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I-  Duretard mental au déficit intellectuel

1. Historique des connaissances acquises sur le retard mental

Dans I'antiquité, seules les formes séveres de retard mental (indifféremment appelées
« maladies mentales ») associées a 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 a I’age adulte (la
dépression, la schizophrénie, les troubles compulsifs du comportement...) du « retard
mental » qui apparait au cours du développement pré- ou post-natal. Au XIX*™ siecle,
Edouard Séguin, médecin et pédagogue francais est connu pour avoir été le précepteur de
I” « enfant sauvage de I’Aveyron ». Ses travaux sur les enfants souffrant de handicaps
intellectuels sont surtout connus aux Etats-Unis ol il a passé la deuxieme moitié de sa vie.
Edouard Séguin était convaincu que tous les individus, y compris ceux souffrant des
handicaps les plus sévéres, étaient capables d’apprendre. D’aprés lui, les « idiots » ne sont
atteints ni de maladie ni d'anomalie cérébrales, mais ils ont seulement été frappés d'un arrét
du développement mental, avant, pendant ou aprés la naissance. |l établit ainsi, a I’'h6pital
Bicétre, a Paris, un programme d’entrainement pour enfants handicapés mentaux, basé sur
I'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 I'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 a 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’ « age mental »
qui permet de déterminer si le score du sujet se situe dans une zone moyenne
correspondant a son age, ou bien s’il se situe dans une zone plus faible et souffre alors de
retard intellectuel. La notion de quotient intellectuel (Ql) a été développée peu de temps
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apres, en 1912, par le psychologue Stern. Ce test donne une valeur a manipuler avec
précautions car sa mise au point est uniguement empirique et ne repose sur aucune étude
théorique. Il ne peut étre considéré comme un outil de mesure de l'intelligence et ne fournit
gu’un résultat indicatif standardisé qui doit étre complété par des tests psychologiques. Une
des grandes avancées dans la vision du retard mental entre le XIXéme et début du XXéme
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 a nouveau avec la prise en compte de facteurs tels que
I'environnement et la capacité d’adaptation de lindividu, et conduit a de nouvelles
recherches sur le comportement des individus atteints de retard mental. Aujourd’hui encore
la notion de « retard mental » évolue pour laisser place a 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 déja 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 genes de retard mental liés a I'’X et de
comprendre leurs fonctions. Cing instituts sont actuellement membres de ce consortium :
I'Institut Max Planck de Berlin, I'Université de Louvain, I'Université Radbout de Nimegue,

I'Institut Cochin de Paris et le CHU Bretonneau de Tours.

2. Définitions

Selon la définition de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), on considere
actuellement que « le retard mental est un arrét 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 I'environnement social ». Un patient répond aux
caractéristiques du retard mental, Lorsque son Quotient Intellectuel est inférieur a 70 et que
le diagnostic est réalisé avant 18 ans. Quatre sous-catégories ont été proposées: un
guotient intellectuel compris entre 69 et 50 (pour un adulte, correspond a I’age mental d’un
enfant de 9 a 12 ans) sera considéré comme un déficit intellectuel léger ; entre 49 et 35 (age
mental d’'un enfant de 6 a 9 ans) il s’agit un déficit modéré ; entre 34 et 20 (age mental d’'un
enfant de 3 a 6 ans) c’est un déficit sévere, et enfin, si le score obtenu est inférieur ou égal a
20 (age mental d’un enfant de moins de 3 ans) on parlera d’un déficit intellectuel profond.
Cependant, pour plus de simplicité, on considére bien souvent qu’un score inférieur ou égal
a 50 est le signe d’un déficit intellectuel sévere, regroupant ainsi les trois dernieres
catégories en une seule. Au Royaume-Uni, le ministere de la santé a proposé une définition
comparable : le déficit intellectuel correspond a «[..] une réduction significative de la
capacité a comprendre de nouvelles informations ou des informations complexes (altération
de lintelligence) accompagné d’une capacité d’indépendance réduite (altération des
fonctions sociales) qui se manifestent avant I'dge 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 a I’age du sujet.

——99.74% ——————————
.~ 9544
— 68.26% —»

2.14% | 2.14%

0.13% 0.13%

Pourcentage de la population

[13.59%134.13%I34'130/0|13'590/0]

55 70 85 100 115 130 145
Quotient Intellectuel (QI)

Figure 1: Courbe théorique représentative de la distribution du Quotient Intellectuel
dans la population mondiale. Le quotient moyen se situe, par convention, a 100. Selon cette
distribution, environ 2.3% de la population mondiale posséderait un QI inférieur a 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 derniéres 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 a une interaction entre I’'environnement et une
prédisposition génétique (Lisik and Sieron, 2008). Dans les 40% restants on distingue les
anomalies dues a l'environnement (intoxication par la meére, prématurité, ischémie,
maladies infectieuses...) et les causes génétiques (25-35% des cas). Les causes génétiques
peuvent étre 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 dG au fait qu’une large
proportion des génes impliqués dans le déficit intellectuel sont portés par le chromosome X.
Plus de 300 genes ont été identifiés comme étant responsables de déficit intellectuel
(Humeau et al, 2009) dont 76 sont liés a I’X soit 25%. Ces génes présents sur |I'’X altérent a la

fois I'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 symptoémes associés a été proposée. Le déficit non-syndromique correspond a
un déficit intellectuel sans aucun autre symptéme associé. Jusqu’a présent, la majorité des
génes 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 a d’autres caractéristiques cliniques telles que des
dimorphismes faciaux, une surdité, des anomalies motrices... Cependant, cette classification
tend a devenir désuete. En effet, I'identification de phénotypes différents, plus ou moins
séveres, induits par un seul géne rend difficile la classification d’un géne dans I'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 a
ce jour est un exemple de cette diversité phénotypique. D’autres exemples de défauts
cognitifs tels que I'autisme et différents cas de déficits intellectuels seront décrits dans le
chapitre V. De nouvelles techniques telles que I'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 a I'aide de techniques d’imagerie cérébrale a permis d’établir un lien

entre différentes régions du cerveau et des fonctions cognitives spécifiques.

Cerebrum

Ganglions de la base
(Cortex cérébral )

(Noyau caudé)

Thalamus

Hypothalamus

Amygdale

Hippocampe

Figure 2 : Représentation schématique du cerveau et des structures responsables de
I’encodage de l'information. L’hippocampe, le thalamus, I’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 I'ensemble de I"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 a cette ablation, le patient a perdu toute mémoire a 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 modeles d’étude tres
fréqguemment utilisés en neurosciences. De plus, il est désormais admis qu’il existe une
neurogenése adulte dans I'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 étre 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 sévere. (D) dendrite d’un adulte atteint du syndrome de I’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 & comprendre comment s’établit la communication entre les neurones. Au XIX®™®
siecle, 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 méme année, a démontré que les neurones
dégénerent 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 I'importance des travaux réalisés par
les deux hommes, le prix Nobel de physiologie et de médecine leur sera décerné, a 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 tres fin ou le contact

s’établit entre deux neurones.

Vésicules
pré-synaptiques

Densité
post-synaptique

1ent post'-syn;f)tique

Lyl : £

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 modeéles s’opposent a nouveau: certains prétendent a une
transmission chimique et d’autres a une transmission électrique. Les travaux d’Elliott en
1904 puis ceux de Dixon en 1906 mettent en évidence que le nerf sympathique libére de
I'adrénaline tandis que le nerf parasympathique libére un composé muscarinique que Dale
analysera en 1914 comme étant I'acétylcholine. En 1931, Dale émet I'hypothése que cette

transmission chimique a lieu aussi bien dans le systéeme nerveux périphérique que dans le
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systeme nerveux central. Les premieres descriptions de synapses datent des années 50
(Sjostrand 1953, Palade, 1954 ). Elles sont composées d’'un élément post-synaptique avec
une membrane d’une épaisseur de 7-10 nm séparée de I'élément pré-synaptique par une
fente synaptique d’une épaisseur de 10-20 nm. L’élément pré-synaptique contient des
vésicules de 20 a 65 nm de diamétre, le plus souvent accumulées a proximité de la

membrane (Fig 4).

2. Elément pré-synaptique

L’élément pré-synaptique correspond a une structure issue du prolongement de |'axone.
Cette structure contient la « zone active ». Elle correspond a une région dense en protéines
et constitue la structure essentielle a la libération des neurotransmetteurs contenus dans les
vésicules présynaptiques. Ces neurotransmetteurs sont |'acétylcholine, le glutamate ou
encore le GABA par exemple. Les vésicules sont remplies de neurotransmetteurs grace a
I'intervention de la v-ATPase et d’un transporteur spécifique de chaque neurotransmetteur.
La v-ATPase est une pompe a protons qui établit un gradient électrochimique. L’hydrolyse de
I'ATP par cette enzyme favorise I'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 a 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
hétérodimere. Ce dimére forme ensuite un complexe stable composé d’un enchevétrement
de quatre hélices a 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 génére un gradient
électrochimique favorisant le transport des neurotransmetteurs par le transporteur (Vincent
Gleize, thése 2011). (B) La VAMP2, vésiculaire et les t-SNARES (Syntaxine et SNAP-25)
s’enchevétrent de facon a former une structure stable nécessaire a la fusion membranaire
(Modifié a partir de Sutton et al, 1998).

De récentes études suggerent que la v-ATPase est également associée a 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 I'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 I'élément post-
synaptique afin de générer un signal. Les neurotransmetteurs peuvent ensuite étre
endocytés par des transporteurs de la membrane plasmique pré-synaptique afin d’étre
recyclés. Le glutamate peut également étre endocyté par les cellules gliales qui I'utilisent
comme source d’énergie. Cette recapture des neurotransmetteurs libérés dans la fente

synaptique est indispensable a I'extinction du signal.
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3. Protéines de signalisation transcellulaire

. Les neurexines et neuroligines

Les complexes neurexine/neuroligines (NRXNs/NLGNs) font partie des couples de
molécules d’adhésion cellulaire synaptique qui permettent de maintenir I'intégrité du réseau
neuronal, et donc sa fonctionnalité. Chez les humains et les grands singes on dénombre cing
types de NLGNs, mais seulement quatre chez le reste des mammiféeres. Le géne
supplémentaire, NLGN5, est présent sur le chromosome Y et correspond a une duplication
ancestrale de NLGN4, portée par le chromosome X. Tous les génes NLGNs possédent un site
d’épissage A, et NLGN1 possede 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 a elle est présente a la fois sur les synapses inhibitrices et glutamatergiques
(Chih et al, 2005 ; Budreck and Scheiffele, 2007). L'ensemble de ces protéines possédent la
capacité d’interagir avec les neurexines (NRXNs), des molécules d’adhésion essentiellement
pré-synaptiques (Ichtchenko et al, 1996). Chez les mammiféres il existe trois génes codants
pour différentes neurexines possédant chacun deux promoteurs différents. L'un permet de
coder une neurexine de grande taille appelée B et I'autre donne une neurexine de plus
petite taille appelée neurexine a (Ushkaryov et al, 1992 ; Ushkaryov et al, 1994) (Fig 6A). Ces
six NRXNs subissent, en plus, un épissage alternatif a I'origine de la trés grande diversité de
ces protéines. Environ 1000 protéines différentes constituent cette famille (Ulrich et al,

1995).
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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 I’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 possedent qu’un seul domaine
transmembranaire, et certains domaines, trés 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 a I'existence d’un code

régissant la spécificité d’interaction entre les neurones.

il. 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 a activité tyrosine kinase.

PDZ-binding motif

Reverse signaling
GPI anchor

ephrinA

Cysteine rich region Globular domain Bidirectionnal signaling

Plasma

MembrEne Transmembrane region

—— Juxtamembrane region

Kinase domain

Forward signaling

SAM domain
PDZ-binding motif
Eph receptor

Figure 7: Structure et fonction des récepteurs aux éphrines. Schéma représentant
I'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).
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Chez les mammiferes on dénombre 13 membres répartis en groupe A (EphAl a EphAS8)
et groupe B (EphB1 a EphB4 et EphB6). Les ligands éphrines, sont, comme leur récepteur,
divisés en groupe A (ephrinAl a ephrinA5) et groupe B (ephrinB1 a ephrinB3) (Fig 7). Les
éphrines A s’associent aux EphA et les éphrines B s’associent aux EphB. Cependant EphA4
possede 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 I’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 I'influx calcique
Cependant, il a été montré que les récepteurs aux éphrines et leurs ligands éphrines peuvent
étre 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 I'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 I'élément pré-
synaptique et I'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 particulierement connue pour
son rbéle dans la mise en place des projections axonales lors du développement

embryonnaire.

4. Les épines dendritiques

Les épines dendritiques correspondent a des protrusions dynamiques issus d’un dendrite
et constituent le support des synapses excitatrices uniquement. Leur densité sur les

neurones est d’environ 1 a 10 épines par micrométre (Hotulainen and Hoogenraad, 2010).

-22-



Leur structure est hautement régulée et les épines apparaissent et disparaissent
continuellement le long des dendrites. Leur structure peut se présenter sous des formes trés
variables de par I’hétérogénéité concernant la taille et le diametre des cous et des tétes
d’épines. Ces structures constituent des unités indispensables a la transmission synaptique
et a l'intégration de I'information. Les épines sont altérées dans de nombreuses pathologies
de l'intelligence comme les déficits intellectuels ou les maladies neurodégénératives. Ce

chapitre consiste a décrire I'organisation complexe de ces structures.

i. Le cytosquelette d’actine

L’actine est un des composés les plus abondants de I’épine dendritique. Elle se présente
sous forme d‘actine globulaire (actine G) ou d’actine filamenteuse (actine F), lorsque I’actine
G polymérise. Dans I'épine, l'actine filamenteuse se présente sous trois structures
majoritaires :

- les filaments étroits, de 4-6 nm de diamétre et 20 nm de long, vont de la téte de

I’épine a la jonction synaptique.
- unréseau d’actine présent dans la téte de I'épine

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

Le cytosquelette ainsi formé est extrémement dynamique et ce réseau peut s’assembler
et se désassembler selon les signaux recus 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 I'un des éléments de la plasticité synaptique permettant aux épines de changer de forme
trés rapidement (Fischer et al, 1998, Matus, 2000), d’apparaitre et de disparaitre (Fig 8A).
Elle est également cruciale dans les mécanismes de spinogénése qui seront détaillés dans le
chapitre IlI-1. Le modele de plasticité synaptique le mieux décrit est la potentialisation a long
terme (LTP), pouvant étre induite par une stimulation pré-synaptique a haute fréquence ou
par I'association répétée d’activités pré- et post-synaptiques (a I'échelle de la milliseconde).

Dans le cas de la stimulation électrique a 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 I'épine (Fukawasa et al, 2003) (Fig 8C).
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Figure 8: Recrutement et polymérisation de Factine dans I'épine dendritique sous
linfluence 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 I'effet de I'activité neuronale, le facteur Arc est exprimé
dans les épines. Ce facteur est nécessaire a 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 a long terme (LTD), générée par des stimulations de faible
fréquence, est associée a une dépolymérisation de I’actine et une résorption des épines. La
réponse rapide du cytosquelette lors d’événements de LTP, LTD, ou due a lactivité
synaptique, passe par un réseau de signalisation qui comporte des protéines aux fonctions
trés diverses portant un domaine de liaison a I'actine appelé ABD (Actin Binding Domain).
Par exemple la cofiline non phosphorylée se fixe aux filaments d’actine afin d’empécher leur
polymérisation. L’ADF quant a elle agit synergiqguement 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 a
I’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 ou 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 a
chaque extrémité des filaments d’actine. Il favorise particulierement I|’extension des
filaments d’actine dans les lamellipodes en générant un maillage de filaments d’actine
(Volkmann et al, 2001). Léquilibre établi entre élongation et dépolymérisation du
cytosquelette d’actine est extrémement important pour une régulation et un remodelage
rapide de I'épine. Cependant, cette plasticité est tres liée a l'interaction du cytosquelette

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

il. Les microtubules

Les microtubules ont été vus dans les épines dendritiques pour la premiere fois dans les
années 80 (Westrum et al, 1980). lls sont constitués d’hétérodiméres de tubuline a et B.
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 a I'extrémité des filaments. La protéine
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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-méme liée a l'actine filamenteuse (Jaworski et al, 2009). La protéine EB3
possede 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 role tres
important dans la dynamique des épines. La présence de microtubules dans les épines
permet aux complexes tels que les polyribosomes d’accéder a cette structure. En effet, aprés
stimulation, le nombre d’épines contenant des polyribosomes augmente de fagon
significative. De méme, la présence de microtubules dans I’épine favorise le recrutement de
vésicules contenant les récepteurs aux neurotransmetteurs qui vont alors directement se
positionner a proximité de la membrane (Kim and Lisman, 2001). Ces complexes sont

conduits grace a l'intervention d’un moteur moléculaire, la dynéine (Fig 9).
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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 a I'épine par
I'intermédiaire de la dynéine (Gu and Zheng, 2009).
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L'une des MAP favorisant I'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 I'origine du défaut est bien distincte : dans
le cas de la maladie de Parkinson il s’agit d’'une mutation du géne Tau tandis que dans le cas
de la maladie d’Alzheimer la déstabilisation des microtubules décroche les protéines Tau qui
s’agregent 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, 'absence de polyribosomes dans les épines

affecte I'expression d’un grand nombre de protéines.

ili.  La densité post-synaptique (PSD)

Les densités post-synaptiques correspondent a une zone dense aux électrons en
microscopie électronique (Fig 4). Cette région est spécifique des synapses excitatrices, trés
majoritairement glutamatergiques dans le systeme nerveux central. Les densités post-
synaptiques mesurent environ 30 nm de large et sont constituées d’un réseau protéique tres

dynamique qui sera décrit dans ce paragraphe.

a) Les récepteurs

- Rdle et fonctionnement des récepteurs AMPA

Les récepteurs AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid) sont des
récepteurs ionotropiques, sensibles au glutamate. Le glutamate est le neurotransmetteur le
plus abondant du systéme nerveux central. Ces récepteurs tétramériques sont constitués
d’au moins 2 types de sous-unités parmi 4 possibles, appelées GluA1l-GluA4 (ou GIuR1-
GluR4). Chaque sous-unité est composée d’un domaine N-terminal extracellulaire, de quatre
domaines transmembranaires et d'un domaine C-terminal intracellulaire. Dans
I"hippocampe, la majorité des récepteurs sont composés de GIluAl/GluA2 (80%) ou
GluA2/GIuA3 (16%) (Wenthold et al, 1996 ; Lu et al, 2009). La combinaison des différentes
sous-unités confere des propriétés particulieres a 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 mGIluR 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 complétement
indépendants dans la mesure ou la phosphorylation de certaines sous-unités régule le trafic
des récepteurs. Il s’effectue par I'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 I'activité synaptique. En effet, sous
I'effet de la LTP, les vésicules intracellulaires contenant les récepteurs AMPA fusionnent a la

membrane ou migrent le long de la membrane (Fig 10).
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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 CaMKIl afin
d’étre 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).

-28 -



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
gue la dopamine et la norépinéphrine suite a 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
arrétée grace a 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 grace a une deuxiéme étape de phosphorylation de la stargazine par
la CaMKIl. 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.

- Role et fonctionnement des récepteurs NMDA

GLU, NMDA agonist-binding sites

APV, CPP antagonist sites
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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 I’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 a un canal calcique. Leur nombre est
globalement constant au sein d’une synapse. lls sont composés de quatre sous-unités parmi
trois appelées NR1, NR2 ou NR3 (indifféremment appelées GIuN1 ; GIuN2 et GIuN3). 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 gene. 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 a
un membre de la famille NR3 (NR3A-B) pour former un récepteur sensible a la glycine
uniqguement. Dans quelques rares cas, les trois types de sous-unités coexistent dans un
méme récepteur. Contrairement a NR1, les isoformes de NR2 et NR3 sont issues de génes
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 a la transduction des signaux (Salter and

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

A I'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 trés cours, une dépolarisation. La membrane
hyperpolarisée favorise alors I'expulsion de I'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 derniere 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 mGIuR

Le glutamate libéré dans la fente synaptique active une troisieme classe de récepteurs :
les récepteurs métabotropiques au glutamate (mGIuR). Ces récepteurs appartiennent a la
famille des récepteurs couplés aux protéines G. Cependant, de facon surprenante, leur
signalisation est indépendante de I'activation de ces mémes protéines G (Heuss et al, 2000).
Huit genes codent pour les récepteurs mGluR. Ces récepteurs ont été classés en 3 groupes
selon leur identité de séquence et leurs propriétés biochimiques : le groupe | contient les

récepteurs mGlul et mGlu5 couplés aux protéines G4 qui activent la phospholipase C.
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Figure 12: Répartition des récepteurs mGIluR dans une des régions (CA3) de
I’hippocampe. Les récepteurs du groupe | sont exprimés sur les cellules pyramidales (PYR) et
sur les interneurones du lacunosum moléculaire (L-Mi). Les récepteurs du groupe Il ainsi que
les récepteurs mGIluR4 et 8 sont localisés sur les fibres moussues (MF) et sur les voies
afférentes (PP). Les récepteurs mGIuR7 sont, quant a 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 mGIuR1 et mGIuR5 sont essentiellement localisés sur I'élément post-
synaptique. Les groupes Il (mGIuR2 et mGIuR3) et Il (mGIluR4 et mGIuR6-8) sont couplés aux
protéines G;/Gy et inhibent la formation de 'AMP cyclique en bloquant I'adénylate cyclase
(Prezeau et al, 1993). Les récepteurs des groupes Il et Il sont essentiellement présents sur la
membrane pré-synaptique. Cependant, mGIluR7, malgré sa classification dans le groupe lll,
peut stimuler la phospholipase C afin d’activer les protéines G;/Go dans les neurones (Perroy
et al, 2000). En revanche, tous les autres récepteurs mGIluR peuvent activer la
phosphodiesterase GMP cyclique, la phospholipase A2 et la phospholipase D. Les récepteurs
mMGIuR sont principalement présents sur les terminaisons axonales mais leur répartition est
variable selon les structures du cerveau. Par exemple, les trois groupes de récepteurs mGIluR
sont exprimés dans |I’hippocampe. Cependant, les récepteurs du groupe | sont présents sur
les cellules pyramidales et les interneurones du stratum lacunosum moleculare, les
récepteurs du groupe Il et les récepteurs mGIuR4 et 8 sont sur les fibres moussues et la voie
perforante tandis que le récepteur mGIuR7 est trouvé sur les fibres moussues et les
collatérales récurrentes (Cosgrove et al, 2011) (Fig 12). Les récepteurs mGIuR7 sont
également connus pour interagir avec la Ca2+/calmoduline. Le domaine du récepteur
impliqué dans cette interaction est le méme 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 Ca®*
pré-synaptique, et donc de neurotransmetteurs dans la fente synaptique (El Far et al, 2002 ;

Fagni et al, 2004).

Les genes mGIuR1,; mGIuR5; mGIuR7 et mGIuR8 subissent un épissage alternatif,
augmentant ainsi la complexité de cette famille. Le domaine carboxy-terminal de chaque
isoforme détermine I'interaction avec différentes protéines intracellulaires et confere ainsi la
spécificité fonctionnelle des différents récepteurs (Perroy et al, 2001 ; Fagni et al, 2004). Ce
domaine permet aux récepteurs mGIuR d’interagir avec les récepteurs NMDA qui inhibent
mutuellement leur activité (Perroy et al, 2008). lls interagissent également avec des
protéines de liaison a 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 mGIuR sont requis pour la plasticité a long
terme (Cosgrove et al, 2011). Les effets de la LTP peuvent étre reproduit
pharmacologiquement par I'application prolongée d’un agoniste des récepteurs mGIluR2/3.
Ce traitement induit une diminution de la libération de neurotransmetteurs provoquant une

altération de I'efficacité synaptique

b) Les protéines d’échafaudages et de

signalisation

- PSD-95, une protéine indispensable a I'organisation post-
synaptique

PSD-95, moins connue sous le nom de SAP90, a été la premiére protéine d’échafaudage
identifiée et est I'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 a la famille des MAGUK (Membrane
Associated Guanylate Kinase). PSD-95 est une protéine indispensable a la transmission et a la
plasticité synaptique grace a 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 a la kinase guanylate (GK). Les domaines PDZ permettent aux
protéines de cette famille de s’associer avec I'extrémité C-terminale de trés 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 a la
localisation synaptique des récepteurs AMPA. La nécessité de cette palmitoylation pour
I'assemblage de PSD-95 avec la stargazine et les récepteurs AMPA a été montrée dans un
modele 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 a la régulation de la transmission synaptique. En effet, la stargazine
phosphorylée interagit avec la bicouche lipidiqgue membranaire chargée négativement. Les

lipides inhibent alors I'interaction de la stargazine avec PSD-95. Lorsque la bicouche lipidique
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se charge positivement (cas d’une dépolarisation), |la stargazine se décroche de la membrane
et favorise I'activité synaptique des récepteurs AMPA (Sumioka et al, 2010). PSD-95 est donc
particulierement importante pour I'organisation post-synaptique et favorise la stabilisation
synaptique et la transduction de signaux (Fig 13A, B). De fagon tres intéressante, une étude a
démontré que la déstabilisation de l'interaction entre PSD-95 et la sous-unité NR2B des
récepteurs NMDA suffit a induire une dyskinésie chez les rats. Ce symptome étant '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 a la synapse. Ainsi,
I'augmentation de I'expression de PSD-95 mime I'effet de la LTP (El-Husseini et al, 2000 ;
Stein et al, 2003). A l'inverse, la baisse de I'expression de PSD-95 diminue le nombre de

récepteurs AMPA a 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 mGIluR (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 systeme 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
I’"hippocampe expriment les trois isoformes. Par ailleurs, SHANK1 est particulierement
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 a Motif) indispensable a
la localisation synaptique de SHANK2 et 3 (Boeckers et al, 2005). De nombreux sites
d’épissage alternatif ainsi que des promoteurs alternatifs sont a l'origine d’une grande
variété des membres de la famille SHANK. Cet épissage alternatif n’est cependant pas régulé
de la méme maniére selon les régions du cerveau et selon les étapes du développement.
L’expression des différentes isoformes de SHANK1 et SHANK?2 a été comparée dans le cortex
et dans le cérebellum. Les résultats démontrent que, pour SHANK1, I'expression du variant
Ins2a, majoritaire dans le cortex par rapport au cérebellum, s’accroit au cours du
développement. En revanche, I'expression du variant Ins3, majoritaire dans le cérebelum par
rapport au cortex, diminue au cours de cette méme période. Ces différentiels suggerent des
spécificités de fonction des variants d’épissage de SHANK. Une des interactions les plus
stables réalisées par SHANK s’établit avec elle-méme via son domaine SAM capable de
former une structure filamenteuse hélicoidale (Baron et al, 2006). De plus, une deuxieme
interaction entre le domaine SH3 et le domaine ankyrin contribue a stabiliser les complexes
SHANK et a former de larges agrégats (Fig 13). Le domaine riche en proline de SHANK
contient plusieurs motifs reconnus par différentes protéines de liaison a I'actine telles que la
spectrine, la cortactine (Du et al, 1998, Naisbitt et al, 1999), B-PIX (Park et al, 2003) ou
encore IRSp53 (Bockmann et al, 2002). Cette liaison SHANK/IRSp53 est régulée par la GTPase
Cdc42 et I'activation de PKC induit le recrutement de IRSp53 aux PSD. De plus, un des roles
majeurs des protéines SHANK est de relier les complexes associés aux récepteurs NMDA a

-36-



ceux associés aux récepteurs mGIluR (Hori et al, 2005). En effet les domaines PDZ du
complexe SHANK se fixent aux protéines de la famille GKAP, elles-mémes recrutées par PSD-
95 grace a son domaine GK. Par ailleurs, les récepteurs mGIuR sont également liés a SHANK
grace a 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 génes homer composent cette famille protéique. De plus, chacun de ces génes subit un
épissage alternatif. Ainsi homerl 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 tres variables. Par exemple le domaine C-terminal de Homer 1a est constitué de
11 acides aminés tandis que Homer 1b et c¢ possedent un domaine C-terminal
respectivement de 168 et 180 acides aminés. Ce long domaine C-terminal leur permet de
former des tétraméres, voire des multiméres 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 mGIluR du groupe |, sur SHANK ou encore sur les
récepteurs NMDA. Les protéines Homer sont également liées a la signalisation calcique par
la sous-unité Cav2.1 des canaux calciques de type P/Q et par leur interaction avec les
récepteurs a I'IP3 (Inositol 1,4,5-triphosphate) perméables au calcium, localisés sur I'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 a proximité, la protéine homer améliore la fonctionnalité du
systéme. La protéine Homer2 est, quant a elle, reliée aux récepteurs mGIluR1a ainsi qu’aux
filaments d’actine. Les protéines d’échafaudage Homer servent donc de lien entre les
récepteurs mGIuR, le réseau d’actine et les GTPases Cdc42 et influence ainsi le cytosquelette
(Shiraishi et al, 1999 ; Shiraishi-Yamaguchi et al, 2009). Par ailleurs, I'activité neuronale a

pour effet d’induire I'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

I’échafaudage.
- La Calmoduline Kinase II, une protéine a double fonction
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Figure 14: Structure et dynamique de la CaMKIl. (A) Représentation schématique de la
structure des CaMKIl constituées d’'un domaine catalytique, d’un domaine d’auto-inhibition
comprenant lui-méme un domaine d’inhibition et d’un domaine de recrutement de la
calmoduline, et d’'un domaine d’auto-association. (B) La CaMKIl inactive se présente sous
forme d’un dodécamere non phosphorylé. La fixation du complexe calcium/calmoduline
induit I’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 CaMKIl est activée
(Lisman et al, 2002).
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La calmoduline kinase Il (CaMKIl) est une des protéines les plus abondantes du cerveau.
Elle représente 1-2% des protéines totales et est enrichie dans les densités post-synaptiques
ou 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 genes. Les formes les plus
courantes sont les CaMKlla et B qui s’assemblent pour former une holoenzyme. Elles
posseédent un domaine catalytique contenant un domaine de recrutement pour I’ATP ainsi
qgue pour les substrats spécifiques de la CaMKIl. Ce méme domaine comporte une région
responsable de I'interaction avec des protéines d’échafaudage et avec les récepteurs NMDA.
Accolé a ce domaine kinase, les CaMKIl possedent un domaine d’auto-inhibition dont Ila
structure est similaire a 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 |'activation de la CaMKIl en
exposant les sites de phosphorylation T286 pour CaMKIlla ou T287 pour CaMKIIB. Ces sites
phosphorylés favorisent le recrutement de la kinase a la synapse et, plus précisément, au
niveau des densités post-synaptiques (Khan et al, 2011) (Fig 14B). Une étude récente a
démontré que la CaMKIIB est responsable de la trans-location de la CaMKlla (Borgesius et al,
2011). Ces phosphorylations maintiennent la protéine active méme 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 premieres
étapes de la transduction du signal, cela suggere que I'activation de la CaMKIl se situe parmi
les premiers événements de la cascade de signalisation. De plus, sa localisation a proximité
des récepteurs NMDAR responsables de la libération de Ca* intracellulaire augmente trés
probablement son efficacité. Les CaMKlla et B agissent de concert et participent a la
régulation de la plasticité synaptique dans I'hippocampe, et aux processus d’apprentissage

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

cognition

1. Spinogenese

La formation des épines dendritique est un sujet trés étudié. L'émergence d’un filopode
comme précurseur des épines dendritiques est le modeéle le plus couramment admis bien
gu’encore largement discuté. Selon ce modele, 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 I'épine
dendritique
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Figure 15: Organisation des protéines de signalisation dans les processus de plasticité
synaptique. (A) La majorité des protéines de signalisation sont reliées a SHANK et PSD-95 et
participent directement ou indirectement a la polymérisation de I'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 I'épine, d’autres
protéines de signalisation permettent la déstabilisation des réseaux d’actine (Tada and
Sheng, 2006).
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I est désormais largement admis que la régulation de la polymérisation et
dépolymérisation du réseau d’actine est I'une des composantes majeures de la motilité des
épines, de leur forme et de leur plasticité. Un trés 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 a I'extrémité des filaments d’actine afin d’empécher leur
élongation tandis que Arp2/3 facilite la nucléation de I’actine (Akin and Mullins, 2008, Fan et
al, 2011 ; Hotulainen and Hoogenraad, 2010). Par ailleurs, la profiline recrute I'actine sous
forme monomérique et favorise sa polymérisation. La cortactine, liée a SHANK et a I'actine-
F, est 'une des protéines permettant de relier physiquement le réseau d’actine aux PSD

(Naisbitt et al, 1999).

