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FRET : fluorescence resonance energy transfer

FTD : frontotemporal dementia (démence fronto-teraje)

FTLD : frontotemporal lobar degeneration (dégérdanse lobaire fronto-temporale)
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GEF : guanine exchange factor

GFP : green fluorescent protein

GTP : guanosine triphosphate
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MIM : MIM interacting motif
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TDP-43 : TAR DNA-binding protein 43
Tsg101 : Tumor susceptibility gene 101
Vps : vacuolar protein sorting
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1. Role des épines dendritiques dans la physiologie neuronale : implication
dans les maladies neuropsychiatriques

1.1. Du neurone a la synapse

Le neurone est l'unité structurale et fonctionnelle systéme nerveux. Cette théorie, sur
laquelle reposent toutes les neurosciences modexseboeuvre de Santiago Ramoén y Cajal
et de ses contemporains, a la fin du Xi%siécle Cajal, 188%. Cajal optimisa la technique
d’'imprégnation argentique, mise au point un pets fifit par Camillo Golgi, et utilisa des
microscopes optiques de pointe, pour démontrerde@gieeurones sont des entités cellulaires
indépendantes et non les fibres d’'un seul et m&seau. Les nombreuses planches de Cajal
mettent aussi en évidence que les neurones sontealledes polarisées et extrémement
ramifiées qui forment des contacts entre ellesi(re J).

Figure 1. Santiago Ramoén y Cajal, artisan de la tta¥ie neuronale

Dessin provenant de l'article original publié erB&8Cajal, 188y, dans lequel Cajal postula pourdeemiért
fois que les cellules du systéme nerveux sont dé®g indépendantes. Cervelet de poussin. Adap{Eaielo
2003.

De la théorie neuronale émerge le concept de sgnap®qué pour la premiére fois par
Charles Scott Sherrington, en 18%¢ter and Sherrington, 1897Selon lui, la présence
d’une discontinuité entres deux cellules autoriperser que les synapses pourraient avoir un
réle fonctionnel, dans la régulation de la prop@agaties informations nerveuses. Au milieu
du XXeme siécle, le développement de la microscélgetronique Ralade and Palay, 1964

et les progres réalisés en neuropharmacologie eninip de valider le concept de
discontinuité synaptique, et de décrire le caraat@rmique de la transmission synaptique.

La synapse chimique, telle que nous la définissiaaurd’hui, est la zone de contact
fonctionnelle entre deux neuronesicure 24). Morphologiquement, elle est constituée de
trois éléments : une terminaison présynaptique,tamainaison postsynaptique et, entre les
deux, la fente synaptiqué-igure 2B et (. La terminaison présynaptique correspond a un
renflement de I'axone et se distingue par la préseate petites vésicules. La terminaison
postsynaptique est dépourvue de vésicules, maisienbnsouvent des mitochondries,
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nécessaires pour assurer le fonctionnement denkgpseg. La fente synaptique, quant a elle,
constitue un petit espace, de quelques dizainemdemetres, qui sépare les membranes des
neurones pré et postsynaptique.

terminaisons
axonales dendrites

\‘()1

neurone A

soma

neurone B

terminaisons
axonales

dendrites

Synapse

terminaison
\ présynaptique

fente [/ ) : e \
synaptique |

00000 -0 Itaminaison
postsynaptique

Figure 2. La synapse est la zone de communicatioonctionnelle entre deux neurones

(A) Représentation schématique de neurones. Lesomesi sont des cellules polarisées qui émetter
prolongements dendritiques et un prolongement dxdaasynapse est la jonction gquérmet classiquement
passage de linformation nerveuse entre I'extrénaid®nale d'un neurone présynaptique (neurone .
I'extrémité dendritique d’un neurone postsynaptifueurone B).

(B) Morphologie d'une synapse du systeme nerveurtrae observéeen microscopie électronique
transmission. At : terminaison axonale, s: fenteaptique, Den dendrite. Noter la présence des vésic
présynaptique et de la densité postsynaptiqueearditif de rat (x 100 000). (https://wiki.browedu/)

(C) Repésentation schématique d’'une synapse chimiqueantedin évidence terminaison présynaptique
contient des vésicules de neurotransmetteurspta fy/naptique et la terminaison postsynaptiquepague le:
récepteurs aux neurotransmetteurs.

L'information nerveuse se propage de maniere étpetrle long des neurones, sous forme de
potentiels d’action (PA). Lorsque le PA arrive awveau de la terminaison axonale, la
dépolarisation membranaire autorise I'ouverturecaieaux calciqgues dépendants du voltage,
et donc I'entrée de calcium. Ce calcium permétisdon des vésicules présynaptiques avec la
membrane plasmique, libérant ainsi de petites mtd&cappelées neurotransmetteurs, dans la
fente synaptique. Ces neurotransmetteurs, en santfixau niveau de récepteurs
postsynaptiques, déclencher I'entrée d’un courdohsl dans le neurone efférent et modifier
localement le potentiel de membrane. Dans le casedsynapse excitatrice, la membrane
postsynaptique sera électriquement dépolariséaipanflux d’ions N&, et éventuellement
Ca&*. La réponse a la libération de neurotransmettsarsetrouve codée, & nouveau, de
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maniere électrigue dans le neurone postsynaptigaesynapse chimiqgue amene donc une
rupture dans la transmission du signal nerveuxgypermettre de nombreuses régulations de
I'excitabilité neuronale. Un neurone présynaptiqueut libérer, par exemple, plusieurs
neurotransmetteurs ou neuromodulateurs, avec dmwrigpés chimiques différentes. De
méme, un neurone postsynaptique peut intégrerigeaux au niveau synaptique et répondre
avec des amplitudes différentes & une méme stimnlata synapse est donc un élément
central dans la régulation du fonctionnement desaéx neuronaux et du systeme nerveux en
général.

1.2.Epines dendritiques : roles et fonctionnement

Les synapses ont été initialement classées enaddégories, sur la base de leur morphologie,
en microcopie électroniqués(ay, 1959a, 1959bLes synapses dites de type Il se forment
principalement au niveau du soma ou sur les brandbe plus proximales de l'arbre
dendritique. Les synapses dites de type |, ou Sggmpsymétriques, sont représentées dans
les régions plus distales de l'arbre dendritiqudesE possédent un certain nombre de
caractéristiques morphologiques, notamment au nideda partie postsynaptique. La densité
postsynaptique (PSD) est plus développée et la mtaptique plus large. De plus, la plupart
des synapses de type | sont portées, au niveasypagtique, par des petites protubérances,
qui émergent a la surface des dendrites, appepdessadendritiques.

I‘._ - . 2 |
1 "o A
- WO am

Figure 3. Premieres observations des épines dendgties par Santiago Ramoén y Cajal

(A) Cellule de Purkinje observée par Cajal a pattiune préparation histologiqude cervelet d'oise:
imprégnée par la méthode de Golgi. L'agrandissemegit en évidence deenflements a la surface de
dendrite que Cajal nomn@spinagépines).

(B) Epines dendritiques le long de dendrites. Insgmeéses a partir de préparations histologiquesréek par |
méthode d’imprégnation de Golgi. 1: cellule pyrdade, cortex pariétal humain ;: Zellule de Purkinjs
cervelet de chat; 3: cellule en panier, cervdietchien ; 4 cellule de Golgi, cervelet de chien. Les ép
arborent une grande diversité au niveau de leundoet de leur densité, selon les types cellulaikdapté d
(Garcia-Lopez et al., 2010
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Ces structures avaient déja été observées surdparptions de Cajal des 18&3a(al, 1889.

Il pensait que les épines pouvaient augmenterrfacide la région réceptrice pour faciliter
I'échange des informations entre neuronegjure 3A et B. Il émit aussi I'idée que la
morphologie de ces connexions neuronales pouvaé #&tfluencée par I'hérédite et
I'expérience. Nous allons voir, dans les paragraphavants, que les théories de Cajal et de
ses contemporains ont été vérifiees et que I'étledeépines dendritiques constitue un champ
de recherche trés actif en neurosciences.

1.2.1. Organisation générale et subcellulaire des épines dendritiques

L'épine dendritique est par définition une petixerissance de la membrane plasmique de la
dendrite. L’épine dendritique « caractéristiquesb @nstituée d’'une téte et d’'un cdugure
4A). La téte mesure de I'ordre du um de diamétrestQlee structure renflée, qui fait face a
la partie présynaptique et porte a sa surface é@ptreurs aux neurotransmetteurs)(re
4B). Le cou permet de relier la téte de I'épine astaede I'arbre dendritique. Il a
généralement un diametre beaucoup plus restr@iipmire de la centaine de nm.

A . = - r B

dendrite

téte
cou

épine

dendrite

Figure 4. Morphologie caractéristiqgue d’'une épine dndritique

(A) Image de mimscopie électronique a transmission d’'une syndpseneurone d’hippocampe de rat met
en évidence la morphologie caractéristique d'unieeéplendritique Echelle 200 nm. L'étoile représente
densité postsynaptique (PSD). Adaptéfdestaing et al., 2006

(B) Représentation schématique d’une épine dequdeit Elles sont constituées d’une téte, qui plarteSD (e
vert) et les récepteurs glutamatergiques, et daun structure plus fine, qui relie I'épine a la dete.

L'observation des épines dendritiques en microscéfgctronique (ME) met en évidence que
la densité postsynaptique (PSD, postsynaptic dgnest particulierement développée. La
PSD est une région dense aux électrons, en ME, ttéscsombre, située juste sous la
membrane postsynaptique. Elle forme un disque 8etdde diametre et 50 nm d’épaisseur,
en moyenne. Elle est constituée d'un maillage ttéase de protéines d’ancrage, de
récepteurs aux neurotransmetteurs et de protéitehadaudage associées. Elle permet
notamment de confiner les récepteurs en face derla activegrésynaptique, c’est a dire la
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région ou les vésicules de neurotransmetteurs rfosict avec la membrane présynaptique
(Figure 4A.

Figure 5. Organisation subcellulaire d’'une
] zone épine dendritique

VE |dendocylose  paprésentation schérige mettant en éviden

ERe les organelles associés aux épines dendriti
PSD : densité postsynaptique ; VEvésicule

AE d’endocytose ; ERe : endosome de recyclage
AE : appareil épineux; PR : polyribosomes
REL : réticulum endoplasmique lisse; ‘M
mitochondrie.
Adapté de $heng and Hoogenraad, 2007

Les neurones sont des cellules extrémement étermdyesdarisées et les épines dendritiques
les plus apicales peuvent se trouver a des cestdm@m du soma. Les épines disposent donc
de toute une série d’organelles délocalisés, gsitgent a proximité, ou a l'intérieur méme de
la téte de I'épineHigure 5. Les mitochondries ne rentrent généralement pas tks épines,
mais sont présentes a la baBer{ov et al., 2005 Le réticulum endoplasmique lisse (REL)
s’étend souvent au travers du céingcek and Harris, 1997/Des polyribosomes (PR) sont
également localisés a I'intérieur ou a proximité éeines, ce qui permet une synthése locale
de protéines. Une forme spécialisée du REL, appélgpareil épineux (AE) est
régulierement retrouvée dans le cou ou la téteégases Epacek and Harris, 19R7Cette
structure est formée par un empilement de plusiedrsles ou citernes du REL. L’appareil
épineux est une spécificité des épines dendritiggessemble important pour leur
fonctionnement, mais son rdle exact reste encodécauvrir. Environ un tiers des épines
contiennent des compartiments liés au trafic emtl@s@Cooney et al., 2002; Kennedy and
Ehlers, 200k Nous retrouvons des vésicules d’endocytose throle (VE), des petites
vésicules sans clathrine, des endosomes précoegsndlosomes de recyclage (ERe), mais
tres peu d’endosomes multivésiculés (EMV). La zabendocytose a été identifiée en
périphérie de la PSD, dans une région membranp@eiaisée appelée zone périsynaptique
(Blanpied et al., 200Figure 9. La présence de telles organelles dans I'épileeneéme ou

a la base indique que ces dernieres disposent dwedainerie de trafic intracellulaire leur
permettant d’assurer I'internalisation locale derserécepteurs aux neurotransmetteurs, ainsi
gue les processus de recyclage et d’exocytose. ebdssomes tardifs et lysosomes se
trouvent également a proximité immédiate des épiregui autorise également des processus
de dégradation des protéines endocytées.

Les épines dendritigues se comportent comme de®®rsubcellulaires semi-autonomes,
capables de modifier leur contenu en protéinesniseau local, et disposant du soutien
métabolique des mitochondries a proximité. Les @&pisont donc équipées pour répondre
rapidement a des changements d’activité ou de ctinité neuronale.
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1.2.2. Organisation moléculaire

Epine
dendritique

mGIuR

proteine de coiffe (ext. barbee)

protéine de coiffe (ex1. pointue)

Dendrite

Figure 6. Organisation moléculaire d’une épine dengtique

Représentation schétigue mettant en évidence l'organisation molécelaitune épine dendritique. Note:z
présence de récepteurs aux neurotransmetteurtgines d'ancrage transmembranaires. La PSD (ez)
contient également des protéines d'échafaudage-@SBhank.). Le cytosquelette d’actine et ses régulai
sont omniprésents et en relation étroite, aussi sticturellement, que fonctionnellement, aveqlegéines |
PSD. Adapté de(falabrese et al., 2006

Les épines dendritiques sont une caractéristiqudadsynapse excitatrice, dite synapse
glutamatergique, car le neurotransmetteur libétdeeglutamate. Méme si, dans le systéme
nerveux central adulte, la majorité des synapsgsmiatergiques sont portées par des épines
dendritiques, il est important de noter, qu’ellesyent aussi se former directement sur les
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branches dendritiques (synapses présentées danguee 20. A l'inverse, les synapses
inhibitrices, ou GABAergiques, se font presque esilement directement sur le soma ou les
branches dendritiques. Bien que le phénoméne semdniginal, il semblerait que certaines
épines puissent recevoir des signaux GABAergiguesc@mbinaison avec des signaux
glutamatergiquesChiu et al., 201p

En tant que compartiment postsynaptique, les épieesritiques expriment plusieurs types
de récepteurs aux neurotransmetteurs spécifiqugtutamate. la transmission excitatrice est
assurée par des récepteurs ionotropiques ou récgpianaux, principalement de la famille
des récepteurs AMPAufamino -3-hydroxy -5-méthyl -4-acide isoxazotgponique) et
NMDA (N-méthyl-D-aspartate). Ces récepteurs tramabranaires sont principalement
enrichis dans la partie membranaire de la PSDt @'elire celle qui fait face a la zone active
présynaptique. lls sont confinés au sein de la P&@les interactions intermoléculaires avec
des protéines d'échafaudage cytoplasmiques. Les bmamms postsynaptique et
périsynaptique contiennent également des réceptedtabotropiques au glutamate (mGIuR),
des récepteurs a activité tyrosine-kinase, desusamaniques, ainsi que des molécules
d’adhérence intercellulairé-igure 9.

Il est aisé de purifier la PSD a partir de synamtoss isolés du tissu cérébral de mammiferes
(Carlin et al., 198)) De nombreux groupes se sont donc intéresses arsposition, en
utilisant diverses techniques de protéomique. lnedyaes en spectrométrie de masse les plus
récentes estiment que la PSD contient de quelceréaines a un millier de protéines totales.
L'identification des principaux composants a perndigtudier plus spécifiquement les
interactions et l'organisation moléculaire au seéi@ la PSD. Les principales protéines
d’échafaudage associées aux récepteurs sont doDe9®,SGKAP, Shank et Homer. Le
cytosquelette d’actine apparait é€galement comme canstituant essentiel des épines
dendritiques. L’actine filamenteuse (actine-F)mssente dans la téte et le cou. Les filaments
s’associent a la membrane plasmique, aux protéiéshafaudage de la PSD et aux
compartiments intracellulaires, par I'intermédiaile nombreuses protéines se liant a I'actine
(Cortactine, Arp2/3a-actinine, cofiline, N-WASP, protéines de coiffe.(Hotulainenand
Hoogenraad, 20)0Nous verrons, dans la suite de ce manuscrit,cggeprotéines régulent
également la dynamique d’assemblage du cytosgeal&ittine, un mécanisme essentiel au
fonctionnement et au maintien de la morphologieépeses Cigure 6.

Les épines dendritiques contiennent aussi desipesté&ytoplasmiques impliquées dans des
phénomenes de transduction du signal. Des dizdmesies de signalisation existent dans les
épines et impliguent de nombreuses protéines lkn&SAMKII, Rho-kinase, Pyk2...) et
protéines phosphatases (PP1, Calcineurine...). pattes protéines G sont fortement
représentées (familles Ras, Rho, Rac, Rap, Adinki que leurs facteurs d’échange (Kalirin,
Tiam...) et d’activité GTPase (SynGAP, SPAR...). dlapart de ces voies de signalisation
découlent de l'activation des récepteurs au gluteangar les neurotransmetteurs. Elles
entrainent en réponse des modifications de I'aétise ces mémes récepteurs. Elles régulent
aussi les phénomenes de synthése, de recyclagedégcadation de protéines au niveau local
ainsi que la dynamique d’assemblage des filaméeatside (Figure 6.
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1.2.3. Aspects morphologiques

Les épines dendritiques ont été observées chezamd gnombre d’especes et sur un grand
nombre de types neuronaux (cellules de Purkinjiules pyramidales du cortex, neurones
pyramidaux de I'hippocampe, cellules granulairesggitus denté...). Elles sont présentes a
une densité qui peut dépasser 5 épines par um gieesé dendritique. A partir de ses
préparations histologiques, Cajal avait déja étémmsure d’identifier des différences de
morphologie et de densité des épines dendritiquige especes, mais également entre régions
cérébrales, au sein d'une méme espécgu(e 3B. Plus généralement, il a mis en évidence
que la distribution et la morphologie des épinesddéiques n’étaient pas homogenes, le long
de I'arbre dendritique d’un seul et méme neuroms. tBavaux, et ceux de ses contemporains,
ont progressivement amené I'hypothése que la mavgleode ces structures pouvait étre un
élément important, jouant un réle dans le foncte@nant du systeme nerveux.

A B C
Catégorie Forme Critéres
_ =
fine
thin L W dp <<<L
a. dn < dh

champignon _

mushroom v d, <<<dp

> 1 head

Figure 7. Diversité de forme et de taille des épisedendritiques

(A) Reconstruction tridimensionnelle d’'une dendridie neurone d’hippocampe représentant la digers
morphologique des épines dendritiques : champidgbta), fine fouge), trapue Yeri) et branchéejgung. La
taille (le diamétre) de la PSD est également ex@réemt variablerpuge.

(B) Images de microscopie électronique a transomstiustrant s différences de taille et de forme des éf
Le code couleur est le méme que pour (A). Adapté3derne and Harris, 20038

(C) Représentation schématique des quatre catégd¥pines dendritiques accompagnée des criter
classification : L (longueur),,dg du cou), g(z de la téte). Adapté deldrris et al., 199

Les observations ultrastructurales ont permis dtifier les épines dendritiques comme des
éléments postsynaptiqguesSsray, 1959a, 1959b de vérifier I'hypothése d’une diversité
morphologique le long des dendrites, puis de lassdr en différentes catégories en fonction
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de leur taille et de leur formédnes and Powell, 1959 a convention actuelle compte quatre
grandes catégories. La classification est mainteri@aucoup plus aisée, grace aux
reconstructions tridimensionnelles des dendritetoresées par la microscopie confocale
(Figure 7A et a 'amélioration des techniques de microscépeetronique Kigure 75. Les
épines fines (« thin »), les plus abondantes, aetpetite téte et un long cou fin. Les épines
champignon (« mushroom »), sont celles que noushsavoonsidérées comme épines
caractéristiques jusqu’ici. Elles sont caractésspar une téte de gros diametre. Les épines
trapues (« stubby ») sont dépourvues de cou, @&b,des épines branchées (« branched »)
sont celles qui possedent plusieurs téteésriis et al., 1992 (Figure 70. Bien que cette
classification soit trés pratique et encore largemgilisée actuellement, il faut garder a
I'esprit que les épines obéissent a un continuunphaogique et qu'il existe de nombreuses
formes intermédiaires.

Il semble évident qu'il existe une corrélation é@goentre la morphologie des épines
dendritiques et leur fonction. La taille de la P8I « zone synaptique ») est directement
proportionnelle au volume de la téte€ire, 1973 Les épines champignon ont une PSD plus
développée que les épines finegy(re 7A. Il existe une corrélation étroite entre la taile

la PSD et le nombre de récepteur au glutamatemeAMPA. Le volume de la téte est donc
lie au nombre de récepteurs postsynaptiques, cesqgggere une corrélation entre la
morphologie de I'épine dendritique et 'efficacdé la transmission synaptiqueaiai et al.,
2003. Nous reviendrons plus en détails sur la relatirectionnelle qui existe entre
morphologie des épines et efficacité de transmissio message nerveux dans la partie
concernant la plasticité synaptique.

Un autre point important, dans la relation struetionction des épines dendritiques concerne
les propriétés structurales du cou. La diffusiommigqueurs solubles entre la téte de I'épine
et I'arbre dendritique est beaucoup plus lentedpres les dendrites elles-méme&(dgood,
2005 (Figure 8A). Les propriétés de diffusion des marqueurs diéipine et la dendrite sont,
par contre, considérablement différentes d’'uneetpitiautre Figure 8A et B. Il a donc été
supposé que le diamétre ou la longueur du cou penivgouer un réle essentiel dans la
diffusion des molécules et des signaux électricardee la téte de I'épine et la dendrite. La
stimulation des récepteurs postsynaptiques eshguagnée par I'entrée d’ions (Na+, Ca2+),
la production ou libération de seconds messagex8dR....) et la mise en place de cascades
de signalisation au niveau de la téte de I'épindM&Il...) qui vont permettre des
modification du fonctionnement des synapses (vaeiragraphe 1.3 pour plus de détails
concernant les cascades de signalisation). Laatgulde la diffusion au travers du cou est
donc un paramétre essentiel permettant aux épmedpndre de maniére indépendante aux
stimuli postsynaptiques. Le développement de laros@opie biphotonique et des sondes
fluorescentes photoactivables a permis de s’inééreaux phénomeénes de diffusion sur des
neurones vivants (neurones isolés, tranches orgaigaes oun vivo). Il a été montré qu'il
existe une corrélation bidirectionnelle entre hgité neuronale et les propriétés de diffusion
au travers du cou. La stimulation des récepteustsgnaptiques au glutamate diminue la
diffusion de molécules solubles du cou vers la den¢Bloodgood, 200f Le C&" provenant

de la stimulation des récepteurs NMDA postsynaggse propage plus ou moins vers la
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dendrite en fonction de la géométrie du cdoduchi et al., 2005 Le cou de I'épine participe
donc a faire de I'épine dendritique un compartimselé sur le plan biochimique. Cette
compartimentalisation a le double avantage, de pirena des réactions chimiques de se faire
au niveau local, et de prévenir la diffusion de @écales potentiellement toxiques pour le
neurone, comme le calcium. Il est important de mqtes le cou est une structure tres fine
(quelques centaines de nm), a la limite de la véisol offerte par la microscopie optique et
souvent altérée par les techniques de fixationcé&s® a la microscopie électronique. Il est
donc difficile d’établir la corrélation directe eat une restriction de diffusion et un
rétrécissement du diametre du cou. Il est égalemessible que les modifications des
propriétés de diffusion passent par des mouvengatganelles ou des changements de la
densité en protéines a I'intérieur du cou, sansgéent de diameétre.

A B
PA épine  PA dendrite PA épine  PA dendrite

m — dendrite
— spine
> 5000 ms

T ”b
Figure 8. Le cou de I'épine dendritique forme une arriére de diffusion aux protéines solubles
(A) Des tranche organotypiques d’hippocampe ont été transfe@ges la GFP photactivable (PAGFP) e
DsRed. Les neurones sont imagés in vivo avec umostope biphoton. La fluorescence du DsRed (rc
permet de reconstruire I'architecture du neurormei¢he). La RGFP (vert) est photoactivée (PA) avec un |
a 720 nm soit au niveau de I'épine (milieu), soitréveau de la dendrite sojasente (droite). Le devenir de
PAGFP en fonction du temps est suivi le long deglee pointillée (temps total 1,5 min).
(B) Quantifications associées a I'expérience (Adliguant les constantes d’équilibre.
Adapté de Bloodgood, 200k

épine isolée
épine isolée

T.=187ms

épine couplée
épine couplée

- - - — -

Une autre fonction des épines, dépendante de learphulogie, pourrait étre la
compartimentalisation électrique. Il a été propgsé I'épine se comporte électriquement
comme un cable. Le courant envabhit la téte derd@&gians atténuation, alors que la résistance
générée par le cou diminue 'amplitude des potEnf@stsynaptiques excitateurs qui se
propagent vers la dendrité<ay and Yuste, 2004Lors de la stimulation d’'une seule épine
par la technique du « glutamate uncaging », I'alagé des potentiels mesurés au soma est
inversement proportionnelle a la longueur du coliggene (Araya et al., 2009a Les épines

qui possedent un trés long cou sont méme consil@@ame silencieuses électriguement.
L'indépendance électrique pourrait expliquer pooiges inputs excitateurs s’additionnent
linéairement lorsqu’ils sont générés sur des épileeslritiques alors qu’au niveau de I'arbre
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dendritique, chaque potentiel a tendance a altésepotentiels voisinsAfaya et al., 20060
Cette intégration linéaire pourrait favoriser leveléppement des potentiels d’action au
niveau du soma et donc jouer un role fondamentad tlatransmission des messages nerveux
excitateurs.

