: 5’GGCTCTAGATCAGTGATTGTTCTTGGTTGC3’ 

 

set 5 

R: 5’ATGCGGATCCACTTTGTACAGGAATACAGAATCG3’ 

F: 5’GGCTCTAGACTAACGGCTACTGTTCTTAATTGC 3’ 

 

set 6 

R: 5’GGGAATTCGCTCAAATAACGGCGTAGACATCC-3’ 

F: 5’ CCGCTCGAGTTACTACGGTGTGTACTTCTTCTTGGGG3’ 

 

set 7 
F: 5’CAGGATCCTCTGACAGCTTGGATAACG3’  

R: 5’GCGTCGACCTATCTCGTATATTTCTTCTTTGGGTC3’ 

 

 

set PAK1 

F: 5’CCCCTCCGATGAGAAACACC3’ 

R: 5’CTGGCATCCCCGTAAACTCC3’ 

 

set actin 

F: 5’CTAAGGCCAACCGTGAAAAGATG3’ 

R: 5’AGATGGGCACAGTGTGGGTGACC3’. 

 

 

 

SD1: List of primer used for plasmid constructs or RT-PCR. Set 1 to 7 were used to amplified 

PAK sequences by PCR in order to constructs plasmids. Set PAK1 and Set actin were used to 

amplified  the PAK1 and actin cDNA respectively to detect their expression in cytoplasm of single 

neurons. 
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SD2: Schematic representation of the method used to prepare synaptosomes and postsynaptic 

fraction from mice brain. 

Along the preparation, protein samples of the different fractions were conserved: the Total Lysate (TL) 

corresponds to the total brain homogenate from adult male mice; the second pellet (P2) corresponds to 

synaptosomes with mitochondria, synaptic vesicles and plasma membrane; the synaptosomal (Syn) 

fraction was obtained after purification from a 7.5% and 14% Ficoll gradient; and after the detergent 

extraction of the synaptosomes, the postsynaptic density (PSD) fraction was obtained. 
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CHAPITRE III : PAK3 dans les épines dendritiques (Article 

publié)(Annexe II) 

 

Aline Dubos, Gaëlle Combeau, Yann Bernardinelli, Jean-Vianney Barnier, Oliver Hartley, 
Hubert Gaertner, Bernadett Boda, and Dominique Muller. Alteration of synaptic network 
dynamics by the mental retardation protein PAK3. J. Neuroscience 

 
De nombreuses études de la kinase PAK3 ont contribué à lui attribuer un rôle dans le 

processus de spinogenèse. En effet, l’expression des mutants de retard mental dans des 

tranches organotypiques d’hippocampe de souris a mis en évidence des défauts de 

morphologie (mutations R419X et A365E) et de densité (mutation R67C) des épines (Kreis et 

al, 2007). Afin de mieux comprendre ce rôle spécifique de la kinase PAK3, l’équipe de 

Dominique Müller à l’université de Genève, en Suisse, a étudié la conséquence de 

l’expression des mutants de PAK3 ou de l’inhibition de PAK3, sur la dynamique des épines. 

Dans ce but ils ont utilisé un peptide composé du domaine TAT permettant de passer la 

membrane plasmique, fusionné au domaine d’auto-inhibition de PAK3, appelé ici IP. J’ai 

donc testé l’efficacité de ce peptide à inhiber l’activité kinase de PAK3 par un test kinase. Des 

cellules HeLa sont co-transfectées par le plasmide exprimant la protéine PAK3-wt étiquetée 

HA, en présence du plasmide Cdc42-V12, permettant l’expression de la Rho GTPase 

constitutivement active. Ce contexte est donc favorable à l’activation de la kinase PAK3. Une 

gamme croissante de peptide TAT-IP (ou TAT-seul) est ajoutée aux cultures pendant la 

période d’expression des protéines. Les lysats cellulaires sont immunoprécipités par un 

anticorps HA puis le test kinase est réalisé avec du γ32P-ATP en présence de MBP. 

L’autophosphorylation de PAK3 et la phosphorylation de la MBP sont visualisées sur un 

autoradiogramme (Fig 31A). La phosphorylation de la MBP est alors quantifiée pour chaque 

point (Fig 31 B). A une concentration de 5 µM on constate que le peptide TAT-IP inhibe  63% 

de l’activité catalytique de PAK3, reflétant ainsi l’efficacité du peptide. Par ailleurs, les 

cellules ayant reçu le peptide TAT seul (piste 3) ne montrent aucune différence de 

phosphorylation par rapport au contrôle positif PAK3-wt + Cdc42 (piste 4). Ceci démontre 

que l’effet inhibiteur observé en présence du TAT-IP provient uniquement du domaine 

d’auto-inhibition.  
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Figure 31: Inhibition de l’activité de PAK3 par le peptide TAT-IP. (A) Autoradiogramme 
montrant la phosphorylation de la MBP en fonction de la concentration du peptide TAT-IP. 
Des lysats de cellules Hela, co-transfectées par HA-PAK3-wt et Cdc42-V12, ont été 
immunoprécipités par un anticorps HA, puis un test kinase a été réalisé en présence du 
peptide TAT contrôle, ou du peptide inhibiteur TAT-IP. (B) Quantification du signal de 
phosphorylation de la MBP.  