De nombreuses molécules de signalisation participent également a la régulation des Rho-
GTPases. (L'implication des Rho-GTPases dans les processus de plasticité synaptique sera
traitée dans le paragraphe 1V.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 I'actine est également contrélée 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 I'actine faite ici est loin d’étre
exhaustive mais rend compte de la complexité de ce systéme. Les effets de la LTP peuvent
étre stabilisés grace a cette plasticité et au remodelage du cytosquelette d’actine,
démontrant ainsi I'importance des processus liés a 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 réle de la CaMKlla dans le
recrutement du protéasome. En effet, dans le cerveau, la forme phosphorylée de la CaMKlla
est associée au protéasome et induit ainsi son recrutement dans les épines ou le protéasome

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

De récentes études ont mis en évidence I'importance du réle joué par les microtubules
lors de la mise en place de I'épine mais également lors de son maintien. En effet, I'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, I'application de BDNF qui
augmente la dynamique des microtubules, induit, dans le méme temps, une augmentation
de la densité des épines dendritiques (Gu et al, 2008). Des études paralléles ont montré que
cette dynamique des microtubules dépend de I'activité synaptique (Hu et al, 2008). De plus,
le maintien de cet état dynamique requiére I’hydrolyse de GTP, ce qui suggére un role
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 a la maturation des épines dendritiques et
a leur maintien (Hayashi et al, 2011). De plus, les souris KO PAR1b présentent des défauts
d’apprentissage et de mémorisation relative a I’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, I'élément post-synaptique
peut se former grace a la mobilité des molécules requises, le long de la membrane
plasmique. Les protéines d’échafaudage SHANK et Homer s’assemblent de fagon a 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-méme associée a SHANK et
a I'actine-F (Tada and Sheng, 2006) (Fig 8C). Cependant, le recrutement de SHANK se fait en

fonction de la concentration intracellulaire de Zn%*. SHANK1 qui n’est pas sensible au Zn** est
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recrutée a la suite de SHANK2/3 (Grabrucker et al, 2011). Les complexes protéiques sont
ensuite stabilisés. Les protéines nécessaires a la formation des PSD doivent donc étre
disponibles trés rapidement. Plusieurs systémes permettent cette réponse rapide. Par
exemple, l'invasion des épines par le réseau de microtubules, décrit précédemment, permet
aux ARNm et a certaines protéines d’étre transportées jusqu’a I'épine. Les polyribosomes
apportés par ce méme systeme de transport permettent donc une traduction des protéines
a proximité de leur site d’action. La protéine FMRP (qui sera abordée plus en détails dans le
chapitre 1V-3.i) permet de maintenir la stabilité des ARNm pendant leur transport le long du

dendrite.

iv. Importance de I'activité synaptique dans la mise en place et le

maintien de I'épine dendritique

Il est désormais admis que I'activité synaptique favorise largement la spinogenése. Une
expérience tres intéressante a contribuée a 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 a 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 I'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 a une activation des récepteurs NMDA (Ackemann et al, 2003 ; Neuhoff et
al, 2005). Cette induction des récepteurs NMDA active également la CaMKIl connue pour son
role 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 a l'invasion de I'épine par les microtubules sous
I’effet de I'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 a une
réponse rapide suite a un stimulus (Ostroff et al, 2002). Les microtubules favorisent
également le recrutement de mitochondries dont le réle est encore mal compris (Li et al,

2004).
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In vivo, 'activité neuronale est indispensable a 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
gu’une altération de cette plasticité synaptique est a 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 I'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 modeéles de rétraction des épines passent par cette déstabilisation du
réseau PSD-95. Par exemple la protéine SNK (Serum inducible kinase) dont I'expression est
induite par I'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 I'expression de SNK dans
I’"hippocampe, le cortex, le striatum et I"hippotalamus de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer. Ce processus pourrait donc étre 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
spécifiguement les récepteurs contenant ces sous-unités. De plus, la GTPase Rap est
intimement liée a ces mémes sous-unités. La proximité entre Epac et Rap permet a 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).

-44 -



2. Synaptogenése

Le cone de croissance, présente sur sa surface des filopodes différents de ceux
mentionnés pour la spinogenése. Lors du guidage axonal il répond a des signaux attractifs ou
répulsifs qui lui indiquent le chemin chimique a suivre. De nombreuses molécules sont
impliquées dans ce guidage axonal comme par exemple le couple Eph/éphrine mentionné
précédemment (Chapitre 1I-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 a proximité de I'enzyme ADAM10 (A-Didintegrin-
And-Metalloprotease) responsable de la césure de I'éphrine. Dans le cas du groupe B,
I'interaction cellulaire sera perturbée par linduction d’un mécanisme d’endocytose.
Cependant, il a été montré que le complexe Eph/éphrine est entierement endocyté. Ainsi,
les complexes étant trans-membranaires, une portion d’une cellule est endocytée par la

cellule opposée (Zimmer et al, 2003).
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Figure 16: Dynamique du céne de croissance. L’axone et le c6ne de croissance situé a
I'extrémité distale de I'axone contiennent un large réseau d’actine et de microtubules. Le
réseau d’actine est régulé par les mémes complexes que pour la spinogenese permettant
ainsi la motilité des filopodes.
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Par ailleurs, la dynamique du céne de croissance est régie par le cytosquelette d’actine
(Fig 16). Cependant, le cone de croissance ne semble pas étre la seule fagcon de former
I’élément pré-synaptique. En effet, les boutons pré-synaptiques sont distribués tout le long
de I'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 I'axone suggére que chaque
point de I'axone possede la capacité de devenir un bouton pré-synaptique. Ce bouton peut
contribuer a former une synapse uniqguement au contact d’un filopode ou d’une épine
dendritique (Fig 17A). Lors de ce contact, des vésicules contenant le matériel moléculaire
nécessaire a la zone active libérent leur contenu. Le contact est alors stabilisé par des

molécules d’adhésion (Arikkath and Reichardt, 2008) (17D-F).
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Figure 17: Etapes de la mise en place d’une synapse. (A) Le cdne de croissance arrive a
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 céne de
croissance établit un contact avec un filopode, les molécules d’interaction « recherchent »
leur partenaire (E) La synapse se stabilise grdce au recrutement des molécules d’interaction
et a la mise en place du cytosquelette d’actine (F) Les complexes d’interaction sont stabilisés
par l'activité synaptique qui favorise I'expansion de I’épine. (Giagtzoglou et al, 2009)
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Une étude microscopique réalisée sur une culture de neurones d’hippocampe a révélé
gue la synaptobrévine s’accumulait tres rapidement au niveau d’un nouveau contact axo-
dendritique (Ahmari et al, 2000). Ces agrégats sont associés a 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
a proximité d’'une épine dendritique, la présence de neuroligine a la surface de cette
derniere 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 agrégent les neuroligines liées a PSD-95 et regroupent ainsi les
récepteurs synaptiques (Nam and Chen, 2005). La protéine SynCAM1, exprimée par le cone
de croissance, joue également un réle important dans |’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 a la synaptogenése se forment
sans intervention d’'un élément post-synaptique. Ces complexes sont appelées « vésicules

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

3. Réle des GTPases dans les processus de plasticité

synaptique

Les Rho-GTPases sont des régulateurs clés du cytosquelette d’actine, orchestrant de tres
nombreuses fonctions cellulaires telles que la prolifération, la motilité, 'adhésion ou encore
le développement neuronal. La formation des épines est, entre autres, tres finement régulée
par ces Rho-GTPases (Govek et al, 2005). Le cycle des GTPases s’effectue grace a
I'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 a
différents signaux. De nombreuses études ont décrit des GAP et des GEF spécifiquement
impliquées dans la spinogenese et la synaptogenese (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, Racl et Cdc42. Racl et Cdc42
sont impliqués dans les mécanismes de spinogenese tandis que RhoA joue un réle dans la
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rétraction des épines. Tiam1l est une GEF spécifique de la GTPase Racl et est localisée
exclusivement dans I'élément post-synaptique de la synapse. Elle interagit avec de
nombreuses protéines de la densité post-synaptique telles que PSD-95, GIuR1 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 réle essentiel dans les processus de développement du systeme 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 Racl, 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
gu’une réduction de I'expression est associée a 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 étre dus a
I’activation de la voie Rac/PAK par la kalirin-7, elle-méme induite par le couple EphB2/éphrin

B (Penzes et al, 2003).

Les Rho-GTPases jouent également un role important dans I'axogenése en régulant la
dynamique du cytosquelette d’actine et de microtubule au niveau du céne 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 I'éphexine induit alors 'activation de
RhoA et l'inhibition des GTPases Racl et Cdc42 et favorise la rétraction du cone de
croissance (Shamah et al, 2001). La voie Rho/ROCK favorise les signaux de répulsion et la
rétraction du cone 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 a

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 géne 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 cone de croissance (Durand et al, 2011).
Ces mutations conduisent également a des problémes de I'apprentissage du langage et/ou a
des problemes de communication sociale (Durand et al, 2007). Les souris KO shank3
présentent de petites PSD, une arborisation dendritique particulierement complexe et un
striatum anormalement développé. Le striatum est la région du cerveau responsable de
I'anxiété, symptoéme souvent associé a I'autisme. Par ailleurs, les enfants autistes présentent
souvent un cerveau de taille importante pouvant étre relié a I'importance de la surface
dendritique chez les souris KO (Herbert, 2011). Ces arguments suggérent fortement
I'implication de SHANK3 dans certaines formes de syndrome autistique. Cependant,
I"autisme est un déficit intellectuel tres particulier dans la mesure ou des parents porteurs de
la mutation peuvent étre sains. En effet, 10% des cas d’autisme sont associés a des
mutations de novo. Par ailleurs, plusieurs études suggérent qu’une prédisposition génétique
puisse étre associée a un contexte environnemental pour étre exprimé. Il est intéressant de
constater que dans la majorité des cas, le syndrome autistique associé a 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 a 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 génes
codant pour les neuroligines 3 et 4 (NLGN3 et NLGN4). Par exemple, une mutation de
substitution R451C de la NLGN3 peut étre 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
symptoémes relatifs a I'autisme (Tabuchi et al, 2007 ; Chadmann et al, 2008). Ceci suggere
donc que la mutation R451C induit une prédisposition a des probléemes sociaux mais que le
fond génétique participe aussi a I'expression de ce symptéme. 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
I’"hippocampe (Etherton et al, 2011a). Une lignée de souris Knock-In R704C nign3 a
également été concue. Cependant, la mutation R704C a été identifiée chez des patients
autistes dans le géne codant pour la nign4. La région protéique affectée est trés 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 I’hippocampe (Etherton et al, 2011 b).

il. NLGN4
La NLGN4 est également connue pour étre impliquée dans certains syndromes

autistiques. Par exemple la mutation R87W a été mise en évidence chez deux fréeres 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 mére, le géne nign4 étant porté par le chromosome X. Cette mutation
perturbe la glycosylation de la NLGN4, et empéche ainsi son transport a la membrane. En
affectant I'organisation de la synapse, cette mutation perturbe I’ensemble de sa fonction
(Zhang et al, 2009). Les souris KO nlgn4 présentent des déficits d’interaction sociale. Ce
symptome étant 'une des caractéristiques de I'autisme, cette lignée constitue un bon

modeéle pour I'étude d’un syndrome autistique (Jamain et al, 2008).

3. Retards mentaux liés a des dérégulations

transcriptionnelles et post-transcriptionnelles
i. Syndrome de I'X fragile

Le syndrome de I’X fragile est le déficit intellectuel héréditaire le plus courant. Sa
prévalence est de 1/4000 pour les garcons et de 1/6000 pour les filles. Cette différence de
fréquence liée au sexe est due au fait que le géne muté, fmrl, se situe sur le chromosome X.
Cette mutation est une répétition excessive d’un triplet CGG (Verkerk et al, 1991) dans le
promoteur du géne codant pour la protéine FMRP (Fragile-X Mental Retardation Protein) qui
entraine alors une diminution de I'expression de ce gene. Chez les individus sains, ce triplet
est répété environ 29-30 fois avec une interruption par deux codons AGG. Les femmes
présentant 50 a 200 répétitions sont dites « prémutées » et présentent des dysfonctions
ovariennes, une ataxie et des anomalies neurocognitives légéres (Van Esch, 2006). Le
diagnostic de I’X-fragile chez les patients portant la mutation complete est difficile a 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 synthése protéique. On considere que chez les mammiféres, environ 4% des ARNm
s'associent a FMRP. Cette protéine est essentiellement cytoplasmique (dans le corps
cellulaire, dans les dendrites et a la base des épines (Feng et al, 1997), mais est également

présente dans le noyau. Sous I'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 dés leur sortie du noyau. FMRP appartient a un
large complexe protéique appelé mRNPs. Les ARN sont ensuite conduits aux épines le long
des microtubules grace a la kinésine. Certains cas particulierement sévéres d’X-fragile
peuvent étres causés par une mutation 304N de la protéine qui ne peut alors plus recruter
les polyribosomes (Feng et al, 1997). Cette observation suggere |I'importance du recrutement
des polyribosomes par FMRP. Dans les neurones, FMRP réprime I’expression de ’ARNm cible
en interagissant avec CYFIP1 qui séquestre ainsi le facteur de transcription elF4E (Napoli et

al, 2008) (Fig 18).

Synaptic stimulation

or/and <

Translation off Translation on

Figure 18 : Modéle de répression de la transcription dans les épines par le complexe
FMRP/CYFIP1. Le complexe FMRP/CYFIP1 interagit avec un ARNm et empéche la sous-unité
elF4E d’initier la transcription. L’activité synaptique permet au complexe de se détacher et
favorise ainsi la transcription de ’ARNm (Napoli et al, 2008).

Un des modeles d’étude généré pour étudier le syndrome de |’X-fragile est une lignée de
souris Knock-Out fmrl. Comme les patients X-fragile, ces souris présentent une morphologie
trés particuliere des épines dendritiques (Fig 3) suggérant |'altération du cytosquelette
d’actine. En effet, '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 I'activité catalytique des kinases PAK est inhibée. Ces
résultats suggerent qu’une approche thérapeutique du syndrome de I’X fragile pourrait étre

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

il. Syndrome de Rett

Le syndrome de Rett est un retard mental lié a I’X, associé, dans 95% des cas, a une
mutation du géne MeCP2 codant pour la protéine du méme 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 garcons. A ce jour 250 mutations ont été identifiées dont 8 représentent
65% des cas. Le développement psychomoteur de I’enfant apparait normal durant les 6 a 18
premiers mois, puis il est suivi d’'une phase de régression durant laquelle le patient perd
I’"habileté de ses mains, perd le langage et peut présenter des caractéristiques de I'autisme.
Cette phase de régression existe dans plusieurs cas de retard mental et n’est pas une
spécificité du syndrome de Rett. Suite a cette phase, le développement peut reprendre mais
les symptomes autistiques peuvent persister (Kaufmann et al, 2011). Concernant le
phénotype physiologique associé a 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 étre a |'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 étre transcrite (Samaco et al, 2011). Lors d’une activité neuronale, MeCP2 est
phosphorylée et se détache de I’ADN afin de permettre la transcription. En plus de se fixer a
I’ADN, MeCP2 possede la faculté de recruter YB1, une protéine d’attachement a I’ARN. Cette
fonction permet a MeCP2 de réguler I'épissage alternatif. En effet, certains modeles 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
I'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 entieres du génome
plusieurs voies de signalisation sont affectées en méme temps. Cependant, la viabilité chez
les filles vient du fait de I'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).
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Figure 19: Réle de la protéine MeCP2. (A) MeCP2 et son complexe protéique sont
recrutés sur ’ADN méthylé afin de compacter la chromatine et de bloquer la transcription.
Sous l'effet de I'activité neuronale, MeCP2 est phosphorylée et libere I’ADN. (B) MeCP2
recrute YB1 associé a '’ARNm afin de réguler I’épissage alternatif. En absence de MeCP2
(syndrome de Rett) I’épissage alternatif n’est pas régulé et devient aberrant (Chahrour et al,
2007).
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4. Retards mentaux liés a 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 genes 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.

Neurexins/
Neuroligins

EphR
Integrins NMDAR AMPAR
N-Cadherin IL1RAPL1

Rac1/ Cdc42

IRSp53 PAKs/PAK3

TSC2 PTEN

LIMK

WAVE-1
) Cofilin/cortactin

Current Opinion in Neurobiology

Figure 20: Les GTPases et leurs voies de signalisation dans I’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 géne ophn1 situé sur le
chromosome X. Plusieurs mutations de ce gene ont été associées a des déficits intellectuels.
Il s’agit d’'un des premiers genes lié aux Rho GTPases identifié comme responsable d’un
retard mental lié a I’X (Billuart et al, 1998). En effet, OPHN1 est une Rho-GAP, c'est-a-dire
gu’elle accélere I'hydrolyse du GTP et favorise ainsi l'inactivation de la GTPase. Cette
protéine joue un role important dans la maturation et la plasticité des synapses excitatrices

en controlant leur stabilité fonctionnelle et structurale.

L'activité synaptique recrute I'oligophrénine au niveau des épines dendritiques ou elle
s’associe aux récepteurs AMPA afin de réguler la transmission synaptique (Nadif-Kasri et al,
2009). Une deuxiéme fonction a récemment été attribuée a cette protéine au niveau de la
zone-active présynaptique. L'OPHN1 posséde la faculté de s’associer a I'endophiline Al
impliquée dans la courbure de la membrane pour I'endocytose nécessaire au recyclage des
vésicules synaptiques (Nakano-Kobayashi et al, 2009). De ce fait, les déficits intellectuels liés
a I’OPHN seraient en partie associés a des anomalies de recyclage des vésicules synaptiques.
Cependant, l'inhibition de la voie RhoA rétablit une endocytose normale chez un modele
murin KO ophnl (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 trés nombreuses voies de

signalisation, expliquant ainsi la diversité des symptémes obtenus.

iv.  PIX et déficit intellectuel

Les protéines a-PIX et B-PIX (PAK-interacting exchange factor) sont respectivement
codées par les génes ARHGEF6 et ARHGEF7. Les protéines PIX sont des facteurs d’échanges
(GEF) des Rho GTPases, c'est-a-dire qu’elles remplacent le GDP par du GTP ce qui permet
leur activation. B-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 spinogenese (Menon et al, 2010). Le recrutement de GIT1 par PIX
se fait grace a une région CBD (Cat/Git Binding Domain) présente chez toutes les isoformes
de PIX. B-PIX comprend quatre variants d’épissage, possédant tous une région T1 de 18
acides aminés responsable de I'inhibition des kinases de la famille PAK (Feng et al, 2002). a-
PIX, quant a elle, peut se trouver sous forme monomeérique, ou elle joue le réle de GEF a la
fois pour Rac et Cdc42. En revanche, sous sa forme dimérique, a-PIX reconnait
spécifiguement GDP-Rac (Feng et al, 2004). Par ailleurs, a-PIX contient une séquence
favorisant I'activation des kinases PAK. Une mutation de a-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 I'exon 2 et affecte le domaine
d’homologie a la calponine. Cette anomalie a pour conséquence de réduire l'interaction de

a-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 premiere fois par Coffin et al (1966)
puis par Lowry et al (1971). Ce syndrome semi-dominant est di a des mutations du gene
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 a
une protéine tronquée et inactive (Zeniou et al, 2004 ; Falco et al, 2005). Ce gene étant situé
sur le chromosome X, les garcons sont plus sévérement atteints que les filles (Hanauer et al,
1988). Chez les garcons, ce déficit intellectuel modéré a sévére 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 irrégulieres ou
mangquantes. Dans de plus rares cas il a été observé des microcéphalies et des anomalies

cardiaques. Chez les filles, le déficit intellectuel est |éger, 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 symptdmes rend I'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 a 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 a une phosphotransférase tandis que le
deuxieme 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’étre 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 réle dans des fonctions diverses telles que la prolifération
ou la différentiation cellulaire, la réponse au stress cellulaire ou I'apoptose (Blenis et al,
1993). La voie MAPK est également connue pour activer la neurogenése. Les souris KO
RPS6KA3 ont d’ailleurs révélé des défauts de neurogenése embryonnaire. Ainsi, il est
possible qu’une partie des symptomes observés chez les patients Coffin-Lowry soient dus a
un probléeme de différenciation des précurseurs neuronaux au cours du développement
(Dugani et al, 2010). Certains des substrats spécifiques de RSK2 étant CREB et I’histone H3,

ceci suggere également un réle dans les mécanismes de régulation de la transcription.

il. Syndrome de Williams-Beuren

Le syndrome de W.illiams-Beuren est une pathologie rare (1/20000 a 1/50000)
présentant des caractéristiques multiples telles que des dimorphismes faciaux, des
anomalies cardiaques, un déficit de croissance, une constipation chronique durant la
premiere année et un déficit intellectuel associé a un déficit de repérage spatial. Ce
syndrome est di a une délétion du bras long du chromosome 7 (Sugayama et al, 2007).

Cette région contient le géne de la limk1, une sérine/thréonine kinase mentionnée
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précédemment pour son rble 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 gene codant pour la LIMK1. De plus, une étude réalisée sur un modéle murin a
démontré que la seule altération de ce géne suffit a induire des anomalies de repérage
spatial (Gray et al, 2006). Cette kinase est elle-méme régulée par une kinase de la famille

p21-activated kinase (PAK) (Edwards et al, 1999).

il. Déficits intellectuels liés a PAK3

PAK3 (p21-activated kinase 3) est une sérine/thréonine kinase dont le géne 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 a 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 [I'expression de cette protéine dans des tranches
organotypiques d’hippocampe induit de fortes anomalies de morphologie des épines
dendritiques suggérant un role de cette protéine dans la spinogenése (Boda et al, 2004).
Actuellement, 5 mutations du gene pak3 ont été identifiées chez des patients souffrant de
déficit intellectuel. La premieére a été mise en évidence en 1998. Il s’agit de la mutation
R419X (Allen et al, 1998). Deux ans plus tard une deuxieme mutation est identifiée au niveau
de I'exon 2 : I'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 a partir de I'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 symptomes ont été trouvés associés au déficit intellectuel chez
ces patients. Ce déficit est particulierement sévére chez les patients R67C. Cependant, dans
le cas des patients W446S, plusieurs symptomes semblent accompagner le déficit
intellectuel comme la taille des oreilles, (au dessus de la moyenne), la levre supérieure fine,

des problémes 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 premieres mutations
identifiées ont été caractérisées dans mon équipe par des approches biochimiques,

électrophysiologiques, ou cellulaires aprés ré-introduction dans des modeles neuronaux in
vitro (Kreis et al, 2007).

NI

Figure 21: Neurones pyramidaux de tranches organotypiques d’hippocampe
transfectées par les mutants de PAK3. Comparativement au contréle, 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 spinogenése
(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

I'ensemble de mon travail de these.
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V- Les p21-activated kinases (PAK)
1. Groupesletll

i. Caracterisation des kinases PAK

Les sérine/thréonine kinases PAK ont été les premiéres kinases régulées par la famille
des Rho-GTPases a étre identifiées. Elles ont été mises en évidence pour la premiere fois
dans des cerveaux de rats (Manser et al, 1994). Ce sont les effecteurs des Rho-GTPases
actuellement les mieux caractérisés. De facon tres intéressante, hormis les plantes, tous les
eucaryotes possedent une ou plusieurs protéines de la famille PAK, attestant de fonctions
nécessaires au fonctionnement de nombreux organismes (Hofmann et al, 2004). Chez les
mammiféres, cette famille protéique comporte six membres (PAK1-6) possédant une tres

forte identité de séquence et une large distribution dans différents tissus (Fig 22).

Group |  Pak1 11 PBD-AID| =) = ) kinase

Pak2 {4 |IPBD-AID (I Kinase
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Paké PBD il il Kinase

(60%) (54%)

et .
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Figure 22: Comparaison structurale des kinases PAKs. Les PAKs du groupe | possédent
une trés forte identité de séquence entre elles, particulierement au niveau de leur domaine
kinase. Le groupe |, contrairement au groupe Il posséde des domaines de liaison a Nck, Grb2
et PIX, ainsi qu’un domaine d’auto-inhibition (Arias-Romero and Chernoff, 2008).

Cependant, seules les kinases PAK1-3 possédent 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 a I'extrémité N-terminale dont I'un permet le recrutement de Nck et donc leur
translocation a la membrane. Ces trois kinases constituent le groupe I. Les kinases PAK4-6
constituent, quant a elles, le groupe Il. Le domaine de recrutement des GTPases (p21 binding
domain ou PBD) et le domaine kinase sont présent sur I’'ensemble des kinases PAK. De facon
trés intéressante, seules les kinases du groupe | 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 |, 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 I,
PAK4 est présente dans la plupart des tissus, notamment la prostate, les testicules et le
colon, PAKS5 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 a des fonctions cellulaires telles que la prolifération, les
processus morphogénétiques qui contrblent la polarité et I'organisation du cytosquelette
(Hofmann et al, 2004). Elles sont également connues pour leur implication dans le contréle

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 a toutes
les kinases PAK et est trés conservé au sein du groupe | (Fig 22 et 23). Cette région recrute
particulierement bien les Rho-GTPases Rac et Cdc42 (Manser et al, 1994). Récemment, une
étude a caractérisé un inhibiteur de I'activation des PAK, I'IPA-3, qui agit en bloquant le
recrutement de Cdc42 (Deacon et al, 2008 ; Viaud and Peterson, 2009). Ceci démontre
I'importance des GTPases dans |'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 a
I'association avec Cdc42 ainsi qu’a la sélectivité vis-a-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 B et d’'une hélice a. Le
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domaine CRIB appartient a un brin du feuillet B et se situe a 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 | 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 B suivis de trois hélices a (Lei et al, 2000).

Le domaine de dimérisation, constitué de huit acides aminés au sein d’un feuillet B est
treés conservé entre les trois kinases. Il possede la particularité de pouvoir interagir avec lui-
méme et contribue ainsi a stabiliser les homodiméres formés par PAK1 (Lei et al, 2000 ;

Parrini et al, 2002).

Le domaine IS confére une conformation tridimensionnelle indispensable a la fonction
des kinases PAK. Cette structure est permise grace aux trois hélices a qui constituent ce

domaine (Lei et al, 2000).

Enfin, le domaine d’inhibition de la kinase (Ki) a pour réle de se loger dans le sillon
catalytique du domaine kinase. La lysine (pointée par une fléche, figure 23) est, en revanche,
trés conservée car elle interagit avec le site actif de la kinase et inhibe I'activité catalytique.
Un domaine similaire a été trouvé dans la kinase PAKS5. En revanche, contrairement a 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
confere a la protéine sa propriété auto-inhibitrice et participe ainsi a 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 |. (B) Domaine de liaison aux GTPases. Le PBD est
souligné et le domaine CRIB est surligné en gris. L’ensemble du domaine est extrémement
conservé entre les trois kinases PAK du groupe I. (C) Domaine d’auto-inhibition. La région
soulignée constitue I'ensemble du domaine d’auto-inhibition. La premiére séquence en gris
foncé représente le domaine de dimérisation (Di), la séquence en gris clair constitue le
domaine IS et la deuxiéme région en gris foncé, moins conservée, est le domaine d’inhibition,

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 B. Le gros lobe est, quant a
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lui, essentiellement constitué d’hélices a dont certains résidus interagissent avec le domaine
IS dans I’"homodimere 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. Role des kinases PAKs

i. Role des kinases PAK dans le fonctionnement neuronal

PAK3 et PAK5 sont fortement et préférentiellement exprimées dans le cerveau et PAK1 y
est trés abondant. Le réle des kinases PAK au niveau neuronal est trés diversifié. Ainsi, il a
été montré que, dans des neuroblastomes, une forme mutante de PAKS altéere la croissance
des neurites. PAK5 agit en amont des GTPases Rac et Cdc42 afin de réguler le
développement des neurites. Ceci suggere donc l'implication de cette kinase dans les
processus de développement neuronaux (Dan et al, 2002). Cependant, de facon
surprenante, les souris KO pak5 ne révelent aucune anomalie apparente dans leur
développement cérébral ni dans aucun autre tissu. Ceci suggere une redondance de fonction
avec les autres kinases du groupe Il (Arias-Romero and Chernoff, 2008). PAK1 et PAKS3,
identifiées depuis plus longtemps, ont été mieux caractérisées. Des souris KO ont été
réalisées pour chacun de ces geénes. Les souris KO pak3, bien que ne présentant aucune
anomalie d’épine dendritique, présentent une altération significative de leur plasticité
synaptique ainsi qu’une légére baisse de leur capacité d’apprentissage et de mémorisation.
De plus, on observe une sévere 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 a l'activation des récepteurs NMDA, le taux de
phosphorylation de la cofiline est significativement plus faible chez les souris KO pakl. 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 suggerent que PAK1 et PAK3 peuvent se compenser I'un
I'autre du fait de leur identité de séquence et de leur structure similaire. Cependant,
I’existence d’un phénotype plus complexe pour les lignées KO pakl et KO pak3 que pour
chacun des simples KO, atteste de I'existence de fonctions spécifiques pour chacune de ces

protéines.

Une lignée de souris KO pakl/pak3 a été générée. Ces animaux naissent identiques aux
souris sauvages mais présentent une sévere réduction de la taille de leur cerveau avec une
augmentation significative de la densité cellulaire aprés la naissance. La structure des
neurones est altérée et la densité des épines dendritiques réduite. De méme que pour les
souris KO pakl, la voie de régulation de I'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 a des déficits

intellectuels chez ’lhomme.

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 a un
peptide B-amyloide qui tend a s’agréger. L'une des caractéristiques de cette maladie est la
perte de la mémoire. L'utilisation de modéles 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 a I'agrégation des oligomeres de peptides B-amyloide.
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 séveres 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
facon aberrante et une translocation excessive de celles-ci du cytosol vers la membrane
plasmique a été mise en évidence ainsi que |'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 a la membrane. Cependant, |'utilisation de curcumine

diminue cette translocation abbérante chez les souris transgéniques agées. Par ailleurs, il a
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été démontré que l'inhibition pharmacologique des kinases PAK chez des souris adultes
suffisait a induire des altérations des fonctions cognitives et ces anomalies s’accompagnent

de défauts de la voie cofiline. (Zhao et al, 2006).

pPAK in normal human hippocampus v pPAK in AD hippocampus
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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 trés
intense et compact dans les neurones. (Zhao et al, 2006)

Une autre des caractéristiques de la maladie d’Alzheimer est I'aspect neurodégénératif.
En effet, I'accumulation d’oligoméres de peptide B-amyloide provoque I'entrée en apoptose
des neurones affectés. Une étude démontre que cette mort programmée de la cellule serait
en partie due a l'activation constitutive de la voie impliquant PAK3 et la protéine APP,
précurseur du peptide B-amyloide. En effet, le domaine C-terminal de APP interagit avec
PAK3, a 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 réle 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 I'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, Raclb ou encore B-PIX.

Anaphase

O PAK1
QAuroraA

PLX, Polo-like kinase.

Figure 25: PAK1 dans le cycle cellulaire. PAK1 intervient a chaque étape du cycle
cellulaire, en phosphorylant I'histone 3 afin de réorganiser le nucléosome et de compacter
I’ADN, ou en s’associant avec les réseaux de microtubules puis avec le cercle de contraction
lors de la cytokinése. A différentes étapes, PAK1 phosphoryle Aurora, connue pour étre
dérégulée dans de nombreux cancers. (Kumar et al, 2006)

Par ailleurs, il a été mis en évidence que la seule surexpression de PAK1 suffit a induire

un cancer du sein (Wang et al, 2006). En effet, cette surexpression dérégule I'expression de
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la cycline D1 indispensable a la progression du cycle cellulaire (Balasenthil et al, 2004). De
nombreuses études ont montré I'implication de PAK1 dans la régulation de ce cycle (Fig 25).
Dans certains cas, c’est directement le géne pakl qui est muté. Dans un grand nombre de
cancers du sein, la protéine PAK1 active entraine 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 aneuploides (Kumar et al,
2006). Plusieurs études ont également conduit a considérer que PAK1 joue un réle dans la
cytokinese. En effet, sa surexpression dans un épithélium mammaire de souris donne

naissance a 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
gene 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 gene pak3 a été identifiée dans un cancer colorectal humain au niveau de son
domaine de régulation (Greenman et al, 2007). Enfin, PAK3 est '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 I'utérus induites par le

papillomavirus.

3. Régulation des kinases PAK

i. Modéle 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 | ainsi que des travaux annexes ont permis
d’extrapoler ces résultats a I'’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 a cette interaction.

De méme, dans le domaine IS, la leucine 107 est indispensable a linteraction 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
deuxieme interaction en parallele, avec le domaine de dimérisation (Di) (Abdul-manan et al,
1999 ; Lei et al, 2000). De plus, ce domaine de dimérisation situé a I'extrémité N-terminale

interagit avec le domaine Di d’'une autre kinase PAK (Fig 26 A et B).

kinase
(N-lobe)

inase
(N-lobe

Kinase |
(C-lobe)

Kinase

Kinase
J L (C-lobe)

(C-lobe)

Figure 26 : Régulation de PAK1 selon le modéle 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 I'activation de chaque monomeére qui
phosphoryle alors son partenaire d’interaction (B) Structure tri-dimentionelle de PAK1
obtenue par cristallographie a partir des domaines N-ter (78-147, en jaune) et C-ter (en bleu)
séparés (Lei et al, 2000).

Ces observations associées a des expériences de western blot et de gel filtration ont
permis de conclure que PAK1 forme des homodimeéres. 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 facon, celui-ci interagit avec le site catalytique de son partenaire et
inhibe son activité kinase. Cette interaction permet d’inhiber I’activité kinase de son
partenaire. La formation de I'homodimére PAK1 permet donc d’inactiver cette kinase.
Cependant, le domaine CRIB étant situé a la surface du complexe, Cdc42 ou Rac est recruté
et son positionnement sur la protéine contribue a 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 a la membrane et
adopte une conformation « semi ouverte ». Cette conformation est phosphorylée mais le
site actif ne I'étant pas, les kinases sont encore dans un état inactif. Le recrutement d’une
GTPase favorise ensuite la dissociation totale du dimere, leur domaine kinase est libéré de
I'interaction avec le Ki et un mécanisme de trans-phosphorylation permet d’activer chacun
des deux partenaires en phosphorylant la T421 indispensable a I'activation de PAK1 (Parrini

et al, 2002 ; Parrini et al, 2009) (Fig 26).

ii. Recrutement membranaire

A I'extrémité N-terminale des kinases PAKs du groupe | se trouvent deux domaines riches
en prolines (Fig 22). Le premier a été caractérisé dans l'interaction de PAK1 avec le deuxiéme
domaine SH3 de I'adaptateur Nck1l (non-catalytic region of tyrosine kinase) (Bokoch et al,
1996 ; Galisteo et al, 1996). Cette famille d’adaptateurs compte deux membres chez les
mammiféres: Nckl et Nck2. En plus de leurs trois domaines SH3 se liant aux protéines
cytosoliques, les protéines Nck possédent un domaine SH2 responsable de la liaison aux
récepteurs dans le cas de Nckl1 ou aux ligands membranaires a activité tyrosine kinase dans
le cas de Nck2. Parmi ces récepteurs se trouve le récepteur a I'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 a la membrane. Ainsi, cette localisation membranaire suffit a activer la

kinase PAK1 (Lu et al, 1997 ; Lu et al, 1999) (Fig 27).