Les épines dendritiques peuvent étre considéréesmeo de véritables compartiments
membranaires isolés a la fois spatialement, bioicfuement et électriquement du reste du
neurone. Ces structures sont absentes sur cetypes neuronaux (interneurones) et surtout
tres peu développées chez les organismes infér{@urslegansD. melanogastgr ce qui
suggere qu’elles jouent un rdle fonctionnel impottdans I'établissement de mécanismes
neuronaux complexes.

1.2.4. Développement des épines dendritiques

Nous avons vu précédemment que les épines dem@stiqrborent une grande diversité
morphologique et que nous pouvons les classer Héradites catégories. Cette vision
« statiqgue » des épines ne reflete pas completeogequi se passe réellementvivo. En
effet, les épines dendritiques ont la particuladttre des éléments tres dynamiques. Elles
peuvent changer de morphologie, apparaitre et @digps méme chez les organismes adultes.
Au contraire, dans certaines circonstances, ebesgnt s’'avérer remarquablement stables et
rester en place durant toute la durée de vie aeliVidu (Grutzendler et al., 2002 Les
premieres indications de cette dynamique datent’é@mque des découvertes de Cajal.
Demoor et Stefanowska furent les premiers a meaireévidence que les « protrusions
dendritiques » pouvaient changer de forme et die @urant la vie de I'individu et que cela
avait une influence sur la connectivité neuronalenfjoor, 1896; Stefanowska, 1§9Dans
cette partie, nous allons nous intéresser prineipaht aux meécanismes associés au
développement de nouvelles épines dendritiques. chamgements morphologiques et la
stabilisation a long terme, chez les organisme#ieg]jiseront abordés dans la partie 1.3.3.

Les épines dendritiques apparaissent trés tét tilgaméveloppement postnatal, juste apres
gue les branchements dendritiques se soient forhésxiste trois grand modeles de
développement des épines (ou spinogenése)ie 9. Le premier provient d’études réalisées
sur les cellules de Purkinje du cervelet. Il prdteue la spinogenese est un phénomene
intrinseéque de la partie postsynaptique. Les é@nesrgent de la dendrite, puis maturent sans
gue le contact avec la partie présynaptique neisescore formeégotelo, 199)) Les deux
autres modeéles ont été établis a partir d’étudesdes neurones pyramidaux. Le second
propose que les épines émergent a partir de sysgpéexistantes au niveau des branches
dendritiques I(liller and Peters, 1991 Dans ce modele la formation de I'épine est
dépendante de I'extrémité axonale, qui vient foromee synapse directement sur la branche
dendritiques, La partie postsynaptique finit paarger de morphologie pour donner une
épine. Le troisieme modele est basé sur I'émergdadines projections appelées, filopodes
dendritiques, a la surface de la dendrite. Lespdittes dendritiques viennent ensuite au
contact de I'extrémité axonale, puis ils maturemtépines dendritiqueéiley and Smith,
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1996; Ziv and Smith, 1996 De nombreuses observations suggérent que desntadéles
coexistent et sont impliqués de maniere préféribmtiselon le degré de maturation des
neurones ou I'age de I'animal. Nous allons néanmoious focaliser, dans la suite de cet
expose, sur les filopodes dendritiques qui coratitunaintenant le modele le plus étudié.

Epine formée sans contact synaptique

—— e S —— B -\\\‘-'r.--_'" ==

Synapse préexistante au niveau dendritique

s — — —

Filopode dendritique

Figure 9. Les trois grands modéles de spinogenese

Représentation schématique des trois grands modelésrmation des épines dendritiquesie épine émer
de maniére indépendante de I'extrémité présynaptiaut) ; une synapse préalablement formédesahatf
dendritique mature en épine (milieuyn filopode dendritique contacte une extrémitéree et mature ensu
en épine (bas). Adapté déiste and Bonhoeffer, 20n4

Durant les premiers jours de vie postnatale, lesldi&s sont majoritairement recouvertes de
fines protrusions appelés filopodes dendritiquaestabt les semaines qui suivent (en ce qui
concerne les modeéles murins), le nombre de filopadiminue et certains commencent a
arborer une téte renflée, semblable a celle d'yneeéfine. La maturation et le gonflement
des épines se poursuivent en fonction des expé@seragnitives, sensorielles et motrices que
subit I'individu, pour aboutir a la diversité mogdhbgique que nous connaissons. Le nombre
global d’épines matures demeure ensuite constbBagié adulte (voir-igure 1§. Cependant,
bien que la dynamique soit fortement réduite, mmexions synaptiques restent modulables,
avec une proportion conséquente d’'épines qui ajgsera ou disparaissent continuellement
(De Roo et al., 2008; Zuo et al., 2005

Il existe une relation évidente entre la formatit@s épines (spinogenése) et la formation des
connexions neuronale (synaptogenese). De nombrenisesrvations suggérent que les

filopodes dendritiques jouent un réle tres impdrtdans ces deux mécanismes. lls se
distinguent des épines par leur longueur (supé&ieur2 um) et I'absence de téte. Des
expériences de vidéo-microscopie, sur des neureinasts ont permis de montrer que les

filopodes dendritiques sont des structures extréamémotiles, qui s’étendent et se rétractent
sans cesse, et trés rapidementre 1) (Portera-Cailliau et al., 2003 Les filopodes
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dendritiques sont capable de former des contaets lag extrémités terminales des axones et
ceux-ci peuvent aboutir a la formation d’épinesietsynapses matureSgiley and Smith,
1996. Bien que les épines dendritigues semblent capabémerger directement a partir des
dendrites Kwon and Sabatini, 20),1les filopodes dendritiques sont considérés cortese
précurseurs ontogénétiques des épines. Il est tergate noter que les filopodes dendritiques
sont émis aussi bien par les neurones épineux gué&ep neurones non épineux. Certaines
études suggerent qu'il existe deux populationsldpddes, une située a I'extrémité terminale
des dendrites, qui donnera naissance aux futurgteanents dendritiques et une située le
long des dendrites, qui donnera naissance aux f®pieedritiques Kortera-Cailliau et al.,
2003. Les filopodes dendritiques semblent donc imm@guwe maniere générale dans la
morphogénése neuronale. Leur fonction supposéedagfir comme des senseurs de
'environnement. Un des enjeux actuels est de centgpe quels sont les mécanismes
moléculaires et les signaux qui conduisent a matura’une certaine proportion de filopodes
en épines. Comme lindiquent certaines études téserces mécanismes pourraient étre
dépendants de I'activité neuronale et/ou de lI'dssion physique avec I'extrémité axonale,
via des molécules d’adhérencel{ell and Pasquale, 2005; De Roo et al., 2008

Figure 10. Les filopodes dendritiques sor
des structuresextrémement motiles dans le
neurones postnataux

Vidéo-microscopie réalisée avec un microsc
biphotonique sur des neurones pyramidau
cortex visuel d’'une souris agée de 2 jours.
neurones sont marqués avec le marc
soluble Alexa-488. Notez quee Itemps d
demivie des filopodes dendritiques est
restreint, ils ne font qu'apparaitre et de rétre
durant les 10 min de I'expérience.

Adapté de Portera-Cailliau et al., 2003

Les filopodes dendritiques sont principalement tiaress d’actine filamenteuse. Les
mécanismes de pousse, de rétraction et de gonftetnefilopode, lorsqu’il contacte une
extrémité axonale, font tous appel a la dynamiq@e pblymérisation, ainsi qu’aux
réarrangements du cytosquelette d’actinené¢ll and Pasquale, 2005Ces mécanismes
moléculaires seront décrits dans la partie 1.2l8tive aux changements de morphologie des
épines dendritiques. Nous verrons qu’un certain brende ces mécanismes sont impliqués

d’'une maniere plus générale dans la plupart desammsoes de morphogénese neuronale.
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1.3.Role des épines dendritiques dans les phénomenes de plasticité
synaptique

1.3.1. Découverte de la potentialisation a long terme (LTP)

La plasticité synaptique se définit comme la capades synapses a modifier leurs propriétés
de transmission, en fonction de l'usage qui enfaist C’'est un moyen supposé pour le
systeme nerveux adulte, d’apprendre de nouvelldetia de mémoriser des informations et
de faire face aux altérations. La premiere prewéeakistence d’'un mécanisme de plasticité
induisant des modifications synaptiques durablégéadentifiée dans I'hippocampe, avec la
découverte de la potentialisation a long terme (L{EH?ss and Lomo, 1973 Bliss et Lomo
ont travaillé sur le lapin anesthésié chez lequed électrodes de stimulation avaient été
implantées au niveau de la voie perforante (PElestélectrodes d’enregistrement au niveau
du gyrus denté (AD)Higure 11A. lls ont montré qu’'une stimulation ponctuelle aute
frequence (15 Hz, 10 secondes, méme amplitude} s@ilance a augmenter de maniere
prolongée I'amplitude des potentiels postsynapsgecitateurs évoqués (PPSE) au niveau
du gyrus denté Higure 11B. L'amplitude des PPSE se retrouvait potentialipéadant
plusieurs heures, méme apres le retour a une finégquie stimulation normale (1Hz), d’ou le
nom de potentialisation a long terme.

I'" enregistrement

amplitude des PPSE

Hipp fiss

Figure 11. La potentialisation a long terme dans Kippocampe

(A) Représentation schématiqueudé section coronale de I'hippocampe. L'électrodestimulation est situr
au niveau de la voie perforante provenant du gatagorhinal (PP). L'électrode d’enregistrementlestlisé:
au niveau de la couche moléculaire du gyrus dexig. (

(B) Graphereprésentant I'amplitude de PPSE mesurés dansuzheamoléculaire du gyrus denté, en fonc
du temps. Les cercles pleins correspondent a la potentialisée et les cercles vides au contr&igatgral
Chaque point correspond a la moyenne de tregienses. La ligne de base (100%) correspond a$E
évoqués par le stimulus test préalable a la petésation. Une stimulation tétanique (15 Hz, 10)ses
appliquée a 4 reprises (fleches). La condition édatse subit pas de stimulation tétanique.

Adapté de Bliss and Lomo, 1973

La LTP est un équivalent biologique de la théogd'dpprentissage de Hebb, qui postule que
la connexion synaptique est renforcée si les deaxrames sont activés en méme temps
(Hebb, 194Y). Depuis sa découverte dans I'hippocampe, la LiEPmé@se en évidence dans
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d’autres régions cérébrales (autres voies exdésrde I'hippocampe, différentes aires du
cortex, amygdale, cervelet) et certains penserdliguconstitue un mécanisme généralisable a
toutes les synapses excitatrices du cerveau. Leudéae du phénomene de potentialisation
dans I'hippocampe, une région qui joue un réle regémtans la mémoire, et le fait que cette
potentialisation perdure dans le temps, ont touswdie suggéré que la LTP de I'hippocampe
pouvait avoir un réle a jouer dans les processusiéimorisation. Les expériences de Morris
fournirent la premiére indication que la LTP étaipliquée dans mémorisation de nouvelles
informations [Vorris et al., 198k Il s’est appuyé sur le fait que I'hippocampegaun réle
important dans la mémorisation spatiale. Il a nm@ngue chez des rats, l'injection
intraventriculaire d’AP5, un antagoniste des réeefgt NMDA, induisait aux mémes doses, le
blocage de la LTP et une perte de performancerasax lors d’'une tache de mémorisation
spatiale, la désormais célébre piscine de Morrs tftavaux de Whitlock ont montré, plus
récemment, que des taches d’apprentissage spited, des rats, avaient le méme effet sur
l'amplitude des PPSE, dans la région CAl de I'hggmope, que la stimulation a haute
fréquence \(Vhitlock et al., 200F Le rdle « physiologique » de la LTP, dans cedai
processus de mémorisation, est donc désormais. établ

La LTP est largement étudiée actuellement et ce plusieurs raisons. Tout d'abord, d’'un
point de vue comportemental et cognitif, pour sanportance dans les processus
d’apprentissage et de mémorisation. Comme nousisalle voir, la LTP induit aussi des
modifications fascinantes sur le plan synaptiqueutTun domaine de recherche s’intéresse
aux mécanismes moléculaires qui sous-tendent lg TR plasticité synaptique en général.
La LTP est également une cible thérapeutique amnqak, dans l'optique de diminuer les
troubles cognitifs associés aux maladies neurodgéves.

La LTP ne découle pas d'un mécanisme unique detigtas synaptique. C’est une
dénomination générale qui regroupe les mécanisngeldsticité qui ont tendance a
augmenter la force synaptique. Il existe probabterdes variantes de la LTP, en fonction des
régions cérébrales et de la maniére dont elle geemelace. A l'inverse certaines synapses
peuvent aussi diminuer de maniére prolongée lepaatt a transmettre de I'information. Ce
mécanisme s’'appelle la dépression a long terme JL@Dfait appel a des mécanismes
similaires a la LTP. Nous allons maintenant nougrasser aux bases moléculaires de la
LTP/LTD et aux roles qu’elles jouent dans l'indocti et le maintien a long terme des
modifications de l'activité synaptique.

1.3.2. Bases moléculaires de la LTP: L’épine dendritique comme élément
central dans la plasticité synaptique

Dans de nombreux cas, la LTP est dite dépendantéadypteur postsynaptique au glutamate
de la famille NMDA (N-méthyl-D-aspartatepi(ss and Collingridge, 1993De nombreuses
études ont montré que le blocage de ce réceptegac @es antagonistes comme I'AP5,
n'avaient pas d’effet sur les PPSE, mais empéch&aepotentialisationollingridge et al.,
1983. Le réle du récepteur NMDA provient de sa pernilé#étau C&" et du blocage de son
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canal, sous la dépendance du voltage, par I'ioA"M@our que le récepteur NMDA laisse
rentrer du C& dans la partie postsynaptique (c’est & dire géerent une épine
dendritique), deux phénomeénes doivent coincideun®’part, la membrane postsynaptique
doit étre suffisamment dépolarisée pour entraifexplilsion du Mg*. D'autre part, du
glutamate doit étre relargué dans la fente synaptmpur permettre I'ouverture du récepteur-
canal. L'augmentation de fréquence des inputs daeséimulation tétanique permet de faire
coincider temporellement ces deux phénomeénesraies de potentiels d’actions qui arrivent
au niveau de la terminaison présynaptique vonaarmr une libération continue de glutamate
dans la fente synaptique. Ce glutamate va actdgerdcepteurs de la famille AMPA, qui vont
laisser entrer massivement du'Nat ainsi dépolariser la membrane postsynaptigee d
maniére prolongée et laisser massivement entréMaluCette dépolarisation, associée a la
présence de glutamate dans la fente synaptiqumepeatouvrir le récepteur NMDA et de
faire rentrer du Ca dans la partie postsynaptiquecure 13.

Potentiel de repos Dépolarisation postsynaptique
Terminaison Terminaison
§prs‘z:-;ynaptique ﬂ présynaptique
& @
0°°
el )
X 24 +
Glutamate — e Mg“’ qui blogue 24 :
H ] ~Mg“* expulsé
Na*—e SANRES #° du canal

récepteur—
AMPA

Epine
dendritique

—_—

Figure 12. La LTP est dépendante de I'ouverture destcepteurs NMDA postsynaptiques

Représentation schématique des mécanismes qui isent I'entrée de Gapar les récepteurs NMLC
postsynaptiques. L'ouverture nécessite la tfora de glutamate dans des conditions ou la mema
postsynaptique est déja dépolarisée pour pernetliteération de Iion M§" qui blogue le canal.

Adapté de Purves, 200y} page 588.

Il est important de comprendre que le récepteur MMVH3t responsable de 'augmentation
d’amplitude des PPSE (potentialisation), mais gseRPSE eux-mémes reflétent I'ouverture
des récepteurs AMPA. Le débat a donc fait rage sga@ndes années pour savoir si la
potentialisation était plutdt un mécanisme préstigap (augmentation de la quantité de
glutamate libérée par input), postsynaptique (augat®n du nombre et/ou de la

conductance des récepteurs AMPA), extrasynaptidingr{ution de la recapture de glutamate
dans la fente synaptique), ou encore di a des ehsrgs morphologiques au niveau des
synapses. Dans la réalité, il semblerait que la ISBR le fruit de la combinaison de

'ensemble de ces mécanismes, se produisant peshaht avec des régulations temporelles
qui leur sont propres. Nous allons maintenant rfogaliser sur la partie postsynaptique.
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Nous verrons que le maintien a long terme de leni@tlisation passe par des modifications
profondes du fonctionnement et de la morphologgeédtenes dendritiques.

Terminalson
présynaptique

récepteurs ©® o o oo
AMPA s ® @ a t.l___Caz+

Insertion de
récepteurs AMPA

25 2
& // galmoduline

ity Protéine
{ kinase C

\ Substrats /

phosphorylés

Epine

dendritique

Figure 13. Le C&" est I'élément déclencheur de la LTP

L’augmentation de la concentration erfGaans la téte de I'épine, via I'ouverture des NMBAva déclench
des cascades de signalisation (CaMKIl, PKC...) gboutissent a l'augmentation du nombre et c
conductance des AMPA-R. Adapté dei(ves, 200y} page 589.

Le C&" libéré par I'ouverture du récepteur NMDA est cogsédcomme le second messager
responsable de l'induction de la LTP. De nombreutesies ont montré I'importance de
l'augmentation de la concentration postsynaptiquee* ([Ca"]ep) pour le déclenchement
de la LTP. L'injection intracellulaire I’EGTA, unhélateur des ions divalents, empéche la
potentialisation I(ynch et al., 198R alors qu'a l'inverse, 'augmentation de la fQap a
tendance a potentialiser les synapses. Comme fawos$ vu, la morphologie spécifique des
épines dendritiques limite la diffusion des molésuers la dendrite et permet de maintenir
une [C&']ep élevée au niveau de la téte de I'épiNeduchi et al., 2006 Le C&" déclenche

la LTP en activant des cascades de signalisatiamnivaau postsynaptique qui vont aboutir a
des modifications post-traductionnelles de proting active notamment la CamKiIl
(C&*/Calmodulin dependent kinase 1), protéine la plasondante dans les épines
dendritiques, ainsi que la PKC (Protein Kinase Eigire 13. Ces deux kinases sont
fondamentales pour l'induction de la LTRIglinow et al., 1988; Silva et al., 190Zlles
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ciblent directement ou indirectement le récepteMPA. La CaMKIl phosphoryle la sous-
unité GIuR1 du récepteur AMPA et il a été montré& qeette modification augmentait la
conductance du canal NgDerkach et al., 1999 De plus, ces kinases vont favoriser le
recrutement de nouveaux récepteurs AMPA au niveaudadmembrane postsynaptique
(Hayashi et al., 2000 Cette insertion de récepteurs passe par un ns@carde fusion de
vésicules qui contiennent des stocks de récepfadiRBA avec la membrane plasmique péri-
ou postsynaptique-(gure 13 (Park et al., 2004 Le fait d’avoir plus de récepteurs AMPA,
qui laissent chacun rentrer plus de’Na expliquer I'augmentation prolongée de I'amyuli
des PPSE, méme si la quantité de glutamate libkaés la fente synaptique reste la méme.
Encore une fois, il faut bien voir que la LTP pe&wduire des modifications a I'’échelle d’'une
seule synapse, d’'ou la probable nécessité de disgbéléments quasi isolés comme les
épines dendritiques.

Si la LTP a un rdle dans la mémoire a long terraepdtentialisation de la synapse doit
pouvoir se maintenir durant des périodes pouvdet pisqu’a la durée de vie de I'individu.
Les mécanismes moléculaires qui permettraient dedifitations a trés long terme sont
moins bien connus. Les voies de signalisation tEcplus haut entrainent une modification
de I'expression des génes, via par exemple la deseMAPK (Thomas and Huganir, 20p4
La traduction locale de protéines est égalementéxtCes deux mécanismes aboutissent a la
modification du contenu en protéines des épinedritejues. De nouvelles enzymes sont
synthétisées, comme par exemple la kinase comgtitogént active PKN] (Sacktor, 201y
Les protéines d’échafaudage postsynaptiques et éléments du cytosquelette sont
réorganisés. Ces modifications ont des conséqueno@phologiques sur les épines
dendritiques et le neurone tout entier.

<m

Figure 14.Les phénomeénes de plasticité synaptiques s’accompagt de modifications morphologiques a
niveau des épines dendritiques

La LTP potentialis les épines fines en épines de type champignorvoleme de la téte, le nombre
récepteurs AMPA et |a taille de la PSD augmentiegs. épines champignon sont stables morphologiqueet
sont les plus efficaces fonctionnellement. La LTir&ine les mécanismes opposeés.
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Comme nous l'avons vu précédemment, il existe wreelation bidirectionnelle entre la
morphologie de I'épine et l'efficacité de la trarisgion synaptique. Cette relation s’exerce
principalement au travers de deux caractéristigl@sne part le volume de la téte, qui
conditionne a la fois la taille de la PSD et le hoende récepteurs AMPA, et d’autre part, le
diametre du cou, qui compartimentalise I'épine téigaement et biochimiquement (voir
partie 1.2.3 pour plus de détails sur les aspeotpmologiques). Les changements d’activité
synaptique associés a la LTP entrainent des chagsrde forme, de nombre et de taille des
épines dendritiques. Nous observons généralementaugmentation globale du nombre
d’épines associée a une augmentation de la propaitépines de type champigndm(ig et
al., 2004; Matsuzaki et al., 2004_es épines fines sont plus dynamiques que lexgple
type champignon. Elles sont capables d’apparaiteedisparaitre et de changer de forme,
alors que les épines champignon ont plus tendamestér en placeHpltmaat et al., 2005
Elles possedent des récepteurs NMDA, mais proporéiblement moins de récepteurs
AMPA, ce qui les rend aptes a la potentialisatjmar, insertion de nouveaux récepteur AMPA
(Figure 14. Au contraire, les grosses épines sont cellesaputi a méme de contenir I'apparell
épineux, probablement responsable de I'homéosthsi€d™ (Spacek and Harris, 19))7et
des polyribosomes, responsables de la synthéséiquret locale @stroff et al., 200R
Certains auteurs ont donc émis I'hypothése quépeases fines sont celles « qui apprennent »,
alors que les épines champignons sont celles quit @ppris », via des phénomeénes de
plasticité synaptique de type LTBdqurne and Harris, 200.7En ce qui concerne la LTD,
I'effet sur les épines est inversé, avec commeédmuence une diminution de la taille et de la
densité Zhou et al., 200). Nous pouvons donc voir la LTD comme un moyerrelenir a
I'état basal, avec des épines fines capable « tiapipe a nouveau ».

Il ne faut donc pas appréhender les changementphmlogiques des épines dendritiques
uniqguement comme une conséquence secondaire dEPlall de la LTD. De plus en plus
d’arguments montrent que I'état morphologique dagses est finement régulé et qu’il joue
un rdéle dans le maintien a long terme de la padésdition ou dépression des synapses. Toute
perturbation des acteurs de la structure de I'épides conséquences sur les phénoménes de
plasticité synaptique et entraine des altératioagunes de la physiologie neuronale.

1.3.3. Acteurs moléculaires de la morphologie des épines dendritiques

Les acteurs moléculaires (et subcellulaires) ptéseici sont impliqués dans tous les
mécanismes relatifs a la morphologie des épinedrdigiues. Nous traiterons principalement
le contexte des changements de morphologie ou dealdlisation des épines en forme de
champignon associés a la plasticité des synapsais. Mus décrirons aussi les phénoménes
associés, plus généralement, a la pousse et ablifissttion des épines dendritiques durant le
développement. Les mécanismes moléculaires midage gont probablement identiques et
méme geénéralisables a dautres phénoménes de ngemédse neuronale, comme le
développement de Il'arborisation dendritique. Nollena voir que la morphogenese des
épines dendritiques fait intervenir de nombrewead impliqués dans la déformation des
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membranes biologique dans d’autres tissus et medsdbulaires, ainsi que des protéines
spécifiques de la synapse.