 

L’utilisation de ce peptide a permis de mettre en évidence que l’inhibition de PAK3 

affecte le processus de croissance des épines dendritiques. En effet, des neurones 

d’hippocampe de rat en culture montrent, en présence de ce peptide, une augmentation du 

nombre d’épines dendritiques. Cependant, ces épines sont moins stables et sont regroupées 

en « clusters ». Ces travaux ont été complétés par une approche d’inhibition chimique de 

PAK3 par l’IPA-3. Les résultats obtenus montrent également une augmentation du nombres 

des épines nouvellement formées et donc une augmentation de la densité. A l’inverse, 

l’expression d’une forme constitutivement active de PAK3 induit une déstabilisation des 

épines et une diminution de leur densité le long des dendrites. Ces travaux mettent ainsi en 

évidence, pour la première fois, un rôle de la kinase PAK3 comme régulateur négatif de la 

croissance des épines. 

B 

A 
+      -        +        +       +        +       +     HA-PAK3-wt 
-       +       +        +       +        +       +     Cdc42V12 
-        -       5        -        -         -        -     TAT (µM) 
-        -        -        -      0.5      1        5    TAT-IP (µM) 
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CHAPITRE IV : PAK3 interagit de façon spécifique avec Nck2 

pour réguler la transmission synaptique (Article publié) 

(Annexe III) 

 

Emmanuel Thévenot, Alexandre Moreau, Véronique Rousseau, Gaëlle Combeau, Florence 
Domenichini, Claire Jacquet, Olivier Goupille, Muriel Amar, Patricia Kreis, Philippe Fossier, 
and Jean-Vianney Barnier. (2011) The p21-activated kinase 3 (PAK3) regulates synaptic 
transmission through its interaction with the Nck2/Grb4 adaptor. J. Biol. Chem., 286. 

 

1. PAK3 interagit spécifiquement avec Nck2 dans le cerveau 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32: Caractérisation de Nck1 et Nck2 dans des cerveaux de souris embryonnaires 
et adultes. (A) Caractérisation des différents anticorps anti-Nck en western blot direct et en 
immunoprécipitation. Des lysats de cellules COS-7 transfectées par des plasmides exprimant 
HA-Nck1 ou HA-Nck2 sont immunoprécipités HA, avant d’être testés en Western blot par un 
anticorps anti-HA (blot 1), anti-panNck (blot 2), anti-Nck1 (blot 3), anti-Nck2 (blot 4). 
Parallèlement, des lysats cellulaires (TCL contrôle, Western blot anti-HA, blot 7) ont été 
immunoprécipités par des anti-Nck1 ou -Nck2 puis révélés en Western blot par anti-HA 
(respectivement blots 5 et 6). (B) Identification de Nck1 (blot 1), Nck2 (blot 2) et PAK3 (blot 3) 
dans des cerveaux de souris embryonnaires et adultes. La quantité de protéine dans les 
extraits de cerveau a été vérifiée par un anticorps anti-actine (blot 4). 

 

 

A B A B 
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Comme mentionné dans l’introduction, il a été démontré que le premier domaine riche 

en proline des membres des PAKs du groupe I interagit avec le deuxième domaine SH3 de 

l’adaptateur Nck. Chez les mammifères, l’interaction entre PAK1 et l’adaptateur Nck1 a été 

largement étudiée. Cependant, l’interaction des kinases PAK avec Nck2 est moins connue. 

Mon équipe et moi-même nous sommes intéressés à l’interaction de PAK3 avec les 

adaptateurs Nck. Pour cela, ne disposant pas d’anticorps commerciaux spécifiques de Nck1 

ou de Nck2, nous avons généré de nouveaux antisera chez le lapin, dirigés contre des 

peptides spécifiques de Nck1 ou Nck2. Ces sera ont été purifiés par affinité et j’ai caractérisé 

ces anticorps en western blot (Fig. 32). Des lysats de cellules COS-7 transfectées par des 

plasmides exprimant HA-Nck1 ou HA-Nck2 ont été immunoprécipités avec l’anticorps anti-

HA (IP HA). Le western blot anti-HA réalisé sur ces IP montre que la quantité de protéines 

Nck immunoprécipitée est équivalente dans les deux échantillons. L’utilisation de l’anticorps 

pan-Nck, dirigé contre un domaine commun de Nck1 et Nck2 reconnaît ces deux protéines 

avec la même efficacité. Les anticorps de lapin anti-Nck1 et -Nck2 sont très spécifiques de 

leur cible respective, et sont également immunoprécipitants. On note, qu’à quantité égale 

de protéines, le sérum anti-Nck1 présente une affinité plus importante que celui dirigé 

contre Nck2 pour leur protéine cible. Ce résultat est retrouvé en western blot direct comme 

en immunoprécipitation. Avant d’analyser l’interaction de Nck avec PAK3 j’ai tout d’abord 

étudié l’expression de chacune de ces protéines dans des cerveaux de souris embryonnaires 

(stade E18) et adultes (Fig. 32). J’ai ainsi mis en évidence que Nck1 est exprimé à un niveau 

identique dans le cerveau embryonnaire et dans le cerveau adulte, tandis que Nck2, tout 

comme PAK3, est exprimé à un taux légèrement plus important chez l’embryon. Ces 

résultats concordent avec les résultats obtenus par RT-PCR (Résultats non présentés). 