Rho-
TPase Pase

¢ [ PAK1 peD| |erD|| N
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Figure 27: Modéle d’activation de PAK1 par recrutement membranaire. Nck recrute
PAK1 cytosolique et se fixe sur les récepteurs tyrosine phosphorylés. PAK1 se trouve alors a
proximité des GTPases comme Cdc42 qui induisent son activation.

4. Régulateurs PIX/Nck/GTPases

Le complexe PAK/Nck s’insére 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 grace 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 premiére 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 suggérent fortement que le complexe PAK/Nck est
indispensable a la motilité cellulaire induite par le VEGF (Stoletov et al, 2001). Plus
récemment, une étude a montré, de facon tres intéressante, que contrairement a Nckl,
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
I'arborisation dendritique et les axones (Guan et al, 2007). Dans cette interaction avec Nck,
PAK joue probablement un deuxiéme role de protéine d’échafaudage. En effet, le
recrutement de PIX par PAK puis sa translocation a la membrane par Nck permet a PIX de se

trouver a proximité de Rac et de I'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
grace a un domaine situé dans le PBD. L'efficacité de cette interaction est augmentée
lorsque Rac ou Cdc42 est déja 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 a déstabiliser les filaments d’actine et
a 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 gene limk1 présentent
d’'importantes anomalies des structures synaptiques et de spinogenése probablement dues a
une régulation aberrante du cytosquelette d’actine. Des problémes de comportement ont
également été constatés tels qu’une altération du ré-apprentissage d’informations spatiales
(Meng et al, 2005). Ces symptomes 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 deuxiéme substrat impligué 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

dramatiqguement I’étalement des cellules (Sanders et al, 1999).

Dans de nombreuses études, le role des kinases PAK a été étudié a 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. Caracteérisation de la kinase PAK3

i. PAK3, actine et morphologie des épines

Depuis que des mutations du géne pak3 ont été mises en relation avec certaines formes
de retard mental, plusieurs études cherchent a comprendre le fonctionnement de cette
kinase. L'expression des formes mutées de PAK3 dans des tranches organotypiques a permis
de relier cette kinase aux fonctions de spinogenése (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 I'expression de PAK3 constitutivement active n’avait aucun effet sur la
morphologie des épines, I'expression de PAK1 constitutivement active induit des épines a
tétes anormalement larges. De plus, I'expression de cette derniere permet de réverser le
phénotype obtenu en absence de PAK3 (Boda et al, 2008). Ces résultats ainsi que ceux
obtenus sur les souris KO pakl, KO pak3 et double KO pakl/pak3 (Chapitre VI-2.i) suggérent
gue PAK1 et PAK3 ont des fonctions spécifiques liées entre autres a la formation des épines

et que certaines fonctions peuvent étre compensées par I'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 géne pak3. Ces
exons, appelés b et c, sont situés entre les exons 2 et 3 et s’inserent entre les acides aminés
92 et 93 dans la séquence protéique (Fig 28) ce qui correspond a la région du PBD, juste
apres le domaine CRIB. Cette région correspond également au domaine d’auto-inhibition, et

plus précisément au domaine IS.

A B
Regulatory domain Kinase domain PAK3 Apparent MW
—— 44 cb 72 kDa

[ ) b > ~——— 68 kDa

-
a—" ~ T 65KDa

Figure 28: pak3 code pour quatre variants d’épissage PAK3a,; PAK3b,; PAK3c et
PAK3ch. (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 I’'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
gene pak3 code pour quatre protéines nommeées PAK3a, PAK3b, PAK3c et PAK3ch. Ces exons
apparaissent successivement au cours de |'évolution. Ainsi, I'exon b est apparu avec les
tétrapodes tandis que I'exon c est tres spécifique des mammiféres. De plus, ils sont trés
conservés, ce qui atteste d’une fonction spécifique, pour le moment encore méconnue. Les
quatre variants d’épissage sont exprimés dans les neurones, des 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).
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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 a inhiber sa fonction kinase pourrait étre
altérée. Les travaux réalisés dans mon équipe ont montrés que le DAl 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 fagon surprenante, ce test a révélé que si I'activité
catalytiqgue de PAK3a est régulée par Cdc42, celle des trois variants d’épissage ne I'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.
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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 I'expression de chaque protéine. (D) le signal de phosphorylation de la MBP est
quantifié et révéle que, contrairement a PAK3a dont I'activité kinase est régulée par Cdc42,
celle des variants d’épissage est indépendante de la GTPase. PAK3b, ¢ 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 thése

Bien que la famille des kinases PAK soit de plus en plus étudiée, la kinase PAK3,
spécifiguement neuronale, est encore mal comprise. Au vu des connaissances actuelles
acquises sur cette kinase, mon travail de thése a consisté a élucider son mécanisme de
régulation de facon a mieux comprendre son réle dans la physiologie neuronale. La premiére
étape de ce travail a consisté a étudier le recrutement des GTPases Racl et Cdc42 par les
différents variants de PAK3 (Partie |; annexe 1). Mes travaux m’ont ensuite permis de
proposer un modele de régulation pour la kinase PAK3a et un deuxieme modeéle concernant
une régulation des variants d’épissage de PAK3 (Partie Il). Lors d’un travail en collaboration
avec l'équipe de Dominique Miiller, jai caractérisé un peptide inhibiteur de PAK3
permettant de mettre en évidence le r6le de PAK3 dans la mise en place des épines
dendritiques (Partie Ill, Annexe Il). J'ai également participé a la caractérisation du role de
PAK3 dans la transmission synaptique via son interaction avec |'adaptateur Nck2 (Partie IV ;
annexe lll). L'ensemble de mes travaux contribue donc a mieux comprendre le
fonctionnement de la kinase PAK3, et a proposer des hypothéses quant a son implication

dans certaines formes de déficit intellectuel.
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RESULTATS



CHAPITRE I : Recrutement des Rho-GTPases par PAK3 (Article
publié) (Annexe I)

Patricia Kreis, Véronique Rousseau, Emmanuel Thévenot, Gaélle Combeau and Jean-
Vianney Barnier. (2008) The four mammalian splice variants encoded by the p21-activated
kinase 3 gene have different biological properties. ] Neurochem 106(3):1184-97

Comme décrit dans l'introduction, les inserts b et ¢ de PAK3 sont localisés dans des
domaines dont le role est crucial pour la fonction des kinases PAKs. En effet, ils s’insérent a
la fois dans le domaine d’auto-inhibition, responsable de I'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 a recruter différentes
Rho-GTPases. Les kinases du groupe | ayant montré des affinités pour les GTPases Racl et
Cdc42 j'ai décidé de tester le recrutement de ces mémes GTPases par les variants de PAK3,
en utilisant la technique du double hybride. Cette technique consiste a exprimer des
protéines d’intérét fusionnées avec un domaine Lex de liaison a '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’intérét interagissent,
la proximité de Lex et de GAD permettra de transcrire les genes rapporteurs en aval de ce
promoteur. Dans notre systeme, un des génes rapporteurs utilisé code pour I'enzyme B-
galactosidase. Le test B-galactosidase est un test enzymatique quantitatif qui repose sur la
mesure de I'hydrolyse du substrat (ici 'ONPG). Ainsi, une expression importante de la B-
galactosidase reflete une interaction forte. Les domaines N-terminaux des variants de PAK3
ont été clonés dans le plasmide GAD et les GTPases Cdc42 et Racl ont été clonées dans le
plasmide Lex. Le domaine de recrutement des GTPases étant situé en N-terminal de PAK3,
seule I'interaction avec ce domaine a été évaluée. Par ailleurs, '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
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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 controle négatif. Le test de I'activité enzymatique de la B-
galactosidase dans les levures a révélé que I'ensemble des domaines N-terminaux des

kinases PAK3 sont beaucoup mieux recrutées par Cdc42 que par Racl (Fig 30A).
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Figure 30: Interaction des variants d’épissage de PAK3 avec les Rho-GTPases. (A) Test
de double hybride : L’activité de la 8-galactosidase a été mesurée sur les levures transfectées,
puis exprimée par rapport a 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, ¢ ou cb sont ajoutées a 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 a
I'interaction GTPase/GST-PAK3a (100%).

Cependant, on remarque que Racl-V12 recrute beaucoup mieux le domaine N-terminal
de PAK3a (30.83%+3.13) par rapport a 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 I'interaction avec Cdc42, méme en présence des

-79-



inserts b et c, sature le systeme de production de la B-galactosidase. L’altération du
recrutement des GTPases par les variants d’épissage de PAK3 peut étre expliquée par la
localisation des inserts dans le PBD, a proximité du CRIB. Ces inserts modifient la structure
protéique de ce domaine régulant I'interaction avec les GTPases. Ces résultats démontrent
gue I'ensemble des variants de PAK3 sont préférentiellement recrutés par Cdc42 par rapport

a Racl 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 modeéle de régulation décrit par Lei (2000) et Parrini (2002) pour la kinase PAK1 était
jusqu’a présent admis pour I'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 modéle actuellement admis pour
PAK3a en étudiant la capacité de PAK3a a former des homodimeres, puis j'ai mis en évidence
une interaction préférentielle de PAK3a avec PAK1 sous forme d’hétérodimeres. 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 I'existence d’hétérodimeres PAK1/PAK3 dans des
cerveaux de souris. Enfin, jai démontré que I'activité kinase de PAK3a et de PAK3b est

régulée par leur dimérisation avec PAK1.

-80-



The dimerization between PAK3 and PAK1 regulates PAK3
kinase activity in brain by a trans-regulatory mechanism

Gaélle Combeau, Patricia Kreis, Véroniqgue Rousseau, Muriel Amar, Philippe Fossier and Jean-
Vianney Barnier

From Centre de Neurosciences Paris-Sud, UMR 8195, Université Paris-Sud, and CNRS, UMR 8195,
Orsay, France

@ackground: Regulation of group | 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 PAKSs regulation could help to understand
pathophysiology of some cancers and mental disabilities.

\ )

Abstract

P21-activated kinases 1 (PAK1) and PAKS3 belong to group | 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 PAKL1. 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 | includes PAK1, PAK2, and PAK3 and group Il contains PAK4, PAKS, and PAK6. Group |
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 | PAKSs 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). PAKS is the only group |
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 ¢ (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 PAK3ch. The inserts are present in the AID and their sequences are highly
conserved during evolution, suggesting that these splice variants support unigue 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
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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 pakl in single pyramidal
neurons and that PAK1 and PAK3 proteins co-purified in the post-synaptic density (PSD) fraction.
Moreover, we report that PAKland 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 PAKS3.

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 **ASPAAPNKEDIPPSAENA?? synthetic peptide, common to all the
mouse PAKS 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 “GEFTPDLY'™ 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 *’LTVTPTRDVAT?" 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, -
PAK3cbh-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 setl (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 Kpnl/ Xbal 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
pPFLAG-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 Pfmll digestion of the pFLAG-
PAK3a-R436E-K437D-K297L construct, was introduced in the Pfmll digested pFLAG-PAK3a-
L102F-K297L plasmid, giving rise to the pFLAG-PAK3a-L102F-R436E-K437D-K297L plasmid. The
BamHI/Xbal 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 Kpnl/Xbal 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/Sall 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/Xbal 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/Sall 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-PAKS3-(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/Xbal 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-PAK3ch with the
oligonucleotides set 7 (Supplementary Data 1). PCR products digested by BamHI/Xbal 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/Xhol 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 — HelLa 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 f-galactosidase activity — The two hybrid assay was applied
according to standard procedures. L40 yeasts strain (L40 Mata, trpl, leu2, his3, lys::(lexAop), HIS3,
ura3::(LexAop)s.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 B-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 MgCl,;
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 Tablel
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 NaH,PO,. 2H,0; 1.3mM
MgCl,. 6 H,O; 1.2mM CaCl,; 5mM KCI; 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 MgCl,, 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 uCi of [y-**P] ATP (Amersham Biosciences) for 20
min at 30 °C under agitation, in the presence of 3ug 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 *P was quantified using a Phosphorlmager (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. HelLa 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-PAKS 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 PAKS 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 f-galactosidase activity. Double transfected yeasts that co-expressed N-terminal and C-
terminal moieties displayed a significant growth on selective media and a high B-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 PAKS3a-
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 PAKS3 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 PAKL1 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/PAKL 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 PAKL.

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 PAKS3a-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/PAKS interaction. By contrast, the
A365E and R419X PAK3 mutations dramatically decreased PAK3/PAK1 complex formation. Thus,
PAKS3 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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PAKS3 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
PAKS3 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; PAK3ch: 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, ¢ 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; PAK3ch: 88.8% of
PAK1/PAK3a heterodimer £ 29.6). Using a two-hybrid assay, we then analyzed the interaction of the
C-terminal part of PAKL1 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 f-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 PAKS3 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.

PAKS3 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 pakl 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 pakl,

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, ¢ or cb). All of the pak3 positive samples were also positive for pakl 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 pakl and pak3 genes are expressed and also that
more than one PAKS3 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 PAKS3 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 PAKS. In order to verify the capacity of the rb-211-PAK3 antibodies to recognize all the
PAKS3 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 ¢ amino acid peptide, recognized
PAK3c and PAK3ch. 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-PAKS3,
we showed that PAKS3 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 HelLa 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 PAKS, 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™ 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" 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™ 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" 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* & 2™ 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 y* 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, HelLa 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
(YYatime 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 | 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 PAKS3 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 B-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
pakl/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 PAKL,
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. PAK3a forms homodimers.

A, structure of the PAKS3 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
HelLa 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-PAKS3s in TCL were controlled by anti-FLAG immunaoblotting (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
(+). pB-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 2. PAK3a forms heterodimers with PAKL.

A, PAK proteins have similar localization in transfected cells. HA-tagged PAK3a-KD or PAK1-KD
plasmids were transfected in HelLa 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 HelLa 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
(+). pB-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 PAKL/PAK3 dimer
formation.

A, schematic representation of the localization of the three mutations responsible of mental retardation.
B, co-immunoprecipitation assay. HelLa 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 ¢
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 HelLa 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
(+). B-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 PAK3ch (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 PAKL1 (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 ¢ and b exon.
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FIGURE 6: PAK3 and PAKL1 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 ¢ (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 pg). The different
fractions were probed with either the ch-209-PAK1 antibodies specific for PAK1 (fist panel), the rb-
211-PAKS3 antibodies that recognized the PAK3a, b, ¢, cb variants (second panel), the rb-svs-PAK3b
antibodies specific for PAK3b variant (third panel), the Ec antibodies that recognized the PAK3c and
PAK3chb 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 PAKS3 proteins were detected by immunoblotting, using the N20-PAK1 antibodies (sixth panel)
and the rb-211-PAKS antibodies (fifth panel), respectively. PAKL1 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 PAKL 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: >CTGAGCAATGGGCACGACTATTCCAAACCTCCAACATAACS’
R: ’GTTATGTTGGAGGTTTGGAATAGTCGTGCCCATTGCTCAG3’

Set 2
F: GGATGGCACCTGAAGTGGTAACTGAAGATGCATATGGTCCAAAAGTTGATATCT3’
R: 5 CCAGATATCAACTTTTGGACCATATGCATCTTCAGTTACCACTTCAGGTGCCAT?3’.

Set 3
F: 5’ ATGCGGATCCACTTTGTACAGGAATACAGAATCG3’
R: 5’GTCGACCTACTGTTCTTAATTGCTTCC3’

set 4
R: 5> GCCAGGATCCGCTTTGACCCGGAATACTG3’
F: >GGCTCTAGATCAGTGATTGTTCTTGGTTGC3’

set5
R: 5’ ATGCGGATCCACTTTGTACAGGAATACAGAATCG3’
F: 5GGCTCTAGACTAACGGCTACTGTTCTTAATTGC 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, Gaélle 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 a lui attribuer un réle dans le
processus de spinogenése. En effet, '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 role spécifique de la kinase PAK3, I'équipe de
Dominique Miller a l'université de Genéve, en Suisse, a étudié la conséquence de
I'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. Jai
donc testé I'efficacité de ce peptide a inhiber I'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 lI'expression de la Rho GTPase
constitutivement active. Ce contexte est donc favorable a I'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 y*’P-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 UM on constate que le peptide TAT-IP inhibe 63%
de l'activité catalytique de PAK3, reflétant ainsi I'efficacité du peptide. Par ailleurs, les
cellules ayant recu le peptide TAT seul (piste 3) ne montrent aucune différence de
phosphorylation par rapport au contréle 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 I'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 contréle, 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 I'lPA-3. Les résultats obtenus montrent également une augmentation du nombres
des épines nouvellement formées et donc une augmentation de la densité. A linverse,
I'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 premiére fois, un réle de la kinase PAK3 comme régulateur négatif de la

croissance des épines.
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CHAPITRE 1V : PAK3 interagit de fagon spécifique avec Nck2
pour réguler la transmission synaptique (Article publié)

(Annexe Ill)

Emmanuel Thévenot, Alexandre Moreau, Véronique Rousseau, Gaélle 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

A HA  HA-Nck1 HANGR B E18 AB
weri g
WBNck1
WB panhick Pt g
IP HA
WB Nek2
I -
-
IP Nck1 wBHA -
IP Nck2 WBHA - WB pactin --‘
TCL WB HA oamse=——

Figure 32: Caractérisation de Nckl 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’étre testés en Western blot par un
anticorps anti-HA (blot 1), anti-panNck (blot 2), anti-Nck1 (blot 3), anti-Nck2 (blot 4).
Parallelement, des lysats cellulaires (TCL contréle, Western blot anti-HA, blot 7) ont été
immunoprécipités par des anti-Nck1l 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).
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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 | interagit avec le deuxieme domaine SH3 de
I'adaptateur Nck. Chez les mammiféres, I'interaction entre PAK1 et I'adaptateur Nckl a été
largement étudiée. Cependant, I'interaction des kinases PAK avec Nck2 est moins connue.
Mon équipe et moi-méme nous sommes intéressés a l'interaction de PAK3 avec les
adaptateurs Nck. Pour cela, ne disposant pas d’anticorps commerciaux spécifiques de Nckl
ou de Nck2, nous avons généré de nouveaux antisera chez le lapin, dirigés contre des
peptides spécifiques de Nckl 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-Nckl ou HA-Nck2 ont été immunoprécipités avec I'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 I’anticorps
pan-Nck, dirigé contre un domaine commun de Nckl et Nck2 reconnait ces deux protéines
avec la méme efficacité. Les anticorps de lapin anti-Nck1 et -Nck2 sont tres spécifiques de
leur cible respective, et sont également immunoprécipitants. On note, qu’a quantité égale
de protéines, le sérum anti-Nckl 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 I'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 Nckl est exprimé a un niveau
identique dans le cerveau embryonnaire et dans le cerveau adulte, tandis que Nck2, tout
comme PAK3, est exprimé a un taux légerement plus important chez I'embryon. Ces

résultats concordent avec les résultats obtenus par RT-PCR (Résultats non présentés).

Afin d’étudier linteraction de PAK3 avec ces deux adaptateurs j'ai réalisé des
expériences de co-immunoprécipitation a partir de cerveaux embryonnaires et adultes, avec
les sera spécifiguement dirigés contre Nckl ou Nck2. La quantité de protéines Nck
immunoprécipitées a été évaluée avec |'anticorps pan-Nck. Bien que la quantité de Nckl et
Nck2 immunoprécipitée soit comparable chez I'embryon et chez I'adulte, PAK3 n’est co-
immunoprécipitée que par Nck2, a la fois dans le cerveau embryonnaire et dans le cerveau

adulte. On remarque que l'interaction est plus importante chez 'embryon. Cette expérience
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démontre pour la premiere fois la formation de complexes PAK3/Nck2 dans le cerveau de

souris (Fig 33).

P
Pre-Nck1 Pre-Nck2 Ncki Nck2
WB PAK3 _——
E18
WB pan Nek - . .
WB PAK3 Ea
AB
WB pan Nek -—

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-Nckl 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 I'efficacité de '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 I'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

I'interaction PAK3/Nck?2.

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 linteraction 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 I'immunoprécipitation sont vérifiées. Le
western blot anti-Flag réalisé sur I'immunoprécipitat permet de visualiser le matériel co-
immunoprécipité.

Les lysats cellulaires ont été immunoprécipités par un anti-HA. L'efficacité de
I'immunoprécipitation des protéines PAK3 ainsi que |'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 méme efficacité
gue PAK3a-WT. La mutation R67C, bien que montrant une légere 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 I'existence de variants d’épissage. Cependant, la présence des inserts b et ¢
modifiant plusieurs des propriétés biochimiques de la kinase, j'ai souhaité étudier

I'interaction de chaque isoforme de PAK3 avec Nckl et Nck2.
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DISCUSSION



I- PAK3a et les variants d’épissage sont régulés par leur

dimérisation avec PAK1

1. PAK3a est régulée selon un modeéle de trans-

inhibition symétrique

De précédentes études ont proposé un modeéle de régulation pour la kinase PAK1 qui a
ensuite été étendu a I'ensemble des kinases PAK du groupe | 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.

PAK1 0 ) PBD/AID ) l Kinase Domain )

1 T

PAK3a | Kinase Domain ) ) PBD/AID] )

PAK1 0 ) PBD/AID ) | Kinase Doma'g
PAK3a | Kinase Domain ’ ) PBD/AID] )

Figure 35: Modéle de trans-inhibition symétrique de PAK3a par PAK1. La formation
d’hétérodimeres PAK1/PAK3a permet d’inactiver chaque partenaire, puis le recrutement de
Cdc42 permet de dissocier le dimére, 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 grace a une interaction symétriqgue 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. |l a précédemment
été démontré que, dans le cerveau, pakl 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 1l). Malgré cela, la quantité de protéines détectée est beaucoup plus importante
pour PAK1 que pour PAK3 ce qui démontre, pour la premiere fois que la protéine PAK1 est
plus abondante dans le cerveau que la protéine PAK3. En revanche, les résultats obtenus
dans I'expérience de fractionnement synaptique démontrent que contrairement a PAK3,
PAK1 n’est pas enrichie dans les densités post-synaptiques. Ceci suggere une localisation
plus ubiquitaire de PAK1 par rapport a PAK3 dans les neurones. Cependant, la différence de
sensibilité entre les systemes 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 a 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). 1l s’agit donc des formes actives de PAK. Ceci nous conduit a proposer que, grace a
son affinité élevée pour PAK1, PAK3 forme des hérérodiméres dans les épines et que leur

recrutement dans les densités post-synaptiques les active.

2. PAK3b est régulée selon un modele de trans-

inhibition asymétrique

L'activité constitutive des variants d’épissage de PAK3 nous a incités a chercher un
mécanisme de régulation pour ces protéines. De plus, la présence des inserts b et c altére la
fonction inhibitrice du domaine d’auto-inhibition. Dans le modele de trans-inhibition
symétrique proposé ci-dessus cette inhibition est extrémement importante et est a la base

du mécanisme de régulation. De ce fait, le modeéle de trans-inhibition symétrique ne pouvait
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étre appliqué aux variants d’épissage de PAK3. Cependant, mes travaux ont permis
d’observer, pour la premiére fois, une régulation de I'activité des variants d’épissage. En
effet, j'ai mis en évidence que les variants d’épissage forment des complexes avec PAK1 et
qgue cette interaction favorise I'inhibition de I'activité kinase de PAK3b. Bien que PAK3b
n’inhibe pas directement la fonction kinase de PAK1, I'absence de phosphorylation du site
actif de PAK1 par PAK3b inhibe son activité catalytique. Nous proposons un nouveau modele
différent du modeéle de régulation symétrique admis jusqu’a 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 I'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 suggere que la régulation des variants d’épissage
de PAK3 est possible dans les épines. L'absence d’outils permettant de détecter
spécifiguement I'activation de telle ou telle kinase PAK in vivo nous empéche

malheureusement de démontrer cette hypothese dans le cerveau.

PBD/AID
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PAK3b, c, cb 0 ) )b ) C ) ] J Kinase Dc!maine ’
PAK1 () - Kinase Domain ) ] PBD/AID ] )

Figure 36: Modéle de trans-inhibition asymétrique des variants d’épissage de PAK3 par
dimérisation avec PAK1. La dimérisation de PAK1 avec PAK3b, ¢ ou cb permet a PAKI1
d’inhiber leur domaine kinase. PAK1 est ainsi également inhibé car il ne peut étre
phosphorylée par les variants d’épissage. Ce complexe est dissocié par le recrutement de
Cdc42 et permet ainsi a chaque kinase de phosphoryler son partenaire afin de I’activer.
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Les deux modeéles de régulation de la kinase PAK3 mis en évidence dans mes travaux
reposent sur la dimérisation de la kinase. Contrairement a de nombreuses kinases de la
signalisation neuronale, la formation de dimeres est ici associée a 'inhibition de leur activité
kinase tandis que la forme monomérique est associée a une forme active de la kinase (Kozer

et al, 2011 ; Schlessinger et al, 2002).

II- Les complexes PAK1/PAK3 jouent-ils un réle 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 Racl et Cdc42 de fagon identique. De ce fait, le couple PAK1/Racl a trés souvent
servi de modeéle pour étudier 'ensemble de la famille des kinases PAK. En ce sens, mes
travaux démontrant la tres nette préférence de PAK3 pour la GTPase Cdc42, rendent compte
de la spécificité des kinases PAK vis-a-vis de certaines GTPases. L'étude des mutants de
retard mental de PAK3 en 2007 par Patricia Kreis dans notre équipe avait, de fagon tres
intéressante, mis en avant la préférence de PAK3-R67C a interagir avec Racl et non avec
Cdc42 comme le fait la forme sauvage. Cette caractéristique pourrait donc étre a '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 I'a activée en amont
(Govek et al, 2005 ; Bagrodia et al, 1995a ; Bagrodia et al, 1995b ; Impey et al, 2010). Cela
contribuerait a 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 spinogenése (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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modele dans lequel PAK3 serait indispensable a la régulation de la croissance des nouvelles
protrusions ainsi qu’a la stabilisation des synapses sous l'effet d’une activité neuronale
(Dubos et al, 2011, annexe ll). En effet, I'inhibition de PAK par le peptide TAT-IP affecte le
processus de spinogenése en augmentant la croissance des protrusions de fagon
significative. Cependant, cette inhibition de PAK, diminue en méme temps la stabilité des
épines. Ces résultats permettent d’expliquer les résultats publiés en 2007 démontrant
I'altération de la morphologie et de la densité des épines dendritiques lors de I'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 a
recruter Cdc42, mais n’affectant ni son domaine catalytique, ni sa capacité a dimériser,
entraine une diminution de la densité des épines dendritiques. Il semble donc que I'activité
kinase de PAK3 soit impliqguée dans la stabilisation et la maturation des protrusions
nouvellement formées tandis que le recrutement spécifique de Cdc42 pourrait induire une
fonction nécessaire a la régulation de l'initiation de la formation des filopodes via I'activation

de PAK3 (Kreis et al, 2007).

3. Les hétérodimeéres PAK1/PAK3 dans les épines

Le modeéle de régulation de trans-inhibition proposé ci-dessus pour réguler I'activité
kinase de PAK3 et de PAK1 pourrait expliquer certaines caractéristiques des phénotypes
observés chez des souris dépourvues de I'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 pakl, quant a elles, présentent
également des défauts de LTP associés a 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 étre
compensées. De facon surprenante, aucune de ces deux lignées ne présente de défauts

d’épines, suggérant que cette fonction peut étre compensée en I'absence de I'une ou l'autre
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de ces kinases. En revanche, les souris double KO pakl/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 I'arborisation dendritique (Huang et al, 2011).
Cette observation suggere que les kinases PAK1 et PAK3 jouent un rdle important dans les
processus de développement cérébral mais également que cette fonction peut étre
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 pakl, s’autorégule en formant des homodiméres. Par
ailleurs, mes travaux suggérent 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 particulierement
intéressant d’étudier le devenir de ces protéines dans les souris KO pak1.

PAK1/PAK3 e——— Mental retardation

/ \ Raf kinase #——— Cardio facio-cutaneous syndrome
Williams syndrome — Lim Kinase i
MEK

Co‘filin ERK RSK2 # Coffin Lowry syndrome
CREB
Actin cytoskeleton Gene expression
Cell Migration
|

Spine morphology <—— Synaptic transmission

N | /
N /
o | ¥

Cognitive defects

Figure 367: Voies de signalisation impliquant les hétérodimeéres 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 I’expression génique en régulant la voie CREB. Du fait de la
formation des hétérodimeéeres, chaque kinase régule directement, ou indirectement chacune
de ces voies de signalisation. (Modifié d’apres Kreis and Barnier, 2009).
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Par ailleurs, il est intéressant de constater que la perte d’activité kinase des mutants
A365E et R419X coincide avec une perte d’interaction avec la kinase PAK1. Les défauts de
morphologie des épines, associés a ces deux mutants dans des tranches organotypiques
laisse imaginer un réle éventuel des hétérodiméres PAK1/PAK3 dans la spinogenése (Fig 21).
Ainsi, chez les patients souffrant d’un retard mental di a 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 paralléle

pourrait expliquer la gravité des symptomes 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 intérét particulier car, a I’heure actuelle plusieurs
arguments démontrent que leurs propriétés biochimiques sont différentes de celles de
PAK3a et de I'’ensemble des kinases PAK du groupe | (Kreis et al, 2008). Cependant, leur role
dans le fonctionnement synaptique est encore a élucider. Mes travaux ont permis de
démontrer que si la kinase PAK1 peut interagir indifféremment avec elle-méme ou avec
PAK3a, PAK3a et les variants d’épissage possedent 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 |'évolution suggere
I’existence d’un role spécifique des variants d’épissage. Afin de comprendre ce réle il serait
particulierement intéressant de générer des souris délétées des exons b et ¢ uniquement.
Cela pourrait permettre d’identifier des substrats spécifiques et ainsi de vérifier si les

variants d’épissage possedent des voies de signalisation qui leur sont propres.
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IV-  Un complexe d’ordre supérieur PAK1/PAK3/Nck ?

Ayant démontré I'existence d’un complexe PAK1/PAK3 et d’un complexe PAK3/Nck2,
j’émets I'hypothese que ces trois protéines appartiennent a un méme complexe. En effet, les
dimeres permettant de réguler I'activité kinase des PAK nécessitent le recrutement d’une
GTPase. La majorité des GTPases étant localisées a la membrane, le dimere doit
impérativement y étre localisé afin d’activer chacun de ses partenaires. Ainsi, I'interaction de
PAK3 avec Nck2 pourrait jouer ce rdle de translocateur (Fig 39). Par ailleurs, dans le
cytoplasme, PAK3 recrute la GEF PIX dont le réle est d’activer les GTPases. Ainsi, la proximité
des protéines du complexe favoriserait I'activation des kinases PAK dans un délai tres court

afin de répondre rapidement aux signaux tels que I'activation neuronale.
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Figure 378: Modéle 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 a proximité de la GTPase qui, une fois
activée, dissocie le complexe PAK. Ces kinases activées joueront alors leur réle 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 a 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 suggerent 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 I'interaction PAK3/Nck2 est favorisée chez la souris
au stade embryonnaire par comparaison aux souris adultes (Thévenot et al, 2011, annexe
[11). Ainsi, 'ensemble de ces résultats suggeére un réle du complexe PAK1/PAK3/PIX/Nck dans
les processus de développement cérébraux. Ce dévelopement post-natal pourrait avoir lieu

grace a 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
dimere 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 modéle, les deux

kinases PAK1 et PAK3 seraient alors dérégulées.

Ainsi, les différentes affinités mises en évidence lors de ma thése pourraient étre a 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 réle 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 réle important, a 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 a 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 I'isoforme PAK3 est impliquée
dans les déficiences mentales associées a la mutation de son géne. En y regardant de plus
prés, 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 genes 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 modéles animaux dans lesquels il sera
possible de manipuler I'expression des kinases PAKs, a un moment donné, dans un tissu
précis voire dans un type cellulaire particulier, ou encore sous contréle d’un inducteur. De
méme, le développement de souris transgéniques dans lesquelles il sera possible d’induire
une mutation (Knock-in conditionnel ou inductible) associée a une interaction
protéine/protéine sera 'une des voies pour étudier ces systémes 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 extrémement intéressants et

permettent de proposer de nouvelles hypothéses quant a certains résultats obtenus dans les
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études des kinases PAK. Par exemple, le fait que I’expression d’'un mutant ponctuel de PAK3
génere un phénotype particulierement sévere chez ’lhomme pourrait n’étre pas seulement
dd a un effet dominant négatif mais aussi a la séquestration de PAK1 par la formation
d’hétérodimeres, 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
hétérodimeres. Une des conséquences fonctionnelles de ces hétérodimeres pourrait étre 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 réle de cette interaction est qu’il est
extrémement difficile de dissocier l'interaction proprement dite, de I’activation. Une
approche expérimentale possible serait d’utiliser des peptides inhibiteurs de I'interaction qui
ciblerait les surfaces de contacts entre les dimeéres. Le fait que PAK3 forme
préférentiellement des hétérodimeres suggere qu’il existe une base structurale impliquée
dans les interactions mises en jeu dans les dimeres. L'une des approches expérimentales
permettant de vérifier cette hypothése pourrait étre de rechercher des mutations
ponctuelles qui permettraient de renforcer linteraction entre les partenaires de

dimérisation.