Cytosquelette d’actine et ses régulateurs

Récepteurs Molécules
au glutamate d'adhérence

7k

Actine
branchée

Actine en
faisceau

Microtubules

Figure 15. Les filaments d’'actine sont organisés et sont desmposants composant structurant majeur
dans les épines dendritiques

(A) Reconstruction tridimensionnelle d’un neuroreighocampe en culture observé en microscopie caiéo
L’architecture dendritique est représentée parpnéine soluble verte. L'actine filamenteuse egirésenté
en jaune. Notez que I'actine-F est fortement ereidans les épines dendritiques. Barre d’échélgm.

(B) Représentation schématiquaink épine dendritique de type champignon mettadivetence I'organisatic
des réseaux d’actine et de tubuline. ZE : zonedtfieptose/exocytose ; VEvésicule d’endocytose/exocytc
Adapté delfotulainen and Hoogenraad, 2010

(C) Observation en microscopie électronique (temimide répliquesur platine) du squelette d'une ég
champignon de neurone d’hippocampe. Seuls les @b cytosquelette et la PSD sont visibles sa
images. 1, 2 et 3 sont des agrandissements des mutiquées. Notez les différences dans I'orgaioisade:
filaments d’actine entre la téte et le cou. Baréeldelle : 200 nm. Adapté d&orobova and Svitkina, 20).0

L’actine joue un réle dans pratiquement tous les@ssus cellulaires chez les eucaryotes. Les
monomeres d’actine sont capables de se polyméisge s’organiser en filaments, on parle
d’actine filamenteuse. Cette actine filamenteusgtin@-F) est impliquée dans un grand
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nombre de mécanismes de déformation membranaireg efans tous les types cellulaires
(Alberts et al., 2007%a Nous pouvons citer la formation et la stabil@matdes filopodes, des
lamellipodes, des jonctions d’adhérence, etc. Qémeént du cytosquelette est méme
considéré comme I'élément essentiel, et universshonsable (avec les microtubules) de la
structure et de la forme des cellules et de leutlitéo Le cytosquelette d’actine exerce ses
différentes fonctions par I'intermédiaire de régelas protéiques qui modifient ses propriétés
(polymérisation, dépolymérisation, blocage de l&mpeérisation, branchements...), ainsi que
I'association avec d’effecteurs spécifiques (maeaupléculaires, enzymes diverses, protéines
d’ancrage, récepteurs membranaires...).

Le cytosquelette d’actine joue un rble prépondérdans tous les mécanismes de
morphogenese neuronale (branchements dendritiq@esninaison axonale, épines
dendritiques). L’actine filamenteuse (actine-F) dsttement enrichie dans les épines
dendritiques par rapport au reste de la cellulasda neurone maturéigure 15A (Landis
and Reese, 1983; Matus et al., 1P8dne des fonctions principales de l'actine-F @st
maintenir la structure de I'épine. En effet, I'igdltion de drogues dépolymérisantes entraine
un effondrement des épines et une diminution dulbmerde synapses. Dans les épines de type
champignon, l'organisation des filaments est tiéiérénte entre le cou et la téte. Dans le cou,
les filaments d’actine sont majoritairement orgési®en une mixture de longs filaments
paralléles et de filaments branchés, avec de uatmifications. Dans la téte, les filaments
arborent une structure trés branchée et tres démsee 15B et ¢ (Korobova and Svitkina,
2010. L'extrémité barbelée, celle ou se produit laypoérisation, est dirigée vers la PSD et
la membrane plasmique. Dans la téte, les filamefastine forment donc une sorte de
squelette tridimensionnel qui exerce une tensianlaumembrane plasmique et permet de
maintenir la structure renflée des épinegy(re 15B et {. Cette différence d’organisation
des filaments implique l'intervention de protéirrégulatrices spécifiques. Un grand nombre
de ces protéines ont pu étre identifiees par speétrie de masse dans des extraits de
synapse ou de PSDIieng et al., 2006La majorité des régulateurs sont listés dansheau

1.

La dynamique de polymérisation/dépolymérisationcgtosquelette d’actine est impliquée
dans les changements de morphologie des épiness @oient développementaux ou
dépendants de l'activité synaptique. Il existe wektion directe entre la dynamique du
cytosquelette d’actine et la motilité de projeciomembranaires. Des études de FRET
(Fluorescence resonance energy transfer) ont mgogda LTP a tendance a augmenter le
rapport actine-F/actine-Gokamoto et al., 2004 Durant la potentialisation, I'actine a donc
tendance a se polymériser et cet effet est coar€Bugmentation du volume de I'épinieir{

et al., 2005p Le complexe Arp2/3 joue un rble prépondérantsdéarganisation et la
dynamique de I'actine dans la téte de I'épine. A3p&e fixe sur des filaments existants et
induit la formation latérale de nouveaux filamemts,qui aboutit a la formation d’'un réseau
branché [lachesky and Gould, 1999Ce complexe est absolument nécessaire pour le
gonflement de la téte de I'épine dans les proceslgweloppementaux, comme dans les
processus de plasticité synaptiguen{ et al., 2013; Wegner et al., 200&a déplétion des
composants du complexe Arp2/3 ou de ses activatdMisVE-1, N-WASP...) altere la
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morphologie, le hombre des épines, ainsi que l'atidn de la LTP. Dans les phase plus
tardives de la LTP, le cytosquelette d’actine ggte-stabilisé, comme ['atteste sa résistance
a des traitements par des drogues dépolymérisentesie la Latrunculin Aamachandran
and Frey, 200p Ceci est en accord avec la proposition que p@seé de type champignon
sont celles qui ont été potentialisées et qui entldance a rester stables sur de trés longues
périodes Bourne and Harris, 20).7La stabilisation du cytosquelette passe pahikiition de
protéines dépolymérisantes et I'association avecpdetéines stabilisatricesgbleau ). Les
filaments d’actine sont associés a des moteursauialiées comme la Myosine-Il. Une des
hypothéses soutenues actuellement est que le clhépde serait maintenu dans sa longueur
et dans son diametre par un manchon de filameatgide mis en tension par la Myosine-I|
(Kneussel and Wagner, 2013

Tableau 1.Protéines régulatrices de I'actine impliquées damsorphogenése des épines dendritiques

Protéines Effetssurle Role dans la morphogenése des Voie de signalisation
cytosquelette d'actine épines dendritiques

Nucléateurs

Complexe Arp2/3 Nucléation de flaments Requis pour I'expansion de la téte Rac / Cdc42
branchés

DRF3/mDia? Induit I'&longation de Requis pour |a formation du cou et Rif

Protéines régulant le

filaments droits

des filopodes dendritiques

complexe Arp2/3
Cortactine Active le complexe Arp2/3 Régule la densité des épines / se fixe Kinases de la famille des
sur Shank Sre
N-WASP Active le complexe Arp2/3 Régule |a densité des épines Cdc42 / Rac et PIP2
WAVE-1 Active le complexe Arp2/3 Régule la densité des épines Rac et PIP3
Abni Contréle Arp2/3 via N- Augmente |a proportion de grosses
P WASP epines / se fixe sur Shank
Echangeur d'ATP
Profiline xﬁxz:igealt?o:ﬂesse de Stabilise la morphologie des épines
Dépolymérisateur
ADF, Cofiline Dépolymérise et coupe les Requis pour la morphologie de |a téte Inhibé par PAK3

Protéine de coiffe
Esps

Protéine de crosslink

filaments

Se fixe au niveau des
bouts +

Regroupe les filaments en

sa stabilisation pendant 1a LTP

Inhibe la formation de filopodes
dendritiques

Inhibé par la voie des
MAPK

FAK reduit sa fixation sur

a-Actinine 3 Induit I'longation des épines e
faisceau I'actine
. Regroupe et stabilise les Induit I'élongation des epines et
Calpanine filaments augmente la dendité
Regroupe et stabilise les Reguis pour la maturation des epines )
Cankil o 2+
B filaments et la stabilisationlors de la LTP Activé par NMDA et Ca
Neurabine | R(_-}groupe les filaments en Requis pour |la maturation des épines Inhibe par Cdk5
faisceau
Drehine Regroupe et stabilise les Induit I'Elongation des épines

Moteurs moléculaires

Myosine I
Myosine VI

filaments

Moteur associé a l'actine

Moteur associé a l'actine

Requis pour &tablir la morphologie du
cou et de |z téte

Requis pour la formation des épines

RhoA

Adapté de lfotulainen and Hoogenraad, 2010
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Il est intéressant de noter que tout ce qui toulhprés ou de loin aux filaments d’actine et a
leur dynamique semble affecter la morphologie deises dendritiques et également les
phénomeénes de plasticité synaptigt®i(lainen and Hoogenraad, 2)1®our preuve, les
centaines s'articles qui relatent des altératiomsmbrphologie et/ou des problemes dans la
mise en place de la LTP suite a la déplétion delagégurs de I'actine. En effet, la plupart des
meécanismes mentionnés ci-dessus sont sous la dépendde voies de signalisation
dépendantes du €a déclenchées par lactivation des récepteurs AMBWA NMDA
postsynaptiques. Nous pouvons citer, par exemjmepdrtance des petites protéines G qui
permettent d’activer ou d’inactiver un grand noméeerégulateurs de I'actine. Les protéines
régulatrices de l'actine sont également capablesatsocier a des protéines d’échafaudage,
ce qui crée un lien direct entre la dynamique dosyuelette et I'organisation de la PSD.

Microtubules

Les microtubules sont essentiels pour le développéndes neurones (polarité, guidance
axonale et dendritique, rétraction, transport daoiglles...). Il a été montré récemment que les
microtubules des dendrites sont capables de pénatrkintérieur de certaines épines
dendritiquesigure 158 et qu'ils régulent leur morphologie et leur pieis¢ structurale. Les
microtubules qui rentrent sont marqués au nivealewuieextrémité distale par la protéine de
bouts+, EB3 (End-binding protein 3). La présencemilerotubules coiffés par EB3 coincide
avec le grossissement des épines et linhibitionladelynamique des microtubules ou la
déplétion d’EB3 conduisent a des altérations mdaggiques (aworski et al., 2009 EB3
étant également impliguée dans le remodelage diéniéa via la protéine p140Cap qui se lie a
la cortactine, il a été suggéré que les microtubebeercent leur fonction via la régulation
locale de la dynamique d'assemblage du cytosqeel@tictine. La collaboration entre
cytosquelette de microtubules et cytosquelettetidiacest de plus en plus évidente dans de
nombreux systemes. Elle pourrait expliquer, dansencas, la régulation du cytosquelette
d’actine a I'échelle d'une épine isolée, mais vis dignaux provenant de la dendrite et non
pas de I'épine elle-méme.

Protéines de déformation membranaire a domaine BAR

La morphologie des épines dendritiques est trésctanistique, avec leur téte renflée et leur
cou fin. Il est facile d'imaginer que les contrastimposées sur la membrane plasmique sont
enormes, surtout dans les épines champignons. Besnthtions membranaires de cette
ampleur ne peuvent vraisemblablement pas étre emgot dépendantes du cytosquelette
d’actine. Certaines protéines comme la superfantide protéines a domaine BAR (Bin,
Amphiphysin, Rvs) sont capables de reconnaitr@’istposer des courbures membranaires
spécifiques $uetsugu et al., 20).0Ces domaines sont extrémement basiques et sst fix
directement sur la surface des membranes biologiqlleexiste plusieurs familles de
domaines de type BAR (EFC/N-BAR, F-BAR et |-BABf) chacune a des propriétés de
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déformation qui lui sont propres. La surface diatdion aux lipides des domaines I-BAR est
intéressante car elle permet dimposer des défawnmsmtconvexes de la membrane. La
protéine a domaine I-BAR, IRSp53 (Insulin recepsoibstrate 53) joue un réle dans la
morphologie des épines dendritiques. La déplétionRSp53 a un effet sur la densité et la
forme des épines et il a été montré que cette ipeotést associée a PSD-85hoi et al.,
2009. Il est intéressant de noter qu'IRSpP53 est aggoai I'actine via une interaction avec
WAVE-2 et que son activation est sous la dépenddeseGTPases monomeériques Racl et
Cdc42, qui jouent un réle important dans la dynamidu cytosquelette d’actine.

Cette protéine est particulierement importante ptarformation des filopodes. Elle
permettrait notamment d’'imposer une courbure il@itéee la membrane plasmique, au bout du
filopode. Ceci suggere que le role d'IRSp53 est babbement principalement
développemental, via la formation des filopodesdd¢iques. Nous verrons par la suite que
d’autres acteurs de la déformation des membramésgiiues sont également impliqués dans
la morphogeneése et la plasticité structurale desesmendritiques.

Apports de membrane

La LTP aboutit a I'exocytose de vésicules contertlad récepteurs AMPA. Ce phénomeéne
est fondamental a la potentialisation et est dér@ent corrélé a 'augmentation de volume de
la téte des épines. La LTP se traduit par une aomtien du trafic membranaire en
provenance des endosomes de recyclagek(et al., 2004 L'exocytose correspond a un
phénoméne de fusion membranaire qui va entraiimselttion des lipides de la vésicule dans
la membrane plasmique. Un autre mécanisme sédyisant’augmentation du volume de la
téte, lors de la LTP, serait donc un apport suppléaire de membrane au niveau local, via
'exocytose Park et al., 2006 Il a été montré qu’en plus de la voie d’inserties récepteurs
AMPA (dépendante de Rabll), il existait une voiexdtytose constitutive, dans les épines
(dépendante de Rab4). Cette derniere est cruciale |@ gonflement des épines mais
n'influence pas le transport des récepteurs AMBo{n et al., 200). Cet apport de
membrane, lors de la potentialisation, pourraiviser délivrer des protéines spécifiques a la
membrane postsynaptique (en plus des récepteursAAMPa modifier les propriétés de la
bicouche phospholipidique en changeant sa compodibchimique.

Septines

Les Septines sont une famille de protéines lianGTé®, capables de se polymériser et de
former des réseaux protéiques a la surface des rmesth Elles sont capables de lier I'actine
et les microtubules et sont impliquées dans divatsanismes de déformation membranaire
comme la cytokinése ou le bourgeonnement chezlesds. Ces propriétés font que certains
considerent les Septines comme le quatriéme compahka cytosqueletteMostowy and
Cossart, 201R Les protéines de la famille des Septines selitmrd a la base des épines
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dendritiques et jouent un réle dans le développérdes branchements dendritiques et des
épines (ada et al., 2007; Xie et al., 200Les propriétés des Septines aménent a penser
gu’elles pourraient jouer un réle dans le maintiendiameétre du cou, ou dans ses propriétés
de compartimentalisation. Cependant, il manque jawredes données fonctionnelles solides,
pour pouvoir attester de I'implication de ces pirmeé dans la morphogenése des épines.

Molécules d’adhérence

Lors du développement et de la maturation des épiles molécules d’adhérence trans-
synaptiques jouent un role particulierement impurteElles permettent notamment de
stabiliser I'association entre terminaisons axanalefilopodes dendritiques, ce qui aboutit a
la mise en place d’'une synapse active. La Téldradge (TLCN) est une molécule
d’adhérence de la famille des immunoglobulines iqyde dans la formation des filopodes
dendritiques I{latsuno et al., 2006 Elle interagit avec la famille de protéines ERM
(ezrin/radixin/moesin), qui interagissent avectiiae (Furutani et al., 2007 La TLCN serait
donc une molécule clé dans la synaptogenese giifagenese en préservant le caractere
dynamique du cytosquelette d’actine des filopodesddtiques. De maniere intéressante,
guand les filopodes deviennent des épines, la Te€Kelocalise au niveau des branchements
dendritiques et laisse la place a la N-cadhérime autre molécule d’adhésion. La N-
cadhérine s’associe antcaténine qui participe a la stabilisation de lavelle épine. L'a-
caténine fait le pont entre les cadhérines et tesgyelette d’actine. Elle participerait a la
maturation des épines, sous la dépendance devitactynaptique, en réduisant le turnover de
lactine (Abe et al.,2004). Il semble évident que les molécules d’adhéresoece importantes
pour autoriser les changements de morphologie piege% et surtout stabiliser ces structures
sur de longues périodes.

Protéines de la PSD

Il existe une relation directe entre le volume aeéte et la taille de la PSBrellano et al.,
2007; Freire, 1973 La PSD forme un réseau trés dense de proténafitenu au niveau
architectural par les protéines de la famille deSGQWK (PSD-95...) et Shank. Un des roles
supposés de la PSD est de mettre en relation t&ptedirs aux neurotransmetteurs, les
protéines d’ancrages, les enzymes et les élémantsytbsquelette, pour permettre des
réarrangements rapides des épines lors des phéasrderplasticité synaptique. De par son
réle central dans I'organisation de la PSD et ssoaation avec les récepteurs AMPA, PSD-
95 est absolument requis pour les étapes tardigem d. TP, comme le gonflement et la
stabilisation des épineklfrlich et al., 200),

La protéine Shank est capable de recruter Homes, protéine associée aux récepteurs
métabotropiques au glutamate. Ces deux protéimesefd un polymeére qui s’organise en
réseau a la surface membranaire des épim@gaGhi et al., 2009La surexpression de Shank
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favorise la maturation des épines, ce qui se ttgmuiune augmentation de taillea(a et al.,
2007). Cette surexpression est également capable drndiei développement d’épines dans
des neurones originalement non-épingaxi(ssignol et al., 2005L’hypothese avancée, pour
le réle de Shank-Homer dans la morphologie deseépimst que ces deux protéines
s’assembleraient pour former une plateforme peanete recrutement ultérieur des autres
composants de la PSD, comme PSD-95.

Composition phospholipidique

Peu d’études se sont intéressées a la composipioiglie des épines et a une éventuelle
modification lors des phénomeénes de plasticité sympae. Les radeaux lipidiques sont
abondamment représentés dans les dendrites. Cedeentnicrodomaines membranaires
enrichis en cholestérol et qui régulent des fomgticellulaires diverses comme le trafic
intracellulaire, le recrutement de complexes poptés a la membrane et la régulation du
cytosquelette d’actine. La déplétion en cholesténol sphingolipides a un impact sur la
densité et la morphologie des épines dendritigdesiiig et al., 20083 Les radeaux lipidiques
sont également importants pour que les récepteMi®AA restent ancrés dans la région
postsynaptique, €élément crucial pour le maintiefadgetentialisation.

Le métabolisme des phosphoinositides a probableomemble a jouer dans la morphologie
des épines dendritiques. Les phosphoinositidesnjoule réle important dans le trafic et la
signalisation cellulaire. Le PtdIns(4,5)P2 (Phosidlytinositol-4,5-bisphosphate) est trés
représenté a la membrane plasmique et particulememmportant pour la mobilisation de
protéines régulatrices du cytosquelette d’actimeyén and Mandato, 20)d.e PtdIns(4,5)P2
a tendance a activer le complexe Arp2/3 et a imhiB®F/Cofiline, deux machineries aux
effets opposés sur l'acting gbleau ). La concentration en Ptdins(4,5)P2 participe donc
probablement a la régulation de la dynamique dgnpélisation du cytosquelette d’actine lors
du développement ou de la plasticité des épinesi. i@@lique l'intervention des kinases et
phosphatases qui régulent spécifiquement le mésabeldes phosphoinositideBi(Paolo
and De Camilli, 2006

Conclusion

Cette partie n’est pas une liste exhaustive deesolgs protéines ayant un effet sur la
morphologie des épines dendritiques. Elle représené vision d’ensemble des mécanismes
cellulaires a pouvoir morphogénétique. Ces mécassgont tres variés, mais ils ont pour
point commun de réguler ou d’étre régulés par tesyuelette d’actine. Nous verrons par la
suite que la morphologie des épines dendritiquésfidélement corrélée a la viabilité
neuronale. Des milliers de protéines ont donc ypeichindirect sur ce phénomene.
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1.4. Dysfonctionnements des épines dans les pathologies neuropsychiatriques

Les maladies neurologiques, et en particulier setlichant le cerveau, et les maladies
psychiatriques, sont nombreuses. Nous verrons, deite partie, qu'un grand nombre de
maladies neuropsychiatriques sont caractérisées dpar altérations morphologiques et
fonctionnelles des synapses. Nous nous intéressenosuite au réle central que jouent les
épines dendritigues dans la physiopathologie ddadies neurodégénératives, en prenant
'exemple de la maladie d’Alzheimer. Nous débatsiopour finir, de I'hnypothése que les
altérations épines dendritiques puissent étrerliél& déclencheur dans ces maladies et nous
évaluerons la possibilité d’en faire des ciblesdpéutiques.

1.4.1. Altérations morphologiques et fonctionnelles des synapses dans les
maladies neurologiques

Comme nous l'avons vu précédemment, il existe wrlation bidirectionnelle entre la
morphologie des épines dendritiques et le fonckoment neuronal. L'activité neuronale est
en général corrélée au développement et au goniledes épines, et inversement, leur
morphologie conditionne I'efficacité de la transsiig synaptique. En tant que site majeur
d’intégration des signaux excitateurs dans le systeerveux central, les épines dendritiques
refletent également le nombre de synapses glutagngiies. Une diminution de la densité en
épines dendritiques peut étre raisonnablement apfgg a une diminution de connectivité
neuronale. Dans ce paragraphe, «épine dendritigae « synapse excitatrice » seront
regroupées sous le terme « synapse », pour fadditsompréhension, du fait de la diversité
des nomenclatures utilisées dans les différenteestprésentées.

Les maladies neurologiques se traduisent par dastdéle transmission du message nerveux,
de plasticité neuronale, ou encore de stockagénfierination. Il n’est donc pas étonnant de
retrouver des altérations de la densité, de ladoetde la taille des épines dendritiques dans
la plupart de ces pathologies. Lk&bleau 2dresse une liste non exhaustive de maladies
neurologiques connues et des altérations des égeralritiques qui leur sont associées. Ces
données proviennent principalement d’observatiansneroscopie optique ou électronique
de cerveaux post mortem de patients.
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Tableau 2.Altérations des épines dendritiques dans les redatkurologiques

Maladies Altérations des Région cérébrale touchée Références
synapses et des épines
Maladie N densité néocortex / hippocampe (Einstein et al., 1994)
d'Alzheimer \ taille (Anderton et al., 1998)
Epilepsie » densité néocortex / hippocampe (Swann et al., 2000)
Syndrome de \ densité néocortex / hippocampe (Ferrer and Gullotta, 1990)
Down \ taille (Takashima et al., 1981)
Retard Mental \ densité néocortex (Kaufmann and Moser, 2000)
\ taille
Autisme 7 densité néocortex frontal et temporal (Hutsler and Zhang, 2010)
Syndrome du X /2 densité néocortex {Hinton et al,, 1991)
fragile déformation des épines (Irwin et al., 2001)
Dépression \ densité néocortex (Cotter et al., 2002)
chronique
Maladie de 7 densité striatum (Ferrante et al., 1991)
Huntington 2 taille
Syndrome de N densité néocortex frontal et temporal (Higashi et al., 1993)
Niemann-Pick
Maladie de \ densité substance noire (Patt and Gerhard, 1993)
Parkinson
Démence “ densité néocortex frontal (Catala et al., 1988)
Frontotemporale (Ferrer, 1999)
Schizophrénie “ densité néocortex frontal et temporal (Glantz and Lewis, 2000)
 taille (Sweet et al., 2009)

La densité des synapses est le parameétre le mliles daévaluer. En prenant 'exemple de trois
pathologies : I'autisme, la schizophrénie et laaded d’Alzheimer, nous pouvons observer
gu’il existe une corrélation temporelle entre I'appon des symptémes et les altérations du
nombre de synapsesifjure 16. Le cerveau des autistes, comme celui des pegsatteintes

du syndrome du X fragile, est caractérisé par wypehconnectivité neuronale, probablement
dd a des défauts de maturation et de tri des coammexdurant le développement cérébral

(Geschwind and Levitt, 200.7Pour ce qui est de la schizophrénie, la pertesima de matiere

bY

grise a l'adolescence coincide avec l'apparitiors deoubles cognitifs et s’explique
principalement par une diminution du nombre de pgea Gelemon and Goldman-Rakic,
1999. De nombreuses études ont mis en évidence désataihs morphologiques et de
densité d'épines dans les maladies neurodégéresatigt en particulier la maladie
d’Alzheimer (MA) (Anderton et al., 1998; Einstein et al., 1)94a perte de connexion est un
phénomene normal associé au vieillissement, mais @MA, cette diminution est précoce
et massive et empire avec la progression de ladealgigure 1§ (DeKosky and Scheff,

1990.
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Figure 16. Les pathologies neuropsychiatriques affectent le mabre d’épines a différents stade
développementaux

Graphique représentanélolution normale et pathologique du nombre d’épidendritiques au cours de la
d’'un individu, en prenant I'exemple de I'autisme, ld schizophrénie et de la maladie d’Alzheimer.