Afin d’étudier l’interaction de PAK3 avec ces deux adaptateurs j’ai réalisé des 

expériences de co-immunoprécipitation à partir de cerveaux embryonnaires et adultes, avec 

les sera spécifiquement dirigés contre Nck1 ou Nck2. La quantité de protéines Nck 

immunoprécipitées a été évaluée avec l’anticorps pan-Nck. Bien que la quantité de Nck1 et 

Nck2 immunoprécipitée soit comparable chez l’embryon et chez l’adulte, PAK3 n’est co-

immunoprécipitée que par Nck2, à la fois dans le cerveau embryonnaire et dans le cerveau 

adulte. On remarque que l’interaction est plus importante chez l’embryon. Cette expérience 
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démontre pour la première fois la formation de complexes PAK3/Nck2 dans le cerveau de 

souris (Fig 33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33: Identification des complexes PAK3/Nck1 et PAK3/Nck2 dans des cerveaux de 
souris embryonnaires et adultes. Les lysats de cerveaux d’embryon (E18) et d’adulte (AB) 
sont immunoprécipités par les séra pré-immuns (Pre-Nck1 et Pre-Nck2) ou par les sera 
immuns, anti-Nck1 ou anti-Nck2. Un western blot dirigé contre Nck (pan Nck blots 2 et 4) 
permet de vérifier l’efficacité de l’immunoprécipitation, puis un western blot anti PAK3 (blot 1 
et 3) permet de visualiser la protéine PAK3 co-immunoprécipitée. 

 

Des expériences complémentaires ont mis en évidence l’implication de ce complexe dans 

les processus de transmission synaptique. PAK3 étant impliqué dans certaines formes de 

retard mental, j’ai souhaité étudier les conséquences des mutations de retard mental sur 

l’interaction PAK3/Nck2. 

 

2. Les protéines PAK3 portant les mutations responsables de 

retard mental maintiennent l’interaction avec Nck2 
 

 Pour déterminer les conséquences des mutations de retard mental sur la formation des 

complexes PAK3/Nck2, j’ai co-transfecté des cellules COS-7 par un plasmide codant Nck2 

étiqueté Flag et un plasmide codant la protéine PAK3 sauvage ou mutée étiquetée HA.  
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Figure 34: Effets de la présence des mutations responsable de retard mental de PAK3 
sur l’interaction avec Nck2. Des cellules Cos-7 sont co-transfectées par un plasmide 
exprimant Flag-Nck2 et un plasmide exprimant HA-PAK3 sauvage ou portant les mutations 
de retard mental. L’expression de la forme Flag et l’immunoprécipitation sont vérifiées. Le 
western blot anti-Flag réalisé sur l’immunoprécipitat permet de visualiser le matériel co-
immunoprécipité.  

 

Les lysats cellulaires ont été immunoprécipités par un anti-HA. L’efficacité de 

l’immunoprécipitation des protéines PAK3 ainsi que l’expression de Flag-Nck2 ont été 

vérifiées par western blot (Fig. 34). Les protéines Nck2 co-immunoprécipitées ont été 

révélées avec un anticorps anti-Flag. Le résultat du western blot indique que les protéines 

mutées PAK3-A365E et PAK3-R419X co-immunoprécipitent Nck2 selon la même efficacité 

que PAK3a-WT. La mutation R67C, bien que montrant une légère baisse du signal maintient 

son interraction avec Nck2. Ainsi, les mutants PAK3 de retard mental maintiennent leur 

interaction avec Nck2. Cependant.  

Une des particularités de la kinase PAK3 par rapport aux autres kinases de la famille 

réside dans l’existence de variants d’épissage. Cependant, la présence des inserts b et c 

modifiant plusieurs des propriétés biochimiques de la kinase, j’ai souhaité étudier 

l’interaction de chaque isoforme de PAK3 avec Nck1 et Nck2. 
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I- PAK3a et les variants d’épissage sont régulés par leur 

dimérisation avec PAK1 

1. PAK3a est régulée selon un modèle de trans-

inhibition symétrique 
 

De précédentes études ont proposé un modèle de régulation pour la kinase PAK1 qui a 

ensuite été étendu à l’ensemble des kinases PAK du groupe I du fait de leurs importantes 

similitudes. Cependant, mes travaux sur la régulation de la kinase PAK3 apportent de 

nouveaux éléments et mettent en avant certaines spécificités des kinases PAK de cette 

famille dans leur mécanisme de régulation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35: Modèle de trans-inhibition symétrique de PAK3a par PAK1. La formation 
d’hétérodimères PAK1/PAK3a permet d’inactiver chaque partenaire, puis le recrutement de 
Cdc42 permet de dissocier le dimère, de libérer le domaine kinase et donc d’activer chaque 
partenaire. 

 

Lors de mes travaux, j’ai mis en évidence l’interaction préférentielle de PAK3a avec PAK1. 

Cette interaction existe dans le cerveau et permettrait la régulation de PAK3a en présence 

de la GTPase Cdc42. Ainsi, la forme dimérique permet d’inhiber chaque partenaire de 
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dimérisation grâce à une interaction symétrique du domaine kinase par le domaine d’auto-

inhibition de son partenaire (Fig 36). 

La question se pose ensuite de savoir ce qui se passe dans le cerveau. Il a précédemment 

été démontré que, dans le cerveau, pak1 est plus exprimé que pak3 (Arias-Romero and 

Chernoff, 2008). Les anticorps anti-PAK1 et anti-PAK3 que j’ai utilisés pour détecter les 

protéines, ont des affinités comparables (Combeau et al, soumis pour publication, résultats 

chapitre II). Malgré cela, la quantité de protéines détectée est beaucoup plus importante 

pour PAK1 que pour PAK3 ce qui démontre, pour la première fois que la protéine PAK1 est 

plus abondante dans le cerveau que la protéine PAK3. En revanche, les résultats obtenus 

dans l’expérience de fractionnement synaptique démontrent que contrairement à PAK3, 

PAK1 n’est pas enrichie dans les densités post-synaptiques. Ceci suggère une localisation 

plus ubiquitaire de PAK1 par rapport à PAK3 dans les neurones. Cependant, la différence de 

sensibilité entre  les systèmes de révélation utilisés ne permet pas de comparer l’intensité 

des signaux obtenus entre les blots PAK1 et PAK3. De ce fait, la quantité de PAK1 mise en 

évidence dans les densités post-synaptiques pourrait se trouver dans des conditions 

stoechiométriques 1/1 par rapport à PAK3. Par ailleurs, une étude complémentaire a 

démontré que les formes de PAK1 et de PAK3 associées aux densités post-synaptiques sont 

essentiellement phosphorylées sur la T423 ou sur la T421 respectivement (Hayashi et al,  

2004). Il s’agit donc des formes actives de PAK. Ceci nous conduit à proposer que, grâce à 

son affinité élevée pour PAK1, PAK3 forme des hérérodimères dans les épines et que leur 

recrutement dans les densités post-synaptiques les active.  