De tres nombreuses questions sont soulevées par mes résultats. Nous avons choisi
d’aborder la problématique des dimeres au niveau des kinases PAK1 et PAK3 en négligeant
la kinase PAK2. Cependant, le réle de cette kinase dans les complexes multimériques PAK
reste a étudier. Enfin, les kinases PAK forment également des complexes avec les protéines
PIX-GIT qui jouent un role trés important dans des pans entiers de la biologie cellulaire. De
maniére intéressante, les deux paralogues a et B-PIX forment également des hétérodimeres,
et les divers variants d’épissage de B-PIX ont des roles spécifiques pour le choix de leur cible
(les GTPases Rac ou Cdc42), mais aussi dans leur capacité a réguler les kinases PAK. De ce fait
il existe un niveau supplémentaire d’intégration moléculaire, les partenaires de PAK pouvant
étre aussi a l'origine d’organisation multiprotéique. Cette problématique des interactomes
d’ordre supérieur est sans doute I'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 extrémement
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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 tres 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 ségrégent de
maniere différentielle lors d’un fractionnement biochimique de lysat de cerveau, suggérant
qgue leur localisation subcellulaire puisse étre importante pour leur fonction. Mes travaux
montrent qu’en plus d’étre constitutivement actifs (Rousseau et al, 2003) et conservés au
cours de I’évolution (Kreis et al, 2008), ces variants d’épissage de PAK3 présentent de
nombreuses différences quant a leurs propriétés biochimiques par rapport aux autres
kinases PAK du groupe |. En effet, ils interagissent de maniére différentielle avec
I'adaptateur Nck, forment préférentiellement des hétérodiméres avec PAK1 et purifient dans
des fractions subcellulaires différentes. Ceci suggere que les fonctions des variants
d’épissage pourraient étre dépendantes de leur localisation subcellulaire. Les variants de
PAK3 possédant I'exon c n’étant pas associés aux densités post-synaptiques, cela nous
conduit a proposer que les variants PAK3c et PAK3cb pourraient étre localisés dans I’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 a I'étude des fonctions de ces variants dans I'élément

pré-synaptique.

Afin de tester le lien entre les variants d’épissage de PAK3 et la transmission synaptique,
des tranches organotypiques pourraient étre transfectées par chacun des variants d’épissage
de PAK3 en présence et en absence d’un peptide inhibant I'interaction de PAK3 avec Nck2
(ou dans des animaux invalidés pour le gene Nck2). Afin de vérifier si les variants de PAK3
ont des fonctions spécifiques il serait particulierement 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 I'une des approches

a développer pour répondre a 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 hypotheses concernant les défauts induits par la mutation
du géne pak3 chez les patients souffrant de déficience intellectuelle. Afin de vérifier les
hypothéses 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 modele 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, a I'apprentissage et a 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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Abstract

The p21-activated kinases (PAK1), PAK2, and PAK3 are
members of the PAK group | and share high sequence identity
and common biochemical properties. PAK3 is specifically
implicated in neuronal plasticity and also regulates cell cycle
progression, neuronal migration, and apoptosis, Loss of
function of PAK3 is responsible for X-linked non-syndromic
mental retardation whereas gain of PAK3 function is associ-
ated with cancer. To understand the functional specificities of
PAKS, we analyzed the structure of PAK3 gene products. We
report here the characterization of a new alternatively spliced
exon called c located upstream of the previously identified
exon b. Exon b is detected in all tetrapods and not in fish, exon
¢ is only present in mammals. Mammalian PAK3 genes en-
code four splice variants and the corresponding proteins were

p21-Activated kinases (PAK) are divided into two groups. In
mammals, group | includes PAK1, PAK2, and PAK3 and
group II includes PAK4, PAKS, and PAK6, whereas
invertebrates such as Drosophila contain only one member
per group (Dan ef al. 2001). PAKs contain a highly
conserved C-terminal kinase domain but a variable N-
terminal regulatory domain responsible for their implication
in a varicty of intracellular signaling pathways (Bokoch
2003). Both groups bind Cde42 and Racl GTPases through
their p21 GTPase-binding domain (PBD) but only the PAKs
of group I are activated by this interaction (Burbelo ef al.
1995; Hofmann et al. 2004). PAKs of group T also contain an
auto-inhibitory domain (AID) which partially overlaps with
the PBD and interacts with the kinase domain in resting cells
(Zhao et al. 1998; Lei ef al. 2000). Interaction of active
GTPases with the PBD triggers conformational changes
responsible  for auto-phosphorylation and subsequent
activation.

p21-Activated kinases play important roles in cell phys-
iology and are key regulators of several signaling pathways

© 2008 The Authors

detected with specific antibodies in brain extracts. All PAK3
transcripts are specifically expressed in brain and in particular
in neurons. The presence of the exons b and ¢ renders the
kinase constitutively active and decreases interaction with
GTPases. The expression of the new splice variants in COS7
cells alters cell morphology and modifies the structure of focal
adhesions. We propose that the appearance of new alterna-
tively spliced exons during evolution and the resulting in-
crease of complexity of PAK3 gene products may confer new
functions to this kinase and contribute to its specific roles in
neuronal signaling.

Keywords: kinase, mental retardation, p21-activated kinase,
signalization, splice variant.

J. Neurochem. (2008) 10.1111/[.1471-4159.2008.05474.x

including actin cytoskeleton dynamics and cell cycle
progression (Bokoch 2003). Indeed they are implicated in
cell transformation and cancer development (Kumar ef al.
2006). Moreover, in addition to their roles in cytoskeleton
and proliferation regulation, PAKs play an important role in
neuronal development (Hofmann et al. 2004; Govek et al.
2005) and in synaptic plasticity and spine morphogenesis
(Boda et al. 2004; Bryan et al. 2004; Hayashi et al. 2004,
2007; Zhang et al. 2005; Kreis et al. 2007). Inhibition of
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group 1 PAKs in cortical and hippocampal neurons led to
cognitive defects (Hayashi ef al. 2004) and impairments of
PAK function are associated with cognitive deficits in
Alzheimer disease (Zhao et al. 2006). Despite their high
sequence identity, the three group I kinases are involved in
different biological processes, as indicated by the phenotype
of their respective knockouts (Hofmann er a/. 2004). How-
ever, the functions of each PAK in cell physiology and the
molecular mechanisms supporting these functions are poorly
understood.

Some recent data shows that PAK3, whose expression is
restricted to the CNS (Bagrodia ef al. 1995; Manser ef al.
1995), is specifically implicated in the pathophysiology of
mental retardation and in some cancers. Indeed four muta-
tions have been identified in patients with non-syndromic
mental retardation, showing the importance of PAK3 in
cognitive processes (Allen ef al. 1998; Bienvenu ef al. 2000;
Gedeon et al. 2003; Peippo et al. 2007). The absence of
functional complementation by the other PAKs in PAK3-
mutated patients with mental retardation strongly suggests a
specific role for PAK3 in synaptic plasticity. Manipulation of
PAK3 expression in neurons and expression of PAK3
proteins with mental retardation mutations led to abnormal
spinogenesis and synaptic plasticity in different experimental
models (Boda et al. 2004; Meng et al. 2005; Zhang et al.
2005; Kreis ef al. 2007). Other data suggests a specific role
of PAK3 in cell cycle initiation (McPhie ef al. 2003), cell
cycle withdrawal (Souopgui ef al. 2002), and neuronal
migration (Cobos ef al. 2007). Interestingly. several point
mutations were identified in the PAK3 genc in human
cancers during a large screening study of somatic mutations
in kinase genes (Greenman ef al. 2007).

Searching for particular features of PAK3, we have
previously identified PAK3 as a specific Cdcd2 effector
(Kreis et al. 2007). We also reported the presence of an
alternatively spliced exon b in the regulatory domain of
PAK3 (Rousseau et al. 2003). Here, we report the iden-
tification of a new alternatively spliced exon of the PAK3
gene located in the AID/PBD upstream of the previously
identified exon b. This insert named c is present in two
new transcripts PAK3c and PAK3cb. We identified in
mammals the four PAK3 mRNAs and the four correspond-
ing protein variants with specific antibodies that we have
generated. We identified exon b in vertebrates and exon ¢
in mammals. We also show that PAK3 and its different
splice variants are mainly expressed in neurons. Interest-
ingly, these inserts which are located in the regulatory
region, strongly increase the kinase activity and modify the
GTPase binding. In transfected COS7 cells, the expression
of the new PAK3 splice variants, PAK3b, PAK3c, and
PAK3ch induces morphological changes of cell shape and
leads to modifications of focal adhesion structure. Thus far,
PAK3 is unique in its protein complexity among the PAK
family.

© 2008 The Authors

Materials and methods

Plasmid constructions

The list of the primers used in this study and their sequences are
recapitulated in Table S1. The purified PCR products were amplified
from mouse brain cDNAs with the primer set M1-M3 using a high
fidelity Pfit polymerase (Promega, Charbonniéres, France) and cloned
into TOPO 2.1 vector (Invitrogen, Cergy-Pontoise. France) following
the manufacturer’s instructions and sequenced. To construct full-
length PAK3 splice variants, the plasmids containing the exons ¢ and
b, or ¢ alone, were digested with EcoR1 and the purified fragments of
118 and 55 bp were inserted in pcDNA3-HA-PAK3a to obtain,
respectively, the peDNA3-HA-PAK3ch and pcDNA3-HA-PAK3c
plasmids. pcDNA3-HA-PAK3a and pcDNA3-HA-PAK3b were
previously described (Rousseau et al. 2003),

Plasmids coding for GFP-PAK3a-T421E, GFP-PAK3b, GFP-
PAK3c, and GFP-PAK3ch were obtained by subcloning the coding
sequence of the corresponding PAK3 splice variants into the
pEGFP-C3 as previously described for GFP-PAK3a and GFP-
K297L (Kreis et al. 2007).

Plasmids coding for the PAK3 amino terminal (2-136) regions
including the PBD were cloned by PCR. using the M14-M15 set of
primers and the different PAK3 splice variant plasmids as templates
and were cloned in the BamHI/Xhol sites of the pGEX6P vector.

Plasmids expressing green fluorescent protein (GFP)-fused
Cdc42-G12V and Cded2-T17N, Racl-G12V, and TC10-Q75L were
a gift from P. Fort (CRBM, Montpellier, France).

Analysis of expression by semi-quantitative RT-PCR

Extraction and purification of RNAs from different mouse tissues
were previously described (Barnier er al. 1995). RNAs from adult
and embryonic brains of mouse, rat, chicken, tetraodon, medaka,
and from 32-cell stage Xenopus embryos were extracted using
TRIzol (Invitrogen) and reverse transcribed as deseribed (Rousseau
et al. 2003). RNAs were purified from rat glial primary cells
enriched in astrocytes and neuronal primary cells at different
in vitro stages of differentiation. Primary cell cultures of hippocampal
neurons were prepared from embryonic day 18 rats as described by
Goslin er al. (1998). The correct conditions to amplify specifically
each splice variant with the junction primers were established using
50 ng of the plasmids pcDNA3-HA-PAK3a, pcDNA3-HA-PAK3b,
pcDNA3-HA-PAK3c, and pcDNA3-HA-PAK3cb. The annealing
temperature of the primer set M1-M10 and MI-MI11 was 64°C,
MI1-M12: 59°C, and MI1-MI13: 60°C. To confirm successful
reverse transcription and to normalize the samples during semi-
quantitative RT-PCR, P-actin was amplified in parallel with the
primer set A1-A2 which matches both to rat and mouse sequences.
PCR using different dilutions of the first ¢DNA strand were
performed with each primer set to verify the linear amplification of
franscripts.

Phylogenic analysis

Search of PAK3 sequences in other species were performed using
BrastN program and Exsemsr database (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA). Multiple sequences were aligned
using CLustalW, with manual optimization. Amino-acid numbering
refers to the human PAK3 sequence and the exon numbering starts
arbitrarily at the first coding exon.
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Antibodies

Antibodies to hemagglutinin (HA) (12CAS) were purchased from
Roche Molecular Biochemicals (Meylan, France) and antibodies to
GFP were obtained from Cell Signalling Technology (Ozyme, Saint-
Quentin-en-Yvelines, France). The monoclonal anti-HA-7-agarose
conjugate was purchased from Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier,
France). The anti-PAK3-N19 antibody (N19) directed against the 19
N-terminal amino acids was purchased from Santa Cruz Biotechno-
logy (Tebu, Le Perray, France). A rabbit polyclonal antiserum
was raised against the exon c-encoded synthetic peptide
CPFQTSRPVTVASSQSEGKM conjugated to keyhole limpet
hemocyanin (Neosystem, Strasbourg, France). Antibodies were
affinity-purified by Ultralink column chromatography (Perbio
Science, Brebiéres, France) after covalent attachment of the
corresponding peptide, following the manufacturer’s instructions.
The serum anti-exon b was previously described (Rousseau et al.
2003). The anti-paxillin antibody (5H11) was purchased from
Upstate (Millipore, Guyancourt, France) and the secondary antibody
anti-mouse-Alexa-568 was from Molecular Probes (Invitrogen).

Cell culture, transfection, cell lysis, immunoprecipitation, kinase
assay, and immunoblotting analysis COS7 cells were grown in
Dulbeceo’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% fetal
bovine serum, 2 mM glutamine, 100 U/mL penicillin, and 100 pg/
mL streptomycin (Invitrogen). Plasmid DNA (10 pg) was trans-
fected into 4 x 10° COS7 cells using the electroporation method
with an electroporator (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). For
co-expression experiments, COS7 cells were co-transfected with
5 pg of each plasmid.

Transfected cells were washed twice with ice-cold phosphate-
buffered saline (PBS) and lysed in cold lysis buffer containing
50 mM Tris—HCI, 1% Triton X-100, 100 mM NaCl, 50 mM NaF,
10 mM NayP,04, 5 mM EDTA, 1% aprotinin, 1 mM 4-(2-amino-
ethyl)-benzenesulfonylfluoride (Pefabloe SC: Interchim, Montlugon,
France), pH 7.5, and then clarified by centrifugation (13 000 g,
15 min). Adult mouse tissues from 3 weeks to 2-month-old animals
were dissected, homogenized in lysis buffer, and clarified by
centrifugation (13 000 g, 30 min).

In some experiments, to activate the kinase, cleared cell extracts
of PAK3-transfected cells were incubated with 5 pg of recombinant
GST-Cdc42-V12 in the presence of 25 pM ATP during 30 min at
20°C. Extracts were then immunoprecipitated by incubating them
with 4 puL of 12CAS anti-HA antibody and 50 pL of Pansorbin
(Merck, Nottingham, UK) overnight at 4°C. After washing the
immunocomplexes, aliquots were subjected to immunoblotting to
ensure that PAK proteins were correctly expressed and immuno-
precipitated. Protein samples were separated by sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and trans-
ferred to a polyvinylidene difluoride membrane (Amersham Bio-
sciences, Orsay, France). Immunodetection was performed using
SuperSignal chemiluminescent reagent (Pierce, Perbio Science).
GST-Cde42-V12 recombinant proteins were expressed in Escheri-
chia coli-BL21-LysS and purified on glutathione-agarose beads as
described by the manufacturer (Amersham Biosciences). For kinase
reactions, immunoprecipitates were washed one more time in the
kinase buffer (25 mM HEPES, pH 7.4, 25 mM MgCl,, 25 mM B-
glycerophosphate, and 2 mM dithiothreitol). Immunoprecipitates
were then incubated in the kinase buffer containing 20 uM ATP and
5 puCi of [T_sz] ATP (MP Biomedicals, Illkirch, France and Perkin
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Elmer, Les Ulis, France) for 20 min at 30°C in the absence or
presence of MBP (10 pg; Sigma-Aldrich). Boiling in SDS-Laemmli
sample buffer stopped the reaction and the products were resolved
by SDS-PAGE. The incorporation of **P in MBP and in PAK3
proteins measuring auto-phosphorylation was quantified with a
Phosphorlmager using Image Quant Software (Molecular Dynam-
ics, GE Healthcare Europe, Orsay, France). Similar results are
obtained with myelin basic protein (MBP) or H2B as substrates
(Rousseau er al. 2003; Kreis er al. 2007). Immunoprecipitations of
endogenous PAKs was performed on mouse brain extracts in the
presence of 15 pL of anti-PAK3-N19 and 100 pL of protein
G-agarose (Sigma-Aldrich) incubated overnight at 4°C.

Co-immunoprecipitation, pull-down assay
Co-immunoprecipitation of GTPases was performed as described
(Rousseau et al. 2003). Briefly, COS7 cells were transfected with
5 pg of active GFP-tagged Cdc42 along with 5 pg of HA-tagged
PAK3 constructs. Cells were lysed in Robert’s buffer (1% Nonidet
P-40, 10% glycerol, 20 mM Tris, pH 8, 137 mM NaCl, 50 mM NaF,
10 mM B-glycerol phosphate, 10 mM phenylmethylsulfonyfluoride,
10 pg/mL aprotinin, and 10 mM sodium o-vanadate) 30 h after
transfection and lysates were immunoprecipitated overnight with anti-
HA agarose-conjugate (Sigma-Aldrich). Immune complexes were
separated by electrophoresis, transferred to polyvinylidene difluoride
membranes, and successively probed with anti-GFP and with anti-
PAK3-N19 antibodies. Quantification of chemiluminescence was
performed afier acquisition with a charge-coupled device camera and
quantification software (GeneSnap and GeneTools; SynGene,
Ozyme). The ratio of each immunoprecipitated PAK3 protein was
used to normalize the amount of co-immunoprecipitated GTPase.
For pull-down assays, recombinant glutathion S-transferase
(GST) and GST-fused to (2-136) peptides from PAK3a, b, ¢, and
cb were expressed in E. coli-BL21-LysS and purified on glutathi-
one-agarose beads as described by the manufacturer (Amersham
Pharmacia Biotech, GE Healthcare Europe, Orsay, France). The
purity of recombinant proteins was verified after PAGE and staining
with Coomassie blue. Pull-down assays were camried out as
described by Vignal eral. (2000). Briefly, COS7 cells were
transfected with constructs expressing GFP fused to the constitutive
active mutants of GTPases Cde42, Racl, and TC10. Thirty hours
later, cells were washed in cold PBS and lysed in 50 mM Tris—HCI,
pH 7.5, 2 mM MgCls, 1% Triton X-100, 100 mM NaCl, 10%
glycerol, and protein inhibitor mixture. After 15 min on ice, lysates
were cleared by centrifugation at 20 000 g for 15 min. Cleared cell
extracts were incubated with 20 pg of GST. GST-PAK3a, GST-
PAK3b, GST-PAK3c, and GST-PAK3cbhb recombinant proteins,
immobilized on glutathione beads, for 30 min at 4°C. The beads
were washed with the lysis bufler and precipitated proteins were
analyzed by western blotting, using the anti-GFP antibody.

Immunofluorescence, confocal microscopy, and statistical analysis
After transfection of GFP-tagged PAK3 constructs, COS7 cells were
plated at low density on glass coverslips. Plasmid expression was
limited to 36 h to avoid protein over-expression. Cells were fixed
with 4% p-formaldehyde for 15 min, washed with PBS, followed by
permeabilization with 0.1% Triton X-100 for 15 min at 20°C. Cells
were blocked with 1% bovine serum albumin in 0.01% Tween 20 in
Tris-buffered saline for 2 h, before 1 h mcubation with mouse anti-
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paxillin antibody followed by 1 h incubation with Alexa-568
conjugated sccondary antibodies to label focal adhesions. Slips
were mounted on slides with Vectashield mounting media (Vector
Laboratories, Abcys, Paris, France). Pictures were acquired on a
confocal microscope (Leica, Mannheim, Germany) at 63x objective
(1.4 NA), using the 488 nm band of an Ar laser and the 561 nm
band of a diode-pumped solid state laser for excitation of GFP and
Alexa-568, respectively. Z series stacks (1.5 pm) were acquired and
Image J Software (National Institutes of Health) was used to
generate image projections and merged pictures. Number and
localization of focal adhesions were quantified on paxillin stained
cells and merged images using Simple PCl Software (Campix-
Hamamatsu, Sewickley, PA, USA). Localization of cach focal
adhesion was determined using the ratio of two lengths: the distance
from the centre of the nucleus to the focal adhesion and the distance
from the centre of the nucleus to the periphery of the cell. Thus, fora
peripheral position the ratio was | and for a central position, the
ratio was 0.

Results

Identification of a new PAK3 alternatively spliced exon
present in two splice variants

Amplification of ¢cDNAs from adult mouse brain mRNAs
using specific primers (M1-M3) for PAK3 exons 1 and 5 led to
three bands (Fig. la, first lane). The sizes of the two smaller
fragments correspond to the amplification of previously
identified transcripts PAK3a, without alternatively spliced
exon, and PAK3b which contains the 45 bp-exon b insert
(Rousseau et al. 2003). The unexpected larger fragment of
470 bp, marked with an asterisk, was subcloned and its
sequence revealed the presence of an additional in-frame
63 bp sequence, we named exon c, located between exon 2
and exon b (Fig. la—¢). We showed, using specific primers for
exons 1, 5, b, and c that this insert is either associated with the
exon b or directly fused to the exon 3 (Fig. la and b). Indeed,
this sequence was present, associated with the 45 bp-exon b,
in a mouse expressed sequence tag (AU080098). Thus, the
mouse PAK3 gene codes for four transcripts (Fig. 1b). We
obtained by RT-PCR similar results from human and rat adult
brain RNAs and from RNAs of a human neuroblastoma cell
line SKNSH RNAs (data not shown). The amino acid
sequences deduced from mouse or human exon c are identical
(NSPFQTSRPVTVASSQSEGKM) and do not possess any
identity with protein sequences in databases. Gene structure
analysis showed that the mouse and the human PAK3 genes
are located on the X chromosome and possess the same
genomic structure which consists of 16 coding exons in which
two are alternatively spliced. In the region of the insertions, the
size of the exons between human and mouse is totally
conserved and the size of introns is similar in each species
(Fig. Ic). The flanking sequences of the 63 bp exons in both
species are in good agreement with the consensus for donor
and acceptor splicing sites (data not shown).
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We investigated the presence of the two PAK3 exons b and
¢ in genomic databases of mammalian genomes and found
both exons in the nine different mammalian species that we
analyzed, including human (Homo sapiens), chimpanzee
(Pan troglodytes), macaque (Macaca mulatta), cow (Bos
taurus), dog (Canis familiaris), cat (Felis catus), rabbit
(Orvetolagus cuniculus), rat (Rattus norvegicus), and mouse
(Mus musculus). Information about the in silico data is listed
in Table S2. We also identified these sequences in EST/
c¢DNA databases and found exon b alone for three species
(human, chimpanzee, and mouse) or associated with exon ¢
in two species (macaque and mouse) (Table S2). The
deduced amino acid sequences encoded by the exons b and
¢ are totally conserved between these mammalian species
except for one amino acid substitution, located in the exon ¢
of Pan troglodytes (Ser in 14 position in ¢ peptide is Ala in
chimpanzee). Thus mammalian PAK3 genes are transcripted
in four mRNAs corresponding to PAK3a, PAK3b, PAK3c,
and PAK3cb (Fig. 1g).

Exon c is mammalian specific
Except for the identification of PAK3 in Xenopus laevis
(Souopgui et al. 2002), PAK3 genes have not been previ-
ously studied in other species than mammals. This prompted
us to search for PAK3 alternatively spliced exons in more
distant taxons to mammalians such as birds, amphibians, and
fishes. We identified exon b in the chicken (Gallus gallus)
PAK3 gene at the genomic level using the blast program
(Table S2). The peptide sequence of exon b in Gallus
(PDLYGSQMCTGKLPE) shows one amino acid substitu-
tion compared with mammals (PDLYGSQMCPGKLPE).
Using two specific primers (set G1-G2), the first located in
exon 1 and the second covering exons 4 and 5, we detected
one major band by RT-PCR on chicken brain RNAs
(Fig. 1d). The amplified fragment corresponds to the size
of PAK3a messengers. A minor upper band was also detected
and could correspond to PAK3b. Using a specific reverse
primer or a specific forward primer in the exon b (G3 and G4,
respectively), we obtained one fragment for each amplifica-
tion showing that the chicken PAK3 gene only contains the
exon b whose transcript is faintly expressed. We did not
detect any other alternatively spliced exon by RT-PCR
(Fig. 1d) and in silico genomic analysis confirmed the
absence of exon ¢ in the chicken PAK3 gene.
p21-Activated kinase 3b was previously identified in
X. laevis in a screen for proneural genes during primary
neurogenesis (Souopgui ef al. 2002). However no other
PAK3 transcript was identified in this analysis leading to the
possibility that the exon b is not alternatively spliced but may
correspond to a constitutive exon. To analyze this hypothesis,
we performed RT-PCR on X /aevis brain mRNAs using
primer set X1-X2 and identified a fragment corresponding to
the size of the PAK3a amplification product (Fig. le). The
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Fig. 1 Identification of the mammalian PAK3 alternatively spliced
exon c. (a) |dentification of four PAK3 transcripts by RT-PCR analysis
in adult mouse brain. 1-5: amplification from exon 1 to 5 (primers: M1-
M3); 1-c: amplification from exon 1 to c (primers: M1-M7); 1-b:
amplification from exon 1 to b (primers: M1-M8); ¢-b: amplification
from exon c to b (primers: M6-M3); ¢-5: amplification from exon cto 5
(primers: M6-M3); and b-5: amplification from exon b to 5 (primers:
MB8-M3). Size markers are indicated in bp. Localization of primers
used are indicated on the upper schematic representation of PAK3
cDNA. The sequence of the subcloned fragment marked with an
asterisk revealed the presence of the exon c. (b) mRNA structure of
the four PAK3 mouse transcripts. (c) Partial structure of the human
and mouse PAK3 genomic loci. The size of the exons and introns of
both human and mouse PAKS3 are indicated in bp. (d) Analysis by RT-

© 2008 The Authors

PCR for the presence of alternatively spliced exons between exon 2
and 3 in Gallus gallus. Amplifications were performed on Gallus gallus
brain cDNA between exons 1-4/5, 1-b, and b-4/5 using the primer sets
(G1-G2), (G1-G3), and (G4-G2), respectively. (e) Analysis by RT-
PCR for the presence of alternatively spliced exons between exon 2
and 3 in Xenopus. Amplifications were performed on Xenopus laevis
cDNA between exons 1-5 and 1-b using the primer sets (X1-X2) and
(X1-X3), respectively. (f) PAK3 characterization in fish. Amplifications
were performed on Oryzias latipes cDNA between exons 1 and 3
using the primer set (01-02) and between exon 1 and the hypothetic
insert i using primers (01-03). Genomic DNA was used as control
(gDNA). (g) Schematic representation of the partial gene structure of
PAKS in vertebrates.
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sequence of the cloned PCR product confirmed that it
corresponded to PAK3a. The fragment corresponding to
PAK3b is not detectable, showing that the PAK3b transcript
is not abundant compared with PAK3a. The peptide sequence
of exon b in Xenopus (PDLCGSQMGTGKLPE) shows three
amino acid substitutions compared with the mammalian exon
b sequence. To identify PAK3b transcripts, we performed
PCR with a specific primer (X3) for exon b. In this condition,
we amplified a fragment corresponding to PAK3b and
another transcript containing an additional new 30 bp
sequence. This insert we named X/-Exon d, is located
between exon 2 and exon b, and corresponds to another
alternatively spliced exon (Fig. 1e). The sequence of the
exon d (FGNTLGFCNT) is totally conserved in another frog
species, Xenopus tropicalis (data not shown) but does not
present any identity with the sequence of the mammalian
exon c. This insert is a distinct feature to Xenopus as it was
not identified in any of the other species analyzed. We
conclude that in remote tetrapods, i.e. in amphibian and
birds, PAK3 gene encodes, in addition to the normal PAK3a
protein, an highly conserved splice variant PAK3b. Thus the
PAK3 exon ¢ appears to be specific for mammals (Fig. 1g).

Exon b is tetrapoda specific

To study PAK3 alternatively spliced exons in more distant
phyla, we identified PAK3 sequences in four actinopterygiian
fish databases, in fugu (Takifitgu rubripes), tetraodon (Tetra-
odon nigroviridis), medaka (Oryzias latipes), stickleback
(Gasterosteus aculeatus) but not in zebrafish (Danio rerio)
(Table S2). The predicted coding sequences deduced from
genomic data gave additional inserts (i) between exon 2 and
exon 3. However, we did not find any ESTs covering the
PAK3 amino region for these fishes. To understand the
structure of the PAK3 gene in actinopterygii, we performed
RT-PCR on medaka brain mRNA (Fig. 11). One fragment was
amplified using primers in exon 1 and 3 and no fragment was
amplified using a primer specific of the putative predicted
insert between exon 2 and 3 (Fig. 1f). The results strongly
suggest the absence of any coding sequence between the
exons 2 and 3 and therefore indicate that the reported fish
sequences between these exons are intronic (Fig. 1f). Similar
results were obtained on tetraodon RNAs (data not shown).
We conclude that fish PAK3 genes encode a single mRNA
molecule without any alternative exon between exons 2 and 3.
Thus, the PAK3 exon b is specific for tetrapods. In
conclusion, PAK3 exons ¢ and b were found in different
phyla suggesting that they appear at different moments during
evolution: exon b appears with the tetrapods, whereas exon ¢
appears later with mammals (Fig. 1g).

The two new PAK3c and PAK3cb proteins are detected in
mouse brain
The ¢ and b exons encode peptide inserts of 21 and 15 amino

acids, respectively, located inside the PBD/AID of the PAK3
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Fig. 2 Identification of the four PAK3 splice variant proteins in adult
mouse brain. (a) PAK3 protein structure and localization of the c and b
inserts in the overlapping PBD (p21-binding domain)/AID (auto-inhib-
itory domain). (b) Characterization of the Ec antibodies. Lysates of
COS7 cells transfected with PAK3 plasmids were analyzed after
western blotting (WB) with antibodies directed against the PAK3-N
terminal region (N19), the insert b (Eb), or the insert ¢ (Ec). The
molecular weight markers are indicated in kDa. (c) Mouse brain ex-
tracts were immunoprecipitated with the N18 antibodies and resolved
by western blotting (WB) with the N19 antibodies (N19), Eb antibodies
(Eb), or Ec antibodies (Ec). The molecular weight marker is indicated
in kDa. (d) Schematic representation of the relative amount of each
splice variant deduced from the western blot in panel (c).

protein between amino acids 92 and 93 (Fig. 2a). To identify
the two new splice variants of PAK3 in mouse brain, we
developed a serum directed against the insert ¢ peptide. We
also constructed eukaryote expression plasmids coding for
HA-PAK3c and HA-PAK3cb (see Materials and methods).
We verified the specificity of the purified antibodies on
lysates of COS7 cells transfected with the different HA-
tagged PAK3 splice variants (Fig. 2b). The anti-Eb antibod-
ies, previously developed in our laboratory (Rousseau ef al.
2003), recognized PAK3b and PAK3cb, whereas the anti-Ec
antibodies recognized PAK3c and PAK3cb. We then used
these sera to identify the two new splice variant proteins in
mouse brain. To do so, we carried out immunoprecipitation
of all PAK3 proteins on mouse brain lysates using an
antibody that recognizes the common 19 N-terminal amino
acids of PAK3. Immunoprecipitates were analyzed by
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western blot using the anti-N19, anti-Eb, and anti-Ec sera.
Two proteins of 68 and 72 kDa were detected by the Eb
antibodies (Fig. 2¢, Eb), corresponding to PAK3b and
PAK3ch, respectively, and two proteins of 69 and 72 kDa
were detected by the Ec antibodies (Fig. 2¢c, Ec), corre-
sponding to PAK3c and PAK3cb, respectively. The two
splice variants PAK3b and PAK3c¢ have very close molecular
weights, leading to the detection of only three bands with
anti-N19 (Fig. 2¢, N19), the lowest band corresponding to
PAK3a, the intermediate protein band corresponding to the
merge of PAK3b and PAK3c, and the highest to PAK3ch.
These results allowed us to estimate the relative amount of
cach splice variant in adult rat brain. PAK3c is far less
abundant than PAK3cb (Fig. 2c, Ec) while the amount of
PAK3b is greater than PAK3ch (Fig. 2c. Eb). Thus, the
quantity of PAK3c¢ in the intermediate band of N19 is weak
compared with the amount of PAK3b suggesting that similar
amounts of PAK3a and PAK3b are present in mouse brain

(Fig. 2d).