Adapté de Penzes et al., 20).1

Actuellement, une des grandes questions en nearess est de savoir si la synapse peut étre
un substrat commun aux maladies neuropsychiatrigLes observations de cerveaux post
mortem ne peuvent pas étre suffisantes pour répandette question. En effet, le tableau a
ce stade résulte d'années de progression de lalimatine peut donc refléter les événements
initiaux. Les avancées de la génétique, de la bitehde la synapse et des modéles animaux
permettent maintenant d’étudier la synapse comntengel élément déclencheur dans ces
maladies. Nous allons maintenant nous intéresseidela synapse, et de I'épine dendritique
en particulier, dans les maladies neurodégénéstiee prenant 'exemple de la maladie
d’Alzheimer.

1.4.2. L’épine dendritique comme élément déclencheur des maladies
neurodégénératives : exemple de la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est la démence la plus comenlElle touche des millions de
personnes dans le monde et se caractérise parltéra&tian progressive de la mémoire et
d’autres fonctions cognitives. Les étapes précdeela maladie sont difficiles a détecter. La
plupart du temps, le diagnostic est effectué loeskgs troubles commencent a perturber le
quotidien du patient. L'imagerie cérébrale met @len évidence une atrophie cérébrale, dans
les régions temporales et pariétales du cortexpdrée de matiére cérébrale et les troubles
cognitifs ne font qu’empirer, jusqu’a conduire arart du patient, qui intervient en général 3
a 9 ans apres le diagnosti¢guerfurth and LaFerla, 20).0
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Figure 17. Altérations de la structure et de la plasticité de€pines dendritiques dans des modéles muri
de la maladie d’Alzheimer

(A) Tranches organotypiques aigues d’hippocampeadeis WT traitées ou non avec 100 nM d’oligométes
ABi.42€t observées au microscope confocal. Notez la ditoim de densité d’épines sur les tranches traitées
(B) Préparation identigue mais en comparant dexles de souris WT et transgéniques ageées de 4
Adapté de $mith et al., 2000

(C) Potentialisation a long terme sur des tranalgesouris WT (ronds pleins) et transgéniques APP[RSd:
vides) agées de 6 mois. Adapté der(chese et al., 2004

Les causes et la physiopathologie de la maladiézbd&mer ont été énormément étudiées
depuis sa mise en évidence par Alois Alzheimerl @6. Les deux principales causes de la
maladie proviennent du déreglement de la biochoeieleux protéines : le peptidg ABéta-
amyloide), d’'une part, et la protéine Tau (tubudeeziated unit). Le débat a longtemps fait
rage entre les partisans des causes « Amyloidagemigt « TAUgeénique ». Les scientifiques
s’accordent maintenant a dire que I'accumulationcds deux protéines fait partie d’'une
séquence d’évéenement complexe, qui impligue de memmbautres facteurs (déréglement
métabolique, inflammation...), pour conduire a lartrmeuronale Querfurth and LaFerla,
2010.

La synapse joue un role central dans le développed®ela maladie. Comme nous lI'avons vu
précédemment, la densité des synapses est dinchegdes personnes atteintes de la maladie
d’Alzheimer (Tableau Y (Anderton et al., 1998; Einstein et al., 1)%e développement de
nombreux modéles animaux, principalement des sduwssgéniques, chez lesquelles la
concentration cérébrale du peptide pathogefleest augmentée, a permis d’analyser le
processus neurodégénératif de maniére dynamiquee.été montré que la diminution du
nombre de synapses est précédée par des altératamphologiques au niveau des épines
dendritiques. Des souris transgéniques APP/PSEmief® une diminution de la densité et
une diminution de la proportion d’épines a grog€te figure 175 (Smith et al., 2000 On
observe une corrélation entre les altérations dyquas et la concentration en oligomeres
d’AB (Figure 17A (Mucke et al., 2000; Walsh et al., 2Q00Res modifications structurales
des épines dendritiques sont associées a des oabidifis fonctionnelles de I'efficacité de la
transmission et de la plasticité synaptique chezsoairis. Il a été observé une diminution de
I'activité synaptique basaleé §rson et al., 1999 ainsi que divers défauts dans I'induction et
le maintien de la LTPRgure 17Q (Larson et al., 1999; Trinchese et al., 20)0des
altérations morphologiques et fonctionnelles desefpcausées par IpAsont réversibles, ce
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qui indique que le dysfonctionnement synaptiquestnf&as la conséquence secondaire d’'une
toxicité neuronalemith et al., 2000 L’explication privilégiée pour ces observatias que

la balance LTP/LTD est perturbée en faveur de I® Idans la maladie d’Alzheimer, sous
'action des oligomeres du peptideBACes derniers auraient tendance a perturber la
signalisation et le trafic des récepteurs AMPA &1 entrainant, en conséquence, la
dépression synaptiquelgieh et al., 2006; Snyder et al., 2005

Dysfonctionnements

synaptiques Figure 18. Les dysfonctionnements synaptique
précedent la mort neuronale

Diagramme mettant en évidence I'enchainement sé

Perte synaptique des évenements pathogénes dans les me

Rétraction dendritique neurodégénératives. Nous prenons ici I'exemple a

maladie d’Alzheimer, particulierement étudiée, mzatte

séquence d'événements semble géisatde aux autre
pathologies neurodégénératives.

h 4
Mort neuronale

h 4

Troubles cognitifs
Démence

Dans la maladie humaine, I'étude de patients awsctobubles cognitifs mineurs (décédés

pour d’autres raisons) a permis de mettre eneéaiel que I'étendue des désordre cognitifs
corrélait de maniere plus robuste avec la pert@ajgue, qu’'avec la présence d'agrégats
d’Ap ou de TauTerry et al., 199)L Le caractere quasi-indétectable des premieublies de

la mémoire, associé au fait que les épines deqdes sont considérées comme le substrat
cellulaire de la mémoire, suggerent que la malpdigrrait commencer par des altérations

fines du fonctionnement des synapses. La perteptigna ne peut pas expliquer a elle-seule
la perte de matiere neuronale observée en imagenébrale, il est évident que les étapes plus
tardives de la maladie sont associées a une morbmale massive. Les dysfonctionnements
synaptiques sont considérés comme des phénomelesces, se traduisant par des

altérations structurales et fonctionnelles des pges. Elles conduisent a des pertes
synaptiques et pourraient contribuer progressivérdefa mort neuronale et aux troubles

cognitifs associés a la maladie d’Alzheimeeig(ire 19.

Cette séquence d’événements constitue le schénmpluge probable pour expliquer la

physiopathologie de la maladie d’Alzheimer et d’‘astmaladies neurodégénératives (maladie
de Parkinson, démence frontotemporale...). Le qunake la synapse comme cause
universelle de toutes maladies neuropsychiatriqeste en débat, mais de plus en plus
d’arguments suggerent que les altérations synagsigouent un rble central dans le

déclenchement des nombreuses pathologies. Lesndjisionements synaptiques perturbent
la transmission de linformation nerveuse de mamiprécoce, et semblent précéder les
évenements de mort neuronale. lls s’accompagneitéditions fines de la structure, du

fonctionnement et de la plasticité des épines deqaes.
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Conclusion sur les épines dendritiques

Depuis leur mise en évidence par Cajal, a la firxéi°™ siécle, de nombreuses études se
sont intéressées aux bases moléculaires et a igagon subcellulaire des épines

dendritiques. Nous savons maintenant que ces @tegcjouent un réle fondamental dans le
fonctionnement et la plasticité des neurones. Lemsposants majoritaires des épines
dendritiques et de la densité postsynaptique @ntdéintifiés, ainsi que leur implication dans

les processus de plasticité synaptique. Cepenliangianisation supramoléculaire exhaustive
des épines dendritiques et la dynamique des intenac susceptible de moduler la

morphologie et le fonctionnement synaptique sonbemen attente de caractérisation.

Nous savons que les épines dendritiques sont nmealéclé de la plasticité synaptique et que
la plasticité synaptique sert de base a la méntmisaUn des défis futurs concernera la

compréhension du réle exact des épines dendritidars les processus de mémorisation et
d’apprentissage. En d’autres termes, il s’agiraddeerminer si elles sont bien les « bases
élémentaires de la mémoire ». La morphologie desxeémsemble étre un élément important
pour le maintien a long terme de la plasticité gyigaie, il est donc nécessaire de mieux
comprendre les mécanismes de base de la morphegetede la stabilisation de ces

structures.

Les épines dendritiques sont aussi impliguées damsoombreuses pathologies neurologiques
et psychiatriques. Il est donc impératif de miewomprendre comment des altérations
moléculaires peuvent conduire aux troubles cognéifmoteurs associés a ces pathologies.

A cause du vieillissement de la population, les @dres sont en passe de devenir un
probléeme majeur de santé publique (150 milliongpéesonnes seront touchées en 2050). A
'heure actuelle, il n'existe aucun médicamentaaffie. Un des enjeux scientifigues majeurs
du XXI°™ siécle est donc de développer de nouvelles thgsapies voies de signalisation
postsynaptiques, impliquées dans les mécanismgsagécité synaptique, constituent des
cibles thérapeutiques majeures, en vue de stoppeeurodégénérescence ou d’empécher
I'évolution des troubles cognitifs, dans ces madadi
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2. ESCRT-III : une machinerie de déformation membranaire

2.1.Déformation et remodelage membranaire

2.1.1. Le remodelage des membranes est indispensable a la physiologie
neuronale

La forme d’une cellule conditionne sa fonction. t€etelation structure/fonction se vérifie
particulierement chez les organismes pluricellelgidans lesquels les cellules se spécialisent
et acquiérent des caractéristiques morphologiquasgs au tissu auquel elles appartiennent.
Un exemple trés frappant est celui des cellulesamales, dans lesquelles les ramifications et
la polarisation vont permettre respectivement égration et la transmission du message
nerveux Figure 1 et Figure )9 Nous avons pu observer cette spécialisatioradguiface
neuronale jusqu’a I'extrémité des dendrites, otnéanbrane plasmique se courbe localement,
pour donner naissance aux compartiments isolésaopteles épines dendritiquesiqure 4A

et Figure 20 La relation structure/fonction s’applique ausaux compartiments
intracellulaires. Les organites présentent desgmaions et des replis membranaires qui
vont conditionner leur fonctiori=(gure 19.
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Figure 19. Déformation des membranes dans une cdiuneuronale

Représentation schématique d’'un neurone mettangwetience sa morphologie et l'organisation de
compartiments intracellulaires. RE : réticulum epldsmique ; REL : RE lisse ; REG : RE granuleuxS:V
vésicule synaptique. Adapté d&dckstone et al., 20).1

La membrane limitante de la cellule, comme cellesds organelles est formée par une
bicouche de phospholipides. Les bicouches lipidigee comportent comme des fluides
viscoélastiques. De maniere isolée, elles ont t@rela conserver une courbure préférentielle,
dite de repos, éventuellement nulle (membranesep)ani.’observation des cellules en
microscopie électronique permet de voir que les branmes peuvent présenter des courbures
prononceées. La reconstruction tridimensionnellemdagment de dendrite met en évidence le
degré de courbure membranaire au niveau des égamelitiques Kigure 20). Il est évident
qgue les contraintes physiques exercées sur la na@mbplasmique au niveau de I'épine
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dendritique sont plus élevées qu'un niveau de ldd& sous-jacente. D’'un point de vue
thermodynamique, la courbure membranaire peut ébresidérée comme un processus
défavorable, qui nécessite l'intervention de fargdeaxtrinseques.

Figure 20. Les épines dendritiques constituent de
déformations extrémes de la membrane plasmique
Reconstruction tridimensionnelle d'un fragment
dendrite observé en microscopie électronique.
exemples d'épines sont indiqués par des téte€ded]
Adapté de $heng and Hoogenraad, 2007

Les membranes peuvent former des structures abkest comme nous avons pu le voir pour
les épines dendritiques, ou au contraire, subirremodelage trés dynamique (extréme
motilité des filopodes dendritiques). Les diffeerompartiments intracellulaires peuvent
également communiquer, via la formation de petrtesicules. Ces vésicules bourgeonnent a
partir de la surface du compartiment donneur ett fosionner avec le compartiment
receveur. Nous pouvons citer les vésicules d'enmsey les vésicules du réticulum
endoplasmique, ou encore les vésicules synaptidaes,le cas des neuronegj(ire 19. Ces
phénomenes de déformation membranaire (bourgeomeifasion, fission) participent au
trafic intracellulaire, un élément fondamental denphysiologie neuronale.

Tous ces éléments indiquent que la déformatiomdabranes n’est pas qu’'une conséquence
passive du fonctionnement neuronal, mais qu'il i’@un phénomene actif et finement
régulé. Nous verrons par la suite quels sont lé&rdntes topologies de déformation
membranaire et nous donnerons un apercu des méeancellulaires impliqués.

2.1.2. Topologies de déformation membranaire

Une bicouche phospholipidique est typiquement mepre comme une surface en deux
dimensions, mais couvre en réalité un espace erdmmensions4immerberg and Kozlov,
2009. La forme d’'une membrane, en un point donné, aactérise par deux courbures
principales (¢ et ¢), dont les valeurs correspondent a l'inverse ds@ns de courbure
perpendiculaires en ce point; (Bt R) (Figure 21A. La courbure est également associée a un
signe, fonction de la convexité locale de la meméreéEn biologie, par convention, une
courbure positive correspond a une surface consarda face cytosolique et une courbure
négative a une surface concaveipnny, 201). Si nous prenons I'exemple d’'une épine
dendritique, nous pouvons considérer que la coarbwr niveau de la téte est doublement
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négative, car la surface membranaire cytosoliqiea@xave dans les deux dimensions. En ce
qui concerne le cou, la courbure est négative pelipelairement et nulle longitudinalement
(Figure 21B. Il faut noter, a nouveau, que I'épine dendrigéiggst une protrusion relativement
complexe, du point de vue de la courbure membranair

A B

Courbures

X y

Négative  Nggative

.

Négative

7 Négative
—

Négative

Figure 21. Topologies de courbure membranaire : exeple d’une épine dendritique

(A) Représentation schématique d’'une surface membeaeair3D. La déformation en un point donné
caractérisée par deux courbures €t ¢) dont les valeurs respectives correspondent aelfse des rayons
courbure en ce point (1{Rt 1/R). Adapté de{immerberg and Kozlov, 2006

(B) Représentation tridimensionnelle d’'une épinaditique de type champignon. La courbure d'unenépas
trés complexe avec un enchainemnée courbures négatives (concaves) et positivesveéxes). Adapté
(McMahon and Gallop, 2005

2.1.3. Grands mécanismes de remodelage membranaire

Le but de cette partie n'est pas de faire une égteaustive de tous les acteurs moléculaires
capables de courber les membranes, mais d’appréhésl5 grands moyens utilisés par la
cellule pour induire ou détecter des courbures mmanaires. Ces meécanismes sont
représentés dans fagure 22 lls ne sont pas spécifiques des neurones, mamplgjuent a
tous les types cellulaires et tous les substratabmanaires.

1: Des changements de la composition de la bicougbidigue peuvent influencer
localement la courbure membranaire. L’encombrensédique et les propriétés physiques
des tétes polaires et des queues aliphatiques mewaeier en fonction de la classe de
phospholipide. Un enchainement de certains phogptes peut créer une asymétrie entre les
faces de la bicouche et donc conduire a une coairbembranaire. La position et les
propriétés des phospholipides sont régulées paemmsnes (flipases, sphingomyélinases...).
Ces inhomogénéités peuvent suffire a faire boungeota membrane localemeritzcia et
al., 2009, mais il est peu probable que les lipides suftise déformer la membrane sur de

longues distances et de maniere stableiferberg and Kozlov, 2006
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Figure 22. Grands mécanismes de déformation membraire

Les bicouches phospholipidiques peuvent étre déesnpar 5 grands types de mécanismmesdification de |
composition lipidique ; insertion de protéines sa@mbranaires ; assemblage du cytosqueletéformatiol
directe par I'association de protéines membranairasertion d’hélices protéiques amphiphiles. Adagt
(McMahon and Gallop, 2005

Les autres mécanismes de courbure de la membraserpaar I'intervention de protéines ou
de complexes protéiques.

2 : Les protéines membranaires possedent un ou ptasiemaines qui traversent la bicouche
phospholipidique. Certaines protéines, comme pamgke le canal potassique voltage
dépendant ont une structure asymétrique s’insgnafiérentiellement au sein de membranes
courbées et finissent par participer a cette caerbDes récepteurs de surface sont aussi

capables de s’oligomériser (récepteur a l'acétyiobh pour renforcer leur effet
morphogénétique sur la membraiec{lahon and Gallop, 2005

3: Nous avons déja eu un apercu de l'importance dwsquielette d’actine dans la
morphogénése des épines dendritiqiRest{e 1.3.3. En effet, les éléments du cytosquelette
(actine et tubuline) sont capables de se polynéeisd’induire des forces sur les membranes,
avec ou sans l'aide de moteurs moléculaires. Nousgns citer les exemples des filopodes,
formés principalement par une colonne d’actine etyrpérisation ou des cils motiles,
constitués de microtubules acétylés, associésamsemoteurs moléculaires de type Dynéine.

4 : Les protéines dites « d’échafaudage », s’assemallnsurface membranaire pour induire
des courbures. Les Dynamines et complexe ESCRfbiithent des oligomeres hélicoidaux
impliqués dans la constriction des membranes dganeifles. Les protéines « a manteau »
(COPI, CORPII, Clathrine...) s'assemblent a distatieda membrane et induisent la courbure
via des intermédiaires protéiques. Enfin, les pnet& & domaine BAR (Bin, Amphiphysin,
Rvs) sont capables de détecter et d’'induire degbooes membranaires via leur conformation
tridimensionnelle intrinseque, en forme de banahe={sugu et al., 20).0Les proté€ines a
domaine BAR (Amphiphysine, Endophilines...) se disgnt et s’associent de maniere
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électrostatique avec la surface membranaire. Eted capables d’établir des courbures
positives (BAR et EFC/F-BAR) ou négatives (I-BAR).

5: Certaines protéines possedent des héticesaphiphiles, c’est a dire qu'une face de
I'hélice est polaire (chargée positivement) alotge d’autre face est hydrophobe. Nous
retrouvons ce genre de domaine protéique sur Ilsmeg des protéines G monomériques
(Arf, Arl...) et des protéines a domine BAR. Leslites amphiphiles sont capables de
s’insérer a lintérieur d'un des feuillets de lacduiche lipidique et dinduire une

réorganisation des phospholipides adjacents. Lilngeasymeétrique de plusieurs protéines
suffit a créer des courbures importantes, commer pesl epsines qui participent a la
déformation membranaire lors de I'endocytose clathdépendante-{orvath et al., 2007

2.1.4. Fusion et fission membranaire

Fusion et fission sont deux processus de remodelagenbranaire topologiquement
équivalents. lls sont intimement liés a la courldes membranes. La fusion membranaire se
produit lorsque deux membranes initialement apmoséemélangent pour n’en faire qu'une
seule. Le phénomeéne le plus caractéristique edt §teel celui qui concerne la fusion des
vésicules de neurotransmetteurs avec la membrasgnaptique (visibl€igure §. Malgré la
diversité des substrats membranaires et des forsctiellulaires qui impliquent la fusion, il
semblerait que le déroulement du phénomene sasiece@ dans ses grandes ligriesz(ov et

al., 2010). La fusion passe par le rapprochement des dembnages sous la dépendance de
l'interaction entre des protéines localisées ssiclampartiments donneur et receveur (famille
des SNARE). Lorsque les membranes sont suffisamprenhes, se produit une hémifusion,
c’est a dire une fusion des feuillets externesadaémbraneHigure 23A (Chernomordik and
Kozlov, 2009. Ceci forme une structure qu'on appelle «tigembenaire » ou «tige de
fusion » Figure 23B. Les feuillets internes fusionnent a leur toutmpaboutir & un pore de
fusion, qui va ensuite s’agrandir. La fission meamaire suit le méme principe de base que
la fusion Figure 230. La courbure membranaire entraine la formatiaamddourgeon. Au
niveau du cou du bourgeon, se produit I'hnémifustota formation de la tige de fission. Les
complexes protéiques de fission sont impliqués dan®rmation de la zone du cou du
bourgeon. lls courbent la membrane pour rapprolesedeux feuillets internes. Ces protéines
peuvent s’assembler soit a l'intérieur du cou (@&SCRT-III) soit a I'extérieur (cas de la
Dynamine) Figure 230.

L’énergie nécessaire pour le remodelage provienadmurbure membranaire. En effet, les
membranes pliées accumulent une certaine « éraggieurbure ». Cette énergie est relachée
lorsque les feuillets membranaires fusionnent. Lgioh et la fission sont donc des
phénomenes thermodynamiquement favorables du deinue purement lipidique. C’est la
courbure préalable de la membrane qui colte derga (ozlov et al., 201)) Certains
complexes protéiques consomment de I'ATP pour déforles membranes (Dynamine, qui
hydrolyse le GTP), d’autres s’assemblent spontanénmeais nécessitent de I'ATP pour se
dépolymeériser (cas du complexe ESCRT-III, désaskepdr 'ATPase Vps4).
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Figure 23. Mécanismes de fusion et de fission menebraire

(A) Fusion membranaire par le complexe SNARE. lgprachement des membranes provoque I’hémifusi
formation d’'une « tige de fusion », puis d’'un pdeefusion qui finit par s'étendre.

(B) La tige membranaire : structure éphémere conenaunprocessus de fusion et de fission membranaire.
(C) Fission membranaire réalisée par des protéirsefission résultele fortes courbures générées au nive:
cou du bourgeon de membrane. La courbure peugétrérée de plusieurs maniéres : bleu (ESCRT-tbuge
(COPI et COPII) ; noir (Dynamine).

Adapté de{ozlov et al., 201n

2.2.La machinerie ESCRT : un acteur du tri endolysosomal
2.2.1. Lavoie endolysosomale

Pour une cellule, la membrane plasmique est undi@tégration des signaux extérieurs, via
la présence de récepteurs transmembranaire, déimgstd’ancrage et de divers canaux
ioniques. La composition en protéine de la membrplasmique est donc un élément
déterminant de la physiologie cellulaire. Les deBueucaryotes disposent d’'un systeme
endomembranaire leur permettant de produire ddéipes, de les transporter a la surface, de
les recycler et de les dégrader. Nous parlons sligsye de trafic intracellulaire des protéines.

L’homéostase des récepteurs de surface est mampamde systeme endolysosomal. Il a pour
fonction principale d’effectuer un tri, sous l'innce de différents signaux, entre les
protéines qui doivent étre dégradées et cellepeguvent étre recyclées. Il est constitué par
des compartiments membranaires appelés endosonmms Mtrouvons des endosomes
précoces, des endosomes de recyclage, des endogardds et des lysosomes. Le
fonctionnement du systeme endolysosomal est baséirsyprocessus de maturation des
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endosomes, associé a un enchainement de procesiisah et de fission des compartiments
entre eux igure 29. Il faut noter que le systeme endolysosomal comique de maniére
étroite avec le systeme de biosynthése et de matidn des protéines, constitué par le
réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgioerts et al., 20070

l Membrane
A % Veésicule d'endocytose plasmique
Fissio

Fusion n O\FUSiO"
Endosome précoce
\Fisilon Fusion
. ——
!Maturatlon .
Fission Endosome
Réseau

Fission
S‘ L de recyclage
trans-golgie f_\\ <b Endosome
.'k Q multivésiculé
Fission/ . \,—/
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de Golgi \ Maturation/Fusion
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O tardif
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Réticulum
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Figure 24. Les compartiments de la voie endolysosate

La voie endolysosomale est responsable de I'homasiestles protéines de surface. Elle est composét
grands compartiments endomembranaires, les endesoenelsomes précoce, de recyclage, tardif et lysos
Le trafic des endosomes passe par des procesdissida (rouge), de fusion (bleu) et de maturafjeerte). |
existe également beaucoup de voies alternativesmanriionnées ici. Les récepteurs sontstaél niveau di
endosomes précoces et envoyés, soit vers une eo@egradation (récepteur violet), soit vers unee wix
recyclage (récepteur jaune). Notez la formationd@cules intraluminales, par fission de la membdanitante
de I'endosome, pour former des endosomes mulouiEs.