 

2. PAK3b est régulée selon un modèle de trans-

inhibition asymétrique 
 

L’activité constitutive des variants d’épissage de PAK3 nous a incités à chercher un 

mécanisme de régulation pour ces protéines. De plus, la présence des inserts b et c altère la 

fonction inhibitrice du domaine d’auto-inhibition. Dans le modèle de trans-inhibition 

symétrique proposé ci-dessus cette inhibition est extrêmement importante et est à la base 

du mécanisme de régulation. De ce fait, le modèle de trans-inhibition symétrique ne pouvait 
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être appliqué aux variants d’épissage de PAK3. Cependant, mes travaux ont permis 

d’observer, pour la première fois, une régulation de l’activité des variants d’épissage. En 

effet, j’ai mis en évidence que les variants d’épissage forment des complexes avec PAK1 et 

que cette interaction favorise l’inhibition de l’activité kinase de PAK3b. Bien que PAK3b 

n’inhibe pas directement la fonction kinase de PAK1, l’absence de phosphorylation du site 

actif de PAK1 par PAK3b inhibe son activité catalytique. Nous proposons un nouveau modèle 

différent du modèle de régulation symétrique admis jusqu’à présent (Fig 37). Le recrutement 

de Cdc42 permet ensuite de libérer le domaine kinase de PAK3b qui devient alors activé. Il 

est probable que PAK3b activé phosphoryle PAK1 et induise ainsi son activité kinase. 

Cependant, il serait interessant de vérifier l’inhibition de PAK1 par les variants d’épissage. 

PAK1 et les variants d’épissage sont co-exprimés dans les neurones, et sont localisés au 

niveau des densités post-synaptiques. Ceci suggère que la régulation des variants d’épissage 

de PAK3 est possible dans les épines. L’absence d’outils permettant de détecter 

spécifiquement l’activation de telle ou telle kinase PAK in vivo nous empêche 

malheureusement de démontrer cette hypothèse dans le cerveau. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36: Modèle de trans-inhibition asymétrique des variants d’épissage de PAK3 par 
dimérisation avec PAK1. La dimérisation de PAK1 avec PAK3b, c ou cb permet à PAK1 
d’inhiber leur domaine kinase. PAK1 est ainsi également inhibé car il ne peut être 
phosphorylée par les variants d’épissage. Ce complexe est dissocié par le recrutement de 
Cdc42 et permet ainsi à chaque kinase de phosphoryler son partenaire afin de l’activer. 

 

 



- 117 - 
 

Les deux modèles de régulation de la kinase PAK3 mis en évidence dans mes travaux 

reposent sur la dimérisation de la kinase. Contrairement à de nombreuses kinases de la 

signalisation neuronale, la formation de dimères est ici associée à l’inhibition de leur activité 

kinase tandis que la forme monomérique est associée à une forme active de la kinase (Kozer 

et al, 2011 ; Schlessinger et al, 2002).  

II- Les complexes PAK1/PAK3 jouent-ils un rôle dans la 

régulation des épines dendritiques ? 

1. PAK et les GTPases 
 

De nombreuses études ont mis en évidence que les kinases PAK sont régulées par les 

GTPases Rac1 et Cdc42 de façon identique. De ce fait, le couple PAK1/Rac1 a très souvent 

servi de modèle pour étudier l’ensemble de la famille des kinases PAK. En ce sens, mes 

travaux démontrant la très nette préférence de PAK3 pour la GTPase Cdc42, rendent compte 

de la spécificité des kinases PAK vis-à-vis de certaines GTPases. L’étude des mutants de 

retard mental de PAK3 en 2007 par Patricia Kreis dans notre équipe avait, de façon très 

intéressante, mis en avant la préférence de PAK3-R67C à  interagir avec Rac1 et non avec 

Cdc42 comme le fait la forme sauvage. Cette caractéristique pourrait donc être à l’origine 

des défauts de cognition observés chez ces patients. En effet, il n’est pas exclu que la voie de 

signalisation initiée par une PAK soit dépendante de la GTPase qui l’a activée en amont 

(Govek et al, 2005 ; Bagrodia et al, 1995a ; Bagrodia et al, 1995b ; Impey et al, 2010). Cela 

contribuerait à expliquer la grande diversité des voies de signalisation impliquant les kinases 

PAK.  