The four PAK3 splice variants are highly expressed in
neurons

Previous RT-PCR analysis showed that PAK3a and PAK3b
are highly expressed in brain, with an additional expression
of PAK3 in testis (Rousseau er al. 2003). We asked whether
the two new transcripts, PAK3c and PAK3ch, have restricted
pattern of expression in brain. To amplify individually each
transcript, we designed primers overlapping adjacent regions
of contiguous exons, restricting amplification to a unique
transeript (Fig. 3a). As an example, the reverse primer M10
matches the 3" extremity of the second exon and the 5 region
of the third exon and is specific for the PAK3a transcripts
(Fig. 3a, first line; 3b, first panel). The sequences of these
specific primers are listed in the Table S1. The specificity of
cach primer set toward a unique RNA molecule was verified
using plasmids coding for PAK3a, PAK3b, PAK3c, and
PAK3ch (Fig. 3b). The expression of the four PAK3
transcripts was studied by semi-quantitative RT-PCR in
various brain regions, in testis and liver (Fig. 3c). As
previously shown (Rousseau et al. 2003), no expression of
PAK3 was detected in liver (Fig. 3¢) or in kidney tissues
(Fig. 3e). Each splice variant was expressed in every brain
region analyzed, with a higher expression of PAK3b in
cerebral hemisphere and of PAK3c¢ in spinal cord. Only the
PAK3c transcript was expressed in testis. We analyzed by
RT-PCR the expression of PAK3 splice variants during
mouse brain development using mRNA at four different
stages from the embryo to the adult. PAK3a expression is
constant through out development; however the expression
of PAK3b, PAK3c, and PAK3cb is increased, in particular
during adulthood (Fig. 3d). As well as the four PAK3s,
PAK1 and PAK2 transcripts are expressed in brain (Fig. 3e).
PAK2 is strongly expressed in kidney, less so in hippocampal
neurons in culture and only at a very low level in astrocytes.
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PAK is strongly expressed in neurons but also in astrocytes
and kidney tissue. All four PAK3 transcripts were expressed
in neurons but no expression was detected in astrocytes.
These results show that in our experimental conditions,
contrary to PAK1 and PAK2, the different splice variants of
PAK3 appear to be neuron specific.

Exons ¢ and b confer constitutive kinase activity

We previously showed that the presence of the insert b in the
N-terminal regulatory domain of PAK3b renders the kinase
constitutively active and no longer responsive to active
GTPases (Rousseau er al. 2003). We investigated whether
the presence of exon c alone or associated with exon b
induced the same constitutive kinase activity. COS7 cells
were transfected with plasmids coding for HA-tagged PAK3
splice variants, the lysates were incubated in the absence or
in the presence of the active Cdc42-V12 and the HA-
immunoprecipitates were subjected to an in vitro kinase
assay to measure the auto-phosphorylation of PAK3. In
resting conditions, in the absence of active Cdc42, the
PAK3a protein displayed a very low basal kinase activity,
often undetectable. Incubation with active Cdc42 led to
strong kinasc activation (Fig. 4a). In contrast, PAK3b and the
new splice variants PAK3c and PAK3cb possessed a high
kinase activity with or without active Cdc42. Quantification
of the kinase activity did not show any significant difference
between the activated PAK3a and the three other splice
variants (Fig. 4b). We observed similar results using MBP as
substrate (data not shown). To confirm these results, we
analyzed the kinase activity of PAK3 splice variants co-
expressed in COS7 cells with constitutively active V12 or
inactive N17 forms of Cdc42. Kinase assays were performed
with HA-immunoprecipitated PAK3 proteins using MBP as
substrate. The PAK3a protein was strongly activated in the
presence of Cde42-V12 whereas no activation was detected
in the presence of the inactive form of the GTPase (Fig. 4c).
The splice variants PAK3b, PAK3c, and PAK3ch showed a
very high kinase activity in the presence of Cdc42-V12 or
-N17 as shown by the quantification (Fig. 4c and d). Similar
results were obtained on the auto-phosphorylation of PAK3
(data not shown). Moreover, the new splice variants showed
the same high kinase activity in the presence of the co-
expressed Racl-V12 or Racl-N17 GTPases (data not
shown). Altogether, these results demonstrate that like
PAK3b, the new PAK3c and PAK3cb splice variants are
constitutively active.

Exons ¢ and b decrease GTPase binding

We also previously demonstrated that the insert b decreases
the binding of PAK3 to Racl and Cdc42 (Rousseau et al.
2003). Therefore, we analyzed whether the presence of the
exon ¢ alone or in association with the exon b could modify
the binding to GTPases. In a first step, we performed co-
immunoprecipitation of GFP-tagged active Cdc42-V12 or
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inactive Cdc42-N17 with HA-tagged PAK3 splice variants.
PAK3 proteins co-expressed in COS7 cells were immuno-
precipitated using anti-HA antibodies and the isolated
complexes were analyzed for the presence of associated
Cdc42. We ensured that the Cdc42-N17 GTPase did not bind
to PAK3 (Fig. 5a, upper panel) and verified that PAK3
proteins were immunoprecipitated at similar levels (Fig. 5a,
middle panel). We show that although the active GTPase
Cdc42 binds the four PAK3 splice variants, the interaction
with PAK3b, PAK3c, and PAK3cb is strongly reduced
(Fig. Sa, upper panel). Indeed, the quantifications clearly
show that the insert b and the insert ¢ alone or associated
with the insert b, significantly decrease the binding to active
Cdc42 (down to 55%, 46%, and 65% of the interaction
between PAK3a and Cdc42, for PAK3b, PAK3c, and
PAK3cb, respectively) (Fig. 5b).

To confirm that the presence of exons b and ¢ interferes

with the ability of PAK3 to bind Cdc42 and to analyze the
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Fig. 3 RT-PCR analysis of mouse PAK3

. alternatively spliced transcripts. (a) Locali-
l; zation of the junction primers used to am-
: plify specifically each splice variant. (b)
& Verification of the specificity of the PAK3
L junction primers. PCR analyses were per-

formed on plasmids coding for PAK3a, b, ¢,
and cb. PAK3a was amplified using primers
M1/M10, PAK3b using M1/M11, PAK3c
using M1/M12 and PAK3cb using M1/M13.
(c) RT-PCR was performed from RNAs
isolated from total brain (B), cerebral
hemisphere (CH), cerebellum (CB), spinal
cord (SC), testis (T), liver (L). f-Actin was
amplified for normalization with primers A1/
A2. (d) Analysis of PAK3 expression during
development was performed using mouse
brain at embryonic day 13 (E13), embryonic
day 18 (E18), postnatal day 5 (P5), and
adult brain (Ad). All PAK3 splice variants
were amplified together using primers M2/
M4 (PAK3s, upper panel) and each splice
variant was separately amplified using the
PAK3 specific primers mentioned in panel
(a). p-Actin was amplified for normalization
with primers A1/A2. (e) RT-PCR was per-
formed from total brain (B), glial cells
enriched in astrocytes (A), kidney (K),
hippocampal neurons in primary culture (N)
at day in vitro 4 (D4) and day in vitro 14
(D14). PAK3 proteins were amplified as in
panel (d), primers R1/R2 were used for the
amplification of PAK1 and R3/R4 for PAK2.
[(-Actin was amplified for normalization with
primers A1/A2.

interaction of PAK3 splice variants with other members of
the Racl/Cdc42 family, we developed a GTPase pull-down
assay using GST baits. COS7 cells were transfected with
either constitutively active forms of Cde42, Racl, and TC10
or inactive Cdc42-N17. Transfected cell lysates were incu-
bated with the GST protein alone, or with GST fused to the
N-terminal (2-136) part of PAK3 splice variants. We
controlled by Coomassie Blue the quantity and purity of
each GST bait (Fig. 5¢ lower panel) and analyzed the
GTPases pulled down by GFP-western blot (Fig. 5¢ upper
panel). As expected, control GST protein alone did not
precipitate any GTPase. GST-PAK3b, GST-PAK3c, and
GST-PAK3cb bound much less Cdc42 than GST-PAK3a
did (Fig. 5c and d). In addition, these PAK3 splice variants
pulled down consistently less the GTPases Racl and TCI10
than PAK3a. Similar results were observed using only 2 pg
of fusion protein (data not shown). We also confirmed by two
hybrid assay that the presence of the inserts ¢ and b in the
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Fig. 4 Kinase activity of the PAKS splice variants. (a) COS7 cells were
transfected with plasmids encoding HA-tagged PAKS3 splice variants.
Cells lysates were incubated in the absence (-) or presence (+) of the
active Cdc42-V12 and immunoprecipitated with anti-HA antibodies.
The PAK3 immunoprecipitates were subjected to an in vitro kinase
assay. Auto-phosphorylated PAK3 proteins were resolved by SDS—
PAGE and the gel was auto-radiographed (upper panel). PAK3 pro-
teins were controlled by using anti-PAK3 N19 immunablotting (lower
panel). (b) The histogram shown represents an average of the quan-
tification of PAK3 auto-phosphorylation from three independent

amino part of the PAK3 protein decreased the interaction
with Lex-Racl-V12 (data not shown). Taken together, our
results demonstrate that the insert ¢ alone or associated with
the insert b prevents PAK3c and PAK3cb from interacting
correctly with the GTPases Cdc42, Racl, and TC10.

Expression of new PAK3 splice variants alters cell
morphology, dissolves focal adhesion

p21-Activated kinases play a major role in the regulation of
cytoskeleton dynamics controlling the turnover of actin
cytoskeleton and the formation and disassembly of focal
adhesions. These functions are associated with the localiza-
tion of PAK at different areas in the cell, at the tip of
protrusing membranes, associated with focal adhesion and
with stress fibers, and are also dependant on PAK kinase
activity (Manser et al. 1997; Sells ef al. 1997, 2000). To
analyze the effect of the PAK3 variants on the formation of
focal adhesions, COS7 cells were transfected with different
GFP-PAK3 plasmids and labeled with anti-paxillin antibod-
ies. Cells expressing the PAK3a wild-type variant showed
several punctuate structures detected by staining of paxillin
and corresponding to focal adhesions (Fig. 6a). These focal
adhesions have a heterogeneous shape and are distributed
through out the cell (Fig. 6¢). The expression of the kinase-
dead mutant PAK3a-K297L induced the formation of
numerous focal adhesions often large and mainly located in
the centre of the cell, and also led to a quasi continuous
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experiments. The results are expressed as a percentage of the Cdc42-
activated PAK3a kinase activity. (c) HA-PAK3 variants were co-
transfected in COS7 cells with active V12 or inactive N17 mutants of
GFP-Cdc42 constructs. PAK3 proteins were immunoprecipitated and
tested in a kinase assay using MBP as substrate (upper panel). Im-
munoprecipitated PAK3 proteins and expression of GTPases were
controlled by immunoblotting using anti-PAK3 N19 and GFP anti-
bodies (middle and lower panels, respectively). (d) Quantifications of
MBP phosphorylation from three independent experiments were
averaged.

border staining at the cell periphery which may correspond to
focal complex like structures (Fig. 6a—c). These cells are
very large and spread out. In addition, GFP-PAK3a-K297L is
strongly enriched in focal adhesions and to a lesser extent at
the cell periphery, where it co-localizes with paxillin. COS7
cells expressing the constitutively active mutant PAK3a-
T421E showed a reduced number of focal adhesions
(23 focal adhesions + 3,3) compared with PAK3a-wt
(34.2 £4.9) or PAK3-kd (46.9 £4.7) (Fig. 6a and b).
Moreover, as illustrated by their radial position in the cell,
these remaining structures are delocalized to the cell
periphery compared with cells expressing PAK3a-wt or the
non-transfected cell (marked with an asterisk) where the
focal adhesions are present throughout the cell (Fig. 6a and
c). Finally, expression of the constitutively active PAK3
splice variants PAK3b, PAK3c and PAK3cb also induced a
drastic reduction of focal adhesion number (down to
16.8 =2.0; 16.0 £ 3.7 and 15.6 + 3.3, respectively) and led
to their localization at the cell periphery (Fig. 6a—). The
focal adhesion distribution in these cells followed very
closely the focal adhesion distribution in cells expressing
PAK3a-T421L, reflecting the high kinase activity of PAK3b,
PAK3c, and PAK3cb splice variants (Fig. 6¢). Like the cells
expressing PAK3-T421E, these focal adhesions are con-
nected to each other through actin stress fibers mainly present
at the periphery of the cell (data not shown). However, the
focal adhesions of cells expressing the new PAK3 variants
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Fig. 5 Interaction of GTPases with PAK3 splice variants. (a) HA-
tagged PAK3 isoforms were co-expressed into COS7 cells with either
inactive (N17) as control or active (V12), GFP-tagged Cdc42. PAK3
proteins were immunoprecipitated using anti-HA antibodies (IP HA)
and immune complexes were separated by electrophoresis and
transferred to polyvinylidene difluoride membranes. The presence of
the GFP-tagged Cdc42 protein in the immune complexes was re-
vealed by anti-GFP western blotting (upper panel). The amount of
immunoprecipitated PAK3 proteins and GFP-GTPase in the cell ly-
sates (TCL) were controlled using anti-PAK3 N19 and anti-GFP
immunaoblotting (middle and lower panels, respectively). Data shown
are representative of a typical experiment. (b) The histogram repre-
sents the relative binding of active Cdc42 to each variant, compared

have a much larger and longer shape compared with the ones
expressing PAK3-T421E and most of the transfected cells
have a particular small size with a collapsed morphology. In
conclusion, we report here that expression of PAK3b,
PAK3c, and PAK3cb induces strong cell morphological
changes and profoundly alters the structure and localization
of focal adhesions, a phenotype closely related to cells
expressing a constitutively active PAK3 mutant.

Discussion

Alternative splicing plays an important role through evolu-
tion by creating transcriptome diversification, possibly
leading to speciation with the introduction of new charac-
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with the binding of the GTPase to PAK3a. Quantification from three
independent experiments was averaged and normalized with the
amount of PAK3 immunoprecipitates after acquisition of the chemilu-
minescence with a CCD camera. (c) Pull-down of active GTPases by
PAK3 variants. COS7 cells were transfected with plasmids coding
GFP-tagged active GTPases. Total cell lysates (TCL) were directly
loaded or were incubated with 20 ug of each GST-PAK3. Retained
proteins were run on SDS-PAGE and were analyzed by western blot
with anti-GFP antibodies (upper panel). The purity of recombinant
proteins was verified after PAGE and staining with Coomassie blue
(lower panel). The molecular weight marker is indicated in kDa. (d)
Quantification from three independent pull-down assays was averaged
after acquisition of the chemiluminescence with a CCD camera.

teristics (Ast 2004). Moreover, alternative splicing is in part
responsible for proteomic diversity. It plays an important
function in the regulation of synaptic plasticity (Ule and
Darnell 2006) and its defect is associated with several
diseases such as cancer and neurodegenerative diseases
(Licatalosi and Darnell 2006).

In the present study, we report the existence of a novel
alternatively spliced exon named exon ¢ in the mammalian
PAK3 gene in addition to the previously identified exon b.
These two alternatively spliced exons are located between
exon 2 and 3. We demonstrate that the mammalian PAK3
gene is transcribed as four mRNAs encoding four detected
proteins, two of which contain the insert c. PAK3 is member
of the group I PAKs which share high sequence identity in
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Fig. 6 Cellular effects of the expression of
PAK3 splice variants on the structure of
focal adhesions. (a) COS7 cells were
transfected with the GFP-PAKS constructs:
PAK3a-wild-type (a-wt), PAK3a-K297L ki-
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particular in the PBD/AID of the regulatory region. Com-
parative analysis of the three human PAK genes showed that
they have the same genomic organization with similar intron
localizations, leading to the possibility that alternative
splicing may also exist between exons 2 and 3 for the other
PAK genes. To examine this hypothesis, we searched for the
presence of additional sequences at the junction of the exons
2 and 3 in PAK1 and PAK2 ESTs in databases. We did not
find any evidence of inserts, suggesting that neither PAK]
nor PAK2 are subject to alternative splicing in this region.
Moreover, although the junction sequence is conserved
between exons 2 and 3 in the PAK common orthologs in
invertebrate species such as fruit fly and nematode, we did

© 2008 The Authors

Relative radial position

not find any insert in this region. Altogether this suggests that
the alternative spliced exons b and ¢ located between exon 2
and 3 are unique to PAK3. We also show that within group I
PAKs, the PAK3 variants have the particularity to be highly
expressed in neurons compared with astrocytes. A recent
extensive study demonstrated that PAK3 has a stronger
expression in neurons compared with astrocytes or oligo-
dendrocytes, a characteristic in good agreement with our
results (Cahoy er al. 2008). In addition, comparison of PAK3
and glial fibrillary acidic protein expression in adult brain by
in situ hybridization reported in the Allen brain atlas (http://
brain-map.org) clearly indicates that PAK3 is mainly
expressed in neurons. As PAK3 plays an important role in
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integrating neuronal functions in mammals, through the
control of interneuron migration (Cobos et al. 2007) and in
adulthood by regulating synaptic plasticity (Boda et al.
2006), we sought to analyze the phylogenic history of new
PAK3 alternatively spliced exons.

We identified exon b in all mammals analyzed, in bird, and
in two Xenopus species but not in fish. In contrast, we
identified the exon ¢ only in mammals. This powerful
approach associating in silico and experimental analyses
allowed us to identify new alternative exons in vertebrate
species, and we propose that exon b appears concomitantly
with tetrapods whereas exon c¢ appears with mammals. In
more distant species, such as Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans, and Ciona intestinalis, the se-
quence comparisons do not affiliate them with a specific
mammalian PAK paralogs (data not shown). This suggests
that the three PAK of the group T diverge during genomic
duplication which occurs with vertebrate speciation, from a
common ancestral PAK gene.

The amino acid inserts b and c¢ are located inside the
inhibitory switch domain, a highly conserved subregion of
the AID of group T PAKs. This domain was previously
described as controlling the transition between a compact
inhibited conformation to an open active one. Using different
biochemical assays, we show that these new splice variants
are constitutively active. When expressed in COS7 cells, they
induce focal dissolution, a characteristic of PAK proteins
with constitutive kinase activity (Manser ef al. 1997). The
insert ¢ which may deform the AID structure, could suppress
the inhibition of the kinase by the AID, as we demonstrated
for PAK3b (Rousseau et al. 2003). The integrity of this AID
is required for inhibition, as mutations located in this domain
also induce a constitutive activity (Tu and Wigler 1999). In
some cases, alternative splicing modulates kinase activity as
was reported for the focal adhesion kinase (Toutant ef al.
2002) or for the B-Raf (Papin ef al. 1998). In some rare
cases, splice variants may have an antagonist effect and act as
dominant negative enzymes as it was reported for TL-1
receptor-associated kinase (Rao et al. 2005) or extracellular
signal-regulated protein kinase 5 (McCawley et al. 1999). In
other rare cases, alternative splicing generates constitutively
active variants, i.e. they display in vitro high kinase activity
in absence of activation by their respective activators, and
display in vivo characteristics of activated kinases, as it was
reported for c-Jun N-terminal kinase 2 (Tsuiki ef a/. 2003).

We report here the characterization of constitutively active
splice variants because of insertions in the regulatory
domain. However, activity of kinases should be regulated,
and the function of constitutively active splice variants could
still be regulated by differential expression, by degradation,
or by subcellular delocalization. Moreover, the b and ¢
encoded inserts are located in the PBD which overlaps with
the AID, and we show that like PAK3b, PAK3c, and PAK3ch
bind significantly less GTPases of the Cdc42/Racl family

©@ 2008 The Authors

than PAK3a does. We recently demonstrated that Cdc42 is
the main activator of PAK3 compared with Racl and we
show that the Cdc42-PAK3 module plays important role in
spinogenesis (Kreis et al. 2007). Despite the reduction in
binding of PAK3b, PAK3c, and PAK3cb to Cde42, Racl and
TC10, we cannot exclude the possibility that the alternatively
spliced exons b and ¢ redirect PAK3 to other GTPases of the
Cdc42-Racl family. Thus the new PAK3 splice variants have
original biochemical properties among the kinases of the
group [ PAKSs,

The high degree of conservation of PAK3 alternatively
spliced exon sequences suggests that these splice variants
play important functions in neuronal signaling. The regula-
tory region of PAK is implicated in the interaction with
several partners (Bokoch 2003) and the presence of the
inserts could bring new specificities to PAK3 in terms of new
partners. Furthermore, the modifications in the structure of
focal adhesions observed for PAK3b, PAK3c, and PAK3ch
and which are more pronounced than the ones observed for
the constitutively active mutant, suggest that these inserts
bring new particularities to the kinase other than high kinase
activity. Several data show that PAK3 is implicated in
neuronal differentiation and plasticity and the increase of
expression of PAK3b, PAK3c, and PAK3cb during develop-
ment suggests that these variants could play an important role
during adulthood (Allen et al. 1998; Souopgui et al. 2002;
Cobos et al. 2007). PAK3 is also associated with different
pathophysiologies. The four mutations responsible for mental
retardation identified in PAK3 are located in common regions
of PAK3. Thus, mental retardation phenotype may be due in
part to loss of function of the PAK3 splice variants. In
addition, PAK3 is associated with cell growth and transfor-
mation. Indeed, PAK3 is responsible for DNA synthesis
initiation during neuronal apoptosis induced by the expres-
sion of mutated forms of amyloid precursor protein (McPhie
et al. 2003). Recently, the sequencing of kinase genes in
cancer genomes led to the identification of PAK3 as a cancer
gene (Greenman ef al. 2007). Thus, it will be of broad
interest to further analyze the implications of the new splice
variants in the specific neuronal functions of PAK3 and its
implication in human pathologies.
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Abstract

Several gene mutations linked to intellectual disability in humans code for synaptic
molecules implicated in small GTPase signaling. This is the case of the Rac/Cdc42
effector p21-activated kinase 3, PAK3. The mechanisms responsible for the
intellectual defects and the consequences of the mutation on the development and
wiring of brain networks remain unknown. Here we show that expression of PAK3
mutants, suppression of PAK3 or inhibition of PAK3 function in rat hippocampal
slice cultures interfere with activity-mediated spine dynamics. Inhibition of PAK3
resulted in two main alterations: i) an increased growth of new, unstable spines,
occurring in clusters, and mediated by activity; ii) an impairment of plasticity-
mediated spine stabilization interfering with the formation of persistent spines.
Additionally we find that PAK3 is specifically recruited by activity from dendrites
into spines, providing a new mechanism through which PAK3 could participate in
the control of both spine stabilization and local spine growth. Together, these data
identify a novel function of PAK3 in regulating activity-mediated rearrangement of
synaptic connectivity associated to learning and suggest that defects in spine
formation and refinement during development could account for intellectual
disability.

Keywords:
Mental retardation, Rho GTPases, synaptic plasticity, development, hippocampus
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Introduction

P21-activated kinase 3, PAKS3, is one of many genes for which mutations have been
implicated in the pathogenesis of intellectual disability (Ropers, 2008). Five mutations have
been identified so far, resulting predominantly in a cognitive impairment (Allen et al.,
1998). PAK3 belongs to a family of serine/threonine kinases known to participate in the
control of actin cytoskeleton dynamics and is believed to act downstream of Rac/Cdc42
GTPases. Previous work has shown that expression of mutated forms of PAK3 or
downregulation of PAK3 lead to morphological spine abnormalities, including an increased
proportion of thin, immature spines (Boda et al., 2004; Kreis et al., 2007), and variable
defects in synaptic plasticity (Boda et al., 2004; Meng et al., 2005; Rex et al., 2009). PAK3
has thus been proposed to participate in the regulation of spine size and morphology as
well as several other molecules implicated in Rho GTPase signaling such as kalirin-7,
ARHGEF®6, DISC-1 or Cdc42 (Xie et al., 2007; Hayashi-Takagi et al., 2010; Murakoshi et
al., 2011; Penzes et al., 2011).

The mechanisms through which these alterations lead to intellectual disability remain
however unclear. Notably an open question is whether mutation of PAK3 could perturb the
wiring of developing cortical networks. Evidence from both in vitro and in vivo analyses has
shown that excitatory synapses can be formed and eliminated throughout life (Holtmaat
and Svoboda, 2009). This phenomenon is particularly important during critical periods of
development when experience and activity play a central role in shaping the growth and
specificity of synaptic connections. This is achieved through an activity-dependent
formation of new synaptic contacts and a selective stabilization of synapses, allowing in
this way a fine tuning of synaptic networks (De Roo et al., 2008). This process has recently
been shown to play a critical role in different aspects of behavioral learning (Xu et al.,
2009; Yang et al., 2009; Wilbrecht et al., 2010; Bednarek and Caroni, 2011). We therefore
tested here whether inhibition of PAK3 could interfere with the mechanisms through which

activity regulates adaptation of synaptic networks.

Materials and Methods

Organotypic slices cultures and transfection

Transverse hippocampal organotypic slices cultures were prepared as previously
described (Stoppini et al., 1991) using a protocol approved by the Geneva Veterinarian
Office (authorization 31.1.1007/3520/0) and maintained for 15 to 18 days in culture. Slice

cultures were transfected with plasmids encoding fluorescent proteins (pcDNA3.1-EGFP,

3
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pCX-mRFP1 (gift from A.K. Hadjantonakis and R.Y. Tsien, University of California, San
Diego, La Jolla, CA)) for the control condition or fluorescent proteins together with the
dominant negative PAK3 mutant (pcDNAS.1-PAK3-R419X) using a biolistic method (Helios
Gene Gun; Bio-Rad Laboratories). Transfections were carried out in slice cultures at 7 to 8
days in vitro (DIV) and the effects of expression of PAK3-R419X analyzed 3-4 days later.
Plasmid DNAs at a ratio of 7.5ug of pcDNA3.1-EGFP or pCX-mRFP1 to 15ug of
pcDNA3.1-PAK3 mutants were precipitated onto 5 mg of 1.6 ym gold microcarriers.
Fluorescence started to be expressed after 24-48h and remained stable for at least 15
days. Control experiments for co-transfection showed that cells co-transfected with pCX-
mRFP1 and EGFP-C1-PAK3 (1:2 ratio) expressed both green and red fluorescence in
almost all cases. Previous work also showed that overexpression of WT PAK3 did not
affect spine shapes or density (Boda et al., 2004).

Peptide and treatments

A peptide from the HIV protein TAT, described for its ability to penetrate into cells, was
fused to the rat PAK3 autoinhibitory domain (corresponding to PAK3 amino acids 78-146)
to produce a cell permeating dominant negative TAT inhibitory peptide (TAT-IP)
YGRKKRRQRRRHTIHVGFDAVTGEFTGIPEQWARLLQTSNITKLEQKKNPQAVLDVLKFY
DSKETVNNQKYMSFTSGDKS. The length of TAT-IP (80 residues) necessitated synthesis
via two fragments (1-36 and 37-80), which were assembled by native chemical ligation.
TAT (YGRKKRRQRRRKG) and TAT-IP were N-terminal labeled with 6-carboxyfluorescein.
Authenticity of the synthetic products was verified by mass spectrometry, with purity >95%
as determined by analytical HPLC. The TAT peptides were dissolved in DMEM 2X and
used at 1 yM to 20 M. A time course analysis of peptide incorporation in slices showed a
progressive increase over 3-5h followed by a decrease over the next 24-48h. IPA-3
(Sigma-Aldrich) was used at 15 yM, NBQX (Tocris, Bristol, UK) and D-APV (Nascent) at
respectively 10 yM and 50 uM.

In vitro kinase assay

For transfection, HelLa cells were incubated for 4 hours with 1 pg of HA-PAK3a-wt
encoding plasmid with or without 0.3 pg of GFP-Cdc42-V12 encoding plasmid using
Lipofectamine LTX Plus Reagent (Invitrogen). Twenty-two hours after transfection, cells
were incubated with 5 yM of TAT or TAT-IP peptide. Two hours later cells were lysed and
the phosphorylation assays carried out as described (Kreis et al., 2007).
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Confocal Imaging and image analysis

Laser-scanning microscopy was realized with an Olympus Fluoview 300 system using a
488 nm argon laser and a 537 nm helium-neon laser. Repetitive confocal imaging
experiments were performed as described (De Roo et al., 2008). The analyzes of spine
turnover and stability were carried out blind on individual z stacks of raw images as
described (De Roo et al., 2008). Analyses were made on dendritic segments of about
35-40 pm in length and located between 100-200 pum from the soma on secondary or
tertiary dendrites in the middle third of the stratum radiatum. The same segments were
imaged repetitively over several days and each protrusion identified on individual z-stacks
using a plugin made for the OsiriX software. A total of 1765 protrusions, including 488
newly formed ones, were analyzed under control conditions (12 EGFP and 5 mRFP
transfected cells) and compared to 1599 protrusions and 538 newly formed ones following
PAKS inhibition (12 R419X-PAKS transfected cells, 4 TAT-IP and 5 IPA-3 treated cells). We
counted as new protrusions all new structures (spines or filopodia) appearing between two
observations (5h or 24h) and characterized by a length of >0.4 um. For disappearances,
we counted all protrusions (spines and filopodia) that could no longer be identified on the
next observation. Protrusions without enlargement at the tip were identified separately as
filopodia, but as they represented only a small fraction of total protrusions found at the
beginning of the experiment (0.9% and 1.7% for control and PAK3 inhibition conditions)
and of newly formed protrusions (4.3% and 6.3%, respectively), we included them in the
analyses of spine turnover. Dubious situations due to possible changes in protrusion
shape, size or orientation were discarded, but overall accounted for only a small number of
cases (less than 2%). Images in figures are maximum intensity projections of z stacks
treated with the volume rendering algorithm of OsiriX software.

To analyze the clustered growth of protrusions following inhibition of PAK3, we plotted for
all dendritic segments the location of all new spines formed over a period of 24h and
measured the interspine distances. In order to compare conditions with different rates of
spine growth and thus different interspine distances, we analyzed two parameters: i) the
symmetry or skewness of the interspine interval distributions calculated for each dendritic
segment using the algorithm provided by Graphpad Prism software and ii) the fraction of
interspine intervals shorter than the mean interspine interval which somehow compares
the mean and the median of the distribution. The mean interspine intervals in these
experiments were 3.0+0.3 um for EGFP, 3.1+0.4 um for TAT versus 2.3+0.3 um for
R419X-PAK3 and 2.2+0.3 um for TAT-IP conditions.

-163 -



Glutamate uncaging experiments

Slices were transfected with pDsRedExpress together with EGFP-C1 vector (Clontech,
Cambridge, UK) fused with the wild-type mouse PAK3, pcDNA3.1-EGFP-PAKS. Imaging
and glutamate uncaging were performed using an Olympus FluoView 300 system with a
two-photon laser (Mai Tai HP, Spectra-Physics, France) and 40X immersion objective.
Beam intensity and pulse duration were controlled by an electro-optical modulator
(Pockels cells, EOM, Conoptics, Danbury, CT). DsRedExpress was visualized at 916 nm,
EGFP-PAK3 at 780 nm and uncaging performed at 725 nm. MNI-glutamate (4-methoxy-7-
nitroindolinyl-glutamate, 3 mM, Tocris, Bristol, UK) was applied in the culture medium.
Glutamate uncaging was achieved using repetitive 1.5 ms pulses (1 Hz, 3 to 8 pulses,
laser power 70 mW). Whole cell patch clamp recordings confirmed that these light pulses
reproducibly evoked synaptic responses (Fig. 5; n=5; (Mameli et al., 2011)). The amount of
photo-released glutamate was adjusted by changing the number of pulses. However as
the analyses of PAK3-EGFP distribution could not be carried out under patch clamp
conditions, we used as additional criteria of successful synaptic activation the enlargement
of the spine head produced by the uncaging protocol and analyzed the variations of PAK3
distribution in those cases. No changes in PAKS distribution occurred in spines where the
uncaging did not result in enlargement. Image analyses were performed with Image J
software by calculating the sum of pixel intensities on fixed regions of interest covering
complete stacks of individual spines or neighboring dendritic segments. For each image, in
order to compare images taken at different times and with different wave lengths, we
systematically calculated ratios of fluorescence between two regions of the same image:
either the spine head and the adjacent dendrite, or the adjacent dendrite and a distal part
of the dendrite (>3 um apart). These ratios were calculated for the green and red signals
before and 10-15 minutes after uncaging. The changes in volume of spine heads were
estimated by comparing the sum of pixel intensities of DsRedExpress fluorescence of

identified spines on 2D projection of stacked images.

Stimulation and calcium imaging experiments

Slice cultures were maintained at 32°C in an interface chamber and EPSPs were evoked
by stimulation of a group of Schaffer collaterals. LTP was induced by theta burst
stimulation (5 trains at 5 Hz composed each of 4 pulses at 100 Hz, repeated twice at 10 s
interval). For calcium imaging, mRFP expressing cells were loaded with the cell permeable
calcium indicator Fluo-4 AM (F-14201, Invitrogen) as previously described (De Roo et al.,

2008). Calcium transients evoked by 3-6 consecutive stimulations were recorded in 10-25
6
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spines per dendritic segment using line scans through spine heads. Spines were
considered as activated whenever the Fluo-4 AM fluorescence signal (AF/Fo) increased by
more than 20% over background. LTP was induced by theta burst stimulation using the

same stimulation pulses. The dendritic segments were then re-imaged over the next days.

Statistics
All data are given as mean with the standard error of the mean. Unless mentioned,
statistical analyses were carried out using standard t-tests. Mann-Whitney U-tests were

used when a normality test failed. a was set to 5% for all tests.

Results

Inhibition of PAK3 promotes spine growth

To analyze the role of PAK3 on spine dynamics, we transfected CA1 neurons in
hippocampal slice cultures at 7-8 days in vitro (DIV) with EGFP or mRFP using a biolistic
approach and, 3-4 days later, monitored identified dendritic segments over several
consecutive days using confocal microscopy. Several approaches were used to interfere
with PAKS function. First we expressed a dominant negative mutant of PAKS resulting in a
truncated protein devoid of kinase activity (Allen et al., 1998). Second, we synthesized a
fusion peptide between a TAT sequence and the auto-inhibitory domain of PAK3 (amino
acids 78-146; TAT-inhibitory peptide (TAT-1P)). Labeling of these peptides with fluorescein
revealed a rapid penetration into neurons within the first 24h and assessment of the
efficiency of TAT-IP by in vitro kinase assay based on Myelin Based Protein
phosphorylation or PAK3 autophosphorylation showed a 63% inhibition of PAKS
phosphorylation activity with 5 yM of TAT-IP (Fig. 1). As a third approach, we tested the
effect of IPA-3, an allosteric inhibitor of group | PAK family. Finally, to further assess
specificity, we carried out experiments in hippocampal slice cultures prepared from PAK3
knockout mice (Meng et al., 2005).