Adapté de Bird et al., 200%

Les protéines membranaires circulent constammetre da surface et les endosomes
précoces. A la membrane plasmique, les protéineisesalocytées et se retrouvent dans des
vésicules d’endocytose qui vont fusionner avec dedosomes précoces. Les endosomes
précoces (ou endosomes de tri) constituent lafplate de triage du systeme endolysosomal.
Les protéines endocytées vont étre dirigées sodt leevoie de dégradation, soit vers la voie
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de recyclage. Les endosomes précoces peuventrlid@sevésicules qui vont fusionner avec
des endosomes de recyclage, qui peuvent a leurdmomer des vésicules ou fusionner
directement avec la membrane plasmique. Les endespnécoces peuvent également subir
une étape de maturation. Par un processus pagticéi fission membranaire, les protéines a
dégrader se retrouvent internalisées dans degpetsicules internes, d’'une cinquantaine de
nanometres de diameétre, appelées vésicules intiredies. Ces endosomes ont été appelés
endosomes multivésiculés ou corps multivésiculéM\(E du fait de leur aspect
caractéristique en microscopie €électroniguelfy and Palade, 196@-igure 25A. Les EMV
maturent ensuite en endosomes tardifs. Tandiseguedsicules intraluminales s’accumulent,
ils s’acidifient progressivement et migrent en dii@en de la région périnucléaire, via un
transport microtubulaire. La fusion endosomes tardvec des lysosomes va entrainer la
libération des vésicules intraluminales et la dégtian de leur contenu par des hydrolases
acides. Il faut également noter que les EMV peufiggionner directement avec la membrane
plasmique pour libérer leurs vésicules dans leemikxtérieur. Elles prennent alors le nom
d’exosomesT(hery et al., 2002(Figure 29.

Le destin des protéines nouvellement endocytéesndiéeple signaux moléculaires a leur
surface. La mono-ubiquitination des protéines eydms (dites « cargo » en anglais) va
entrainer leur prise charge par des protéines fipées qui vont le partitionner dans certains
microdomaines de I'endosome précoce et les emnvengia voie de dégradation (récepteur
violet sur laFigure 24. En I'absence d’'un tel signal les cargos songé# vers les extrémités
tubulaires des endosomes précoces, qui vont boumgeocet former des endosomes de
recyclage (récepteur jaune surHaure 24. Ceci aboutit a la réexpression des protéines a |
surface cellulaireNaxfield and McGraw2004).

Comme nous venons de le voir les processus denfeside fission membranaire jouent un
réle central dans le trafic intracellulaire des tgmwes. lls font intervenir des acteurs
moléculaires spécifigues a chaque étape. L’identigs compartiments est donnée
principalement par la composition en phosphoindsgide la membrane et par la présence a
la surface de protéines appartenant a la familke pigites GTPases (principalement de la
famille des Rab, ainsi que des Arf et Arl, pourtignsport vésiculaire)i Paolo and De
Camilli, 2009. Les phosphoinnositides permettent le recrutenaest facteurs d’échange
(GEF) et d’activité GTPase (GAP) ou directement pletites protéines G. Les protéines G,
sous leur forme GTP, vont ensuite permettre leuteanent spécifique d’effecteurs protéiques
sur les compartiments.

Le systéeme endolysosomal est présent dans tousypes cellulaires. Il joue un role
particulierement important dans les neuronieésn{ey, 2008, 2010 Nous avons vu que la
physiologie neuronale est dépendante de la préskenoécepteurs aux neurotransmetteurs au
niveau postsynaptique. Les phénoménes de plasteydaptiques (LTP-LTD) dont
directement dépendants du nombre de récepteurs ABIRA surface. Les phénomeénes
d’endocytose et d’exocytose sont régulés par Vaétsynaptique. L'activation des récepteurs
AMPA conduit a leur internalisation et leur routages la voie de dégradation. Au contraire,
lors de l'activation simultanée des récepteurs NMI@& récepteurs AMPA internalisés sont
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conduits vers la voie de recyclage et réexprimiassarrface Ehlers, 2000 La machinerie de
recyclage semble donc sous la dépendance de itéciynaptique et en particulier de la
signalisation calcique des récepteurs NMDA. Lesosnthes de recyclage serviraient de
compartiment de stockage et fourniraient rapidenueg récepteurs AMPA lors de la
potentialisationi{ennedy and Ehlers, 2006; Park et al., 2004

2.2.2. Découverte des protéines ESCRT

La levure Saccharomycesgerevisiaeest un modele trés utilisé pour I'étude du systéme
endolysosomal. Des analyses génétiqgues ont peridisntifier les génes impliqués dans
'adressage des protéines a la vacuole, I'équivalerfonctionnel du lysosome chez la levure
(Bankaltis et al., 1986; Rothman and Stevens, J.98étte cinquantaine de mutants, appelés
vps (vacuolar protein sorting)Bfyant and Stevens, 1958ont pu étre classés en sous-
familles. Les caractéristigues morphologiques desléifférents compartiments endosomiaux
refletent quel stade de maturation est alté&r@y(nond et al., 1992Une famille de mutants
cause l'accumulation d’endosomes tardifs et EMV ria@mgs, regroupés sous le terme
d’endosomes de classe E. Les protéines associé&scoappelés Vps de classe E et sont au
nombre de 17. L’absence de vésicules dans les emdasde classe E a permis d'établir le
lien entre la formation des vésicules intralumisad¢ la dégradation des cargos. Les Vps de
classe E sont impliguées dans le transport degipest destinées a la vacuole, le long de la
voie de dégradation et plus particulierement daos &dressage a l'intérieur des veésicules
intraluminales des EMV. Elles permettent égalenteegenese des veésicules elles-mémes, par
fission de la membrane limitante de 'endosome.

Les Vps de classe E sont conservées depuis laelgmsqu’aux mammiferes, ce qui souligne
limportance des voies d’adressage dans les EMVinhporité de ces protéines appartiennent
a la machinerie ESCRT (endosomal sorting complguired for transport), appelée ainsi car
elle escorte les cargos dans la voie de dégradaiette machinerie est un complexe hétéro-
polymériqgue composé de 4 sous-complexes (ESCRTSGRE-I, ESCRT-Il, ESCRT-III),
gui s’assemblent séquentiellement sur la face olitpge de la membrane endosomaia)(ire
25A et B). lls ont été caractérisés a la méme époquegpgolpe de recherche de Scott Emr,
et nommeés en fonction de leur ordre de recrutem&3CRT-0 Katzmann et al., 2003
ESCRT-I Katzmann et al., 2003 ESCRT-Il Babst et al., 200)at ESCRT-IIl Babst et al.,
2002). Comme nous allons le voir, les complexes ESCRMmt présents de maniére
transitoire a la surface des endosomes. Le déshkmmnfinal dépend de I'activité d’'une
protéine chaperon, 'AAA ATPase VpsBdbst et al., 1997

Le signal de recrutement de ces complexes prowentubiquitination des récepteurs ou
protéines a dégrader au niveau de leur domaineplagmique. L'ubiquitine est une petite
protéine de 76 acides aminés qui est liée de nami@valente sur des résidus lysines de
protéines substrat, par des enzymes spécifiquesibiguitine-ligases. L’ubiquitination peut
donc s’apparenter a une modification post-traductle réversible des protéines. Cette
ubiquitination a lieu en amont de la voie endolysoale. Le blocage de l'ubiquitination
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n'affecte pas linternalisation des protéines ameau de la membrane plasmique, mais
entraine des problemes de routage et de formagsnEd/V, par défaut de recrutement des
ESCRT.

La conservation des ESCRT entre les levures ehéaamiféres met en avant I'importance de
la voie de dégradation endolysosomale chez tousuearyotesT(ableau ). L’assemblage
des complexes ESCRT et leur role fonctionnel dansaffic intracellulaire des protéines ont
été particulierement étudiés dans la levure. Ndissa donc d’abord nous intéresser a
ESCRT dans le contexte de la formation des EM\hgpalement ches. cerevisiaeNous
verrons par la suite de comment ces mécanismeétérdonservés chez les métazoaires, et
que les propriétés de la machinerie ESCRT soni aupiquées dans d’autres mécanismes
cellulaires.

A B
=
Vps4
Cytoplasme P
{aTP
ESCRT-l ESCRT-l ESCRTII [ATP

Protéines &
degrader

Lumiére de |'endosome

Figure 25. Formation mes endosomes multivésiculéampla machinerie ESCRT

(A) EMV observé en microscopie électronique a tnaission. Les vésicules intraluminales se formemtym
processus de fission de la membrane limitante dedbsome. Diamétre des vésiculesnviron 50 nn
Collection F. Hemming (GIN, Grenoble).

(B) Représentation schématique de I'assemblageeséigl des complexe ESCRT sur la face cytosolig
membrane endosomale. Les gdexes sont recrutés par un signal ubiquitine sgr protéines a dégrac
ESCRT permet a la fois la prise en charge des ipastéa dégrader et leur internalisation dans lescube:
intraluminales. Notez que le complexe ESCRT-0 {gottionne en amont d’ESCRIJn’est pas représenté
ce schéma. Adapté deiuenberg and Stenmark, 2004

2.2.3. Assemblage séquentiel du complexe ESCRT « canonique » (contexte de
la formation des EMV)

Les composants de la machinerie ESCRT sont ligtgs tTableau 3 Nous nous limiterons
dans cette partie a comprendre la mécanistiquesaetialslage de la machinerie ESCRT
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« canonique », c'est a dire celle impliquée darfsraation des EMV. Nous ne tiendrons pas
compte de toutes les isoformes qui existent chemlktazoaires.

Tableau 3.Nomenclature des protéines ESCRT chez la levdeeraammifere (humain)

Complexe Levure A"“E: ?:\:‘:r':i“' Humain A”éﬁ’eg?m‘:‘"rﬁgia:ion
ESCRT-0 Vps27 HRS HGS
Hse1 STAMA1
STAM2
ESCRT-l Vps23 Stp22 TSG101 VPS23
Vps37 Srn2 VPS37A HCRP1, PQBP2
VPS37B
VPS37C PML39
VPS37D WBSCR24
Vps28 VPS28
Mvb12 MVB12A FAM125A, CFBP
MVB12B FAM125B, C9orf28
UBAP1
ESCRT-I Vps36 VPS36 EAP45
Snf8 Vps22 VPS22 EAP30, SNF8, DOT3
Vps25 VPS25 EAP20, DERPS, FAP20
ESCRT-IlI Vps20 Chmé CHMPG VPS20
Snf7 Vps32, Did1 CHMP4A VPS32A, SNF7-1, HSPC134, SHAX2
CHMP4B VPS32B, SNF7-2, CTPP3, SHAX1
CHMPA4C VPS32C, SNF7-3, SHAX3
Vps24 Did3 CHMP3 VPS24, NEDF
Vps2 Did4, Chm2 CHMP2A VPS2A, BC-2
CHMP2B VPS2B, DMT1
Did2 Vps46, Chm1 CHMP1A VPS46A, PCOLN3, PRSM1
CHMP1B VPS468
Vps60 Chm5 CHMP5 VPS60, PNAS2, HSPC177
Ist1 IST1 KIAA0174, PM28
Yjl049w CHMP7
Complexe Vps4 Vps4 End13 VPS4A
VPS4B SKD1
Vta1 LIPS VTA1, SBP1, DRG1, HSPC228
Famille Alix Bro1 Vps31 ALIX AlP1, PDCD6IP, DRIP4, HP35
HDPTP PTP-TD14
BROX BROFTI
Rim20

Adapté delflanson and Cashikar, 2012

ESCRT-0

ESCRT-0 est composé d'un hétérodimere constitigg protéines Vps27 et Hse (Hrs et
STAM chez les métazoaires). L’élimination de l'udes sous-unités empéche la formation
des vésicules intraluminaleB4zi and Futter, 2006ESCRT-0 est recruté sur la membrane
endosomale par les cargos ubiquitinylés et le B(@)®P (phosphatidyl-innositol-3-
phosphate), particulierement enrichi dans les emdes précoces)( Paolo and De Camilli,
2009. L'ubiquitine est reconnue par des motifs UIM ifubtin interacting motif) et le
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Ptdins(3)P par des domaines FYVE. STAM recruted#ssibiquitinylases (AMSH et UBPY)
via un domine SH3. Hrs interagit également avestdthrine au niveau de microdomaines des
endosomes précoces, ce qui est en accord avedeuderta machinerie ESCRT dans la prise
en charge précoce des protéines a dégrader, eingpsement dans la formation des EMV
(Raiborg et al., 2002 La queue C-terminale de Vps27/Hrs contient lendime PSxP de
liaison avec Vps23/TsglOBéche et al., 200fFigure 29.

STAM

Ubiquitylated O ESCRT-II

ESCRT-0 ‘ cargo ESCRT-! Vps28

h)
Ptding 3)P

ESCRT-II

Figure 26. Assemblage séquentiel des sous-compleE&CRT dans le contexte de la formation des EMV
Les complexes sont recrutés séquentiellement etaigissent entre eux. Les complexes ESORT-et |
prennent en charge les cargos ubiquitinylés. Gersasousités sont recrutés a la surface des endosom
une interaction avec le PtdIins(3)P. AdaptéRieijorg and Stenmark, 2009

ESCRT-I

ESCRT-I a été le premier sous-complexe ESCRT dgotit son réle dans la prise en charge
des cargosKatzmann et al., 200let la formation des vésicule®dzi and Futter, 2006
ESCRT-I forme édifice stable, allongé, de 18-25dariong, composé d’'une copie de chaque
sous unités Vps23 (Tsgl01), Vp37, Vps28, MvbER)(re 2§. ESCRT-I est pré-assemblé
dans le cytosol avant de se fixer a la surface smdale. Il forme un pont en ESCRT-0 et
ESCRT-Il. Tsgl01 interagit avec les cargo ubiqylés et la protéine Alix, associée aux
complexes ESCRTKstelansky et al., 200.7

ESCRT-II

Dans le contexte de la formation des EMV, ESCRI&ill le lien entre ESCRT-I et ESCRT-
Il (Babst et al., 200)aLe complexe prend une forme en « Y » et est as@pl’'une sous-
unité de Vps36 et Vps22 et de deux sous-unitesmY Figure 26. Vps 36 interagit avec
le Ptdins(3)P, les cargos ubiquitinylés et ESCRDd.l'autre c6té, les deux copies de Vps25
viennent recruter deux sous-unités de Vps20 du xeESCRT-1lI (eis et al., 201)0)

ESCRT-II

Le complexe ESCRT-IIl posséde certaines partiddlari Les autres sous-complexes
s’'assemblent dans le cytosol avant de s’assodeemembrane endosomale. Pour ESCRT-III,
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'assemblage coincide avec I'association sur la brame. L’absence de motifs d’interaction
avec l'ubiquitine suggére qu’ESCRT-III fonctionmelépendamment de la présence du cargo.
ESCRT-IIl est constitué de sous unités tres senwklr un plan structural. Il existe 8 sous-
unités chez la levure (et 12 chez 'homme). Leodsaunités Vps20, Snf7, Vps24 et Vps2
constituent le « coeur du complexealfleau }. Les sous-unités se polymérisent dans cet
ordre, sous forme de filamentse(s et al., 2008 et avec une staechiométrie définie, dans le
cas de la formation des EM\&{ksena et al., 20p9.a structure en Y avec les deux sous-
unités de Vps25 semble recruter deux sous-unitégpd@0 qui vont initier la formation de
deux filaments ESCRT-llIH{enne et al., 2012; Teis et al., 2)1Chaque sous-unité Vps20
recrute Snf7 qui s’oligomérise a la surface memdiran puis Vps24 et Vps2 s’associent au
filament de Snf7, bloquent la polymérisation eruéent 'AAA ATPase Vps4Kigure 2§. La
steechiométrie estimée se situe donc autour dellllpour chaque filament, avec 15 sous-
unités pour Snf7. Nous aborderons plus en détaCHESIII dans la partie dédiée a la
meécanistique d’assemblage de ce complxetie 2.9.

Complexe Vps4

Vps4 est considéré comme une protéine associeE@URT. C’est la premiére Vps de classe
E dont la fonction biochimique ait été définieapst et al., 1993 Vps4 fait partie de la
famille des AAA ATPases, chaperons impliqués dangiépliement des protéines ou le
désassemblage des complexes protéigOesireé and Wilkinson, 2001 L’expression d'un
mutant catalytiguement inactif de I'enzyme Vps4raime une accumulation des ESCRT au
niveau de la membrane endosomale. Ceci a treswiggéré que Vps4 utilisait I'énergie de
I'hydrolyse de I'ATP pour dépolymériser ESCRT. Vpefctionne en dodécamere (12 sous-
unités) arrangé sous forme de deux anneaux hexgmérisuperposeés-ifure 29. Il est
recruté via ESCRT-III et s’associe a des régulatelerson activité ATPasique, comme Vtal.
Les domaines MIT (microtubule interacting and tmory sur Vps4 interagissent avec les
domaines MIM1 ou MIM2 (MIT interacting motif) sitgésur la partie C-terminale des sous-
unités ESCRT-IIl Ehestakova et al., 20)L0Nous reviendrons également sur le réle de Vps4
dans la partie consacrée a ESCRTHaitie 2.9.

La famille Bro1/Alix

La protéine Brol de levure n'est pas une protéiBERT en tant que telle. Elle possede trois
homologues chez les mammiféres (Alix : Alg2 intérag protein X, BROX et HDPTP). La
protéine la mieux caractérisée est Alixdprizzi, 2009. Elle interagit avec ESCRT-I et
ESCRT-IIl. Elle se lie également a une multitudefi#cteurs protéiques (cytosquelette
d’actine, kinases, protéines de la voie apoptotiqudrol de levure semble importante pour
la formation des EMV, en régulant l'activité de $aus-unité Snf7 (ESCRT-III) et en
reconnaissant les cargos ubiquitinylesg{hkova et al., 2013; Wemmer et al., JOEh ce qui
concerne Alix son role dans le trafic intracelltgan’est pas encore démontré. Nous verrons
plus tard qu'elle semble importante pour le reenget du complexe ESCRT-III dans
d’autres processus cellulaird2aftie 2.3.
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2.3.La machinerie ESCRT chez les mammaiferes : diversification des fonctions et
des substrats membranaires

Les premieres caractérisations du role des sougplesss ESCRT (endosomal sorting
complex required for transport) concernent la pesecharge des cargos ubiquitinylés et leur
intégration dans les vésicules intraluminales dedosomes multivésiculés (EMV). Ces
résultats datent d'il y a seulement une dizainankg Babst et al., 2002a, 2002b; Katzmann
et al.,, 2001, 2003 Depuis, les études concernant la compréhengidonetionnement des
complexes ESCRT se sont multipliées (685 artidepuis le premier en 2001, répondent au
mot clé « ESCRT », sur le moteur de recherche Pdpn@es études s’étendent dans trois
axes principaux. (1) Le contexte de la formatioa B¥MV chez la levure est un systeme bien
calibré qui permet d’étudier le rble fonctionnel cleaque sous-complexe et sous-unité. La
manipulation génétique des levures est aisée ehqted’aborder les problémes d’ordre
d’'assemblage ou de stcechiométrie. (2) Le trawawitro, avec l'utilisation de protéines
recombinantes purifiées, concerne la caractérisatsructurale des sous-unités, les
interactions protéines-protéines et la mécanistdjassemblage. (3) Enfin, les études dans les
cellules de mammiferes ont mis au jour (et mettentore au jour) de nouvelles
fonctionnalités impliquant la machinerie ESCRT.

Depuis leur découverte, les ESCRT ont évolué dtutstde simple machinerie de tri des

protéines a dégrader, vers le statut d’'une platedate déformation et de fission membranaire
commune a de nombreux processus cellulaires. Dettes gartie nous allons nous intéresser
aux processus impliquant la machinerie ESCRT dassckllules de mammiferes. Nous

verrons également que le mécanisme de déformatemhmanaire catalysé par les ESCRT
posséde une topologie bien particuliére.

2.3.1. Topologie de la déformation membranaire dépendante des ESCRT

Peu apres la premiere caractérisation dESCRT-k Gecerevisiagil a été montré que
Tsgl01l (ESCRT-I) et d'autres ESCRT étaient impast@our le bourgeonnement du VIH-1 a
partir de la membrane plasmiques(rus et al., 2001 Tsg101 et la protéine Alix, associée a
ESCRT, sont également recrutées au niveau du ciotesmédiaire et requises pour
I'abscission finale, lors de la cytokines€a(lton and Martin-Serrano, 2000 Ces découvertes
ont fait naitre I'hnypothése que la machinerie ESQR®lUvait étre un effecteur direct de la
déformation membranaire. En effet, le type de corglonembranaire requis pour la formation
des vésicules intraluminales, pour le bourgeonnéhemnvirus et pour I'abscission finale lors
de la cytokinese, est topologiquement le mémeufe 27 A-Q. Il s’agit d'un type de fission
non conventionnel, dit « par l'intérieur », par opjtion avec les autres types de fission. En
effet les protéines comme la Dynamine permettefis&on de vésicules via un phénomeéne
de constriction « par I'extérieur » du cou de lgiggle (Viorlot and Roux, 201)3 Dans le cas
des phénomenes de déformation dépendants d’ES@Rdpdlogie est inverséeifure 28 A
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et B). Dans les EMV, les vésicules bourgeonnent vargfieur de 'endosome en s’éloignant
du cytoplasme (« away from the cytoplasm »), abpue pour les vésicules d’endocytose,
c'est l'inverse car celles-ci rentrent a l'inténiede la cellule. Les complexes ESCRT
s’assemblent sur la face cytosoligue des membrdhRasire 24. Un phénomeéne de
bourgeonnement conduit a la formation d’'un cou mamdire («tige de fission ») a
l'intérieur duquel les sous-unités d’ESCRT-IIl vasg polymériser et conduire a la scission
(phénomeéne de fission décrit Byure 23. La sortie des virus enveloppés ou I'abscissios |
de la cytokinése nécessite le méme type de rengalelala membrane que la formation des
EMV, seul le substrat membranaire est différentniim@ne plasmique contre membrane
endosomale) Higure 27 A et B La microscopie électronique met en évidence que
’lhomologie entre les vésicules intraluminales et bourgeons viraux est particulierement
frappante figure 270. Dans chacune de ces situations, ESCRT parti&cipee courbure
négative de la surface membranaire (concave stack cytosolique, voifigure 21) et a
tendance a rapprocher les feuillets internes (facgosolique) des bicouches

phospholipidiquesHenne et al., 2011; Hurley and Hanson, 2010
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Formation des EMV Cytokinése > Bourgeonnemen'l des virus
ESCRT-I| ESCRT-\, RAREES
gscrrp ESCRTL ESCRT-l . h}v N -p{#
10k

ESCRT-

LS ESCRT

Figure 27. La machinerie ESCRT est impliquée dans plusieurs mcessus de fission membranaire
topologie équivalente

(A) Schéma mettant en évidence les trois principprocessus impliquant la machinerie ESCRT che
mammiferes : formation des EMV, cytokinése et beorgiement des virus.

(B) Grossissement au niveau des zones de fission.fdadogie inversée par rapport aux autres machinei
fission, la déformation membranaire est exercéd'ip&rieur. Adapté deRaiborg and Stenmark, 2009

(C) Images de microscopie électronique correspdedanEMV (coll. Fiona Hemming) cytokineése (MBO!
5°™Ed.) ; virus (H.R Gelderblom).
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Figure 28. Dynamine et ESCRT : deux topologie dedsion membranaire inversées

(A) Scission d'une vésicule a puits de clatbrpar la Dynamine. La Dynamine (rouge) formeilanfent auto.
du cou de la vésicule qui entraine la constrigtfpns la scission. Adapté del{rlot and Roux, 20133

(B) Scission d'une vésicule intraluminale par la maehs ESCRT. ESCRT (filament blanc) s’assemt
I'intérieur du cou de la vésicule, sur la face sglque. Adapté dereel et al., 2091
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Nous nous intéresserons au processus de scissapneprent dit dans la partie dédiée a
ESCRT-III (Partie 2.9.

2.3.2. Processus cellulaires impliquant la machinerie ESCRT

Par rapport aux levures la principale caractéustige la machinerie ESCRT des mammiferes
est la divergence fonctionnelle. Cette divergeriegpsime par la présence de nombreuses
isoformes absentes chez la levureéal{leau ) mais aussi au niveau des substrats
membranaires et des mécanismes de déformation rapail®. Nous allons voir que les
ESCRT sont impliqués dans beaucoup de processuelawes trois que nous avons listées
plus haut. Cette partie a pour but de donner uncapge chacun des mécanismes et de ses
spécificités au niveau de I'assemblage de la macieESCRT.

Trafic intracellulaire

Bien que les mammiféres disposent d’autres systédesformation des endosomes
multivésiculés (EMV) (Voodman and Futter, 20))8ce rble de la machinerie ESCRT est
néanmoins conserve. Il a été plus particulierersundié dans le contexte de dégradation du
récepteur a 'EGF, qui est envoyé vers la voie égradation lorsqu’il est fixé par 'lEGF. La
mécanistiqgue d’assemblage est probablement similaircelle de la machinerie ESCRT
« canonique », qui a été décrite chez la levpeetie 2.2.3. Le signal de prise en charge par
la machinerie ESCRT est également l'ubiquitine pkésence de multiples isoformes autorise
a penser qu'il puisse y avoir des régulations ckfiielles de I'assemblage en fonction des
récepteurs pris en charge.