 

2. PAK3 dans les épines dendritiques 
 

Les connaissances actuelles acquises sur la kinase PAK3 permettent d’affirmer que PAK3 

constitue un acteur essentiel de la spinogenèse (Kreis et al, 2007 ; Boda et al, 2004 ; Impey 

et al, 2010). Les travaux d’Aline Dubos, auxquels j’ai participé, ont permis de proposer un 
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modèle dans lequel PAK3 serait indispensable à la régulation de la croissance des nouvelles 

protrusions ainsi qu’à la stabilisation des synapses sous l’effet d’une activité neuronale 

(Dubos et al, 2011, annexe II). En effet, l’inhibition de PAK par le peptide TAT-IP affecte le 

processus de spinogenèse en augmentant la croissance des protrusions de façon 

significative. Cependant, cette inhibition de PAK, diminue en même temps la stabilité des 

épines. Ces résultats permettent d’expliquer les résultats publiés en 2007 démontrant 

l’altération de la morphologie et de la densité des épines dendritiques lors de l’expression 

des protéines PAK3 portant les mutations responsables de retard mental dans des tranches 

organotypiques d’hippocampe (Kreis et al, 2007). En effet, la perte d’activité kinase des 

mutants A365E et R419X entraine une croissance non régulée et anarchique des protrusions 

qui ne sont pas stabilisées. Par ailleurs, la mutation R67C, altérée au niveau de sa capacité à 

recruter Cdc42, mais n’affectant ni son domaine catalytique, ni sa capacité à dimériser, 

entraine une diminution de la densité des épines dendritiques. Il semble donc que l’activité 

kinase de PAK3 soit impliquée dans la stabilisation et la maturation des protrusions 

nouvellement formées tandis que le recrutement spécifique de Cdc42 pourrait induire une 

fonction nécessaire à la régulation de l’initiation de la formation des filopodes via l’activation 

de PAK3 (Kreis et al, 2007). 

 

3. Les hétérodimères PAK1/PAK3 dans les épines 
 

Le modèle de régulation de trans-inhibition proposé ci-dessus pour réguler l’activité 

kinase de PAK3 et de PAK1 pourrait expliquer certaines caractéristiques des phénotypes 

observés chez des souris dépourvues de l’une ou l’autre de ces kinases. En effet, les souris 

KO pak3 présentent des défauts de LTP et de phosphorylation de CREB entrainant des 

défauts d’expression de protéines dont certaines sont indispensables au bon 

fonctionnement synaptique (Meng et al, 2005). Les souris KO pak1, quant à elles, présentent 

également des défauts de LTP associés à une altération de la phosphorylation de la cofiline 

en présence d’une activité des récepteurs NMDA (Asrar et al, 2009). Ces observations 

démontrent que PAK1 et PAK3 ont des voies de signalisation spécifiques qui ne peuvent être 

compensées. De façon surprenante, aucune de ces deux lignées ne présente de défauts 

d’épines, suggérant que cette fonction peut être compensée en l’absence de l’une ou l’autre 
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de ces kinases. En revanche, les souris double KO pak1/pak3 présentent un phénotype bien 

plus complexe qu’une simple addition des deux phénotypes décrits pour les simples KO 

suggérant une synergie entre ces deux voies de signalisation. En effet, cette lignée de souris 

présente une altération importante du développement post-natal. A la naissance, le cerveau 

de ces souris est normal mais leur cerveau se développe ensuite moins bien que celui des 

souris sauvages du fait d’une altération de l’arborisation dendritique (Huang et al, 2011). 

Cette observation suggère que les kinases PAK1 et PAK3 jouent un rôle important dans les 

processus de développement cérébral mais également que cette fonction peut être 

compensée dans le cas des simples KO. En effet, il est possible que PAK1 chez les souris KO 

pak3, ou PAK3 chez les souris KO pak1, s’autorégule en formant des homodimères.  Par 

ailleurs, mes travaux suggèrent que la régulation mutuelle de PAK1 et de PAK3 permettrait 

de synchroniser leurs voies de signalisation respectives (Fig 38). En absence de la kinase 

PAK1, les variants d’épissage de PAK3 étant constitutivement actif, il serait particulièrement 

intéressant d’étudier le devenir de ces protéines dans les souris KO pak1. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 367: Voies de signalisation impliquant les hétérodimères PAK1/PAK3 dans le 
fonctionnement des épines dendritiques. L’activation de chacune des kinases PAK1 et PAK3 
induit des voies de signalisation spécifiques. PAK1 régule le cytosquelette d’actine par la voie 
Cofilline tandis que PAK3 régule l’expression génique en régulant la voie CREB. Du fait de la 
formation des hétérodimères, chaque kinase régule directement, ou indirectement chacune 
de ces voies de signalisation. (Modifié d’après Kreis and Barnier, 2009). 

 

 

      PAK1/PAK3 Mental retardation  
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Par ailleurs, il est intéressant de constater que la perte d’activité kinase des mutants 

A365E et R419X coïncide avec une perte d’interaction avec la kinase PAK1. Les défauts de 

morphologie des épines, associés à ces deux mutants dans des tranches organotypiques 

laisse imaginer un rôle éventuel des hétérodimères PAK1/PAK3 dans la spinogenèse (Fig 21). 

Ainsi, chez les patients souffrant d’un retard mental dû à une mutation de la kinase PAK3, les 

protéines mutées A365E et R419X perturberaient la régulation de PAK1 et affecteraient ainsi 

sa voie de signalisation spécifique. La perturbation de deux voies de signalisation en parallèle 

pourrait expliquer la gravité des symptômes observés chez les patients. 

 

III- PAK3a et les variants d’épissage de PAK3 ont-ils des 

fonctions différentes ? 

1. Un mécanisme de régulation différent 
 

Les variants d’épissage présentent un intérêt particulier car, à l’heure actuelle plusieurs 

arguments démontrent que leurs propriétés biochimiques sont différentes de celles de 

PAK3a et de l’ensemble des kinases PAK du groupe I (Kreis et al, 2008). Cependant, leur rôle 

dans le fonctionnement synaptique est encore à élucider.  Mes travaux ont permis de 

démontrer que si la kinase PAK1 peut interagir indifféremment avec elle-même ou avec 

PAK3a, PAK3a et les variants d’épissage possèdent une interaction préférentielle avec PAK1. 