All these approaches consistently showed that inhibition of PAK3 affected the mechanisms
of spine growth. We assessed turnover in these experiments by measuring all new
protrusions formed and lost over consecutive periods of 24h. Filopodia, defined as
protrusions without enlargement at the tip, were included in these counts because they
represented only a small fraction of all newly formed protrusions (4.3% or 21 out of 488
newly formed protrusions analyzed under control conditions (EGFP or mRFP transfected
cells), versus 6.3% or 34 out of 538 new protrusions analyzed following PAK3 inhibition;

P=0.21, Fisher’s exact test). Thus, although the proportion of filopodia tended to increase
7
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following inhibition of PAK3, spines represented the vast majority of newly formed
protrusions under all conditions analyzed. The average head diameter of these newly
formed spines observed under control conditions or following inhibition of PAK3 did not
differ (0.46 + 0.01 um, EGFP and mRFP, versus 0.47 + 0.01 um, PAKS3 inhibition; 488 and
538 new spines analyzed). However, newly formed spines observed following inhibition of
PAKS3 tended to be longer (1.21 + 0.06 um, PAKS3 inhibition, versus 1.03 + 0.03 um, EGFP
and mRFP; P<0.05, Mann-Whitney U-test) consistent with previous analyses of spine
morphology (Boda et al., 2004).

Expression for 3-4 days of the R419X-PAK3 mutant in CA1 pyramidal neurons resulted in
a marked increase in the rate of new spine formation per 24h, assessed over 2
consecutive days in 12 EGFP control neurons and 12 R419X-PAK3 and EGFP co-
transfected cells (Fig. 2E, 28.8 + 2% of new spines per 24h, 12 cells, 171 newly formed
spines analyzed, 24 observation periods versus 18.0 + 1.5%, 12 cells, 231 new spines
analyzed, 24 observation periods, P<0.001). This effect was limited to growth and did not
affect spine loss (Fig. 2F, n=24, P>0.5) and thus resulted in an increase in spine density
(Fig. 2G, n=36; P<0.05). Similarly, treatment of slice cultures for 24h with 5 uM TAT-IP or
15 pM IPA-3 resulted in a similar increase in the rate of spine growth (TAT-IP: 35.0 + 1.8%
of new spines per 24h, 4 cells, 56 new spines analyzed, 4 observation periods versus TAT:
23.0 + 2.4% of new spines, 5 cells, 84 new spines analyzed, 7 observation periods;
P<0.05, Mann-Whitney U-test; IPA-3: 34.2 + 4.5%, 5 cells, 110 new spines analyzed, 5
periods of analysis, versus mRFP: 19.9 + 2.2%, 5 cells, 69 new spines analyzed, 12
observation periods; P<0.01, Mann-Whitney U-test; Fig. 2E). This effect was also
selective: the rate of spine disappearance did not change (Fig. 2F) and the spine density
tended to increase (Fig. 2G). These observations were further confirmed by analyzes of
slice cultures prepared from Pak3 knockout or wild type littermate mice. The rate of new
spine formation per 24h increased (Pak3-KO: 202 + 2.1, 6 cells, 105 new spines
analyzed, 16 observation periods versus WT. 13.9 + 2.1%, 7 cells, 88 new spines
analyzed, 19 observation periods; P<0.05, Mann-Whitney U-test), while no changes in the
rate of spine loss and spine density were detected. Overall, these data indicate that a
major function of PAK3 in neurons is to negatively regulate the mechanisms of spine

growth.

Spine growth mediated by inhibition of PAK3 occurs in clusters and is activity-dependent
A striking characteristic of the increased spine growth triggered by inhibition of PAK3 was

its occurrence in small regions (hot spots) of 2-5 ym on a dendritic segment. Figure 3A
8
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illustrates this with the same dendritic segment imaged before and 24h after application of
TAT-IP. Several hotspots could be present on the same dendritic segment and located in a
non specific manner, irrespective of the size or localization of the dendrite or of the spine
density. To quantify this phenomenon despite differences in rate of spine formation, we
assessed the distance between all new spines formed over a period of 24h and analyzed
the distribution of the interspine intervals. We reasoned that a clustered growth in small
regions should result in a skewed distribution of interspine intervals with an increased
proportion of new spines growing at short intervals. Under control conditions (EGFP) or
with the TAT peptide (TAT), the distribution of intervals between new spines was quite
symmetrical with a skewness averaging 0.6 + 0.2 and 0.8 + 0.1, respectively (EGFP: 10
cells, 120 new spines analyzed; TAT: 5 cells, 76 new spines analyzed). Consistent with
this, the proportion of interspine intervals smaller than the mean interspine value
represented 52.3 + 2.0% and 54.5 + 2.9%, respectively (Fig. 4B, n=10 and 4 cells, mean
interspine intervals: 3.0 + 0.3 um for EGFP and 3.1 + 0.4 um for TAT). Thus spine growth
under control conditions occurred in a more or less random fashion. In contrast, in cells
expressing the R419X-PAK3 mutation or cells treated with the inhibitory peptide (TAT-IP),
the skewness of the interspine interval distribution was significantly higher (1.3 + 0.1 and
2.0 + 0.3, respectively, R419X-PAK3: 12 cells, 171 new spines analyzed; TAT-IP: 4 cells,
56 new spines analyzed; P<0.05) and a significantly larger fraction of spines grew at
intervals shorter than the mean value (62.6 + 0.8% and 72.3 + 4.0%, n=11 and 4 cells;
P<0.05 and 0.001, Mann-Whitney U-test, respectively; mean interspine intervals: 2.3 + 0.3
pm for R419X-PAK3 and 2.2 + 0.3 pm for TAT-IP). Accordingly, these results indicate that
the growth process triggered by inhibition of PAK3 occurred preferentially at what could
represent hot spots.

We then also examined the stability of these new spines by measuring the fraction of new
spines detected over a period of 24h and still present after 48h. As shown in figure 3C, the
probability that newly formed spines persisted at 48h was significantly decreased in
R419X-PAK3 expressing cells and in slice cultures treated with TAT-IP (426 + 55%
versus 58.0 + 3.1% for R419X-PAK3 and EGFP, n=10, P<0.05; 45.3 + 4.0% versus 656 +
5.1% for TAT-IP and TAT, n=5; P<0.05, Mann-Whitney U-test). Thus spine growth is
enhanced, but the stability of these new spines is decreased, a parameter which could
account for the variable effects on spine density.

The observation that spines grow in clusters upon inhibition of PAK3 suggested a possible
role of activity. To assess this possibility, we compared the effect of the PAK inhibitor IPA-3

(15 uM) under control conditions and following blockade of excitatory glutamate receptors
9
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with NBQX (10 M) and D-APS5 (50 yM; Fig. 4A,B). We combined the two antagonists and
used 24h applications, conditions that did not affect the basal spine turnover, consistent
with the antagonistic effects produced individually by chronic blockade of either AMPA or
NMDA receptors (Luthi et al., 2001; Mateos et al., 2007). Interestingly, blockade of
excitatory synaptic activity completely prevented the growth promoting effect of IPA-3 (34.0
+ 4.0% versus 18.0 + 1.0% of new spines per 24h for IPA-3 and IPA-3 with NBQX and D-
APS5 respectively, n=4 and 5; P<0.01), suggesting that PAK3 could contribute to the control

of spinogenesis by activity.

Activity promotes translocation of PAK3 into dendritic spine heads

The above results suggested an inhibitory action of PAK3 in dendrites on spine growth, but
other studies have also provided evidence for a role of PAK3 in spine heads (Chen et al,,
2007). We thus wondered whether activity could recruit PAK3 from dendrites into spines.
For this, we used a two-photon glutamate uncaging approach to activate identified
dendritic spines and assess the variations in PAK3 localization by expressing an EGFP-
PAK3 construct together with DsRedExpress. Glutamate uncaging was achieved using
repetitive light pulses (3-8) of short duration (1.5 ms) at 725 nm. Efficiency of these pulses
to release glutamate and evoke synaptic currents was tested electrophysiologically (Fig. 5;
(Mameli et al.,, 2011)). Uncaging glutamate under these conditions resulied in an
enlargement of the spine head in most spines measured 10-15 minutes after stimulation
(Fig. 5A,B), a hallmark of plasticity induction (Matsuzaki et al., 2004; Harvey and Svoboda,
2007)). In control EGFP transfected cells, light pulses triggered an enlargement exceeding
15% in 7 out of 10 stimulated spines, with an increase in spine size averaging 38 + 6%
10-15 minutes after stimulation. The same light pulses in absence of MNI glutamate did
not affect spine size (size variations: 2 + 4%; n=7; Fig. 4C). Glutamate uncaging was then
applied to cells transfected with DsRedExpress and EGFP-PAK3. Light stimulation
triggered an enlargement exceeding 15% in 11 out of 16 stimulated spines averaging 48 +
6% 10-15 minutes after stimulation (n=11, P<0.001). Non stimulated spines showed no
changes in spine size (size variations: 1 + 3%, n=10). We then analyzed the distribution of
EGFP-PAKS3 and DsRedExpress by measuring the intensity of the green and red signals in
the spine head, adjacent dendrite and in a more distant part of the dendrite (> 3 ym apart).
To minimize possible sources of error and to compare images taken at different times, we
systematically calculated ratios between two regions of the same image, i.e. spine head
versus adjacent dendrite or adjacent versus distal dendrite, for both the green and red

signals. We then measured the green to red ratios and compared them before and 10
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minutes after glutamate uncaging. A green to red ratio close to 1 for the spine head/
adjacent dendrite values indicated an even distribution of EGFP-PAK3 with regard to
DsRedExpress, while a ratio greater than 1 suggested an accumulation of EGFP-PAKS in
spine heads as opposed to the adjacent dendrite. As shown in figure 5A and B, light
stimulated spines enlarged and exhibited an increased EGFP-PAK3 fluorescence in their
head. Calculations of green/red ratios before and 10-15 minutes after uncaging showed
that this ratio did not vary under control conditions (light stimulation but no MNI-glutamate;
light stimulation in EGFP transfected cells; Fig. 5D). In contrast, in cells expressing EGFP-
PAK3, the green/red ratio significantly increased in light stimulated spines, but not in non-
stimulated ones (1.21 + 0.06 versus 0.94 + 0.04; n=13 and 9; P<0.01, Mann-Whitney U-
test), indicating a selective recruitment of EGFP-PAKS in activated spines. Additionally, the
green/red ratio between adjacent and distant dendritic segments showed a decrease 10
minutes after versus before glutamate uncaging, an effect not seen in EGFP transfected
neurons (0.92 + 0.02%, n=11 versus 1.01 + 0.02%, n=7, P<0.05, Mann-Whitney). This
effect is therefore consistent with the notion of a re-distribution of PAK3-EGFP from the

adjacent dendrites into activated spines.

PAKS3 contribute to an activity-dependent stabilization of spines

To examine the role of PAK3 in activated spines, we tested the possibility that PAK3 could
contribute to stabilize activated synapses. For this, we assessed the stability of spines
over several days after induction of LTP using theta burst stimulation (TBS). TBS resulted
in the enlargement of a fraction of spines (Fig. 6A-B) and the spines that were enlarged
(>0.1um) 5h after LTP stimulation exhibited a much higher stability over the next 48h than
the spines on the same dendrite that did not enlarge (80 + 12% versus 39 + 6%, n=4;
P<0.001, 2-way ANOVA with Bonferroni post-test, Fig. 6C). Replication of this experiment
in the presence of 15 yM IPA-3 revealed that the proportion of spines showing a
substantial enlargement (>0.1 ym) was reduced (Fig. 6B), and more importantly, that the
selective stabilizing effect was lost, since the stability of both enlarged and non-enlarged
spines remained comparable (37 + 13% and 44 + 3%, n=4; Fig. 6D). Thus LTP induction in
the presence of IPA-3 failed to switch stimulated synapses to a stable state.

To confirm this in a more specific manner, we loaded R419X-PAK3 transfected CAf1
neurons with a cell permeable calcium indicator (Fluo4-AM) using bulk loading. Stimulation
of a group of CA3 neurons allowed in this way to identify spines on the same segment that
showed or not a calcium signal in response to electrical stimulation (Fig. 6E). TBS was
then applied using the same stimulation intensity to induce LTP and we monitored the
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behavior of the spines that did or did not respond to stimulation over the next days. As
indicated in figure 6F, a majority of stimulated spines showed an enlargement of >0.1ym 5
hours later. Furthermore, and consistent with previous work (De Roo et al., 2008), LTP
induction led to a selective long-term stabilization of stimulated synapses with a higher
proportion of stimulated synapses still present 48h later when compared to non-stimulated
spines (81.1 + 2.5% versus 63 + 2.2%, n=37 and 44 spines analyzed, P<0.001; Fig. 6G).
In contrast, when the same procedure was applied to R419X-PAK3 and mRFP co-
transfected cells, the proportion of stimulated spines that enlarged was significantly
decreased (33.1 £ 8.0% versus 62.9 + 6.6% , n=7 and 8 cells analyzed, P<0.05; Fig. 6F)
and the activity-mediated stabilization effect was completely lost (61.8 + 2.9 % versus 66.6
+ 2.2% of spines still present at 48h, n=30 and 34 spines analyzed; Fig. 6H). This result
thus confirms that PAK3 function is required for plasticity to switch synapses to a stable

state.

Discussion

This study reveals a novel function of the mental retardation protein PAK3 in regulating the
mechanisms of activity-dependent reorganization of synaptic networks. Despite strong
homologies between the different members of group | PAK family, the use of multiple
approaches to target PAKS strongly suggests that the effects reported here are attributable
to PAK3. They are consistent with a model in which PAK3 plays a dual role in regulating
two major aspects of activity-dependent and learning-associated structural plasticity: the
growth of new protrusions and the stabilization of activated synapses (Fig. 7). Several
recent studies showed that activity and learning behaviors are associated with an
increased growth and turnover of spines as well as a selective stabilization of activated or
new synapses (Holtimaat et al., 2006; De Roo et al., 2008; Hofer et al., 2009; Holtmaat and
Svoboda, 2009; Xu et al.,, 2009; Yang et al., 2009; Roberts et al., 2010). These
mechanisms are critical to allow adaptation and fine tuning of synaptic networks by
experience.

An important new finding of this study is the important role played by PAKS in these
mechanisms as a negative regulator of spine growth. This effect is activity-dependent and
suggests that PAK3 could participate to a homeostatic control of spine number by activity.
When mutated, the loss of PAK3 function enables an uncontrolled growth process to occur
resulting in an excessive, non specific remodeling of brain circuits. Interestingly, this role of
PAK3 could also account for the local spine growth associated with LTP induction (De Roo

et al., 2008). Our data show that PAK3 is specifically recruited in the spine head of
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activated spines. Additionally we find a small reduction of PAK3 in the nearby dendrite as
opposed to more distal parts of the dendrite. This result therefore suggests that the re-
distribution of PAK3 relieves its negative action on spine growth in the nearby dendrite and
thereby promotes a local formation of new spines, as seen with PAK3 inhibition. Under
physiological conditions, PAK3 could therefore contribute to a local regulation by activity of
spine formation, promoting the formation of new synapses in areas where active partners
can be found.

PAKS is not the only molecule recruited by activity into spines. Profilin, another regulator of
actin polymerization, is also targeted to spines heads in an NMDA receptor dependent
manner (Ackermann and Matus, 2003). There is also strong evidence for a redistribution of
polyribosomes from dendritic shafts to active synapses (Ostroff et al., 2002). Activity might
thus promote local movement of a number of molecules into spines and PAK3 might not
only be part of these changes but also participate to their regulation, notably through its
possible action on proteins such as cofilin, myosin Il regulatory light chain (MLC) or
cortactin (Edwards et al., 1999; Hashimoto et al., 2001; Zhang et al., 2005).

A second important finding of the study is the role of PAK3 in dendritic spine stabilization.
PAKs are activated and phosphorylated in spines by stimulation patterns that induce LTP
(Chen et al., 2007; Rex et al., 2009). This is associated with a structural remodeling of the
spine and a transient enlargement of the spine head (Matsuzaki et al., 2004; De Roo et al.,
2008; Yasumatsu et al., 2008; Xu et al., 2009). Rho GTPases and notably Cdc42 play an
important role in controlling this step (Murakoshi et al., 2011) and our results, not
surprisingly, indicate that PAK3 is also implicated in this effect. More importantly, however,
we find that PAK3 inhibition prevented the switch of these stimulated spines to a stable
state. Spine stabilization is likely to involve mechanisms that are probably related but
distinct from the changes in size produced by induction of plasticity. Previous work has
indeed shown that the stabilization is maintained while the changes in size seem to be
reversible and to fluctuate (De Roo et al, 2008; Yasumatsu et al., 2008). Spine
stabilization is a key mechanism contributing to memory processes (De Roo et al., 2008;
Xu et al., 2009; Yang et al., 2009) and the mechanisms underlying this property are still
unclear. A recent study identified B-adducin, another cytoskeletal protein regulating F-
actin, as an important partner in this stabilization process (Bednarek and Caroni, 2011).
Additionally, previous work showed that N-cadherin, which may also signal through Rho
GTPases, is implicated in long-term spine stabilization (Mendez et al., 2010). These
results suggest that the regulation of the cytoskeleton, notably by Rho GTPase signaling,

could play a major role in the control of spine stability.
13

-171-



Together, this study indicates that PAK3 participate to the regulation of two essential
mechanisms for the development of synaptic networks. Loss of PAK3 function, such as in
patients with PAK3 mutation, leads to an uncontrolled growth of new spines that introduce
non specificity in the wiring of developing networks and an impairment in activity-mediated
spine stabilization, affecting the capacity to maintain important connections. The
alterations associated with PAK3 mutation might thus share analogies with those reported
in studies of fragile X knockout mice (Cruz-Martin et al., 2010; Pan et al., 2010). These
alterations are likely to affect the organization and connectivity of brain circuits and provide
further evidence that defects in synapse dynamics during development could represent an

important mechanism to account for intellectual disability.
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Figure legends

Figure 1. Inhibition of PAK3 activity by a TAT inhibitory peptide (TAT-1P). A. lllustration of
the penetration into CA1 neurons of TAT-IP labelled with fluorescein among which are a
few mRFP transfected cells (bar: 50 ym) B. lllustration of a mRFP transfected cell (right,
red) loaded with fluorescein labelled TAT-IP (left, green; bar 10 ym). C. Western blot
showing the concentration-dependency of Myelin Based Protein (MBP) phosphorylation
and PAK3 autophosphorylation with PAK3 being activated by a constitutively active mutant
of Cdc42 (Cdc42V12). Note the progressive inhibition of MBP phosphorylation and PAK3
autophosphorylation by increasing concentrations of TAT-IP. D. Quantitative assessment of

MBP phosphorylation as a function of different concentrations of TAT-IP (n=2-4).

Figure 2. Inhibition of PAKS3 function promotes spine growth. A-B. Dendritic segment of
CA1 pyramidal neurons imaged at 24h interval in an EGFP (A) and R419X-PAK3 + EGFP
(B) transfected cell. The plus and minus signs indicate the changes in new and lost spines
(bar 2 ym). C-D. mRFP transfected dendritic segments of CA1 neurons from WT (C) and
PAK3-KO mice (D) illustrated at 24h intervals. E. Proportion of new spines observed over
periods of 24h and expressed as percent of the number of spines present at the first
observation under the indicated conditions (EGFP (n=24); TAT peptide (5 yM; n=7); mRFP
(n=12); R419X-PAK3 + EGFP transfected cells (n=24; P<0.001); TAT-IP peptide (5 yM;
n=4; P<0.5) and IPA-3 (15 uM, n=5; P<0.01). The right panel shows the same values
obtained in mRFP transfected cells from WT and Pak3-KO mice (h= 16 and 19, P<0.05).
F. Rate of spine loss per 24h period and expressed as percent of spines present at the first
observation in the same experiments. The right panel shows the same values for WT and
Pak3-KO slice cultures. G. Changes in spine density assessed over 24h in the same

experiments.

Figure 3. Spine growth mediated by PAK3 inhibition occurs in clusters. A. Spine changes
observed over 24h in a slice culture treated with TAT-IP (5 yM). Note the accumulation of
new (+) and lost (-) spines occurring in a small dendritic area (bar 2 ym). B. Fraction of
intervals between new spines detected over 24h that are smaller than the mean spine
interval under control conditions (EGFP; n=10), R419X-PAK3 (R419X, n=10; P<0.05), TAT
peptide (TAT, 5 M, n=4) and TAT-IP (TAT-IP, 5 M, n=4, P<0.001). C. Stability at 48h of
new spines formed between 0-24h under the same conditions (R419X-PAK3; n=10,
P<0.05; TAT-IP; n=4, P<0.05).
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Figure 4. Spine growth mediated by PAK3 inhibition is activity-dependent. A. lllustration of
the 24h spine turnover in a mRFP transfected cell treated with the PAK inhibitor IPA-3 (15
uM). B. Same, but with IPA-3 applied under conditions of synaptic transmission blockade
with NBQX (10 yM) + AP5 (50 uM). C. Proportion of new spines formed per 24h in control,
MRFP transfected cells (n=5), mMRFP transfected cells treated with NBQX and AP5 (n=3),
MRFP transfected cells treated with IPA-3 (n=4) or IPA-3 together with NBQX + AP5 (n=5,
P<0.01).

Figure 5. Activation of spines through glutamate uncaging leads to a recruitment of EGFP-
PAK3 from dendrite into spines. A. Repetitive light stimuli to uncage MNI-glutamate (MNI-
Glu) in front of a spine (star) reproducibly evoked currents (red ftriangles) with
characteristics close to synaptic currents (right, red: mean trace). B-C. Dendritic spines of
CA1 neurons co-transfected with DsRedExpress and EGFP-PAKS3 and imaged before and
10 min after uncaging of MNI-glutamate (MNI-Glu, 3 mM, dot). Note the enlargement of
the spine produced by uncaging (red) and the accumulation of EGFP-PAK3 fluorescence
(green) in the light stimulated spine. D. Spine enlargement measured as the sum of pixel
intensities before and 10-15 min after application of light pulses in EGFP transfected cells
(with and without MNI-Glu; n=7, P<0.001) and in EGFP-PAK3 transfected cells on
stimulated (n=12) and neighboring, non-stimulated spines (n=10, P<0.001). E. Green/red
fluorescence ratios obtained by measuring on each image and for each wavelength the
fluorescence ratio between the spine head and the adjacent dendrite. Under control
conditions (EGFP + DsRedExpress co-transfection), this ratio remained closed to 1 with
(n=7) or without MNI-glutamate uncaging (n=7). In contrast, EGFP-PAKS transfected cells,
the green/red ratio was significantly increased in stimulated spines (n=12) versus non
stimulated spines (n=10, P<0.01), indicating a greater accumulation of EGFP-PAKS versus

DsRedExpress in spine heads.

Figure 6. Inhibition of PAK3 prevents activity-mediated long-term stabilization of stimulated
spines. A. Theta burst stimulation (TBS) of slice cultures results in a transient enlargement
of a fraction of spines that become more stable (arrow head, bar: 1 ym). B. The fraction of
spines enlarging as a result of TBS tended to be lower following treatment with IPA-3 (15
UM; n=4;P=0.1). C. The long-term stability of spines that enlarged 5h after TBS (grey
circles, n=4 cell, 27 spines analyzed) is increased as compared to non-enlarged spines
(black circles, n=4 cells, 111 spines analyzed, P<0,001, 2-way ANOVA). D. In contrast, the

same stimulation protocol applied to IPA-3 treated slices failed to enhance the stability of
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enlarged (grey circles, n=4 cells, 23 spines analyzed) versus non-enlarged spines (black
circles, n=4 cells, 153 spines analyzed). E. Dendritic segment of a mRFP transfected
neuron loaded with Fluo-4 AM and imaged at different times after TBS (bar: 2 ym). Line
scans through the indicated spines (arrow) show an increase in fluorescence intensity of
the green calcium signal at the time of stimulation (right panel, black arrow; scales: 0.5
um; 0.5 s). F. The fraction of stimulated spines that showed an enlargement 5h after TBS
was decreased in R419X-PAK3 transfected cells versus mRFP neurons (n=8 cells; 81 and
64 spines analyzed; P<0.05). G. Under control conditions (mRFP transfected cells), the
48h stability of stimulated spines was significantly enhanced versus non-stimulated spines
(n=8 cells; 37 and 44 spines analyzed, P<0.001). H. In contrast, the stability of stimulated
spines in R419X-PAKS transfected cells was no longer enhanced by stimulation (n=8 cells;

30 and 34 spines analyzed).

Figure 7. Schematic diagram illustrating the putative role of PAK3 in activity-mediated
spine dynamics. Under control conditions, high frequency stimulation of a spine (left)
induces the recruitment of PAK3 into the spine head where it contributes to the regulation
of spine size and the long-term stabilization of the spine. Simultaneously, the redistribution
of PAK3 results in a decrease of PAK3 in neighboring dendrites, thus relieving the
inhibitory control of PAK3, leading to the local formation of spines. Under conditions of loss
of PAKS3 function (right), the inhibitory control of PAK3 on spine formation is reduced,

leading to an excess of spine growth triggered by spontaneous or local activity.
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Figure 4
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ANNEXE III
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Background: The mental retardation PAK3 protein regulates synaptic plasticity through the regulation of cytoskeleton

dynamics of dendritic spines.

Results: PAK3 binds the Grb4/Nck2 adaptor in brain, and inhibition of this complex alters synaptic currents but not spine

morphology.

Conclusion: The PAK3-Nck2 complex regulates post-synaptic transmission independently of spine dynamics.
Significance: This opens perspectives in understanding the PAK3 implication in synaptic plasticity and mental retardation.

Mutations in the p2l-activated kinase 3 gene (pak3) are
responsible for nonsyndromic forms of mental retardation.
Expression of mutated PAK3 proteins in hippocampal neurons
induces abnormal dendritic spine morphology and long term
potentiation anomalies, whereas pak3 gene invalidation leads to
cognitive impairments. How PAK3 regulates synaptic plasticity
is still largely unknown. To better understand how PAK3 affects
neuronal synaptic plasticity, we focused on its interaction with
the Nck adaptors that play a crucial role in PAK signaling, We
report here that PAK3 interacts preferentially with Nck2/Grb4
in brain extracts and in transfected cells. This interaction is
independent of PAK3 kinase activity. Selective uncoupling of
the Nck2 interactions in acute cortical slices using an interfering
peptide leads to a rapid increase in evoked transmission to
pyramidal neurons. The P12A mutation in the PAK3 protein
strongly decreases the interaction with Nck2 but only slightly
with Nck1. In transfected hippocampal cultures, expression of
the P12A-mutated protein has no effect on spine morphogene-
sis or synaptic density. The PAK3-P12A mutant does not affect
synaptic transmission, whereas the expression of the wild-type
PAK3 protein decreases the amplitude of spontaneous minia-
ture excitatory currents. Altogether, these data show that PAK3
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down-regulates synaptic transmission through its interaction
with Nck2.

Mental retardation, also named intellectual disability, is the
most frequent human cognitive disorder and has now been
associated with defects in several different genes (1, 2). Among
these genes, pak3 is located on the X chromosome and encodes
a p2l-activated kinase (PAK)® of group I with five mutations
responsible for this disease that have been identified to date (3,
4). PAK group I also includes PAK1 and PAK2, and PAKs are
known to be effectors of Racl and Cdc42 GTPases and to play
an important role in the regulation of cytoskeleton dynamics
(5). Recent data demonstrate their role in synaptic plasticity, in
spinogenesis (4), and also in post-natal brain development (6).
The lack of functional complementation between PAK3 and
the two other PAKs in patients with mental retardation as well
as in pak3 KO mice strongly suggests that PAK3 possesses spe-
cific functions in neuronal signaling (4). Indeed, pak3 knock-
out leads to anomalies in plasticity (e.g. long term potentiation)
and deficiencies in learning and memory (7). Expression of
PAKS3 genes with kinase-dead or mental retardation mutations
in hippocampal neurons also alters spinogenesis (8 —10). Nev-
ertheless, how PAK3 regulates synaptic transmission and plas-
ticity is still largely unknown (4, 11).

PAK protein activation is achieved through their recruit-
ment to the membrane and their interaction with Racl and
Cdc42 GTPases. One pathway for membrane recruitment is
reached through the two Nck adaptors (Nck1/Ncka and Nck2/
NckB/Grb4), each of which contains one SH2 domain and three
SH3 domains (12-14). These adaptors link membrane-local-
ized phosphotyrosine residues to proline-rich domain-contain-

®The abbreviations used are: PAK, p21-activated kinase; TCL, total cell lysate;
DIV, days in vitro; aCSF, artificial cerebrospinal fluid; eEPSC, evoked excit-
atory postsynaptic current; mEPSC, miniature excitatory postsynaptic cur-
rent; SH, Src homology.
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ing proteins implicated in cytoskeleton regulation (15). Indeed,
a mutation that abrogates Nck interaction with the Drosophila
D-PAK protein generates defects of photoreceptor axon path-
finding (16). Moreover the phosphorylation-dependent regula-
tion of the PAK1/Nckl interaction was shown to control cell
spreading, polarization, and migration (17-19). Recent data
show that Nckl and Nck2 play different roles in cell signaling,
spinogenesis, and synaptic plasticity (20-23). Interestingly,
Nck2 is implicated in dendritic spine morphogenesis down-
stream from the ephrinB reverse signaling pathway (22). The
notion that interaction between PAK3 and Nck adaptors may
play a role in synaptic signaling is thus particularly attractive.
To address this hypothesis, we investigated the interaction
between PAK3 and the two Nck adaptors, using several
approaches in brain lysates and in transfected cells. We identi-
fied PAK3-Nck2 as the main complex in brain and character-
ized the unique properties of the PAK3-Nck2 complex com-
pared with the other PAK-Nck complexes described to date.
We demonstrated that Nck2 plays an important role in evoked
synaptic response. Finally, we showed that the PAK3-Nck2
complex does not influence dendritic spine and synapse forma-
tion, but does down-regulate spontaneous synaptic transmis-
sion. These results uncover new aspects of PAK3 function in
neuronal signaling by linking Nck2 signaling to PAK3.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Plasmid Constructs—In this report, PAK3 refers to the
PAK3a splice variant (24, 25). The following plasmids were
described previously (10, 24): the pcDNA3-HA-PAK3-WT,
-kd, -ca, -R419X, -A365E, and -R67C plasmids encode mouse
HA-tagged PAK3 wild-type, K297L kinase-defective, T421E
constitutively active, mental retardation truncated mutant,
missense kinase defective mutant, and the missense R67C
mutated proteins, respectively. New mutants and constructs
were prepared from the pcDNA3-HA-PAK3-WT plasmid with
Pfu polymerase (Promega) using procedures based upon the
QuikChange protocol (Stratagene) and confirmed by sequenc-
ing. The mutant of the PAK3 first proline-rich domain (P12A)
was created using the oligonucleotide set (5'-GCTTGGATAA-
CGAAGAAAAACCCGCGGCTCCCCCACTGAGGATGAA-
C-3" and 5'-GTTCATCCTCAGTGGGGGAGCCGCGGGT-
TTTTCTTCGTTATCCAAGC-3') by PCR from pcDNA3-
HA-PAK3-WT, giving the pcDNA3-HA-PAK3-P12A plasmid.
The p3X-FLAG-PAK3-WT, p3X-FLAG-PAK3-P12A and
p3X-FLAG-PAK3-kd constructs were obtained by KpnlI/Xbal
digestion of the corresponding pcDNA3-HA-PAK3 plasmids,
and the inserts were ligated into the p3X-FLAG-CMV-24 vec-
tor (Sigma). The N-terminal deleted mutant of PAK3 (ANter)
was obtained using the oligonucleotide set (5'-CGGGATCC-
TGGTAACAACCGAGACTCTTCAGCACTCAACC-3" and
5'-GGCTCTAGACTAACGGCTACTGTTCTTAATTGC-
3'). After Kpnl/Xbal digestion, the truncated sequence of PAK3
was introduced and ligated into the Kpnl/Xbal linear p3x-
FLAG-CMV-24 vector, to obtain the p3 X-FLAG-PAK3-ANter
plasmid. The pGFP-PAK3-WT plasmid was described previ-
ously (10). The BamHI/Xbal fragment of the pcDNA3-
HA-PAK3-P12A plasmid was subcloned into the BamHI/Xbal
linear pEGFP-C1 vector (Clontech) to obtain the pGFP-PAI3-
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P12A plasmid. The sequence coding for peptide covering PAK3
amino acids 2—49 fused to the glutathione S-transferase (GST)
moiety were amplified with the oligonucleotide set (5'-CAGG-
ATCCTCTGACAGCTTGGATAACG-3" and 5'-GCCTCGA-
GTCAGCGAAGCCTGGCTTTCTTATTCTTCTC-3'), and
the PCR products were BamHI/Xhol-subcloned into pGEX-
6P1 (GE Healthcare), leading to the pGST-PAK3-(2—49) con-
structs (WT and S20E). pGST-PAK3-54G and pGST-PAKS3-
S4G/S20E constructs were prepared from pGST-PAK3-(2-
49)-WT and pGST-PAK3-(2-49)-820E plasmids, respectively,
with Pfi polymerase (Promega) using procedures based upon
the QuikChange protocol (Stratagene), using the oligonucleo-
tide set (5'-CAGGGGCCCCTGGGATCCTCTGACGGCTT-
GGATAACGAAGAAAAACCCCCAG-3' and 5'-CTGGGG-
GTTTTTCTTCGTTATCCAAGCCGTCAGAGGATCCCA-
GGGGCCCCTG-3") and confirmed by sequencing. The
FLAG-Pak1-KD was obtained by subcloning an amplified frag-
ment of the pDA-PAK1-K299R kindly provided by M. Latta-
Mahieu (Sanofi- Aventis, France) into the p3 X-FLAG-CMV-24
vector. The N-terminal portions of mouse PAK1-(2-56) and
PAK2-(2-63) were amplified with the oligonucleotide sets
5'-CCGGATCCAGGATTCAAATAACGGCGTAGACAT-
C-3', 5'-GCTCTAGACTATCGATAAAACCGGTCCTT-
C-3" and 5'-CGCGAATTCTCTGATAACGGGGAGCTA-
GAG-3', 5'-CTCGAGCTATTTGTTCCTCGGTTTTTTT-
TCC-3', respectively. The PCR products were, respectively,
BamHI/Xbal subcloned into pGEX-2T* (GE Healthcare),
leading to pGST-PAK1-(2-56)-WT plasmid, and EcoRI/
Xhol subcloned into pGEX-6P3 (GE Healthcare), leading to
pGST-PAK2-(2-63)-WT plasmid.