Certaines données suggerent que la machinerie EpE®RTegalement prendre en charge des
cargos destinés a étre recycléslflys and Raymond, 20pR9C’est le cas du récepteur a
'EGF quand il est fixé par certains ligands, comifamphiréguline. De maniére intéressante,
le recyclage ne nécessite que ESCRT-I et ESCRMJHItravail récent suggere que le réle
d’ESCRT dans la voie de recyclage passe par leteroent de la Spastine, une protéine de
coupure des microtubules qui posséde un domaine (dbmme Vps4) et qui est donc
recrutée par ESCRT-IIIA(lison et al., 201} La Spastine serait impliquée dans la fission des
tubules des endosomes précoces, un phénomene ampdains les voies de recyclage.

Bourgeonnement des virus enveloppés

Les virus piratent les machineries moléculairesadeellule hote pour répliquer leur matériel
géneétique et produire les protéines nécessairesirantultiplication. Apres assemblage, les
virions doivent sortir de la cellule héte pour poinen infecter de nouvelles. Il a été montré
gue certains virus enveloppés, comme le virus @MASVIH-1), utilisaient les propriétés de
la machinerie ESCRT pour bourgeonner a partir deittace cellulairevon Schwedler et al.,
2003. Les ESCRT sont recrutés au niveau du site degeonnement viral par la protéine
virale Gag. Les domaine L (« Late domains ») PTARRXL, de la protéine Gag du VIH-1,
sont capable de recruter respectivement les pestdisgl01 (ESCRT-I) et AlixHarrus et al.,
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2001; Strack et al.,, 2003 Outre la différence de substrat membranaire priacipale
différence avec la formation des EMV provient dit fgue le bourgeonnement viral ne
requiert pas tous les sous-complexes ESCRT. Latiéplen ESCRT-0, ESCRT-II ou Vps20
(ESCRT-Ill) n’affecte pas la sortie des particulegales (angelier et al.,, 2006
L’'ubiquitination de Gag semble aussi jouer un igl@ortant en favorisant le recrutement de
Tsgl01 au site de fissiorétte et al., 20)3 Le recrutement différentiel de certains sous-
complexes a amené I'hypothése que la protéine gdixvait jouer un réle dans le recrutement
de ESCRT-IIl sans passer par ESCRT-II. En effdteqarotéine est capable d’interagir avec
Tsgl0l (ESCRT-I) et CHMP4 (ESCRT-llIKétoh et al., 2003, 2004Elle est recrutée au
site de fission juste apres la mise en place dad&ine Gag, dans le cas du virus EIAV
(Jouvenet et al., 20).1Alix pourrait servir a faire un pont entre ESGR&t ESCRT-III ou,
alternativement, directement recruter ESCRT-IlItéaola présence d’Alix dans les schémas
desFigures 26 et 27

Abscission finale lors de la cytokinese

C’est clairement aprés la découverte de l'implmatd’ESCRT dans les étapes finales de la
division cellulaire que ce complexe a commencéra ébnsidéré comme une machinerie
spécialisée dans la scission membranaire. En eféets les cellules animales, la mitose se
termine par I'étape de cytokinese qui consisteaestission du fin pont membranaire qui relie
les deux cellules filles, de part et d’autre dupsontermédiaireKigure 270. Les sous-unités
Tsgl01 et Alix (les mémes que pour le bourgeonné®nsant les premiéres a avoir été
montrées comme requises pour le déroulement dsciggion Carltonand Martin-Serrano,
2007; Morita et al., 2007 Elles sont recrutées au niveau du site d’ahistigsar la protéine
Cep55 (Centrosomal protein of 55 kDa). Les sougesrd’ESCRT-III recrutent également la
Spastine, via son domaine MIR€id et al., 2006 Cette protéine est essentielle durant la
cytokinese et a pour fonction de couper les mitralies polaires qui relient les deux cellules
filles pour permettre la rupture du pont intercielite. Cette fonction des ESCRT est
conservée depuis les archéobactéries, qui utilidesthomologues d’ESCRT-III et de Vps4
pour réaliser leur division cellulairéi(idas et al., 2008; Samson et al., 2)Q@& cytokinése
reste, a ce jour le seul processus endogéne quieaihis l'identification, en conditions
physiologiques, des filaments circulaires formésBACRT-IIl, dont nous reparlerons par la
suite Elia et al., 2011; Guizetti et al., 20LESCRT-III forme des anneaux protéiques sur la
membrane plasmique, latéralement par rapport au dgt fission. Ces oligoméres sont
considérés comme les catalyseurs de la constristembranaire et de I'abscission, méme s'il
mangue encore a I'heure actuelle le lien fonctibenére filament ESCRT-III et constriction
membranaire.

Il est important de noter que 'abscission faiemenir de nombreuses autres protéines et de
nombreux mécanismes cellulaires. Il a été montré lgucytokinése s’accompagne d’'un
intense trafic vésiculaire. Ces vésicules, proverdndosomes de recyclage, auraient pour
double fonction présumée, de délivrer des protéitiesérét, mais également de favoriser le
remodelage membranaire au niveau des sites derfigsieto et al., 201)l Ce modele

« vésiculaire » est actuellement un peu en pertgtdese, mais comme nous I'avons vu plus
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haut, la formation de vésicules provenant d’end@sode recyclage pourrait également étre
dépendante de la machinerie ESCRT. Le réle d’ES@&E la cytokinese pourrait donc étre
double. L'étude du réle des ESCRT dans la cytoldrest maintenant un champ de recherche
tres actif, qui devrait permettre d'éclaircir ragudent leur(s) role(s) exact(s) dans
I'abscission.

Autres processus cellulaires impliquant la machinee ESCRT

Le complexe ESCRT, ou plutdét devrait-on dire lesnptexes ESCRT, tant la divergence
d’assemblage semble importante, ont été montrésneommpliqués dans de nombreux autres
processus cellulaires. Certains de ces processubla® bien éloignés du remodelage
membranaire, ce qui suggere que la machinerie ES@Rifrait avoir un réle en dehors de
I'établissement de courbures membranaires

Nous venons de voir que les ESCRT sont requis fethévement de la cytokinese, I'étape
finale de la division. Une étude intéressante aleégent montré que les composants
d’ESCRT-III, ainsi que Vps4 étaient impliqués beawe plus toét durant la mitose, dans des
phénomenes demodelage des centrosomes et du fuseau mitotiq@dorita et al., 201))

La déplétion de Vps4B entraine par exemple une iptigltion aberrante du nombre de
centrosomes, qui constituent le centre organisatlag microtubules, et joue un rdle
fondamental dans la répartition du matériel génétign mitose. Il s'agit d'une étude de plus
qui met en relation ESCRT avec les microtubulesn lijue les mécanismes soient encore
flous a I'heure actuelle. Nous pouvons imaginer lggeESCRT jouent un rdle global dans la
division cellulaire, régulant a la fois le remodgade la chromatine et le remodelage
membranaire.

L’ autophagieest un processus cellulaire qui permet la dégi@udu contenu cytoplasmique
(cytosol, protéines et organites). Elle regroupeusigurs types d’autophagie
(macroautophagie, microautophagie, autophagie esarchaperons...), mais I'appellation
autophagie fait généralement référence a la matwphagie. L’autophagie est un moyen
d’éliminer des protéines mal repliées ou des otgarendommagés, mais aussi de recycler
des constituants cellulaires, en conditions dessirpar exemple. Elle passe par la formation
d'une vacuole (phagophore) a double membrane quiokbe le matériel a dégrader, et qui
peut aboutir a un autophagosome, via des phénonumdasion et fission membranaire
(Mizushima et al., 2008 L’autophagosome fusionne ensuite avec le lysesemprend le
nom d'autolysosomeR(gure 29. La perturbation de la machinerie ESCRT entraine
accumulation d’autophagosomes. C’est le cas avel@pdetion des quatre sous-complexes,
ainsi que de Vps4limonenko et al., 2007; Rusten et al., 2007; Tiaetal., 200). Quatre
hypothéses ont été avancées pour expliquer l'imftin des ESCRT dans le processus
autophagiqueHusten and Stenmark009 : (1) La déplétion en ESCRT entrainerait un stres
cellulaire qui stimulerait 'autophagie. (2) La fieeture du phagophore est un mécanisme de
fission membranaire qui ressemble topologiguementlaa formation des vésicules
intraluminales des EMV. (3) Les ESCRT pourraienterivenir dans la fusion des
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autophagosomes avec les lysosomeésv(n et al., 201), ainsi que, (4) la formation des
lysosomes eux-mémes, deux hypotheses possiblesgbemoins faciles a appréhender sur
le plan topologique. Nous verrons par la suite cgi@ble de la machinerie ESCRT est suivi
avec beaucoup d’intérét, a cause de I'implicaties dérégulations de l'autophagie dans de
nombreuses pathologies, notamment les maladiesaeggnératives.

Autophagosome ¥,

Phagophore

Protéine

/ mal repliée
0 Perméase
Cytoplasme ’ Hydrolase
lysosomale

Source
membranaire

O

. Autolysosome

Figure 29. L’autophagie est responsable de la dégtation du contenu cytoplasmique via les lysosomes
Il existe plusieurs types d’autophagie qui passauties par une étape de fusion avec le lysosompeaguiet |i
dégradation de leur contenu. La macroautophagi¢aefsirme la plus courante. Elle débute par la farar
d'une vacuole a dold membrane qui englobe les éléments du cytoplasmea finir par donner
autophagosome en se refermant sur elle-méme. Adaftézushima et al., 2008

Les cellules peuvent produire et relarguer diffésegpes damicrovésiculesdans le milieu
extracellulaire. Ces microvésicules ont une fomctijgrésumée dans la communication
intercellulaire. De maniére assez logique, la msate ESCRT est impliquée dans la
production des exosomes qui sont des vésiculeésrpar la fusion de certains EMV avec
la membrane plasmique. Les exosomes sont donc aitéréles vésicules intraluminales
libérées sans le milieu extracellulaire. De manistgprenante au niveau topologique,
certaines sous-unités ESCRT sont associées awulgssi/athivanan and Simpson, 2009)
Alix est méme le marqueur de référence des exosoailess que le role exact de cette
protéine dans leur formation n’est pas encore cofimietti et al., 2012 Les ESCRT
semblent aussi impliqués dans le bourgeonnementédieules directement a partir de la
membrane plasmique. La protéine ARRDCL1 utilise untimMPSAP pour recruter Tsgl01
(ESCRT-l) & la membrane plasmiquelaphan et al., 20)2 Méme s'’il n’existe pas
d’évidence a I'heure actuelle, ceci suggere quedée de la machinerie ESCRT est recrutée
en aval et participe au processus de fission alalmnane plasmique.
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2.4.ESCRT-III : le catalyseur de la courbure membranaire

Nous avons pu nous apercevoir que, chez les mamasiféa machinerie ESCRT est
impliquée dans de nombreux processus cellulaigeslupart concernant directement un
remodelage des membranes plasmique et endosoraled 2. Ces différents mécanismes
montrent une divergence par rapport a la machifB8ERT « canonique » que nous avons
présentée plus haut. Nous pouvons maintenant pades » complexes ESCRT. En effet les
différents sous-complexes semblent pouvoir étreksés de maniére alternative, selon les
processus cellulaires. Nous pouvons également imaagjue les cellules de mammiféres
puissent tirer profit de la présence d’isoformesirpeéguler finement 'assemblage des
complexes.

Le seul sous-complexe requis pour tous les prosessliulaire décrits est le complexe

ESCRTH-III. Il est paradoxalement le moins connu stass complexes ESCRT, alors qu’il est
maintenant le plus étudié. Ses propriétés d'assegebb la surface membranaire, son
indépendance vis-a-vis des cargos ubiquitinyléssi ajue le fait qu’il soit recruté en dernier,

ont tres vite laissé penser qUESCRT-III était $amblage moléculaire idéal pour déformer
les membranes. Nous allons nous intéresser auxcitgpale déformation membranaire

d’ESCRT-IIl et a la maniere dont les sous-unitéslguromposent s’assemblent pour réaliser
cette fonction.

2.4.1. Structure des protéines ESCRT-III

Contrairement aux autres ESCRT, qui se préassetntéers le cytosol, pour former des
complexes stables, ESCRT-IIl s’assemble a la senfaembranaire, et vraisemblablement de
maniére tres transitoiré3fbst et al., 2009)bLes sous-unités ESCRT-IIl sont au nombre de 8
chez la levureSaccharomyces cerevisia® de 12 chez 'homme, qui possede plusieurs
isoformes pour un certain nombre d’homologuesb(eau }. Les protéines ESCRT-IIl ont
une nomenclature spécifigue chez les mammiferésxeéeption de IST-1, elles prennent le
nom de CHMP (charged multivesicular body proteins alternativement chromatin
modifying proteins). Les sous-unités ESCRT-III sertrémement conserveées entre especes
et sont les plus conservées parmi la grande RBBCRT. La protéine CHMP4B humaine
présente, par exemple, 60% d’identité de séquenee son homologue chez la drosophile,
appelé Shrub et 99% avec la protéine CHMP4B desdDertains homologues ont méme été
identifiés chez des espéces d’archéobactérieds @ont impliqgués dans la division cellulaire
(Lindas et al., 2008; Samsat al., 200% Cette conservation des protéines au cours de
I'évolution suggere que le ou les role(s) joué(@) BSCRT-III sont fondamentaux pour le
fonctionnement cellulaire en général.
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Figure 30. Les sous-unités du complexe ESCRT-III @sentent toutes la méme structure secondaire

(A) Structure de CHMP3 (8-183). Les sous-unités B34l présentent toutes la méme structure secon
avec 2 hélices repliées en épingle a cheveux aeé deux autres pour river le coeur de la protéine.
linker flexible relie les hélices5 eta6 au cceur de la protéine6( n'est pas visible sur cette représenta
Adapté de Bajorek et al., 2000

(B) Modéle du cycle fonctionnel des protéines ES@RTLa conformation fermée est inactive. Elle rie
d'une interaction intermoléculaire qui fait intenie principalement les hélices2 et 5. L'ouverture de |
protéine libére les interfaces de dimérisation’ieteraction avec la membrane. Adapté e et al., 200Q
(C) Hélices et interfaces d’interaction des soli$snESCRT-IIl. La partie Ner est majoritairement basic
alors que la partie C-ter est majoritairement acide

Les sous-unités ESCRT-III sont des petites progede 25 kDa environ (exception faite de
CHMPT7). Au sein de chaque espece, elles présemgsrdifférences importantes au niveau de
leur séquence primaire en acides aminés (seule@¥erto d’identité entre CHMP4B et
CHMP2B chez 'homme, par exemple). En revanchegéaisation globale des protéines
semble conservée. Elles sont caractérisées parpart@ N-terminale basique (chargée
positivement) et une partie C-terminale plutdt adichargée négativemenb)idure 30Q. Les
structures cristallographiques de CHMP3 et Istl pumtétre décritesHgure 30A et B
(Bajorek et al., 2009; Muziol et al., 2006; Xiaoatt, 2009. Ces deux protéines ont une
structure secondaire similaire et les prédictioesstiuctures pour les autres sous-unités
suggerent un repliement identique pour la plupast composants d’ESCRT-III. La structure
secondaire est formée de six hélices. Le « ccearpratéine est constitué des hélieésaod
(environ 150 acides aminés sur 220 au total). l&di€dsal eta2 forment une structure en
épingle a cheveux sur laquelle viennent se refdiehélicesi3 etad. Enfin, un linker flexible
relie I'néliceo4 avec les hélices5 eta6. La « taille » de ces protéines est de 7 nm en\ét
correspond a la longueur de I'épingle forméegdaeta?.

Les sous-unités ESCRT-III présentent deux confdongt une conformation dite « ouverte »
et une conformation dite « ferméeRiqure 30B. Dans la conformation fermée, la partie C-
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terminale vient se replier sur le cceur de la pnetéil semblerait que cette interaction
intramoléculaire fasse intervenir principalemerst télicesub eta2 (Figure 300 (Bajorek et
al., 2009; Henne et al., 2011.a conformation fermée est considérée commetiireacElle
correspond aux protéines sous forme monomériquieregtent solubles dans le cytosol.
L’expression de mutants tronqués dans la partier@ihale entraine une accumulation non
spécifiqgue des protéines ESCRT-IIl sur la membralaemique I(in et al., 2005b; Shim et
al., 2007. Ces formes tronquées sont également des inliibifgiissants du bourgeonnement
des virus Lamborlini et al., 2006 Ces observations ont conduit a un modele d’atitm des
sous-unités, dans lequel la partie C-terminalecexane action auto-inhibitrice en se repliant
sur le cceur de la protéine.

Les protéines CHMP s’associent aux membranes wandieractions électrostatiques entre les
acides aminés basiques des héligkset a2 et les phospholipides acides de la membrane.
Seule CHMP6 est modifiée par myristoylation pouwsilfier son adressage a la membrane
(Yorikawa et al., 2006 On pense que les sous-unités s’oligomérisemal@ere transitoire a

la surface des membraneSapst et al., 2009b Chaque CHMP semble étre capable de
s’associer avec lui-méme ou alternativement avagties sous-unitésl éang et al., 2006

En revanche les régions exactes impliquées dardimérisation font encore débat. De
nombreux mutants de dimérisation ont été identiéemdiquent qu’elle fait principalement
intervenir des interaction®2-0.2, avec la contribution probable des héliegstab (Muziol et

al., 2009. L'ouverture des protéines CHMP rendrait cesrfatees disponibles et permettrait a
la fois I'association a la membrane et la polynadiis. Les signaux qui permettent d’activer
les sous-unités ne sont pas connus. Est-ce I'aggntia la membrane qui permet de déplacer
la queue C-terminale ou est-ce linteraction avecagtivateur protéique ? Il est encore
difficile de dire quel événement se produit en gegFpmais une étude récente a montré, avec
un mutant ponctuel, que le déplacement de I'héleele Snf7 était suffisant pour entrainer
son association avec la membrane et son oligoniénséienne et al., 20)2 Ce résultat
suggere que l'activation des sous-unités se prodidalablement a l'association aux
membranes. Comme nous l'avons détaillé plus hars de contexte de la formation des
EMV, le meilleur candidat pour activer les prot&@nESCRT-III est Vps25, protéine du
complexe ESCRT-II qui est capable d’'interagir aves20 (CHMPG6) $aksena et al., 2009
Dans le contexte physiologique, nous pouvons inggim sceénario en deux étapes. Tout
d’abord 'homo ou hétéro-dimérisation des sousamitans le cytosol entrainerait leur
activation (ouverture des protéines par compétigmire l'interaction intermoléculaire et
l'interaction intramoléculaire). Le dimére « activéaurait la capacité de se fixer aux
membranes, qui constitueraient un substrat nécesaaiine oligomérisation a plus grande
échelle.

Peu d'interacteurs et d’effecteurs des CHMPs (émodedes protéines de la famille ESCRT)
sont connus a ce jour. Les sous-unités possédadmaine tres conservé appelé MIM (MIT
interacting motif) situé au niveau de I'héliegé. Ce domaine permet de recruter des protéines
a domaines MIT comme I'’ATPase Vps4, la Spastinetéime de coupure des microtubules ou
AMSH et UBPY, des déubiquitinaseSt(chell-Brereton et al., 2007; Tsang et al., 2006;
Yang et al., 2008 CHMP4 interagit avec la protéine Alix et la e CC2D1A. Alix
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pourrait étre responsable du recrutement du corapl®&SCRT-III aux sites de
bourgeonnement viraF(sher et al., 2007 CC2D1A agirait au contraire comme un inhibiteur
d’ESCRT-IIl capable de séquestrer CHMP4 dans lesojt(Viartinelli et al., 2012; Usami et
al., 2013.

2.4.2. Les filaments ESCRT-1II déforment les membranes

Les premiers indices de la capacité des sous-uBRSSRT a s’assembler sur la surface
membranaire proviennent de travaux réalisés damtetlares déficientes en Vps4 et dans des
cellules de mammiféres exprimant un dominant nédaticette protéineBabst et al., 2002b;
Lin et al., 2005k En l'absence de Vps4, les sous-unités ESCRTslccumulent
massivement a la membrane (des endosomes prirogate dans de grosses structures
protéiques, insolubles dans des détergents nogtiesi Ces résultats indiquent que ces
protéines forment des structures polymériques autface membranaire et que Vps4 est
capable de les dépolymériser, via son activité Aldree.

Le lien direct entre ESCRT-III et courbure membrenast apparu apres la mise en évidence
gue certaines sous-unités sont capables de se é¢ridgmet de déformer les membranes.
Lorsqu’elles sont surexprimées, les sous-unités €dMet CHMP4B (homologues de Snf7)
forment des amas protéiques au niveau des membiatnasellulaires et de la membrane
plasmique I(in et al., 2005b; Shim et al., 200 L utilisation d’'une technique particuliére de
microscopie électronique (quick-freeze deep-etebtedn microscopy : DEEM) a permis
d’observer la structure de ces assemblages preiquhaute résolution, au niveau de la
membrane plasmique. Les sous-unités de CHMP4 sumedgs forment des filaments de 5
nm qui s’assemblent de maniére circulaire, a |f&asarmembranaire (visibles surHfayure
31A). Dans les cellules qui coexpriment CHMP4 et umuhant négatif de Vps4B (Vps4B
E235Q, incapable d’hydrolyser 'ATP), I'organisatides filaments change et des projections
membranaires se forment a partir des plateformeésHMP4. Ce sont de véritables tubes qui
déforment la membrane plasmiquegre 31A (Hanson et al., 2008Malgré le caractere
artéfactuel des structures observées dans cetle,tisemblerait que la polymérisation en
filaments circulaires représente une caractéristiguysiologique du complexe ESCRT-III et
de la sous-unité Snf7 (CHMP4) en particulieliq et al., 2011; Henne et al., 2012
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Figure 31. Les protéines CHMP se polymérisent sodisrme de filaments ciruclairesin vitro etin vivo

(A) Cellules COS-7 transfectées avec CHMP4B et Bpsdbminantnégatif (E235Q) et observées
microscopie électronique DEEM. CHMP4B forme desrfients circulaires justes sous la surface
membrane plasmique (visibles en haut). Des tubdeniadu centre de ces filaments et déforment lenlonant
plasmique. Les protrusions font plusieurs um dgulear et environ 100 nm de diamétre. Barres d’é&sha&iDC
nm. Adapté deHanson et al., 2008

(B) Copolyméres formés par les protéines CHME3et CHMP2MC recombinantes observés en cryo-
microscopie électronique. Le filament prend la ferdun tube hélicoidal creux de 50 nm de diamétreren.
Chaque strie représente un tour d’hélice (pastudide 32 A). Barre d’échelle 100 nm. Adapté Hetd et al
2008.

L’analyse de polyméres forméa vitro, par des protéines recombinantes, a permis de
caractériser l'organisation tridimensionnelle detanients ESCRT-IIl. Les protéines
CHMP2A (Vps2) et CHMP3 (Vps24) autoactivées s’addent pour former de long tubes
creux de 50 nm de diameétre envirdraforek et al., 2009; Lata et al., 200B’observation de
ces tubes en cryo-microscopie électronique a pedmigvéler des striations perpendiculaires
a I'axe longitudinal du tube. Ces stries représgniee organisation hélicoidale des filaments
de CHMP2A et CHMP3Higure 31H. Les tubes nous renseignent sur la maniere @snt |
sous-unités s’organisent au sein des filaments HSKIRLes protéines exposent leurs
domaines de fixation aux membranes vers I'extérgtles domaines MIM, qui permettent le
recrutement de Vps4, vers lintérieur. Les filansesdnt capables de recruter des membranes
lipidiques via leur surface externe. L'analyse athaésolution et leur reconstruction en 3D
révéle que chaque hélice est construite par unagmetment d’'unités de base composées de
dimeres téte-queue de CHMP2A et CHME&{ntin et al., 201
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Figure 32. Les filaments ESCRTHI ont les
caractéristiques idéales pour catalyser le
mécanismes de fission membranaire
Représentation  schématique  d'un  filan
polymérique constitué de sous-unité ESCIR;Tau
niveau de la zone de scission d'une vés
intraluminale.

Adapté deBarelli and Antonny, 2009

ESCRTHII

Lurmiere
de 'EMV

A I'heure actuelle, les filaments ESCRT-III endogém’ont pas pu étre reliés, avec certitude,
a des phénomenes physiologiques dépendants desTE&eRendant, de nombreux indices
suggerent que ces filaments existent et sont cabhgativec des phénomenes de déformation
et de fission de fins cous membranairésgi(re 3). Des structures ressemblant a des
filaments ont été observés au niveau du cou desgbons viraux, blogués a la surface
membranaire par I'expression d’'un dominant négiifVps4 (on Schwedler et al., 2003
Cet assemblage est probablement relativement tineneset il n’a pas été possible de purifier
biochimiquement un complexe ESCRT ou d’analysestestures a plus haute résolution, en
microscopie électronique.