Malgré le fait que tous les variants de PAK3 dimérisent avec PAK1, la régulation de leur 

activité se fait selon des mécanismes différents, comme expliqué précédemment. 

L’importante conservation de la séquence de ces inserts au cours de l’évolution suggère 

l’existence d’un rôle spécifique des variants d’épissage. Afin de comprendre ce rôle il serait 

particulièrement intéressant de générer des souris délétées des exons b et c uniquement. 

Cela pourrait permettre d’identifier des substrats spécifiques et ainsi de vérifier si les 

variants d’épissage possèdent des voies de signalisation qui leur sont propres.  
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IV- Un complexe d’ordre supérieur PAK1/PAK3/Nck ? 
 

Ayant démontré l’existence d’un complexe PAK1/PAK3 et d’un complexe PAK3/Nck2, 

j’émets l’hypothèse que ces trois protéines appartiennent à un même complexe. En effet, les 

dimères permettant de réguler l’activité kinase des PAK nécessitent le recrutement d’une 

GTPase. La majorité des GTPases étant localisées à la membrane, le dimère doit 

impérativement y être localisé afin d’activer chacun de ses partenaires. Ainsi, l’interaction de 

PAK3 avec Nck2 pourrait jouer ce rôle de translocateur (Fig 39). Par ailleurs, dans le 

cytoplasme, PAK3 recrute la GEF PIX dont le rôle est d’activer les GTPases. Ainsi, la proximité 

des protéines du complexe favoriserait l’activation des kinases PAK dans un délai très court 

afin de répondre rapidement aux signaux tels que l’activation neuronale. 
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Figure 378: Modèle d’intégration des kinases PAK3 dans le réseau de signalisation 
neuronal via un complexe PAK/Nck/PIX. (A) PAK3a, interagissant avec PIX, dimérise avec 
PAK1 qui recrute Nck1. Dans cette configuration, les kinases sont inactives. Nck1 est recrutée 
sur les tyrosines phosphorylées et positionne la GEF PIX à proximité de la GTPase qui, une fois 
activée, dissocie le complexe PAK. Ces kinases activées joueront alors leur rôle de régulateur 
de la mise en place et du maintien des épines dendritiques. (B) PAK3 interagit également 
avec Nck2 qui est ensuite recruté sur les tyrosines phosphorylées suite à une activité 
neuronale. PIX active alors Cdc42 qui dissocie le complexe PAK1/PAK3 et active PAK3 qui 
agira sur la régulation de la transmission synaptique. 

 

Les travaux réalisés sur les souris double KO pak1/pak3 suggèrent un effet synergique de 

ces deux kinases lors du développement post-natal comme mentionné précédemment. Mes 

travaux démontrant que PAK1 régule PAK3 et suggérant que PAK1 est régulé par PAK3 

permettent d’imaginer que les voies de signalisation de ces deux kinases sont synchronisées. 

Par ailleurs, mes travaux ont révélé que l’interaction PAK3/Nck2 est favorisée chez la souris 

au stade embryonnaire par comparaison aux souris adultes (Thévenot et al, 2011, annexe 

III). Ainsi, l’ensemble de ces résultats suggère un rôle du complexe PAK1/PAK3/PIX/Nck dans 

les processus de développement cérébraux. Ce dévelopement post-natal pourrait avoir lieu 

grâce à une régulation de la plasticité synaptique. 

Par ailleurs, les patients portant la forme mutée PAK3-R67C responsable de retard 

mental ont probablement une anomalie au niveau du recrutement de PAK3 par Nck2 du fait 

de la diminution de l’interaction en présence de cette mutation. Ainsi, le recrutement du 

dimère PAK1/PAK3-R67C est moins efficace. Par ailleurs, ce complexe sera probablement 

peu activé, du fait de la faible affinité du mutant pour Cdc42. Selon ce modèle, les deux 

kinases PAK1 et PAK3 seraient alors dérégulées.  

Ainsi, les différentes affinités mises en évidence lors de ma thèse pourraient être à la 

base d’un complexe régulant les processus de mise en place des épines dendritiques et de la 

transmission synaptique. 
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V- Perspectives 
 

Les enjeux actuels sont de comprendre le rôle des kinases PAK dans la physiologie 

cellulaire et dans la physiopathologie de deux ensembles de maladies pour lesquelles il est 

suspecté que ces kinases puissent jouer un rôle important, à savoir les cancers (Dummler et 

al, 2009) et les maladies de la cognition (déficience intellectuelle et maladie d’Alzheimer) 

(Allen et al, 1998 ; Zhao et al, 2006). Dans le cas du cancer, la maladie est associée à une 

activation anormale de la kinase tandis que dans les déficits cognitifs il s’agit d’une perte de 

la régulation ou d’un défaut d’activité catalytique. Cependant, si PAK1 est plus fréquemment 

incriminée dans les pathologies cancéreuses que PAK3, seule l’isoforme PAK3 est impliquée 

dans les déficiences mentales associées à la mutation de son gène. En y regardant de plus 

près, les données expérimentales sont loin d’éclaircir cette dichotomie. En effet, de 

nombreuses données expérimentales principalement obtenues dans des cultures cellulaires, 

montrent que PAK1 et PAK3 activent des voies de signalisation identiques impliquées dans la 

régulation du cytosquelette d’actine (Edwards et al, 1999) et dans l’activation de la 

prolifération cellulaire (Manser et al, 1994 ; Manser et al, 1995 ; Bagrodia et al, 1995). Ces 