The pRK5-HA-Nck1 and the pRK5-HA-Nck2 plasmids were
a gift from W. Li (University of Southern California, Los Ange-
les). The pGST-Nck1-(SH3), was kindly provided by B. Mayer
(University of Connecticut Health Center, Farmington). The
pGST-Nck2-(SH3), plasmid was obtained by amplification of
the second SH3 domain of human Nck2 from pRK5-HA-Nck2
with the oligonucleotide set 5'-CGCGGATCCGCCGACCGC-
ATCTACGACC-3' and 5'-CCGGAATTCAGTCCACCTCC-
TCCAAGACG-3', and BamHI/EcoRI cloning into the pGEX-
6P3 vector.

Plasmids expressing GFP-fused GTPases (GFP-Cdc42-V12
and GFP-Cdc42-N17) and the GST-Cdc42-V12 plasmid were a
gift from P. Fort (CNRS, CRBM, Montpellier, France). The
huntingtin plasmid was a gift from S. Humbert and F. Saudou.
The GST-B-Raf plasmid was described previously (26).

Cell Culture and Transfection—CQS-7 cells and HeLa cells
were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supple-
mented with 10% fetal bovine serum, 2 mm glutamine, 100
units/ml penicillin, and 100 I|u,g,r'11'1| streptomycin (Ilwitrngen).
Plasmid DNA was transfected either using the electroporation
method with an electroporator (Bio-Rad) for COS-7 cells, as
described previously (24), or with Lipofectamine LTX Plus rea-
gent (Invitrogen) for HeLa cells, as recommended by the
manufacturer.

RT-Quantitative Real Time PCR—cDNAs were synthesized
using the Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase
according to the manufacturer’s instructions (Promega) from 2
pg of total RNA of mouse E18 and adult brains. Quantitative
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PCR was performed with a Lightcycler (Roche Diagnostics)
using the FastStart DNA Master”""® SYBR Green I detection
protocol. The reaction mixture was subjected to real time PCR
cycling by hot start followed by multiple cycles of denaturing at
95 °C for 5 5, annealing at 60 °C for 55, and extension at 72 °C for
8s. Mouse f-actin, Nck1,and Nck2 primers sets utilized for real
time quantification were obtained from Qiagen (QuantiTect
Primer Assay) and used following the manufacturer’s instruc-
tions. The analysis of fluorescence was carried out using LC
software version 3.01 (Roche Diagnostics).

Antibodies and Immunoblotting—Immunoblot analyses
were performed using anti-HA (monoclonal 12CA5 from
Roche Diagnostics, agarose-linked-HA antibodies from Sigma
A2095, and the polyclonal sc-805 from Santa Cruz Biotechnol-
ogy), anti-FLAG (F7425 from Sigma), anti-GFP (catalog no.
2555 from Cell Signaling Technology), anti-PAK3 (N19,
Sc-1871 from Santa Cruz Biotechnology), anti pan-Nck
directed against the SH2 domain of the Nck adaptor (catalog
no. 61099 from BD Transduction Laboratories), and anti-3-
actin (AC-15, sc-69879 from Santa Cruz Biotechnology).
Because commercial Nck antibodies do not allow the immuno-
precipitation of each Nck isoform, we generated two new anti-
bodies against unique sequences for each Nck adaptor. The
PADDSFVDPGE peptide corresponding to an internal (92—
102) amino acid sequence of the human/mouse Nckl protein
was synthesized and fused to an aminohexanoic acid arm and a
cysteine for linking to keyhole limpet hemocyanin (GeneCust).
The DGPALHPAH peptide inside the human/mouse Nck2
protein (residues 257-265) was similarly processed. Two rab-
bits for each conjugated peptide were immunized with a classi-
cal procedure. For the Western blot in Fig. 1E, the Nck poly-
clonal antibodies were affinity-purified by Ultralink column
chromatography (Perbio Science) after covalent attachment of
the corresponding peptide, following the manufacturer’s
instructions. Immunocytochemistry experiments were per-
formed using mouse monoclonal PSD95 (K28/43 from Neuro-
Mab) antibodies, rabbit vGLUT1 antibody (27), and Alexa-568-
and Alexa-633-conjugated secondary antibodies (Invitrogen),
as described previously (10). For Western blot analysis, protein
samples were separated by 10% SDS-PAGE and transferred to
PVDF membranes (Millipore). Immunodetection was per-
formed using the SuperSignal chemiluminescent reagent
(Thermo Scientific Pierce). Quantification was performed after
acquisition with a CCD camera (GeneSnap, SynGene) and
quantification software (GeneTools, SynGene). Statistical anal-
yses were performed using the Student’s ¢ test in GraphPad
Prism (GraphPad Software, Inc.). All data shown are represent-
ative of a typical experiment from three independent experi-
ments or more.

Pulldown Assay and Co-immunoprecipitation—The GST-
fused proteins were expressed in Escherichia coli BL21 and
purified on glutathione-agarose beads as described by the man-
ufacturer (GE Healthcare). Pulldown assays were performed as
described previously (24). Briefly, COS-7 cells were transfected
with constructs expressing HA-PAK3-WT. Forty hours later,
cells were washed in cold phosphate-buffered saline (PBS) con-
taining 0.1 mm orthovanadate and lysed in 50 mm HEPES, pH
7.4, 150 mm NaCl, 1% Nonidet P-40, 15 mm NaF, 2 mm EDTA,

PAK3 Regulates Synaptic Transmission through Nck2

and protease inhibitor mixture. After 15 min on ice, lysates
were cleared by centrifugation at 20,000 X g for 15 min. Cleared
cell extracts were incubated with 10 pug of GST-Nck1-(SH3), or
GST-Nck2-(SH3), recombinant proteins and immobilized on
glutathione beads, for 2 h at 4 °C. The beads were washed with
the lysis buffer, and affinity-precipitated proteins were ana-
lyzed by Western blotting using the appropriate antibodies. For
co-immunoprecipitation from COS-7 and HelLa cells express-
ing FLAG-PAK3 constructs and/or the HA-Nck plasmids, cells
lysed in modified Robert’s lysis buffer (0.1% Triton X-100, 10%
glycerol, 20 mm Tris, pH 8.0, 137 mm NaCl, 50 mm NaF supple-
mented with protease and phosphatase inhibitors mixture)
were immunoprecipitated overnight at 4 °C, with anti-HA aga-
rose-conjugate (Sigma). For immunoprecipitation in the pres-
ence of synthetic peptides, the wild-type inhibitory peptide
named P,, (EEKPPAPPLRMNSNN) or the mutant peptide
named A,, (EEKPAAPPLRMNSNN), purchased from Gene-
Cust at >90% purity, was added at 1 mm after cell lysis. Immune
complexes were separated by electrophoresis and transferred
to PVDF membranes, before Western blotting analysis, with
appropriate antibodies. Expression of transfected proteins was
checked in each experiment by Western blotting of total cell
lysate (TCL) sample. The competing P,, or the control A,,
peptides were added at 250 M in cell lysate before PAK pro-
teins were pulled down by GST-Nck2(SH3), beads, as
described above. For brain co-immunoprecipitation, adult
brain or 18-day embryonic mouse brains were dissected and
washed in ice-cold PBS, homogenized with a Potter-Elvehjem
homogenizer in modified Robert’s lysis buffer as described
above, and incubated for 20 min on ice. Lysates were cleared by
centrifugation at 20,000 X g for 15 min, and 10 mg of total
protein was used for each assay. A clarification step with pro-
tein G-agarose (Sigma) for 2 h at 4 °C was performed. 10 ul of
anti-Nckl or anti-Nck2 serum or the corresponding preim-
mune sera, in the presence of 50 ul of protein G-agarose, were
added for overnight incubation at 4 °C. After extensive wash-
ing, precipitated complexes were analyzed by Western blotting,
with appropriate antibodies.

Kinase Assay—For GST-PAK3-(2-49)-WT or GST-PAK3-
(2-49)-S20E phosphorylation by CaMKII, 10 pg of GST
recombinant PAK3 proteins were incubated with 50 units of
recombinant a«CaMKII-(1-325) (New England Biolabs) for 45
min at 30 °C in the presence of 50 mm Tris-HCI, pH 7.5, 10 mm
MgCl,, 2 mm DTT, 0,1 mm EDTA, 1.2 muM calmodulin, 2 mum
CaCl,, 5 uCi/tube of [y-**P]JATP (4500 Ci/mmol, PerkinElmer
Life Sciences), 10 um ATP. For Cdc42-dependent activation,
COS-7 cells were transfected with 10 pg of HA-PAK3-WT
plasmid. To activate the kinase, cleared cell extracts were incu-
bated with 5 pg of recombinant GST-Cdc42-V12 in the pres-
ence of 25 um ATP during 30 min at room temperature.
Extracts were then immunoprecipitated by incubating them
with 4 ul of 12CA5 anti-HA antibody and 50 ul of protein
G-agarose (Sigma) overnight at 4°C. For kinase reactions,
immunoprecipitates were washed in the kinase buffer (25 mm
HEPES, pH 7.4, 25 mm MgCl,, 25 mMm B-glycerophosphate, 2
mM dithiothreitol, 0.1 mm orthovanadate) and then incubated
in the presence of 20 um ATP and 5 uCi of [y-*?P]ATP for 20
min at 30 °C. Akt and PKA kinases were purchased from Cell
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Signaling and Sigma, respectively, and kinase assays were per-
formed as recommended by the providers.

Tryptic Digestion and Phosphopeptide Mapping—After auto-
phosphorylation or CaMKII kinase assays, full-length or the
amino acid residues 2—49 of PAK3 protein was separated on 10
and 15% acrylamide gels, respectively. Gels were dried between
two cellophane sheets, and radioactive bands corresponding to
PAK3 were detected by autoradiography. Each band was
excised and washed three times in 45% methanol, 10% acetic
acid and three times in 50% methanol. Bands were then resus-
pended in 25 mM ammonium bicarbonate, pH 7.5, containing
25 units of trypsin (Promega) for 14 h at 37 °C. Two-dimen-
sional migrations of tryptic phosphopeptides were performed
as described previously (26). Briefly, the lyophilized samples
were resuspended in 10% acetic acid (5000-10,000 cpm/pl),
spotted onto 100-um cellulose-coated plates (Kodak chromat-
ogram sheet) in 1-ulaliquots, and electrophoresed for 3 h at 400
V in a horizontal electrophoresis unit in pH 3.5 buffer (acetic
acid 10% and pyridine 1%). Plates were air-dried and then chro-
matographed in buffer containing 30% pyridine, 20% butanol,
and 6% glacial acetic acid until the mobile phase reached the top
of the plate. **P-Labeled tryptic peptides were detected by auto-
radiography on Kodak Biomax film for up to 3 days.

Dissociated Hippocampal Neuron Culture, Immunocyto-
chemistry, Imaging, and Synaptogenesis Analysis—Primary cul-
tures of dissociated hippocampal neurons were prepared from
embryonic day 17 (E17) mice. Briefly, 300 — 400 cells/mm? were
plated on 18-mm coverslips previously coated with 0.5 mg/ml
poly-L-ornithine and grown in B27-supplemented Neurobasal
medium (Invitrogen). Neurons were transfected with GFP-
tagged constructs using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) at 18
days in vitro (DIV) for synapse analysis, before paraformalde-
hyde fixation at DIV21. After fixation, neurons were imaged
with a Zeiss LSM 510 confocal microscope using the 488-nm
band of an argon laser, the 561-nm band of a diode-pumped
solid-state laser, and the 633-nm band of a He:Ne laser. Healthy
and differentiated transfected neurons were selected, and cells
with a high expression of the transgene were excluded. Images
were acquired using a X63 objective (1.4 numerical aperture),
using a frame size of 1024 X 1024 pixels, with an optic zoom to
generate 50 X 50 wm cropped images. Because protrusion den-
sity could be variable depending on the distance from the soma,
dendritic segments were acquired at a distance restricted
between 50 and 150 pwm from the soma. Furthermore, z series
stacks of 1.8 =3 um (typically five to eight frames) were taken
from the bottom to the top of dendrites and used Image] soft-
ware (National Institutes of Health) to generate image projec-
tions. All images were acquired and analyzed while blinded to
the experimental condition. Each experiment was repeated two
to four times from different cultures. For the morphometric
study, the parameters analyzed were protrusion density and
length, measured from the limit of the dendrite to the tip of
the protrusion using SimplePCI image analysis software
(Hamamatsu Inc.). The classification of dendritic protrusions,
i.e. filopodia versus spines, was verified at the same time using
the three-dimensional image stack. All data are expressed as
means * S.E. For synapse analysis, after paraformaldehyde fix-
ation at DIV21, GFP-transfected neurons were double immu-
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nolabeled for native proteins using anti-PSD-95 (1:200) and
anti-vGLUT]1 (1:2000) followed by Alexa-568-conjugated anti-
mouse IgG and Alexa-633-conjugated anti-rabbit IgG. PSD-95-
positive protrusions were counted from GFP and PSD-95
images. Synapses were identified as PSD95-positive spines with
adjacent staining of vGLUT1 from the three-color images.
Immunofluorescent puncta were counted for 100 pm
lengths of dendrites. All images were acquired and analyzed
as described above while blinded to experimental conditions
using identical acquisition parameters. Statistical compari-
sons of PSD-95 clusters and densities were done using the
Student’s ¢ test in GraphPad Prism (GraphPad Software,
Inc). All data are expressed as means * S.E.

Peptide Perfusion and Patch Clamp Recording in Cortical
Slices and mEPSCs Recording—In accordance with the guide-
lines of the American Physiological Society, 2 weak-old Wistar
rats were decapitated and their brains quickly removed. A
hemisection of the left hemisphere was removed, attached to
the stage of a Vibratome tissue slicer (Campden Instrument),
and immersed in ice-cold artificial cerebrospinal fluid (aCSF)
containing (in mm) the following: 126 NaCl, 26 NaHCO,, 10
glucose, 2 CaCl,, 1.5 KCl, 1.5 MgSO,, and 1.25 KH,PO, (pH 7.5,
310-330 mosm). 250-um parasagittal slices containing primary
visual cortex were cut and transferred, after atleast 1 h of recov-
ery, to the recording chamber mounted on the X-Y translation
stage of an upright microscope (Zeiss Axioscop 2 FS+). Slices
were perfused with aCSF, continuously bubbled with 95% O,,
5% CO,, and maintained at 32 °C using an in-line solution
heater (Warner Instruments). Cells were visualized using vid-
eo-enhanced differential interference contrast optics and x40
long-working distance water immersion lens. Stable whole-cell
voltage clamp recordings of evoked excitatory postsynaptic
currents (eEPSCs) were performed in layer 5 pyramidal neu-
rons using a Multiclamp 700A amplifier (Axon Instruments).
As described previously (28), eEPSCs were recorded, 10 min
after patch stabilization, following electrical stimulations (1-10
pA, 0.2 ms, every minute) of the layer 2/3 with 1 megohm
impedance bipolar tungsten electrodes (TST33A10KT, WPI,
Hertfordshire, UK). Stimulation intensity was set to obtain sub-
liminal eEPSCs, and cells were held at —80 mV. This value is the
reversal potential for inhibition in our experimental conditions
so that we record only excitatory responses (29, 30). To monitor
the stability of patch seals, access resistance was also measured
over the whole time of the experiment using a 50-ms hyperpo-
larizing step injected 100 ms before the onset of stimulation (as
is illustrated in Fig. 3H). In addition, to monitor eEPSCs stabil-
ity during the experiments, a control recording was systemati-
cally performed at the same time in a surrounding layer 5
pyramidal neuron using a patch pipette that did not contain the
peptide. Data were filtered at 2 kHz by a low pass Bessel filter
and sampled at 4 kHz using a Digidata 1322A acquisition board
(Axon Instruments). Peptide perfusion was achieved through
patch clamp pipettes (3—5 megohms) that contained 100 pm of
either the WT uncoupling peptide P,, (EEKPPAPPLRMN-
SNN) or the A, mutant (i.e. noninteracting) peptide (EEK-
PAAPPLRMNSNN) and diluted in the following internal solu-
tion (in mm): 140 potassium gluconate, 10 HEPES, 4 ATP, 2
MgCl,, 0.4 GTP, and 0.5 EGTA (pH 7.3 adjusted with KOH,
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270-290 milliosmolar). The synthetic peptides used in this
study were purchased from GeneCust at >90% purity and dia-
lyzed against a patch pipette solution. Statistical analyses were
performed blind to experimental conditions using the Mann-
Whitney test in GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc). As
described in Seeburg et al. (31), electrophysiological recordings
of mEPSCs were performed in dissociated mouse hippocampal
cultures placed in a recording chamber mounted on the X-Y
translation stage of an upright microscope (Zeiss Axioscop 2
FS+) and perfused (~2 ml/min) at room temperature (—~25 °C)
with the following extracellular solution (in mm): 119 NaCl, 2.5
KCl, 2.8 CaCl,, 2 MgCl,, 26 NaHCO,, 1 NaH,PO,, 11 glucose,
0.01 bicuculline, gassed with 5% CO,, 95% O, at pH 7.4. Tetro-
dotoxin (1 pm) was added to block action potentials. Whole-cell
voltage clamp recordings were performed as described above,
and mEPSCs were recorded after 5 min of patch stabilization
and during roughly 5 min to obtain at least 100 events per cell.
Patch pipettes were filled with an internal solution containing
(in mm) the following: 115 cesium methanesulfonate, 20 CsCl,
10 HEPES, 2.5 MgCl,, 4 ATP disodium salt, 0.4 GTP trisodium
salt, 10 sodium phosphocreatine, and 0.6 EGTA, at pH 7.25.
Analysis and quantifications were performed off-line with the
specialized Elphy'™ software (Gérard Sadoc, Biologic UNIC-
CNRS, France), blinded to experimental conditions. Statistical
analyses were performed using the Mann-Whitney test in
GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.).

RESULTS

Nckl and Nck2 Are Both Expressed in Brain—Members of
the group I p21-activated kinases (PAK1-3) interact with the
Nck adaptor in both invertebrates and vertebrates through the
first highly conserved proline-rich domain of PAK and the sec-
ond SH3 domain of Nck (Fig. 1, A and B) (12, 13, 16, 32). How-
ever, the amino acid sequence of the first SH3-binding domain
of PAK3 expected to interact with Nck differs from the con-
served sequence in the other PAKs. Maoreover, the residues that
are unique to PAK3 such as the leucine 16, the methionine 18,
and the asparagine 19 are conserved among all PAK3 orthologs
(Fig. 1, B and C). In mammals, the interaction between PAK1
and Nckl has been extensively studied (12, 13, 17-20, 32).
Despite much recent data describing specific cellular functions
for Nck2/Grb4 (22, 23, 33), the interaction of PAK proteins with
Nck2 is poorly documented. Given the salient expression of
PAKS3 in neurons, we first determined the relative amount of
each Nck mRNA in mouse embryonic and adult brain by quan-
titative RT-PCR (Fig. 1D). After RNA normalization based on
B-actin quantitative-PCR, amplification of Nck1 and Nck2 with
specific primer sets showed equivalent efficiency. We found
that Nck2 transcripts are more abundant than those of Nck1 in
embryonic E18 and adult brain. In embryos, Nck2 mRNAs were
found to be over eight times more abundant than those of Nckl
(Nckl, 0.20 = 0.02; Nck2, 1.63 = 0.27), and in adult brain the
ratio is slightly higher than 2.5 (Nck1, 0.75 = 0.06; Nck2, 1.99 +
0.33). These results are in accordance with independent analy-
ses such as the Allen Brain Atlas and the neural transcriptome
(34, 35). To estimate Nck1 and Nck2 protein levels in brain, we
generated two polyclonal sera directed against each adaptor by
choosing short unique sequences from these proteins as anti-
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gens. To characterize these new antibodies, HA-tagged Nck
proteins were HA-immunoprecipitated from transfected
COS-7 cells and then probed with the different antibodies by
Western blotting (Fig. 1E, Ist to 4th panel). Equal amounts of
immunoprecipitated Nck proteins were verified by HA anti-
body immunoblot (Fig. 1E, Ist panel), and the pan-Nck mono-
clonal antibody directed against the SH2 domain of Nck adap-
tors recognized both Nckl and Nck2 proteins with the same
efficiency (Fig. 1E, 2nd panel). Lack of cross-reactivity of the
isoform-specific Nck antibodies in Western blotting assay was
confirmed (Fig. 1E, 3rd and 4th panels). We also checked the
ability of each antibody to immunoprecipitate its respective tar-
get protein (Fig. 1E, Sth and 6th panels). It is to be noted that we
report here the first characterization of Nck isoform-specific
antibodies with immunoprecipitation ability. Furthermore, we
observed that the anti-Nck2 is less effective than the anti-Nck1
antibody in recognizing its appropriate target by direct West-
ern blot or immunoprecipitation (Fig. 1E). Using these strictly
specific Nckl and Nck2 antibodies, we analyzed the protein
expression of each adaptor in brain extracts from E18 and adult
mice along with PAK3 (Fig. 1F). Nck1 protein is equally abun-
dant in embryonic and in adult brain extracts. In contrast, we
observed a slightly higher expression of Nck2 and PAK3 pro-
teins in embryo compared with adult brains.

PAKS3 Interacts Preferentially with Nck2 Adaptor in Vitro and
in Mouse Brain—1'o compare the capacities of the two adaptors
to interact with PAK3, COS-7 cells were co-transfected with
either HA-Nckl- or HA-Nck2-expressing vectors in the pres-
ence of the FLAG-PAK3-WT plasmid. Nck proteins were
immunoprecipitated with HA antibodies, and isolated com-
plexes were analyzed for the presence of the associated FLAG-
PAKS3 proteins (Fig. 24). Western blot analysis showed that
specific co-immunoprecipitation of PAK3 with Nck adaptors
was four times greater with Nck2 compared with PAK3 with
Nck1 (27.6 * 2.8% for the Nck1/Nck2 ratio) (Fig. 2B). The anti-
Nck1 and anti-Nck?2 sera were then used to co-immunoprecipi-
tate PAK3 in mouse E18 and adult brain extracts (Fig. 2C).
Preimmune sera were also used as controls. Immunoprecipi-
tated Nck proteins were revealed using the pan-Nck antibody,
indicating a similar amount of Nck proteins. Surprisingly,
PAKS3 protein immunoprecipitates only with Nck2 complexes,
both in embryonic brain as well as in adult brain extracts,
although less complex is found in adult brain. PAK3 was below
the detection threshold in the Nck1 complexes, despite the fact
that the anti-Nckl serum is more efficient than the anti-Nck2
serum at immunoprecipitating its target protein. Hence, these
results show that PAK3 preferentially forms complexes with
the Nck2 adaptor in mouse brains and that this interaction may
be particularly important during brain development. Note also
that these results are the first report of co-immunoprecipita-
tion of a PAK-Nck complex from brain tissue. We also tested
the capacity of the mental retardation mutated A365E and
R419X PAK3 proteins to interact with Nck2 in co-immunopre-
cipitation assays, and no difference was observed between these
mutated proteins compared with the wild type (Fig. 2D). This
result could be explained by the localization of the mutations
outside of the interacting region between PAK3 and Nck adap-
tors (10). However, we observed that the R67C mutated PAK3
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FIGURE 1. Nck adaptor expression in mouse brain. A, domain structure of PAK and Nck proteins involved in the interaction. The N-terminal part of PAK
proteins contains an SH3-binding domain located between amino acids 10 and 20. This region interacts with the second SH3 domain of Nck adaptors. The
amino acid (aa) numbering of PAK corresponds to those of the human PAK3 sequence. B, amino acid alignment of the N-terminal region of PAK proteins of
group | encoded by mouse and human genes. The amino acid sequence of the SH3-binding domain contains a conserved proline-rich motif PPXPP and two
critical residues Pro-12 and Ser-20 (numbers refer to PAK3) for Nck interaction are indicated with black and white arrows, respectively. The sequence of the P, ,
peptide used in the following sections, which inhibits Nck2 interaction, is underlined. C, sequence alignment of the N-terminal domains of primate, mouse,
Xenopus, andfishillustrates the phylogenic conservation of the amino extremity of the PAK3 proteins. D, mRNA quantification by quantitative-PCR shows more
Nck2 than Nck1 expression in brain. Total RNAs (2 pg) from mouse embryonic E18 brain (£18) and adult brain (AB) were subjected to quantitative RT-PCR.
Comparison with Student’s t test:**, p << 0.01, n = 4. Error bars indicate the S.E. E, characterization of the Nck sera. The two Nck isoform-specific sera were tested
for their ability to specifically recognize their targets. Lysates of COS-7 cells transfected either with HA-Nck1 or HA-Nck2 plasmids were controlled for Nck
expression by HA-Western blotting (WB) on total cell lysate (last panel), and HA-precipitated (/P HA) before being analyzed by Western blotting, using a
polyclonal HA or the pan-Mck monoclonal antibodies (1st and 2nd panels), or immune Nck1 or Nck2 sera (3rd and 4th panels). Ability for immunoprecipitation
of the two new sera was tested from similarly transfected cells, and precipitated complexes were analyzed by HA Western blotting (5th and 6th panels). F, the
two Nck and PAK3 proteins were detected in mouse brain by Western blot analysis. E18 and adult brain lysates (25 g of proteins) were probed with either the
Nck1 and the Nck2 antibodies or the PAK3 antibodies and B-actin antibodies for loading control. Data shown in the D-F are representative of a typical
experiment.

also associated with mental retardation (36) binds less Nck2, in
agreement with the localization of the mutation proximal to the
first proline-rich domain.

PAK3 Binds Nck2 Independently of Its Kinase Activity—The
main functions of PAK1 are dependent on its cycling activity
that is mostly linked to its subcellular location (17-19). Follow-
ing its activation at the membrane, PAKI autophosphorylates
and dissociates from the Nckl complex and then returns to the
cytoplasm where it may be dephosphorylated and deactivated

6 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

(18, 19). To analyze whether the interactions of PAK3 with Nck
adaptors are dependent on the kinase activity as described for
PAK1, we compared the affinity precipitation of wild-type,
kinase dead (K297L), or constitutively active (T421E) variants
with the GST-immobilized second SH3 domain of Nckl or
Nck2 (Fig. 3A4). We found that the three PAK3 proteins (wild-
type, kinase dead, or constitutively active) were equally affinity-
precipitated by the second SH3 domain of Nck1 (relative bind-
ing compared with wild-type, kinase dead, 89.0 * 18.0;
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FIGURE 2. Preferential binding of PAK3 with Nck2 in vitro and in vivo. A, stronger interaction between PAK3 and Nck2 compared with Nck1.COS-7 cells were
co-transfected with plasmids coding for HA-tagged Nck1 or Nck2 with FLAG-PAK3-WT. Nck proteins were HA-immunoprecipitated (/P(HA)). The co-immuno-
precipitated PAK3 protein was revealed by anti-FLAG blotting (upper panel). Equal PAK3 expression levels in transfected cells and equal amount of immuno-
precipitated Nck proteins were controlled by Western blotting on TCL (fower panel) and immunoprecipitated proteins (IP-HA, WB HA, middle panel), respec-
tively. B, quantification of the amount of PAK3 precipitated with Nck adaptors from the experiments illustrated in A. Comparison with Student’s t test: ***, p <
0.001, n = 4, Error bars indicate the S.E. C, PAK3 co-immunoprecipitates with Nck2 but not with Nck1 from mouse brain. E18 or adult brain lysates (10 mg),
analyzed by Western blot in Fig. 1F, were immunoprecipitated with preimmune orimmune Nck1 or Nck2 sera. Immunoprecipitated Nck proteins were revealed
with the pan-Nck antibodies (WB pan Nck). Associated PAK3 proteins were revealed by Western blotting using PAK3 antibodies (WB PAK3). D, three PAK3
proteins bearing the mental retardation mutation A365E, R4195top, and RE7C co-immunoprecipitate with Nck2 with an apparent normal efficiency. COS-7
cells were co-transfected with plasmids coding for HA-tagged PAK3 mutants with FLAG-Nck2. The co-immunoprecipitated HA Nck2 protein was revealed by
anti-FLAG blotting (upper panel). Equal Nck2 expression levels in transfected cells and amount of HA-immunoprecipitated PAK3 proteins were controlled by
Western blotting on TCL (lower panel) and immunoprecipitated proteins (IP-HA, WB HA, middle panel). Data shown in the A, C, and D are representative of a

typical experiment.

constitutively active, 91.1 * 23.6) and of Nck2 (relative binding
compared with wild-type, kinase dead, 92.9.= 22.1, constitu-
tively active, 115.1 + 19.5) (Fig. 3B).

To analyze whether the in vivo interactions of PAK3 with
Nck adaptors are regulated by active GTPases, COS-7 cells
were co-transfected either with the FLAG-tagged PAK3 wild-
type protein or with the kinase-dead mutant (PAK3-K297L),
together with HA-Nckl (Fig. 3C) or HA-Nck2 (Fig. 3D), and
PAK3 proteins were activated by co-transfecting the constitu-
tively active GFP-Cdc42-V12 GTPase or the inactive GFP-
Cdcd42-N17 mutant as a negative control. Surprisingly, we
found that the Cdc42-activated PAK3 protein co-immunopre-
cipitated with Nck2 and even with Nck1 (Fig. 3, C and D). The
presence of a kinase-dead mutation in PAK3 did not modify this
interaction. Furthermore, the co-expression of the dominant
negative N17 form of Cdc42 did not further increase co-immu-
noprecipitation of PAK3 with Nck adaptors. Thus, in sharp
contrast with PAKI, PAK3 binds the Nck adaptors indepen-
dently of its activation state and kinase activity.

Serine 20 Residue of PAK3 Is Not a Phosphorylated Site—The
activation-dependent autophosphorylation of PAK1 serine 21
(white arrow, Fig. 1B) has been shown previously to be respon-
sible for suppression of the PAK1/Nck1 interaction upon PAK1
activation (18). This serine residue lies at the extremity of the
highly conserved PPXPPXRXXS consensus sequence for bind-
ing to the Nck SH3 domain (18) and is conserved among all
PAK proteins of group I, in invertebrates and vertebrates (Fig.

A EVEN
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1B). Interestingly, the sequence of the surrounding proline-rich
domain is PAK isoform-specific, and the PAK3 amino acid
sequence of this domain is totally conserved among all verte-
brates (Fig. 1C). We further investigated whether the homolo-
gous PAK3 serine 20 residue is indeed an autophosphorylation
site. As the serine 20 residue is located in a strong RXXS con-
sensus sequence and is likely to be phosphorylated in vitro by
several kinases, such as CaMKII, we used recombinant CaMKII
to identify the phosphorylated peptide containing the serine 20.
We generated a GST-fused recombinant peptide correspond-
ing to the N-terminal extremity (amino acids 2—49) of PAK3
and tested it in an in vitro kinase assay (supplemental data 1).
We observed that the N-terminal part of PAK3 is phosphory-
lated in vitro by recombinant CaMKIL. We then generated a
nonphosphorylatable mutated form by the substitution of the
serine 20 residue. The tryptic maps of the wild-type (Fig. 4A4)
and S20E (Fig. 4B) recombinant N-terminal peptides phos-
phorylated in vitro confirm that the serine 20 residue in the
tryptic MNS?’NNR peptide is phosphorylated by CaMKII in
vitro. Two-dimensional mapping of the autophosphorylated
full-length PAK3 protein (Fig. 4C), expressed in COS-7 cells
and activated by recombinant Cdc42-V12 protein, indicated
multiple autophosphorylated sites in the PAK3 protein,
whereas in the absence of active Cdc42, PAK3 does not present
any autophosphorylation, as observed previously (24, 25). How-
ever, no spot corresponding to the Ser-20-containing peptide
(black arrow) is observed in this map (Fig. 4C). The two-dimen-
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FIGURE 3. PAK3 binds Nck2 independently of its kinase activity. A, in vitro interaction of different PAK3 kinase mutants with the second SH3 domains of Nck1
and Nck2. WT, kinase-dead (kd), and constitutively active (ca) forms of HA-PAK3 were expressed in COS-7 cells, and lysates were incubated with recombinant
GST proteins containing the second SH3 domain of Nck1 (1st panel) or Nck2 (2nd panel). Affinity-purified (AP) PAK3 proteins and COS-7 expressed PAK3 proteins
(TCL) were revealed by Western blotting (W8) with HA antibodies. Data shown are representative of a typical experiment from three independent experiments.
Amount of GST proteins was controlled by Coomassie Blue staining. Note that the lower electrophoretic migration of the GST-Nck1-(SH3), protein is due to the
presence of an HA tag. B, quantification of the amount of different PAK3 proteins precipitated with the second SH3 domain of Nck adaptors from the
experiments illustrated in A, n = 3. Error bars indicate the S.E.Cand D, Cdc42 activation of PAK3 does not suppressitsinteraction with Nck1 (C) or Nck2 (D). CO5-7
cells were co-transfected with plasmids coding for FLAG-PAK3-WT or FLAG-PAK3-kd (kinase-dead), with either active Val-12 or inactive Asn-17 mutants of
GFP-Cdc42 vectors, together with HA-tagged Nck1 (C} or Nck2 (D) plasmids. Nck1 or Nck2 proteins were HA-immunoprecipitated (/P (HA)) and visualized after
HA immunoblotting (middle panels). PAK3 proteins in immune complexes (upper panels) and in TCLs were revealed by anti-FLAG immunoblotting. GTPase
expression was verified using anti-GFP antibody (data not shown). Note that activation of PAK3 by Cdc42-Val-12 induced an electrophoretic shift of PAK3-WT

protein as previously reported (25).

sional map obtained with the full-length PAK3-S20E mutant
gave a similar pattern than the wild-type protein confirming
that the Ser-20-containing peptide was not phosphorylated.
This was also confirmed by co-migration of peptides from the
GST-PAK3-(2-49)-WT sample mixed with those obtained
from the autophosphorylated wild-type PAK3 (data not
shown). These experiments indicate that the serine 20 residue
is not autophosphorylated upon PAK3 activation.