A "

Figure 33. Des filaments hélicoidaux se forment aniveau des zones de fission lors de la cytokinése

(A) Observation en crymicroscopie électronique de la zone de fission i@aau du pont intercellulaire ¢
relie les deux cellules filles en fin de cytokiné&éanalyse tomographique (en bagvéle la présence
filaments circulaires de 17 nm d'épaisseur asso&iéds membrane plasmique et ressemblant aux filts
hélicoidaux d’ESCRT-III.

(B) Reconstruction tridimensionnelle a partir d’'ges semblables & (A). En rouge, les microtubulésrps, el
vert-jaune les filaments supposés d’ESCRT-IIl. Adage Guizetti et al., 201)L
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La preuve la plus marquante de I'existence phygiglee de filaments ESCRT-III provient de
travaux concernant la cytokinese, dans des cellelesryotes. Il a été montré que les
protéines ESCRT-IIl sont massivement recrutées igean des deux sites ou se produit
I'abscission membranaire. Ce recrutement est @uaél niveau spatio-temporel au moment
ou se produit la fission membranaire. La microseamtique super-résolutive a montré que
les sous-unités s’organisaient en anneaux de pdia@re du corps intermédiairel(a et al.,
2017). La microscopie électronique et I'analyse tompbigue ont mis en évidence des
filaments hélicoidaux au niveau de la zone de camtish (Guizetti and Gerlich, 2012;
Guizetti et al., 2011 lls mesurent 17 nm de large et semblent en iime avec la
membrane plasmique-igure 33A et . La formation de ces filaments est dépendante de
CHMP2A. Bien gue nous n’en ayons pas la certitudergde moment, nous pouvons
raisonnablement penser qu’ils correspondent a adgmpres ESCRT-III et qu'ils sont
impliqués dans I'abscission membranaire lors dg/takinese.

Membrane

Figure 34. Les sous-unités ESCRT-IIl se concentrergu niveau du cou des vésites en formation et Snf
est requis pour la vésiculation

Vésicules membranaires géantes incubées avec d&sngis recombinantes purifiées (ESCRT; I, Vps20 €
Snf7 marqué avec de I'Alexa-488). Snf7 se locadiseniveau du cou des bourgeons memhbrasdormés p:
ESCRT-I et ESCRTE Vps20 recrute Snf7 a la membrane et la polysadion ce dernier est requise [
induire la fission et la libération des vésiculeteines. Adapté dé\(ollert and Hurley, 2010

Des expériences réalisées vitro, sur des vésicules membranaire géantes (GUV it gian
unilamellar vesicles) ont permis d’étudier le coaxgd ESCRT-III en tant que catalyseur de la
déformation membranaire. Le phénomene d’assemhlilageESCRT est probablement trés
labile et |a taille des vésicules intraluminale (68 de diamétre) trop petite pour observer des
phénomenes de vésiculation sur des EMV. Les GUVpeninis de voir que le complexe
ESCRT-IIl conduisait a la formation de vésiculedraérieur des GUV FEigure 39 (Wollert

et al., 200 La taille des vésicules internes des GUV (plusiecentaines de nm) n'a
évidemment rien a voir avec celle des vésiculaslimninales des EMV, mais il s'agit de la
premiére preuve que le complexe ESCRT, par sonmddage aux membranes catalyse
directement des phénomenes de déformation membeaiss études ultérieures ont permis
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de montrer que les sous-unités se concentraienivaau du cou des vésicules en formation,
ce qui va dans le sens d’'une machinerie de fisgiors’assemble de maniere spécifique et
transitoire a la membrang&iure 34 (Wollert and Hurley, 20100

Comme nous avons pu le voir, bien que les capadtsdéformation et de fission
membranaires des filaments protéiques formés pacolaplexe ESCRT-III soient une
evidence, il manque encore la démonstration destence d’'un tel phénomeirevivo.

2.4.3. Modéeles d’assemblage du complexe ESCRT-III

Toutes les sous-unités ne sont pas impliquées de&tae maniére dans la déformation des
membranes. La majorité des travaux concernent g-goités, considérées comme formant le
« coeur » du complexe ESCRT-III. Elles corresponaemt protéines absolument nécessaires
pour la formation des EMV, chez la levure. Il stages protéines Vps20, Snf7, Vps24 et
Vps2 (respectivement CHMP6, CHMP4, CHMP3 et CHMRBRez les mammiferes).
L’assemblage des sous-unités sur les endosomsesastntiel et I'ordre de recrutement a pu
étre déterminé. Vps20-Snf7 et Vps24-Vps2 formenixdeous-complexes distinctsgbst et
al., 2002h. Vps20 entraine le recrutement de Snf7 (CHMP4js arrivent Vps24 (CHMP3)
et Vps2 (CHMP2). Linteraction entre Vps20 (CHMR#)la sous unité Vps25 de ESCRT-II
entraine un changement conformationnel de Vps2s(et al., 201)) Vps20 recrute et
stabilise Snf7 au niveau de la membrane endosoffialesena et al., 200%Elle agit comme
un nucléateur de Snf7, qui est capable de s'oligm@esous forme de filament, a la surface
membranaire. La sous-unité Snf7 est considérée eotancomposant central du complexe
ESCRT-IIl. Elle est largement majoritaire au nivesicechiométriqueTgis et al., 2008 La
double fonction du sous-complexe Vps24-Vps2 edtdpper la polymérisation de Snf7 et de
recruter 'ATPase Vps4, via leur domaine MIMidure 39. Grace a I'hydrolyse d’ATP,
Vps4 dépolymérise le complexe ESCRT-III membranatrgpermet le recyclage des sous-
unités dans le cytosol. La taille du complexe ES@R% cceur » responsable de la scission
des vésicules intraluminales a été estimé a 45Q kBajui impliquerait environ 20 sous-
unités dont 10-15 de Snf7dis et al., 2008

Des expérience vitro, ont permis de confirmer ces résultats et de fhrdien entre
'assemblage seéquentiel du complexe et la format®résicules internes. Les travaux sur les
vésicules membranaires géantes (GUV) ont montrésgueun complexe comprenant VpsZ20,
Snf7 et Vps24 était requis pour la vésiculatiorpas Vps2 ni Vps4\{ollert and Hurley,
2010; Wollert et al., 2009 Vps2 étant nécessaire pour le recrutement del \épglonc le
recyclage des sous-unités. Le recyclage augmentsiaiplement [I'efficacité de la
machinerie. Il faut noter cependant que le rbélecexiz Vps4 et de la libération d’énergie
gu’elle catalyse dans la scission de la membrahellesméme discuté. Les GUV ont aussi
apporté des réponses quant au role des facteues s#h amont d’ESCRT-IIl. ESCRT-I et
ESCRT-Il auraient aussi un role dans la déformati@mbranaire en formant un bourgeon
capable de recruter ESCRT-IIl au niveau du doeglie 39. Le role d’'ESCRT-III pourrait
donc se limiter a la fission membranaire lorsqe'st recruté par ESCRT-IW(ollert and
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Hurley, 201(). Ces données ont été complétées récemment avetravail sur des
monocouches membranairegde(ine et al., 20)2 Snf7 serait I'élément central au niveau
steechiométrigue et mécanistique, mais sa capacidéfarmer les membranes serait
dépendante de son association avec le sous-complps24-Vps2. Snf7 forme des
oligoméres circulaires en 2D a la surface des mands. Le réle de Vps24-Vps2 ne serait
pas uniquement l'arrét de la polymérisation de Snfiais aussi son changement de
conformation pour passer a une hélice en 3D caphibiduire une vésiculation.

-
-~

- = Libiquitin ‘
o ESCRT-I cargo
% deubiquilinases

recrutement de Snf7 par polymérisation du filament  recrutement de Vps24 et Vps2
ESCRT-Il et Vps20 de Snf7

Figure 35. Modele d’assemblage du filament ESCRTH dans le contexte de la formation des vésicul
intraluminale chez la levure

Les complexes ESCRT sont recrutés séquentiellemgria membrane endosomale. ESCRT-IIl via deux sous-
unités de Vps25 recrute VP32t qui entraine la nucléation de I'oligomérisatide Snf7. Vps24 et Vp
stoppent la polymérisation de Snf7, favorisent imangement conformationnel du polymere et recr
'ATPase Vps4 responsable de la dépolymérisationadnplexe ESCRT-IIl. Adapté del¢nne et al., 20)2

Les derniéres données expérimentales suggerentegudaments ESCRT-IIl agissent par
paires, ou forment une double hélicegure 39. En effet, ESCRT-Il contient deux sous-
unités de Vps25 qui sont donc capables de nuckex drotofilaments de Snf7 qui peuvent
s’assembler latéralement pour former un filamen® den d’épaisseuiH{enne et al., 2092

Le modele d’assemblage du complexe ESCRT, danertexte de la formation des EMV
chez la levure, commence a étre assez solidet fresque exclusivement le fruit du travail
d’'une seule équipe de recherche (Scott Emr, US&)td-de caractérisation équivalente dans
les autres processus cellulaires, il est souvemsidéré comme « le » modéle d’assemblage
du complexe ESCRT-III.

Le systéeme est probablement assez différent clseméenmiferes. D’'une part a cause de la
diversité des fonctions dépendantes d’ESCRT-llldehc des diameétres des bourgeons
membranaires et des effecteurs extrinseques ingdidgrautre part a cause de la présence de
multiples isoformes pour certaines sous-unités,pguirraient donner corps a des complexes
ESCRT-III alternatifs en fonction des processusutales. Il a par exemple été montré que
CHMPAC agit préférentiellement durant la cytokineders que CHMP4B serait plutét
impliqué dans le bourgeonnement virab(ltonet al., 2003 Le bourgeonnement des virus et
la cytokinése ne font vraisemblablement pas intérve ESCRT-0, ni ESCRT-II, ni la sous-
unité Vps20 (CHMP6) d’ESCRT-IIl. Le mode de recrunent d’'ESCRT-IIl & la membrane et
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la séquence d’évenement qui s’en suit sont donagmement tres différents. Un autre degré
de complexité peut-étre apporté par la molécule Alii est capable d’interagir avec les
complexe ESCRT-I (via Tsgl01l) et ESCRT-IIl (via CRHK) et qui est requise pour le
bourgeonnement viral et la cytokinese. Alix estaamdidat idéal pour le recrutement du
complexe ESCRT-IIl a la membrane en faisant un potrte ESCRT-I et ESCRT-IIF{gure

26 et Figure 2). Les études chez la levureimtvitro font de Vps2 une sous-unité presque
accessoire dans la formation des EMW(lert et al., 200R En revanche, CHMP2A et
CHMP2B, ses homologues chez les mammiféres, aunsi@HMP4 sont les seules sous-
unités absolument requises pour le bourgeonnenesnvidus {lorita et al., 201). CHMP2

et CHMP4 forment un sous-complexe alternatif, p#eraction directe, sans passer par
lintermédiaire de CHMP3, qui pourrait jouer un egbarticulierement important dans les
phénomenes de déformation membranaire a la memplasmique.

Le seul point sur lequel reposent tous les modeél@ssemblage et dans tous les contextes
cellulaires, c’est le role central joué par Snf7 s&s homologues chez le mammifere,
CHMP4A, CHMP4B et CHMPA4C. Il semble évident queesbus-unité joue un rdle crucial
car c’est celle qui a le plus tendance a s'oligoseéret celle dont la déficience cause le plus
de défauts fonctionnels.

2.4.4. Modeles de déformation et de fission membranaire par ESCRT-II1

Bien que les données expérimentales dont nousstisp@our le moment soient relativement
limitées, elles ont pu aboutir a I'établissementmleles représentant la fission membranaire
par le complexe ESCRT-III. Au niveau biophysiqueglestion est de comprendre comment
un polymere d’'ESCRT-III peut engendrer des forcagsables de rapprocher des bicouches
membranaires et de les faire fissionner. Ce travaiscrit dans le méme cadre que la
description tres compléte qui a pu étre faite gearmécanismes de fission dépendants de la
Dynamine [lorlot and Roux, 201)3

Les modeéles de fission membranaire par les polygné&SCRT-III sont basés sur
I'extrapolation des données sur I'ordre d’assemnlday stoechiométrie, I'organisation fine des
filaments hélicoidaux, la topologie de la fissiohl'estimation des forces requises pour
déformer la membrane.

Comme pour les modéles d’assemblage, les modeléssiten sont probablement différents
d’un processus cellulaire a I'autre. Trois grandsl&les sont retenus a I'’heure actudll¢ Le
premier propose que le filament ESCRT-IIl rapproghegressivement les membranes les
unes des autres-igure 3§. On I'appelle lemodéle du déme pour la forme que prend le
filament hélicoidal au niveau de la zone de fissiOrp type de conformation implique un
décalage des interactions protéine-protéine ertigue tour d’hélice, pour diminuer le
diamétre du filament. Ce type de structures a Bsemwéin vitro, avec les co-polymeres de
CHMP2A et CHMPS3 l(ata et al., 2008; Peel et al., 2)1L’analyse computationnelle a
montré que ce type structure était compatible dadtssion d’'un point de vue biophysique
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(Fabrikant et al., 2009; Lenz et al., 200Plus recemment il a été observé en microscopie
électronique, chez I'archéobactéBeilfolobus des sillons de division en forme de sablier,
topologiquement en accord avec la présence de dfzmes symétrique®(bro et al., 201)3

Au niveau des sous-unités, ces structures en dém&est donc la conséquence du
recrutement des sous-unités les plus en avalCétMP3 (Vps24) et CHMP2 (Vps2). Nous
pouvons imaginer deux scénarios, basés sur lesédenexpérimentales actuelles. Soit
CHMP3-CHMP2 sont recrutés au niveau des bourgemmséls par le polymere de CHMPA4.
Soit CHMP3 et CHMP2 sont capables d’induire desngbanent conformationnels du
filament de CHMP4, en s’associant latéralement,aoumilieu du filamentHenne et al.,
2012. Le modele du déme est intéressant car il peatlagter a tous les diameétres de
constriction membranaire (25 nm pour les vésicingaluminales, 50 nm pour les virus et 1
um pour le pont intercellulaire lors de la cytoldag Il est seulement difficile de concevoir
comment peuvent se produire les décalages dairgdefaces d’interaction protéine-protéine,
au sein du filament. Le role potentiel de 'ATPages4, dans le remodelage du filament,
restera a déterminer.

(2) Le modéle de la rupture du filament est une variante du modele du déme, basé
principalement sur les données expérimentales coackl'abscission lors de la cytokinese.
Il a été observé que les anneaux d’'ESCRT-III étdieralisés a deux endroits distincts au
niveau du pont intercellulaire=(ja et al., 2011, 20)2 Des anneaux de grand diamétre a
proximité du corps intermédiaire et des anneaus phtits et plus concentrés, au niveau de la
zone de fission. Ce modéele propose que les filasngatgrand diamétre formés par ESCRT-
lll sont instables et peuvent de briser spontanéraersous I'action d’un effecteur comme
Vps4. Les filaments adopteraient ensuite une camdition plus stable (de plus basse énergie),
avec un diamétre réduit et conduiraient a la fis®a adoptant une conformation en dome
(Figure 36. Une étude récente suggere que la tension meaibggourrait jouer un réle dans
le recrutement et fonctionnement de la machineBERT-III (Lafaurie-Janvore et al., 20)L3
Nous pouvons imaginer que cette tension au niveapait intercellulaire puisse jouer un
réle dans la conformation du filament ESCRT-lIcatcapacité a déformer les membranes.

(3) Le modele de la rosac@rovient des analyses de la structure du supepiecm ESCRT-
I/ESCRT-Il Boura et al., 2012 Il propose que le cou des vésicules intraluneisales EMV
contienne 6 a 10 copies du super-complexe ESCRIAHAT-II. Chacun serait capable de
nucléer un filament ESCRT-IIl qui partirait en ditien du sommet du bourgeon
membranaire igure 3§. Le réle du complexe Vps4 pourrait étre d’organile point de
rencontre de ces différents filaments grace a sdsphes sites d’interaction avec les sous-
unités ESCRT-Ill. Ce modéle semble compatible descdonnées concernant la formation
des EMV, mais il est difficile d'imaginer que ddstdilaments puissent se projeter sur des
longueurs de 500 nm, dans le cas de la cytokinese.
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Figure 36. Modeles de déformation et de fission mésranaire par les filaments ESCRT-II

Modéle du déme

Modéle avec rupture du filament

Modéle de |a rosace

Adapté delficCullough et al., 201)3
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Conclusion sur les ESCRT

Le rble de la machinerie ESCRT dans la courbula fetsion membranaire ne fait maintenant
plus aucun doute. Les filaments ESCRT-IIl constituaun véritable cytosquelette

membranaire impliqué dans de nombreux processusiéfiermations membranaires de
topologie équivalente. Nous commencons seulemeon@dprendre comment les sous-unités
s’assemblent entre-elles pour former le complexauBoup de question restent en suspens :

 D’ou provient I'énergie nécessaire a la fission melmanaire ? Il semble clair que
'assemblage des sous-unités ESCRT-IIl est thermaiyjquement favorable, mais il
restera a comprendre quelle est la contributioncdmplexe formé par Vps4. Cette
ATPase assemblée en dodécamere n’'est vraisembiitlgnas la uniquement pour
dépolymériser le complexe et il est possible queydiolyse d’ATP soit une source
d’énergie pour le remodelage de la membrane.

» CHMP4 (Snf7) est-elle 'unique machinerie de fissio? Dans les modeles actuels
CHMP4 est la sous-unité centrale du complexe ES@RTelle qui se polymérise et qui
est responsable de la fission. Toutes les sougsumitant théoriquement capables de
s’oligomériser, il est possible que ce constat @ie [gas vrai dans tous les complexes
ESCRT-IIl. De plus, chez le mammifere en partiaulde nombreuses sous-unités ont
probablement des roles accessoires ou alterngtifsesteront a déterminer.

« Comment se produit la constriction membranaire ?Nous avons vu gque nous n’en
sommes qu’au stade des modéles d’assemblage. Lgumde données expérimentales et
fonctionnelles ne nous permet pas, a I'heure detael privilégier un modéle plus gqu’un
autre.

* Quels sont les recruteurs et les effecteurs extriaques de la machinerie ESCRT ?
Nous ne savons finalement pas grand-chose des ugignau des interactions
moléculaires, responsables du recrutement spéeifigucette machinerie, dans tel ou tel
processus cellulaire. Le role fondamental de lahimgcie ESCRT dans la division
cellulaire, par exemple, suggere qu’elle est em éieec des effecteurs et des régulateurs
de sa polymérisation. Deux des grands enjeux sairitemant de déterminer quelles sont
ses partenaires extrinseques et d’étudier la pbssique ESCRT-III puissent agir en
concert avec le cytosquelette d’actine et de mitnales.
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3. Machinerie ESCRT et maladies neurodégénératives : des mutations de
CHMP2B sont responsables de la démence fronto-temporale

3.1.ESCRT et maladies neurodégénératives

Les protéines de la machinerie ESCRT (endosoméhgotomplex required for transport)
sont impliquées directement ou indirectement dangrand nombre de pathologi€zsaksena
and Emr, 2009; Stuffers et al., 2)0OBlous pouvons citer en premier lieu les candenseffet

les complexes ESCRT sont impliqués dans la dégoaddées récepteurs de surface et jouent
donc un rdle évident dans l'atténuation du sighkd.certain nombre de protéines ESCRT,
comme Tsgl01 sont considérées comme des suppresetumeurl( and Cohen, 1996

Les virus piratent la machinerie ESCRT pour boungeo a partir de la surface. Elle est donc
impliguée de maniere indirecte dans l'infectionalé; en particulier pour le virus du SIDA.
Certaines sous-unités sont aussi reliées a desliemlacurodégénérativesapleau J. Il est
intéressant de noter que la seule protéine quiétericonsidérée comme une cause directe de
pathologie neurodégénérative est CHMP2B, un commpoda complexe ESCRT-IIl. Des
mutations de CHMP2B (charged multivesicular pro#) sont en effet retrouvées chez des
patients atteints de démence frontotemporaleb(nski et al., 200pet de sclérose latérale
amyotrophiqueKarkinson et al., 2006Ce sont deux maladies du systeme nerveux cezitral
du cerveau en patrticulier. Nous allons nous ing&ea la démence fronto-temporale causée
par les mutations de CHMP2B et aux réles qu’eligejalans la physiopathologie de cette
maladie. Nous verrons que l'effet des mutants peus renseigner sur le réle physiologique
de cette protéine, dans les neurones.

Tableau 4.Protéines ESCRT reliées directement ou indirecté@eles maladies neurodégénératives

Maladie Protéine impliquée Références
) UBAP1 (Rollinson et al., 2009)
Démence frontotemporale
CHMP2B (Skibinski et al., 2005)
Maladie d'Alzheimer CHMP2B (Yamazaki et al., 2010)
Sclérose latérale amyotrophique CHMP2B (Parkinson et al., 2006)
Maladie a corps de Lewy CHMP2B (Tanikawa et al., 2012)
Maladie de Huntington CHMP3 (Filimonenko et al., 2007)
Paraplégie spastique familiale CHMP1B (Reid et al., 2005)
) ' Tsg101 (Shirk et al., 2005)
Maladie de Charcot-Marie-Tooth
Hrs (Lee etal., 2012)
Dégénérescence spongiforme Tsg101 (Kimetal.,, 2007)
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3.2.CHMP2B et démence frontotemporale (FTD)
3.2.1. La démence fronto-temporale

La démence fronto-temporale (FTD frontotemporal dementja est une maladie
neurodégénérative qui touche principalement leddbental et le lobe temporal du cerveau.
Elle appartient au grand spectre des démencesdsbi@onto-temporales (FTLD), qui inclut
également la démence sémantique (SD) et 'aphasmaipe progressive (PNFAEIeegers et
al., 2010. La FTD est la deuxiéme démence préseénile, emeede prévalence, juste derriere
la maladie d’Alzheimer. Cette maladie est carasé&ripar sa précocité. Les premiers
symptdémes apparaissant en général autour de 55Lasspersonnes atteintes de FTD
présentent des changements comportementaux imfsrtan incluent une désinhibition, de
I'impulsivité et des comportements rituels. La F&& donc souvent définie comme le variant
« comportemental » de la FTLD.

Une des caractéristiques de la FTLD est son héégig, tant au niveau des signes cliniques
gu’aux niveaux neuropathologique et génétique. B&80% des cas de FTLD ont une cause
génetique. Contrairement a la maladie d’Alzheine-TLD ne semble pas non plus suivre
un profil physiopathologique commun et défini (laaladie d’Alzheimer est brievement
présentée eRartie 1.4.2de ce manuscrit). Les gendl®\PT et GRN sont mutés chacun dans
prés de 10% des cas de FTLDOleau ). MAPT code la protéine Tau et cause la FTLD-Tau,
caractérisée par des agrégats de Tau hyperphos@iRNcode la Progranuline et entraine
une FTLD-TDP, caractérisée par des agrégats richagbiquitine et TDP-43. Les mutations
du géneCHMP2B sont beaucoup plus rares (estimation a 1%, peaitpéds si la protéine est
également impliquée dans des formes sporadiquéie¥. éntrainent une FTLD-UPS, qui est
caractérisée par l'absence d'agrégats de Tau oure-43, mais par des inclusions
immunoréactives aux protéines du complexe ubicgeHpirotéasome. Nous verrons que la
majorité des mutations dgHMP2Bsont retrouvées dans des formes familiales de INODs
parlons de FTD-3 pour FTD liée au chromosome 3.

Tableau 5.Hétérogénéité génétique de la FTD

Fréquence des

Locus Géne mutations Type de mutation Phénotype Pathologie Références

3pi1 CHMP2B <1% épissage, non-sens FTLD FTLD-UPS (Skibinski et al. 2005)

9p13 VCP <1% faux-sens, non-sens | IBMPFD FTLD-TDP (Watts et al. 2004)

9p ? ? ? FTLD + MND FTLD-TDP (Morita et al. 2006)

17g21 MAPT 5-10% faux-sens, délétion, FTLD FTLD-tau (Hutton et al. 1998)
silencieuse, épissage

17921 GRN 5-10% déléetion, non-sens, FTLD FTLD-TDP (Baker et al. 2006),
cadre de lecture, (Cruts et al. 2006)

faux-sens, épissage

Adapté de $leegers et al., 20).0
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3.2.2. Mutations de CHMP2B

La premiere mutation de CHMP2B a été identifiée mmrétant la cause de la FTD-3, une
forme autosomique dominante de FTD qui touche @iusifamilles au DanemarkKibinski

et al., 200} La mutation est une substitution G-C au niveatsite accepteur d’épissage du
sixieme et dernier exon deHMP2R Elle se traduit par un épissage aberrant qui wibada
production de deux transcrits aberrar@$jMP2B"""™ et CHMP2B'°. Les deux transcrits
ainsi que la protéine sauvage sont présents damceri@au des patient€HMP2B""°"
représente-35% etCHMP2B"° ~10% de la protéine sauvager(vin et al., 201)l Les deux
protéines qui en résultent ont une partie C-terlait@nquée et aberranteidure 37A. I
manque les 36 derniers acides aminés de I'exo81BNIP2B""™ et CHMP2B'° posséde un
fragment d’'intron aberrant de 29 acides aminéspdalee de I'exon 6. Une seconde mutation a
été identifiée par la suite dans une famille Bélgen der Zee et al., 2008&C’est une mutation
non-sens C-T sur le nucléotide 493, qui entraing@rtzduction d’'une protéine CHMP2B
tronquée en position 164, par insertion d’'un coskop.