deux kinases régulent également la plasticité synaptique vraisemblablement par des 

mécanismes proches impliquant les Rho GTPases (Zhang et al, 2005). En revanche, les 

invalidations géniques respectives des deux gènes mettent en évidence un phénotype 

relativement léger, n‘affectant pas la prolifération cellulaire mais induisant une altération de 

la plasticité synaptique (Meng et al, 2005 ; Asrar et al, 2008). L’un des prochains enjeux de la 

recherche fondamentale sera de développer des modèles animaux dans lesquels il sera 

possible de manipuler l’expression des kinases PAKs, à un moment donné, dans un tissu 

précis voire dans un type cellulaire particulier, ou encore sous contrôle d’un inducteur. De 

même, le développement de souris transgéniques dans lesquelles il sera possible d’induire 

une mutation (Knock-in conditionnel ou inductible) associée à une interaction 

protéine/protéine sera l’une des voies pour étudier ces systèmes complexes, dynamiques, 

récurrents et interdépendants. 

Dans cette optique, mes résultats apportent un niveau de complexité supplémentaire en 

liant ensemble les kinases PAK1 et PAK3. Ces résultats sont extrêmement intéressants et 

permettent de proposer de nouvelles hypothèses quant à certains résultats obtenus dans les 
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études des kinases PAK. Par exemple, le fait que l’expression d’un mutant ponctuel de PAK3 

génère un phénotype particulièrement sévère chez l’homme pourrait n’être pas seulement 

dû à un effet dominant négatif mais aussi à la séquestration de PAK1 par la formation 

d’hétérodimères, induisant une dérégulation d’une fraction de la kinase PAK1 (Combeau et 

al, en préparation). Une autre question est de savoir s’il existe des fonctions associées aux 

hétérodimères. Une des conséquences fonctionnelles de ces hétérodimères pourrait être de 

synchroniser les voies de signalisation spécifiques de PAK1 d’une part et de PAK3 d’autre 

part. Une des contraintes majeure pour étudier le rôle de cette interaction est qu’il est 

extrêmement difficile de dissocier l’interaction proprement dite, de l’activation. Une 

approche expérimentale possible serait d’utiliser des peptides inhibiteurs de l’interaction qui 

ciblerait les surfaces de contacts entre les dimères. Le fait que PAK3 forme 

préférentiellement des hétérodimères suggère qu’il existe une base structurale impliquée 

dans les interactions mises en jeu dans les dimères. L’une des approches expérimentales 

permettant de vérifier cette hypothèse pourrait être de rechercher des mutations 

ponctuelles qui permettraient de renforcer l’interaction entre les partenaires de 

dimérisation.  

De très nombreuses questions sont soulevées par mes résultats. Nous avons choisi 

d’aborder la problématique des dimères au niveau des kinases PAK1 et PAK3 en négligeant 

la kinase PAK2. Cependant, le rôle de cette kinase dans les complexes multimériques PAK 

reste à étudier. Enfin, les kinases PAK forment également des complexes avec les protéines 

PIX-GIT qui jouent un rôle très important dans des pans entiers de la biologie cellulaire. De 

manière intéressante, les deux paralogues α et β-PIX forment également des hétérodimères, 

et les divers variants d’épissage de β-PIX ont des rôles spécifiques pour le choix de leur cible 

(les GTPases Rac ou Cdc42), mais aussi dans leur capacité à réguler les kinases PAK. De ce fait 

il existe un niveau supplémentaire d’intégration moléculaire, les partenaires de PAK pouvant 

être aussi à l’origine d’organisation multiprotéique. Cette problématique des interactomes 

d’ordre supérieur est sans doute l’un des futurs domaines de recherche dans les  voies de 

signalisation.  

Une autre perspective de mon travail est d’analyser la dynamique des hétérocomplexes 

PAK. Des travaux récents ont développé des sondes biosenseurs permettant d’analyser les 

mécanismes d’activation de la kinase PAK (Parrini et al, 2009). Il serait extrêmement 
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intéressant de développer ces approches afin de caractériser non plus des interactions 

intramoléculaires mais des interactions intermoléculaires. Ces approches par FRET ou par 

BRET pourraient fournir de très nombreuses informations sur la dynamique de formation et 

de dissociation de ces complexes, et leurs liens avec les voies d’activation ou d’inhibition des 

kinases PAK. 

Un autre aspect de mon travail est d’avoir mis en évidence que les complexes entre PAK1 

et PAK3 ont une fonction régulatrice. J’ai observé que les variants d’épissage ségrègent de 

manière différentielle lors d’un fractionnement biochimique de lysat de cerveau, suggérant 

que leur localisation subcellulaire puisse être importante pour leur fonction. Mes travaux 

montrent qu’en plus d’être constitutivement actifs (Rousseau et al, 2003) et conservés au 

cours de l’évolution (Kreis et al, 2008), ces variants d’épissage de PAK3 présentent de 

nombreuses différences quant à leurs propriétés biochimiques par rapport aux autres 

kinases PAK du groupe I. En effet, ils  interagissent de manière différentielle avec 

l’adaptateur Nck, forment préférentiellement des hétérodimères avec PAK1 et purifient dans 

des fractions subcellulaires différentes. Ceci suggère que les fonctions des variants 

d’épissage pourraient être dépendantes de leur localisation subcellulaire. Les variants de 

PAK3 possédant l’exon c n’étant pas associés aux densités post-synaptiques, cela nous 

conduit à proposer que les variants PAK3c et PAK3cb pourraient être localisés dans l’élément 

pré-synaptique. Une étude antérieure a suggéré une localisation pré-synaptique de PAK3 

bien que sa localisation principale soit post-synaptique (Allen et al, 1998). Une 

caractérisation précise de la localisation pré-synaptique des différents variants de la kinase 

PAK3 serait un préalable nécessaire à l’étude des fonctions de ces variants dans l’élément 

pré-synaptique. 