However, the mutation of serine 20 of PAK3 is not sufficient
to totally abrogate N-terminal phosphorylation suggesting the
presence of other phosphorylation sites targeted by CaMKII
(Fig. 4, B and D). To identify these other sites, we have mutated
all the putative phosphorylated sites of the N-terminal portion
of PAK3 (supplemental data 2) and tested their phosphoryla-
tion by CaMKIIL. The single mutation of the serine 4 residue is
sufficient to dramatically decrease the phosphorylation level of
PAK3 (Fig. 4D). However, this serine 4 residue present in
rodents corresponds to a glycine residue in primates (Fig. 1C).
PAK3 N-terminal peptide with a glycine 4 residue, thus corre-
sponding to a human like peptide sequence, does not appear to
be phosphorylated by CaMKII, suggesting that CaMKII does
not regulate PAK3/Nck2 interaction in primates. We also
observed using similar approaches that the serine 20 residue of
PAKS3 is not phosphorylated by Akt (Fig. 4E) or PKA (Fig. 4F),

8 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

which were previously described as regulatory kinases for the
PAK1 serine 21 residue (19, 37). Altogether, these data suggest
that the Akt, CaMKII, and PKA kinases do not regulate the
PAK3/Nck2 interaction and that the PAK3-Nck2 complex dis-
plays unique properties compared with the complex of PAK1
with Nckl.

PAK-Nck2 Uncoupling Peptide P, , Increases eEPSC Ampli-
tude in Perfused Neurons of Acute Cortical Slices—The role of
the PAK1/Nckl interaction in cell migration, cell spreading,
atherogenesis, and angiogenesis was proved in several experi-
mental models using inhibitory peptides (17, 19, 38, 39). So we
tested whether a PAK3 homologous peptide from the first pro-
line-rich region would inhibit PAK3/Nck interaction. We
designed and synthesized a P, inhibitory peptide, homologous
to the previously used PAK1 peptide, and corresponding to the
15-amino acid peptide *EEKPPAPPLRMNSNN?*? near the
N-terminal extremity of the wild-type PAK3 protein (under-
lined in the sequence of the PAK3-N-terminal region, in Fig.
1B). Wealso produced a mutated version of the P, , peptide that
contained a substitution of the proline 12 by alanine (A, pep-
tide, "EEKPAAPPLRMNSNN??) to be used as a negative con-
trol. The inhibitory effects of these two peptides were checked
in co-immunoprecipitation assays of PAK3 performed with
either Nckl or Nck2, and in the presence of the P, or the A,
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FIGURE 4. Serine 20 residue of PAK3 is not a regulatory site. A-C, two-dimensional chromatography of PAK3 peptides obtained from recombinant GST-
PAK3-(2-49) protein (A) or GST-PAK3-(2-49)-520E protein (B), which were phosphorylated in vitro by CaMKII, before analysis of the tryptic phosphopeptides by
two-dimensional mapping. C, two-dimensional mapping of full-length activated wild-type PAK3 protein. HA-PAK3-transfected COS-7 cell lysate was incubated
with recombinant GST-Cdc42-V12 before immunoprecipitation. The precipitate was then subjected to a kinase assay with radioactive ATP. Vertical arrows
indicate the electrophoretic direction and horizontal arrows the chromatography migration. Black arrow indicates the serine 20-corresponding peptide, and
the arrowheads show an uncharacterized phosphorylated peptide. D, phosphorylation of mutated PAK3-N-terminal proteins. The serine residues of the
PAK3-N-terminal proteins were successively mutated and tested in a CaMKI| kinase assay, as described above. E, Akt phosphorylation of PAK3-N-terminal and
huntingtin as positive control. huntingtin and PAK3 recombinant peptides, visualized with Coomassie Blue staining (lower panel), were tested in an Akt kinase
assay (upper panel). F, PKA phosphorylation of PAK3-N-terminal and B-Raf as positive control. B-Raf and PAK3 recombinant peptides were tested in a PKA kinase
assay. All data shown are representative of a typical experiment from three independent experiments.

peptide. As shown in Fig. 54, the presence of the P, peptide
during immunoprecipitation strongly decreased the recovery
of PAK3 with Nck2 but not with Nck1. Quantification (Fig. 5B)
confirmed that the P,, peptide inhibits PAK3 binding to Nck2
(43.4 = 6.2%, p = 0.0004) but not significantly to Nck1 (83.0 £
21.2%, p = 0.2988), whereas the A, peptide did not signifi-
cantly change PAK3 binding with Nck2 or Nck1 (108.3 = 2.1
and 112.4 £ 16.1%, respectively). However, because this P;,
peptide should interact with the second SH3 domain of Nck2,
we checked whether this interaction affects the PAK1-Nck2
complex. By co-immunoprecipitation (data not shown) and
pulldown assay (Fig. 5C), we observed that addition of the P,,
peptide to cell lysate strongly decreases the binding of both
PAKI and PAK3 to the SH3 domain of Nck2. The control pep-
tide A, does not have any effect on PAKI and PAK3 interac-
tions with Nck2. Thus, the mimetic peptide P,, prevents the
interaction between Nck2 and the partners of its second SH3
domain, in particular PAK1 and PAK3. Once the mimetic pep-
tide specificity was confirmed toward Nck2, we could use this
peptide to clarify the role of the Nck2 complex in neuronal
signaling. To do so, the uncoupling P,, or the mutated A,
peptide was applied through the patch clamp pipette into layer
5 pyramidal neurons while performing whole-cell recordings of
evoked excitatory post-synaptic currents (eEPSCs) in visual
cortical slices of juvenile rats (Fig. 5D). The time course of pep-
tide diffusion in layer 5 pyramidal neurons was estimated prior
to electrophysiological recordings by filling pyramidal cells
through whole-cell patches with pipettes containing a 3000-Da
dextran-FITC, a fluorescent polymer whose molecular mass is
similar to that of the P, (1666 Da) peptide. The full-length of
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the apical dendrite of pyramidal cells (from the soma to the
layer 1) showed a green fluorescence signal 15-20 min after
membrane break-in (data not shown). Next, layer 5 pyramidal
neurons were held at —80 mV (i.e. the reversal potential for
evoked inhibition under our experimental conditions), and
eEPSCs were recorded every minute for more than 1 h. A typi-
cal control eEPSC, evoked by layer 2/3 stimulation, is shown in
Fig. 5E (aCSF panel). The corresponding current wave did not
change after bath application of AP5 and picrotoxin, the selec-
tive blockers of NMDA and GABA, receptors, respectively.
However, bath application of 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfa-
moylbenzo(F)quinoxaline, a potent AMPA receptor antago-
nist, suppressed the inward current of the evoked response (Fig.
5, E and F), showing that the eEPSCs evoked under our exper-
imental conditions are strictly due to AMPA receptor activa-
tion, mainly on the apical dendrite of pyramidal neurons (30).
We found that the perfusion of the uncoupling P,, peptide in
pyramidal neurons produced a robust and persistent increase in
eEPSCs amplitude (Fig. 5, G and H). This increase in eEPSCs
amplitude started 20 —30 min after the beginning of the perfu-
sion (i.e. after breaking-in cell membrane) and reached a pla-
teau after 40 min (+41.8% * 7.7% between 50 and 70 min, p <
0.001, n = 4) (Fig. 5, G, black squares, and H). This delay is
consistent with the estimated peptide diffusion time course in
the apical dendrite of the recorded neuron, as mentioned above.
In contrast, the perfusion of the mutated A, peptide failed to
produce any change in eEPSC amplitude (Fig. 5G, open dots),
thus strongly suggesting that the wild-type proline-rich peptide
P,, specifically modifies evoked excitatory post-synaptic cur-
rents through the inhibition of Nck2 signaling.
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FIGURE 5. Post-synaptic inhibition of the PAKs/Nck2 interaction by perfusion of the inhibitory P, , peptide induced an increase in evoked EPSC.A, P, ,
peptide decreased the amount of co-immunoprecipitated PAK3 protein with Nck2 but not with Nck1. COS-7 cells were co-transfected with plasmids coding for
FLAG-PAK3-WT and HA-tagged Nck1 (left lanes) or Nck2 (right lanes). Nck proteins were HA-immunoprecipitated (IP(HA)) in the absence or the presence of 1 mm
of the P, or the A,, peptide. Nck proteins are visualized after immunoblotting (middle panel). The co-immunoprecipitated PAK3 protein was revealed by
anti-FLAG blotting (upper panel). PAK3 expression levels in TCLs were controlled as indicated (lower panel). 8, quantification of amount of precipitated PAK3
protein with Nck adaptors illustrated in A (n = 3). C, pulldown assay of PAK1 or PAK3 proteins with the GST-(SH3), domain of Nck2 in presence of the P,,
competing peptide orits A, control peptide Lysates of COS-7 cells transfected with FLAG-PAK1 or PAK3-kinase-dead expression vector were incubated 5 min
without or with 250 um of the P, , peptide or the A, , peptide before the PAK proteins were pulled down with the recombinant GST protein (20 ig). Precipitated
proteins (left lanes) and expressed proteins in TCL (right lanes) were revealed by FLAG Western blot (WB). D, schematic representation of simultaneous patch
clamp recordings. Pyramidal neurons were targeted in layer 5 of parasagittal slices of juvenile rat primary visual cortex. Two simultaneous whole-cell patch
clamp recordings were then performed using two pipettes, one of them containing the P, or A,, peptide, whereas the second consists of control recording.
Extracellular electrical stimulations were applied in layer 2/3, on a vertical axis set at 50-70 um from the recorded neuron apical dendrite. Evoked EPSCs
(eEPSCs) were recorded under voltage clamp at a holding potential of —80 mV. Recordings and analysis involving P, or A, peptides were performed under
blind conditions. E, characterization of the AMPA-mediated evoked excitatory responses in layer 5 neurons. The aCSF panel represents the typical current
response obtained under control conditions after the brief extracellular stimulation (as indicated by the corresponding stimulation artifact). Bath application
of NMDA (50 um APS) or GABA,, (50 um picrotoxin) receptor blockers had no impact on the evoked EPSC, whereas AMPA receptor blockade 2,3-dihydroxy-6-
nitro-7-sulfamoylbenzo(F)quinoxaline (NBQX, 20 um) suppressed the response. Current responses represented in this panel are means of three consecutive
individual traces. This experiment was replicated three times in different slices. F, superposition of the control eESPC (aCSF condition, black trace) with
the eEPSCs recorded under the three different conditions shown in E (gray traces). G, perfusion of the P, , peptide through the patch clamp pipette increases
the amplitude of eEPSCs recorded in layer 5 pyramidal neurons by roughly 40% (black square). In contrast, recordings performed with the noninteracting
peptide A, (open dots) showed unmodified amplitudes during more than 1 h (n = 3 cells per condition, p < 0.001; Mann Whitney test). Note that the control
recordings (performed without any peptide in the patch clamp pipette, see E) were stable for all cells included in the data set and are not illustrated in this
figure. H, significant representation of eEPSC obtained with P,, peptide-containing recording pipette at two different times, during an early step between 10
and 20 min (upper trace) and during a later phase between 50 and 70 min (lower trace).

Mutation of the PAK3 Proline 12 Residue Targets the Interac-
tion with Nck2 but Not with Nckl—Mutations of the second
proline residue ("*PPAPPMRNTS?")in the first proline-rich

constructed PAK3 mutants in which the homologous proline
12 residue (bold black on gray square, in Fig. 6A) was mutated
into alanine (PAK3-P12A) or the first 20 N-terminal amino

domain of PAK1 (black arrow in Fig. 1B), and its homologous
residue in Drosophila D-PAK protein, abolished PAK/Nck
interaction and suppressed PAK functions (16, 32). To investi-
gate the role of the interaction between PAK3 and Nck, we

10 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

acids encompassing the proline-rich domain of PAK3 were
deleted (PAK3-ANter) (Fig. 6A4). First, pulldown assays were
performed with the second SH3 domains of Nckl and Nck2
(Fig. 6B), with W'T or P12A mutated proteins expressed in
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FIGURE 6. Mutation of the proline 12 residue and deletion of the N-terminal part of PAK3 suppress co-immunoprecipitation with Nck2 but not with
Nck1. A, amino acid sequences of the N-terminal extremity of mouse PAK3 protein and the two mutated proteins used in this study. B, P12A mutation impairs
the affinity precipitation of PAK3 protein with the second SH3 domains of Nck1 and Nck2 fused to GST. C, mutation of the proline 12 in PAK3 does not
significantly change the interaction with Nck1. FLAG-PAK3 wild-type (wt), with the mutation P12A (P1.2A) or deleted for the first 20 amino acids (ANter) were
co-expressed with HA-Nck1 in COS-7 cells. Nck1 protein was HA-immunoprecipitated and the presence of PAK3 in precipitated complexes (IP(HA)) and in TCLs
was analyzed by Western blotting (WB) with FLAG antibodies. The amount of Nck1 precipitated proteins was controlled by anti-HA immunoblotting. D, relative
binding of PAK3 proteins to Nck1, quantified from three independent experiments illustrated from C and averaged. E, mutation of the proline 12 in PAK3
abolished the interaction with Nck2. PAK3 proteins were co-expressed with HA-Nck2 in COS-7 cells. Nck2 protein was HA-immunoprecipitated and the
presence of PAK3 in precipitated complexes (IP(HA)) and in TCL was analyzed by Western blotting with FLAG antibodies. The amount of Nck2 precipitated
proteins was controlled by anti-HA immunacblotting. F, relative binding of PAK3 proteins to Nck2, quantified from four independent experiments illustrated

from E. Comparison with Student's t test: ***, p << 0.001, n = 3. Errors bars indicate the S.E.

COS-7 cells. The P12A mutation totally abolishes the precipi-
tation of the Nck adaptors. We also observed that the P12A
mutation suppresses the interaction between PAK3 and Nckl
in a two-hybrid assay, a result in total agreement with the pre-
viously published results obtained with Drosophila homologs
(16) as well as with human genes (supplemental data 3)(32). We
then performed co-immunoprecipitation assays in transfected
COS-7 cells expressing these different FLAG-PAK3 proteins
and either HA-Nck1 (Fig. 6C) or HA-Nck2 (Fig. 6E) proteins.
The HA-tagged Nck proteins were immunoprecipitated and
the FLAG-tagged PAK3 proteins revealed by Western blotting.
We observed that introducing the P12A mutation or the small
N-terminal deletion had differential effects on Nck1 and Nck2
binding. Whereas both mutations induced only a nonsignifi-
cant decrease in binding with Nckl (—13.7 £ 9.1 and —14.5 =
9.4% for P12A and ANter mutants, respectively) (Fig. 6D), both
mutations induced a strong decrease of the interaction between
PAK3 and Nck2 (—86.4 = 9.3 and —89.2 £ 4.4%, for P12A and
ANter proteins, respectively) (Fig. 6F). Among several studies
analyzing these complexes (16-19), we report here the first
experimental data showing that the mutation of the proline 12

ACSEVON

residue suppresses co-immunoprecipitation between a PAK
protein and a Nck adaptor. Because the Nck proteins are the
only known partners of the PAK first proline-rich domain, the
P12A mutant of PAK3 is a highly selective tool to study
the implication of PAK3/Nck2 in biological processes.

PAK3 Acts on Spinogenesis and Synaptogenesis Indepen-
dently of Its Interaction with Nck2—Because PAK3 was
described to regulate dendritic spine formation (8, 9), we stud-
ied the role of the PAK3/Nck2 interaction on dendritic spine
maturation. PAK3-WT and -P12A expression vectors were
transfected in mouse hippocampal neurons at DIV18 and neu-
rons were fixed 3 days later. A morphological study of spine
differentiation was carried out, and protrusions were classified
into the following two categories as illustrated on Fig. 7A: filop-
odia defined as long protrusions without head or widening, and
spines defined as protrusions with a mushroom-like head or an
enlargement at the tip. No significant difference of the protru-
sion density was observed between the two constructs, com-
pared with the GFP control (Fig. 7B). Moreover, the average
length of protrusions was not significantly modified in P12A
mutant-expressing neurons when compared with PAK3-WT
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FIGURE 7. PAK3 acts on spinog is and synaptogenesis independently
of its interaction with Nck2. A, P12A mutation did not affect spine matura-
tion. Hippocampal neurons were transfected either with GFP as control or
GFP-PAK3-WT or GFP-PAK3-P12A constructs at DIV18 and fixed at DIV21. Con-
focal images showed mature spines (arrows) and filopodia (arrowheads) at
DIV21. Scale bar represents 2 um. B and C, quantitative analysis of protrusion
density or length. No significant difference for filopodia (F) or spines (5]
between the three expressed constructs was cbserved. Data are means *= 5.E.
of measurements obtained from 8 to 11 cells (length of dendrites analyzed:
50-250 pm/cells; 1030-1800 protrusions analyzed). D, P12A mutation did
not affect synaptic density. Hippocampal neurons were transfected either
with GFP (15t panels) as control, GFP-PAK3-WT (2nd panels) or GFP-PAK3-P12A
(3rd panels) constructs at DIV18, fixed at DIV21, and immunolabeled for
PSD95 as postsynaptic marker and vGLUT1 as presynaptic marker. Confocal
images showed GFP proteins in green, PSD95 in red, and vGLUT1 in blue.
PSD95-positive spines were identified from green and red images (arrow-
head), and synapses were identified as PSD95-positive spines with adjacent
staining of vGLUT1 (arrow). Scale bar, 5 um. E, quantitative analysis of synaptic
cluster density. No significant difference was observed in PSD95-positive
spine (left histogram) or synapse (right histogram) density between the three
conditions. Data are means * S.E. of measurements obtained from 15to 17
neurons (length of dendrites analyzed: 50-250 pm/cell; 680-820 PSD-95
clusters and 230-330 synapses analyzed).

o

or GFP-transfected neurons (Fig. 7C). We also analyzed protru-
sion density in hippocampal neurons at an early stage of differ-
entiation, after 14 days of culture in vitro differentiation, and
did not find any difference between control, WT, and P12A-
expressing neurons (data not shown). To investigate the
involvement of the PAK3-Nck2 complex in synaptogenesis, we
analyzed the post-synaptic structure of DIV21-transfected neu-
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rons, by imaging the PSD-95 clusters, a key scaffold protein of
the post-synaptic density of excitatory synapses (40) and the
pre-synaptic contact using vGLUT1 as a marker (27). Interest-
ingly, we found that expression of PAK3-WT and PAK3-P12A
proteins does not modify the density of PSD-95 clusters in den-
dritic spines (Fig. 7E, left histogram). In addition, the density of
the synapses defined as PSD-95:vGLUT1 double-positive clus-
ters were unaltered by expression of any PAK3 constructs (Fig.
7E, right histogram). Altogether, these results strongly suggest
that the interaction between PAK3 and Nck2 does not control
either the pathway involved in spine morphogenesis or synapse
formation.

PAKS3 Expression Decreases mEPSC Amplitude through Nck2
Interaction in Hippocampal Neurons—We next investigated
the functional outcome of PAK3 or P12A expression on synap-
tic transmission. Thus, whole-cell recordings of spontaneous
miniature excitatory post-synaptic currents (mEPSCs) were
performed in DIV18 hippocampal neurons, transiently trans-
fected with either GFP-PAK3-WT or GFP-PAK3-P12A plas-
mids. During each set of experiments, control recordings were
performed on nonfluorescent untransfected neurons sur-
rounding the targeted transfected cell on the same coverslip.
Transfected and untransfected neurons showed similar resting
potential and membrane input resistance (data not shown).
Postsynaptic neurons were held at —60 mV to record only
AMPA receptor-mediated mEPSCs. In both PAK3-WT and
PAK3-P12A conditions, quantification of mEPSCs frequency
showed no significant modification, thus ruling out any impact
of PAK3 transfection on presynaptic release (Fig. 8, A and B,
and data not shown). However, we did find that the expression
of the wild-type PAK3 protein produced a decreased amplitude
(=17.0 = 0.2%, p < 0.001, n = 15) of the averaged mEPSCs
compared with untransfected neurons (Fig. 8, A-C), although
the expression of the PAK3-P12A protein, which does not
interact with Nck2, did not change the average amplitude of
mEPSCs (untransfected, 12.38 = 0.24 pA, 1500 events on 15
neurons; WT, 10.28 = 0.17 pA, 1300 events on 13 neurons;
P12A, 11,90 * 0.24 pA, 1000 events on 10 neurons) (Fig. 8,
D—F). This suggests that PAK3 overexpression down-regulates
excitatory post-synaptic currents, by a mechanism dependent
upon its interaction with Nck2.

DISCUSSION

Mutations of the pak3 gene are responsible for mental retar-
dation, indicating that PAK3 has specific synaptic functions
that, when lost or altered, cannot be compensated for by the
two other PAK proteins of the group I. These unique functions
of PAK3 in neuronal signaling have been largely unexplored (4).
The amino acid sequence identity of PAK3 compared with the
two other members of PAK group I is strong (41), but the level
of identity drops drastically within the N-terminal region of
these kinases. Indeed, many of the first 60 amino acids of
human PAK3 are unique to PAK3 (53 and 49% identity with
PAKI and PAK2, respectively) and are highly conserved among
PAK3s in the vertebrate phylum. Thus the NH, extremity
of PAK3 may support its specific functions, in particular
through interaction with Nck adaptors, the only known part-
ners of the N-terminal part of PAKs (5), because the second
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FIGURE 8. Expression of PAK3-WT down-regulates mEPSC amplitudes in hippocampal neurons through its interaction with Nck2. A, representative
sample traces of 5 s recording of MEPSCs in untransfected or GFP-PAK3-WT transfected neurons. Scale bars, 20 pA and 1 s. B, cumulative distribution plots of the
mEPSC amplitude, assembled from the first 100 events from each cell recorded. C, quantification of mean mEPSC amplitude (mean = S.E.).n = 10-15 cells per
condition; ***¥, p < 0,001, Mann Whitney test, D-F, sample traces, cumulative distribution and quantification of mEPSC amplitude (means = S.E.) recorded in

untransfected neurons and in neurons transfected with GFP-PAK3-P12A construct showed no difference. n = 15 cells per condition.

proline-rich sequence PP*>NP localized in the N-terminal part
of PAK1 that links with Grb2 is not conserved in PAK3 (42).
The absence of PAK3 interaction with Grb2 was verified by a
two-hybrid assay (data not shown). We showed that PAK3 is
more closely associated with Nck2 than with Nckl in brain
co-immunoprecipitates, and we demonstrated a higher affinity
of PAK3 for Nck2 than for Nck1. This is a new specific feature of
PAKS3, because PAK1 has been shown to interact similarly with
the two adaptors (43).

We then analyzed the molecular mechanisms of PAK3 inter-
action with Nck2, by comparing them with those described for
the PAK-Nck1 complex (13, 14, 18, 19, 32). Our results indicate
that PAK3 interacts directly with Nckl and Nck2 because the
full-length PAK3 protein precipitates with the second SH3
domain of Nck1 and Nck2 in pulldown assays, and reciprocally,
the amino part of PAK3 (the first 49 amino acids) fused to GST
precipitates with Nck1. So, the main interaction is a direct bind -
ing between the second SH3 domain of Nck1 and Nck2 and the
amino extremity of PAK3. These results do not differentiate
PAK3 from PAKI, and similar interactions are widely observed
with all PAK and Nck orthologs from Drosophila to human.
Analyzing the molecular bases of the PAK3-Nck complex, we
unexpectedly found major differences between Nckl and Nck2
(see recapitulative Table in supplemental data 4). We observed
that the P12A mutation in PAK3 does not abolish the co-im-
munoprecipitation between PAK3 and Nckl, whereas it dis-
rupts the PAK3-Nck2 complex. In contrast, in pulldown assays,
the P12A mutation suppresses the interaction with both Nckl
and Nck2. We also confirmed that the P12A mutation sup-
presses the interaction between PAK3 and Nckl in a two-hy-
brid assay, as described previously for Dresophila homologs

ACEEVEN

(16) as well as for human genes (32). The co-immunoprecipita-
tion of the P12A mutant with Nck1 was also confirmed using a
PAKS3 mutant deleted for the first 20 amino acids correspond-
ing to the Nck-binding domain because this deletion sup-
presses the interaction with Nck2 but not with Nckl. More-
over, the mimetic peptide displays a differential effect on Nck1
and Nck2, inhibiting only the interaction with the latter. Thus,
the mutation of the second proline residue P12, the deletion of
the first 20 amino acids, and the inhibitory mimetic peptide, all
showed a minor effect on PAK3/Nck] co-immunoprecipitation
but a strong effect on recovery of the PAK3-Nck2 complex,
indicating that interactions of PAK3 with the two adaptors are
different. To explain these results, we hypothesize that the
interaction between PAK3 and Nckl may involve a third part-
ner consolidating this interaction or may implicate other inter-
acting domains of PAK3 and Nck1. As an example, it was shown
that although the second SH3 domain of Nckl plays an impor-
tant role in the binding with PAK1, the presence of the third
SH3 domain increases the interaction (5). However, another
type of interaction may exist as recently described for the atyp-
ical association of the Nck adaptors with Robo, a binding that
may involve multiple SH3 domains (44). The fact that the full-
length PAK3-P12A mutant does not interact in the two-hybrid
assay with the full-length Nckl protein is an argument
strengthening the hypothesis of a third partner. Another
unique property of PAK3 is that PAK3 binds Nck indepen-
dently of its kinase activity thus demonstrating that regulation
of this complex is different from that characterized for PAKI.
Indeed the PAKS3 serine 20, which is a key residue for the regu-
lation of the PAK1/Nck1 interaction (18), is neither autophos-
phorylated upon kinase activation nor is it a substrate for Akt
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FIGURE 9. Model of regulation of synaptic transmission by PAK3. Nck2 regulates glutamate receptor stabilization (center diagram). Overexpression of PAK3
titrates Nck2 and induces a decrease of the Nck2-dependent stabilization of glutamate receptors (left diagram). Conversely, perfusion of an inhibitory peptide
inhibits the Nck2-PAK3 complex, releasing Nck2 and allowing a Nck2-dependent stabilization of glutamate receptors (right diagram).

and PKA. Whether the PAK3/Nck2 interaction is regulated is
still unknown, and several mechanisms may be considered. For
instance, the observed dissociation of the PAK3-Nck2 complex
with the mimetic phosphorylated serine 20 residue suggests
that a kinase may phosphorylate this crucial serine 20 residue.
But the upstream asparagine 19 residue, which is conserved in
all vertebrate PAK3 proteins, is a bad peptide consensus for
almost all kinases. So we hypothesize that this interaction is not
regulated by phosphorylation of this site. Another mechanism
of regulation may target the amount of PAK3 at synapses.
Indeed previous data effectively demonstrated the regulation of
the pak3 gene expression during long term potentiation (45).
Another attractive option may be the involvement of the GIT-
PIX complex that controls membrane localization of PAK (46)
and that plays an important role in synapse formation (9). To
date, there is no evidence of cross-talk between Nck and PIX
signaling (for example see Ref 47). Finally, another hypothesis
may be that this interaction is constitutive, as has been
described for the Nck1-DCC complex (48).

Whereas invalidation of NckI or Nck2 genes has uncovered a
large redundancy of both protein functions (49, 50), several
recent data also demonstrate independent roles for each adap-
tor (33, 44), although the involvement of a specific PAK isoform
has not been previously described. Nck2 plays specific roles in
cellular signaling and also in neuronal differentiation and in
dendritic spine formation (22, 23, 44, 51). When we analyzed
the biological role of the PAK3-Nck2 complex during dendritic
spine formation and maturation, we did not find any significant
effect when the PAK3-P12A mutant or the wild-type protein
were expressed in hippocampal neurons, at an early stage of
dendritic spine formation (DIV7,) or later during spine matu-
ration (DIV18). A first possibility could be that effects due to
disruption of the PAK3-Nck2 complex may be undetectable in
spine and synapse differentiation assays. Alternatively, the
PAK3/Nck2 pathway may regulate synaptic plasticity inde-
pendently of spine morphogenesis, an hypothesis in agreement
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with the normal dendritic spine structure in PAK3 knock-out
mice (7). The two kinase-dead mutations associated with men-
tal retardation have no effect on the interaction suggesting that
plasticity defect due to these mutations is not directly related to
the absence of the PAK3-Nck2 complex. However, the slight
decrease observed in the binding of the R67C mutant with Nck2
may be responsible for neuronal anomalies and be related to the
severity of the mental retardation in this family (36).

We report here two independent observations that indicate
that PAKs, and in particular PAK3, are involved in a down-
regulation of post-synaptic excitatory currents. Perfusion of an
inhibitory peptide in cortical pyramidal neurons increases the
evoked post-synaptic response, and conversely overexpression
of PAK3 in hippocampal neurons induces a decrease of spon-
taneous excitatory postsynaptic currents. Interestingly, trans-
genic expression of the auto-inhibitory domain of PAK and
pakl/pak3 double gene invalidation has been shown to induce
an increase of excitatory synaptic transmission (6, 52) also indi-
cating that PAKs down-regulate synaptic transmission.
Together, these data strongly suggest that PAK3 down-regu-
lates excitatory currents through its interaction with Nck2.
These results raise the question as to how this complex acts on
the dynamics of excitatory synaptic transmission. One possibil-
ity may be that PAK3 targets the ephrinB signaling through its
interaction with Nck2 whose recruitment to the C-terminal
phosphotyrosine of ephrinB after the Eph/ephrinB engagement
initiates reverse signaling (53). In particular, the ephrinB/Nck2
association permits synaptic recruitment of the scaffold protein
GIT1 to promote spine morphogenesis and synapse formation
(22). An interesting hypothesis may be that the PAK3/Nck2
interaction regulates glutamate receptor dynamics at excitatory
synapses, through regulation of signaling complexes involving
EphrinB, GIT, and other synaptic proteins (54), either by titra-
tion of Nck2 or by interfering with Nck2 function at synapse In
this model (Fig. 9), overexpression of PAK3 is responsible for
Nck2 titration and induces a decrease of the Nck2-dependent
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stabilization of glutamate receptors. Conversely, perfusion of
the P,, inhibitory peptide decreases the cytoplasmic binding of
Nck2 to PAK3, releasing Nck2 and allowing an Nck2-depen-
dent stabilization of glutamate receptors at the postsynaptic
level, and leading to an increase in synaptic transmission. Inter-
estingly, a similar model in which Nck sequesters PAK1 to the
cytoplasm was recently proposed in prolactin signaling (55). In
conclusion, we have shown that PAK3 forms a signaling com-
plex with the Nck2/Grb4 adaptor, which is involved in the
down-regulation of post-synaptic excitatory currents.
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RESUME : 5 mutations responsables de retard mental ont été identifiées dans le gene p21-activated
kinase 3 (pak3). Nous avons récemment identifiés dans pak3 deux exons alternatifs trés conservés
appelés b et c. Ainsi, en plus du variants PAK3a (dépourvu des inserts b ou c), le géne pak3 code pour
3 nouveaux variants d’épissage PAK3b, PAK3c et PAK3cb qui sont constitutivement actifs et
insensibles aux GTPases. De plus, contrairement a 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 modele de régulation a récemment été proposé dans lequel
PAK1 forme des homodimeres pouvant étre dissociés par les GTPases, permettant ainsi I'activation
de la kinase. En se basant sur ces observations j'ai cherché a identifier les dimeres PAK3 et jai
montré que les kinases PAK3a, b, c et cb forment préférentiellement des hétérodimeres avec PAK1.
Jai démontré l'existence de ces dimeres dans le cerveau et jai mis en évidence que ces
hétérodiméres permettent a chaque monomere de réguler I'activité kinase de son partenaire in vitro.
Ce travail permet de proposer un modele de régulation symétrique pour PAK3a qui forme des
hétérodimeéres avec PAK1 et un nouveau modele de régulation asymétrique pour les variants
d’épissage, également basé sur leur hétérodimérisation avec PAK1. Mes résultats montrant une
corégulation des kinases PAK neuronales suggerent d'une part que leur activation puisse étre
synchronisée et d'autre part que dans certaines situations physiopathologiques (Cancer et maladies
neurologiques) leur déréglement 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, |
searched to identify PAK3 dimers and | showed that PAK3a, b, ¢ and cb preferentially form
heterodimers with PAK1. | 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, | 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: p21l-activated kinase (PAK), regulation, mental retardation
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