 Afin de tester le lien entre les variants d’épissage de PAK3 et la transmission synaptique, 

des tranches organotypiques pourraient être transfectées par chacun des variants d’épissage 

de PAK3 en présence et en absence d’un peptide inhibant l’interaction de PAK3 avec Nck2 

(ou dans des animaux invalidés pour le gène Nck2). Afin de vérifier si les variants de PAK3 

ont des fonctions spécifiques il serait particulièrement intéressant de surexprimer 

(transfection) ou d’éteindre (siRNA) spécifiquement chacun de ces variants dans des 

tranches organotypiques d’hippocampe. Le développement de souris transgéniques dans 
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lesquelles on aurait supprimé chacun de ces deux exons alternatifs sera l’une des approches 

à développer pour répondre à ces diverses questions.  

 

L’ensemble de mes travaux apporte de nouvelles connaissances sur le mécanisme de 

régulation de la kinase neuronale PAK3 et les fonctions des ces protéines. Cela permet 

également d’avancer de nouvelles hypothèses concernant les défauts induits par la mutation 

du gène pak3 chez les patients souffrant de déficience intellectuelle. Afin de vérifier les 

hypothèses émises concernant un défaut de régulation des kinases PAK1 et PAK3 chez ces 

patients, des souris portant une mutation responsable de déficit intellectuel constituent un 

excellent modèle d’étude. Mon équipe vient de créer une lignée de souris Knock-in portant 

la mutation PAK3-R67C. Ces souris sont en cours de caractérisation. 

L’ensemble de mes travaux constitue une avancée dans la compréhension des 

mécanismes de régulation d’une famille de kinases indispensables au fonctionnement 

cellulaire, à l’apprentissage et à la mémoire. Enfin, sachant que de nombreux laboratoires 

publics et privés travaillent sur le développement d’inhibiteurs des kinases PAK (Muray et al, 

2010) mes résultats ouvrent de nouvelles perspectives pour le traitement de certains 

cancers.  
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RESUME : 5 mutations responsables de retard mental ont été identifiées dans le gène p21-activated 
kinase 3 (pak3). Nous avons récemment identifiés dans pak3 deux exons alternatifs très conservés 
appelés b et c. Ainsi, en plus du variants PAK3a (dépourvu des inserts b ou c), le gène pak3 code pour 
3 nouveaux variants d’épissage PAK3b, PAK3c et PAK3cb qui sont constitutivement actifs et 
insensibles aux GTPases. De plus, contrairement à PAK1 et PAK3a, leur domaine d’auto-inhibition est 
incapable d’inhiber un domaine kinase. Ainsi, le but de ce projet était de comprendre le mécanisme 
de régulation de la kinase PAK3. Un modèle de régulation a récemment été proposé dans lequel 
PAK1 forme des homodimères pouvant être dissociés par les GTPases, permettant ainsi l’activation 
de la kinase. En se basant sur ces observations j’ai cherché à identifier les dimères PAK3 et j’ai 
montré que les kinases PAK3a, b, c et cb forment préférentiellement des hétérodimères avec PAK1. 
J’ai démontré l’existence de ces dimères dans le cerveau et j’ai mis en évidence que ces 
hétérodimères permettent à chaque monomère de réguler l’activité kinase de son partenaire in vitro. 
Ce travail permet de proposer un modèle de régulation symétrique pour PAK3a qui forme des 
hétérodimères avec PAK1 et un nouveau modèle de régulation asymétrique pour les variants 
d’épissage, également basé sur leur hétérodimérisation avec PAK1. Mes résultats montrant une 
corégulation des kinases PAK neuronales suggèrent d'une part que leur activation puisse être 
synchronisée et d'autre part que dans certaines situations physiopathologiques (Cancer et maladies 
neurologiques) leur dérèglement puissent interférer. 

Regulation mechanisms of the neuronal p-21 activated kinase 3 (PAK3). 

ABSTRACT: 5 mutations responsible for mental retardation have been identified in p21-activated 
kinase 3 (pak3) gene. We recently identified in pak3, two highly conserved alternative exons called b 
and c. In addition to the classical PAK3a variant (without any alternative exon), the pak3 gene 
encodes 3 new splice variants PAK3b, PAK3c and PAK3cb which are constitutively active and 
insensitive to GTPase activation. Moreover, unlike PAK1 or PAK3a, their autoinhibitory domain is 
unable to inhibit a kinase domain. The aim of this project was to understand how PAK3 regulation 
occurs. A model of regulation was recently proposed in which PAK1 forms homodimers that can be 
dissociated through GTPase binding, leading to kinase activation. Given these observations, I 
searched to identify PAK3 dimers and I showed that PAK3a, b, c and cb preferentially form 
heterodimers with PAK1. I demonstrated the existence of such dimers in the brain and that the 
different heterodimers allow each monomer to regulate the kinase activity of its partner. Through 
this study, I propose a symmetric regulation model for PAK3a which heterodimerizes with PAK1 and a 
new asymmetric regulation model for splice variants, also based on heterodimerization with PAK1. 
My results showing a co-regulation of neuronal PAK kinases suggest that their activation may be 
synchronized but also that, in some physiopathological situations (cancers and neurologic diseases), 
their misregulation may interfere. 

 

Mots-clés: p21-activated kinase (PAK), régulation, retard mental 
Key words:  p21-activated kinase (PAK), regulation, mental retardation 
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