A
0 Forme “fermée”
0 1 'Il
0 177 +29 Forme 'guveﬂe
active
B 1?4 Forme mutée

Figure 37. Les mutants de CHMP2B associés a la DFSbnt tronqués dans leur partie C-ter

(A) Une mutation sur un site accepteur d'épjgsdonne les transcrits aberrants intron5 (a qumiahque u
exon) etA10 (qui posséde un fragment d'intron transcrit deniére aberrante). La mutation neens Q165
substitue une glutamine par un codon stop.

(B) Modele d’activation des protéines CHMP. Unesiattion intramoléculaire entre la partigeZ-et le cceur (
la protéine inactive. Les mutants étant tronqués deur partie Qer, I'autoinhibition n’est plus possible et
protéines peuvent donc étre considérées commeaatit@s.

La structure commune de ces mutations a trés uijgésé que la perte d'une extrémité C-
terminale fonctionnelle sur CHMP2B pouvait étrecluse de l'apparition de la FTD. En
effet, cette région C-terminale joue un rdle fondatal dans le cycle d'activation-
inactivation de cette famille de protéines et cortgpon domaine MIM, capable de recruter
des effecteurs a domaine MIT, comme I'ATPase Vp®dr Partie 2.4.1pour plus de détails
sur la structure des sous-unités ESCRT-III). Suplam purement structural, nous pouvons
supposer que ces protéines sont constitutivemers fyme « ouverte », c’est a dire auto-
activée Figure 37H. De plus, la perte de linteraction avec Vps4 tpempécher la
dépolymérisation des complexes membranaires camtéPtldMP2B et d’autres protéines du
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complexe ESCRT-IIl. Cette hypothese est confirmel@dait que les mutants de CHMP2B
ont tendance a s’associer aux membranes (intréaiedlsi et membrane plasmique) et a
former des agrégats d’ESCRT insolubles dans lexrgkitts (an der Zeest al., 200% au

méme titre que d’autres protéines ESCRT-III trorpu@him et al., 200/

De nombreuses autres mutations ont été recemmamtifides poulCHMP2B dans le grand
spectre regroupant la FTLD et les maladies des meotones (qui inclut aussi la sclérose
latérale amyotrophique)/§n Blitterswijk et al., 2012; Isaacs et al., 20P&Erkinson et al.,
2000. Il s’agit de mutations faux-sens pour la plupagtiées pour certaines a des formes
héréditaires des pathologies. Des agrégats de CBMiP2 été mis en évidence dans des
neurones de I'hippocampe de malades d’Alzheimem{azaki et al., 20)0 Une étude a
également montré récemment que la perte d’'un aIEHMP2B était associée a une forme
familiale précoce de la maladie d’Alzheimeiic@li et al., 201% Il semblerait donc que
CHMP2B joue un role particulierement important dengssu nerveux. Son implication dans
plusieurs pathologies suggere également que désrlpeions de CHMP2B et du complexe
ESCRT-III doivent jouer un réle important dans teqessus neurodégénératif.

3.2.3. Physiopathologie de la DFT causée par les mutations de CHMP2B
Défauts de trafic endosomal

La voie endolysosomale joue un r6le particulieremanportant dans la physiologie
neuronale. Elle régule notamment [I'expression enrfasa des récepteurs aux
neurotransmetteurs et des récepteurs aux factewrsotssanceHanley, 201). L'expression
des mutants CHMP2B°, CHMP2B''® et CHMP2B!%** dans des cellules en culture
entraine l'accumulation d’endosomes tardif abesamnmunoréactifs pour le marqueur
CD63 (kibinski et al., 2005; van der Zee et al., 20@es fibroblastes ont pu étre isolés a
partir de patients FTD-3 et mis en culture. Cekuted reflétent donc bien les trois formes de
CHMP2B co-exprimées chez les maladesw(in et al., 201). Ces cellules montrent un
ralentissement de la dégradation du récepteur@H;El’'une maniére similaire a ce qui a été
observé pour des déplétions de protéines ESERThe et al., 2006Le probleme de trafic
du récepteur ne viendrait pas d’'un défaut dansradtion des vésicules intraluminales des
endosomes multivésiculés, mais plutét d’'un défaufusion des endosomes tardifs avec les
lysosomes. Les auteurs proposent que l'accumulaties mutants de CHMP2B a la
membrane endosomale empéche le recrutement détlaetéine G, Rab7, nécessaire pour
le phénomene de fusion entre endosome et lysosomen( et al., 201) Plus récemment
une souris transgénique pour CHMPPB® a été développée par la méme équipe de
recherche. Cette souris semble étre un bon modétiedé de la FTD-3 puisqu’elle présente
des signes précoces de dégénérescence au nivadaitiset que son taux s’écroule a partir
d’'un an et demi, en comparaison avec une souris@ensurexprimant la protéine CHMP2B
non mutéeGhazi-Noori et al., 2002
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Déreglement de l'autophagie

Des déréglements de l'autophagie sont associés a ndebreuses maladies
neurodégénératives. La maladie d’Alzheimer estepample caractérisée par une activation
du processus autophagique aux stades précocesntiddedie, et cette activation se poursuit
au cours de la maladiegland et al., 2003 L’autophagie a pour fonction d’éliminer les
protéines mal repliées ou agrégées. Beaucoup mmaigaussi que I'accumulation d’agrégats
gue nous observons dans un grand nombre de pat®l@j la toxicité qui y est associée,
viendraient en partie de défauts d’élimination fes autophagosomes. Dans la FTD, les
agrégats sont majoritairement constitués par legéjmes Tau, TDP-43, Fus, p62 et
d’ubiquitine Gleegers et al., 20).0

L’expression de CHMP2B™™ dans des neurones corticaux en culture, provoque
I'accumulation d’autophagosomes et conduit a ung meuronale massive en guelques jours
(Lee et al., 200); Cette accumulation d’autophagosomes est supgdoségpie. En effet, un
blocage de l'autophagie a tendance a diminuer ld neuronale causée par I'expression des
mutants de CHMP2BLEe and Gao, 2009Ceci suggere un effet délétére de I'autophagie
dans le cas de la dégéneérescence causée par CHMPZRre part, I'expression de
CHMP2B™°"™ tout comme la déplétion en CHMP3, suffit & emteail’accumulation de p62

a la surface membranaireFillmonenko et al.,, 2007 Limplication du processus
autophagique dans la FTD-3 pourrait donc étre dould’'une part I'accumulation
d’autophagosomes pourrait étre vue comme un séresoi pour les neurones. D’autre part
les problemes de dégradation entraineraient unanmadation d’agrégats toxiques. Pour
preuve, la souris transgénique CHMP¥B® présente une accumulation progressive
d’inclusions neuronales positives pour p62 et Luittine (Ghazi-Noori et al., 2012

L’implication du mutant pathogene se ferait autaun effet dominat-négatif sur un
processus autophagique. Il n’est pas exclu quehkégries endosomales et autophagiques
soient distinctes. Nous pouvons imaginer que 'eadation de CHMP2B a la membrane des
autophagosomes puisse empécher leur fusion avdgstEsomes, au méme titre que pour la
fusion entre endosomes tardifs et lysosomes/( et al., 201)

Problemes de maturation des épines dendritiques

Nous avons vu, que dans les expériences du laloerate Gao, I'expression du mutant
CHMP2B™°"™ tue massivement les neurones en seulement tuais foee et al., 2007 Ce
genre de toxicité ne reflete pas, semble-t-il, agesg passe dans le cerveau des personnes
porteuses de la mutation. Il faut aussi noter quka méficience en CHMP2B normale, ni
I'expression du mutant CHMP2E, n’ont d’effet sur la viabilité neuronale, alors’efles ont
tendance a perturber le processus autophagiqueadméme maniere que le mutant
CHMP2B™"  Ceci qui suggére que la dérégulation de I'audgjih n'est pas le seul
mécanisme pouvant expliquer la dégénérescence ldaR$D-3. En effet, cette protéine
s’exprime dans toutes les cellules de I'organisonales pathologies non cérébrales n’ont pas
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été décrites chez les porteurs de la mutation.tBauart, la perte de tissu neuronal n’apparait
que tres progressivement, juste avant l'arrivéepiemiers symptomes0Qhrer et al., 2009
Dans le contexte pathologique de la FTD-3, la nmatronale est probablement un effet
tardif, précédé par des perturbations plus fine®dationnement neuronal.

Comme nous l'avons détaillé, plus tot dans ce maitusles altérations du fonctionnement
des synapses, et des épines dendritiques en fiarti@ont retrouvées dans de nombreuses
maladies neurodégénératives, dont la FIFBriier, 199) Ces altérations fonctionnelles sont
associéees a des altérations de la morphologiepilessédendritiques (voRartie 1.9.

bY

Des expériences menées au laboratoire, par Agnég, Bat cherché a exprimer plus
modérément les mutants pathogenes. Dans des nsuttiygpocampe en culture, les mutants
CHMP2B""" et CHMP2B° empéchent la maturation normale des épines dendrit, sans
avoir d’effet apparent sur la viabilité neuronateg(ire 38A (Belly et al., 2010 Au cours du
développement neuronal, les épines apparaissegitgsgivement puis le diamétre de la téte a
tendance a augmenter. L'expression des mutant®getles entraine une diminution de la
proportion d’épines a grosse téte de type champigaw profit des épines dites finésgure
38B). Ces altérations morphologiques ont été corréiéekes altérations fonctionnelles du
fonctionnement des synapses, révélée par la dimimde la fréquence et de I'amplitude des
mini-courants postsynaptiques excitateurs. De manigtéressante, aucune perturbation
morphologique des endosomes ou autophagosomesun’atrp détecté en paralléle de
I'expression des mutants pathogenes.

A Contréle CHMP2BWT CHMP2Bintron5 B

N
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Figure 38. Les mutants pathogenes de CHMP2B empéctida maturation des épines dendritiques

(A) Neurones d’hippocampes transfectés a 10 DI\t des constructions indiques et observés en miopie
confocale, apres fixation a 15 DIV. L’architectutes dendritest des épines dendritiques est reconstituée 1
a la fluorescence de la mCherry.

(B) Les épines ont été comptées et classées etidonde leur taille et de leur morphologie dans tiess
grandes catégories (mushroom, stubby et thin). #&ddg Belly et al., 201\

La déplétion en CHMP2B endogéne a entrainé un efiietlaire aux mutants sur la
morphologie des épines dendritiquésl(y et al., 201) Ce résultat suggere donc a nouveau
un effet dominant-négatif des mutants et suggeére lquprotéine endogéne puisse étre
impliquée dans un processus fonctionnel en lielc évenaturation des épines dendritiques ou
la plasticité des synapses.
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4. Butdel’étude

CHMP2B (charged multivesicular body protein 2B) @sé sous-unité du complexe ESCRT-
lll. Elle est reliée directement ou indirectemenplasieurs pathologies neurodégénératives
(démence frontotemporale, sclérose latérale anmgbimae, maladie d’Alzheimer). Ce lien
avec les pathologies indique que CHMP2B joue prigmabnt un rbéle important dans la
physiologie neuronale et que des perturbationsette fonction peuvent conduire & la mort
neuronale.

La mort neuronale dans la FTD, comme dans lessantedadies neurodégénératives, semble
étre un évenement tardif, précédé par des pertansafines du fonctionnement des synapses
(Partie 1.4. Nous avons montré au laboratoire, que I'expogssies mutants pathogenes de
CHMP2B associés a la FTD-3, ou la déplétion dertast§ine endogene, entrainaient des
perturbations spécifiques de la morphologie desespdendritiquesSelly et al., 2010 Ces
observations nous ont amené a penser que CHMP2&pgouer un réle fonctionnel dans le
développement ou la stabilisation des épines dmaes.

CHMP2B exerce son activité dans les cellules esss@ant a un complexe protéique appelé
ESCRT-III (endosomal sorting complex required faansport), qui catalyse des réactions
particulieres de déeformation et de fission membran®artie 2.4. ESCRT-III fait partie du
macro-complexe ESCRT impliqué dans de nombreuxegssass cellulairesPartie 2.3.3. Le
réle de la machinerie ESCRT n’a jamais été expboréétail dans les neurones. Nous allons
pourtant voir guESCRT est un bon candidat pouejaun réle important dans la physiologie
des neurones et des épines dendritiques en paaticul

Nous pouvons émettre deux hypothéses (nhon mutustierexclusives) quant au role de
CHMP2B et de la machinerie ESCRT dans les neur@ngsre 39.

* ROle dans le trafic des récepteurs aux neurotransrtteurs

La machinerie ESCRT est impliquée dans le traficagellulaire des protéines de surface.
Elle prend en charge les protéines destinées égeadation a partir des endosomes précoces
jusqu’aux lysosomes. Nous pouvons imaginer QUESSRT jouent un rble particulierement
important dans les neurones, au niveau de la balaecyclage/dégradation de protéines
membranaires cruciales telles que des réceptedrsi@urotransmetteurs-igure 39A. Les
mutants pathogénes de CHMP2B, en s’accumulant aamides membranes endosomales
(Skibinski et al., 2005; van der Zee et al., 20p6urraient perturber le trafic intracellulaire
des récepteurs AMPAUfwin et al., 201). Ce phénomene est au cceur des processus de
maturation et de plasticité des épines dendritiddesinedy and Ehlers, 20Ddl existe une
corrélation directe entre le nombre de réceptelWtPA, la taille de la téte des épines et
I'efficacité de la transmission synaptique. Nousuymns donc imaginer que les mutants
pathogenes diminuent I'expression a la surface réespteurs AMPA et entrainent en
conséquence des anomalies morphologiques et fanelies des épines dendritiques. Les
voies de dégradation endosomale et autophagiqua @timent liées, nous pouvons
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envisager que les mutants pathogénes puissentlpmrites deux systémes, avec les mémes
conséquences fonctionnelles.

A B

00000

recylage
dégradation
Réle indirect : perturbation du trafic Réle direct : morphogenése
endosomal et/ou de I'autophagie des épines dendritiques

Figure 39. Hypothéses du role de CHMP2B et de la machinerie ERT dans le fonctionnement et |
structure des épines dendritiques.

(A) Hypothese d'un role fondamental de la proté&ams le tafic endolysosomal. La perturbation de la bal
recyclage/dégradation des récepteurs AMPA pouerditainer secondairement des problémes fonctioret
morphologiques sur les épines.

(B) Hypothése d'un réle direct sur la membrane mpigsie de I'épinedendritique, via I'action morphogénétic
du complexe ESCRT-IIIl. Nous pouvons envisager U@ dés filaments ESCRITF au niveau du maintien de
structure du cou ou dans I'expansion de la tél@ ndaniére des protéines a domaine I-BAR.

* Ro6le morphogénétique direct des filaments ESCRT-III

Les sous-unités du complexe ESCRT-IIl ont la capade s’assembler en filaments a la
surface des membranes biologiques, dont la memhpasnique. L’assemblage de ces
filaments catalyse la déformation des membranes awue topologie particuliere, dite « par
l'intérieur ». Si nous analysons les épines demgiEs en terme morphologique, nous
pouvons nous apercevoir que la topologie de défiimmamembranaire nécessaire pour
maintenir la structure du cou, ainsi que son diaen@t00 - 200 nm), sont compatibles avec
les caractéristiques du complexe ESCRT-IIl. Nousivpas imaginer que des filaments
ESCRT-IIl puissent jouer un réle morphogénétiquegatlement au niveau de la membrane
plasmique des épines dendritiquegy(ire 395. lls pourraient maintenir la structure du cou,
élément fondamental dans la compartimentalisates @pines dendritiques ou jouer un réle
dans le gonflement des épines, au méme titre guaréeééines a domaine I-BAR.
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L’objectif de mon travail de thése est d’explores @eux hypothéses et de déterminer le réle
physiologique de la protéine CHMP2B dans le fonutement neuronal. Cette grande
guestion peut étre divisée en plusieurs partiescquespondent aux différents points qui
vont étre abordés danspartie Résultats

» Est-ce que CHMP2B a des propriétés particulieresean du complexe ESCRT-III
(dans son association aux membranes, sa polymeénjsagui pourrait expliquer son
rble central dans les pathologies ?

e Ou CHMP2B est-il localisé dans les neurones ? Mam#s intracellulaire ou
membrane plasmique ? La protéine est-elle recddés les épines dendritiques ?

» CHMP2B est-il associé au complexe ESCRT-III et ezdril son activité biologique
au travers de ce complexe ? S’il s’agit d’'un rékngl le trafic endosomal, nous
pouvons nous attendre a un complexe labile. Sabis’d’'un rdle structural, nous
pouvons nous attendre a un complexe beaucoup takbie s

» Poursuite des travaux d’Agnés Belly : l'altératioorphologique des épines est-elle
une conséquence d'un probleme de développementeostatbilisation des épines
dendritiques ?

 CHMP2B est-il impliqué dans I'établissement de pssus de plasticité synaptique ?
» Peut-on généraliser le role de CHMP2B a d'autrescgssus de morphogénése
neuronale, comme I'arborisation dendritique ?

* Poursuite du travail de Gilles Bodon: Quels saeg partenaires neuronaux de
CHMP2B et gquelles interactions sont éventuellemmetdues ou gagnées par les
mutants pathogenes.

Ma thése s'inscrit dans le cadre d'un projet ANRA(M 2011 : MAD CHMP2B, qui
reprend la plupart de ces points.

Lien : http://www.agence-nationale-recherche.fr/suividulaologie-sante/maladie-
dalzheimer-malz/resume-de-projet-2011/?tx lwmsilisib pi2%5BCODE%5D=ANR-11-
MALZ-0002.

L'objectif global de ce travail est de mieux compiee comment des altérations du
fonctionnement des synapses peuvent conduire auklés cognitifs et moteurs et a la mort
neuronale, dans les maladies neurodégénératives.
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Cette partie présente les protocoles généraux eémpldurant cette étude. Pour ce qui
concerne les expériences des articles 1 et 2 lerwibus référer aux paragraphes «Materials
and methods » inclus dans le corps des articles.

1. Plasmides et anticorps

Anticorps

Tableau 6.Liste des anticorps utilisés dans cette étude

Dilution

Anticorps Espéces Société (ref) IF wB
anti-CHMP2B rabbit poly Abcam (ab33174) 500 10000
anti-CHMP2B mouse mono Covalab 100 2000
anti-CHMP4A rabbit poly Santa Cruz (67229) 200 2000
anti-CHMP4B rabbit poly Abcam (ab105767) 500 2000
anti-CHMP4B rabbit poly Santa Cruz (82556) 200
anti-CHMP4B mouse mono Covalab 100 1000
anti-Alix rabbit poly Covalab (ab0204) 6000
anti-PSD95 mouse mono NeuroMab (73-028) 200 4000
anti-GIuN1 mouse mono Synaptic Systems (114011) 200 4000
anti-Synaptophysin mouse mono Merck Millipore (MAB5258) 10000
anti-HA mouse mono Cell Signaling (2367) 200 5000
anti-HA rabbit poly Sigma-Aldrich (H6908) 5000
anti-Flag mouse mono Sigma-Aldrich (F3165) 1000 10000
anti-Flag rabbit poly Sigma-Aldrich (F7425) 1000 5000
anti-Vps25 rabbit poly Abcam (ab76210) 2000
anti-Tsg101 mOouse mono Covalab 1000
anti-Actin mouse mono Millipore (MAB1501R) 20000
anti-Pan MAGUK mouse mono NeuroMab (75-029) 4000
anti-GIuN2B mouse mono NeuroMab (75-097) 4000
anti-GluR2 mouse mono Millipore (MABN71) 5000
anti-Spectrin a2 mouse mono Santa Cruz (48382) 1000
anti-Shanklll rabbit poly Santa Cruz (30193) 1000
anti-Homer mouse mono Santa Cruz (17842) 2000
anti-mouse HRP goat polyclonal Jackson (115-035-166) 20000
anti-rabbit HRP goat polyclonal Jackson (115-035-044) 20000
anti-mouse Alexa488 |goat polyclonal Molecular Probes (A-11029) 1500

anti-mouse Alexa594 |goat polyclonal Molecular Probes (A-11032) 1500

anti-mouse cyab goat polyclonal Jackson (115-175-146) 1000

anti-rabbit Alexa488 goat polyclonal Molecular Probes (A-11034) 1500

anti-rabbit Alexa594 goat polyclonal Molecular Probes (A-11037) 1500

anti-rabbit cyab goat polyclonal Jackson (111-175-144) 1000

En grisé les anticorps actuellement en cours deldgpement (collaboration avec la société Covalab).
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Plasmides

Tableau 7.Liste des plasmides utilisés dans cette étude

Nom du plasmide Technique Cloning sites |Caractéristique |Etiquette lSoun:e
pIRES2-EGFP
pIRES2-EGFP-CHMP2B WT In-Fusion (Clontech) Xhol, Xhol RNAI res. C-term FLAG
pIRES2-EGFP-CHMP2B R19/22/26A |In-Fusion (Clontech) Xhol, Xhol RNAi res. C-term FLAG
pIRES2-EGFP-CHMP2B intron5 In-Fusion (Clontech) Xhol, Xhol RNAi res. C-term FLAG
pBI-CMV3 Clontech
pBI-CMV3-CHMP2B WT In-Fusion (Clontech) BamHI, Hindlll |RNAi res.
pBI-CMV3-CHMP2B R19/22/26A In-Fusion (Clontech) BamHl, Hindlll |RNAi res.
pBI-CMV3-CHMP2B L4D/F5D In-Fusion (Clontech) BamHI, Hindlll |RNAi res.
pBI-CMV3-CHMP2B L207D/L210D  |In-Fusion (Clontech) BamHI, Hindlll |RNAI res.
pBI-CMV3-CHMP2B intron5 In-Fusion (Clontech) BamHI, Hindlll |RNAi res.
pSuper-mCherry (Belly et al., 2010)
pSuper-mCherry shRNA-CHMP2B Hindlll, Bglll (Belly et al., 2010)
pSuper-mCherry shRNA-GFP Hindlll, Bglll
pCDNA3.1-CHMP2B WT Topo (Life Technologies) C-term HA  |(Bodon el al., 2011)
pCDNA3.1-CHMP2B R19/22/26A Quick-Change (Clontech) C-term HA
pCDNA3.1-CHMP2A Topo (Life Technologies) C-term FLAG |(Bodon el al., 2011)
pCDNA3.1-CHMP3 Topo (Life Technologies) C-term FLAG |[(Bodon el al., 2011)
pCDNA3.1-CHMP4A Topo (Life Technologies) C-term FLAG |(Bodon el al., 2011)
pCDNA3.1-CHMP4B Topo (Life Technologies) C-term FLAG |[(Bodon el al., 2011)
pETM13 W. Weissenhomn
pETM13-CHMP2B-His WT Topo (Life Technologies)
pETM13-CHMP2B-His 1-153 Quick-Change (Clontech)
pETM13-CHMP2B-His WT Quick-Change (Clontech)
Mutations de CHMP2B
al a2 ad a4 a5 MIM
N - - - ¢ CHMP2BY
1 50 100 140 213
CHMPzBLdD"FSD
1 MASLFKKKTVDDVIKEQNRELRGTQRAIIRDRAALEKQEKQLELE IKKMA
DD A——-A-——-A CHMP2BR19-22-26A

51 KIGNEKEACKVLAKQLVHLREQKTRTFAVSSKVTSMSTQTKVMNSQMEMAG

101 AMSTTAKTMOAVNKKMDPOKTLOTMONFQKENMKMEMTEEMINDTLDDIF

151 DGSDDEEESQDIVNQVLDEIGIEISGKMAKAPSAARSLPSASTSKATISD

201 EEIERQLKALGVD CHMP2BL207D/L210D

D==-D

Figure 40. Mutants de CHMP2B utilisés dans cette étle

CHMP2B est une petite protéine de 213 acides amiNésis avons développé 3 mutants de CHMP2B

L4D/F5D ; R19-22-26A ; L207D/L210D.
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2. Biologie moléculaire

Clonages

Nous avons utilisé le kit de clonage par recomBimai In-Fusion® HD Cloning Kit
(Clontech). Les vecteurs de destination sont liséarpar une ou deux enzymes de restriction.
Le gene d'intérét est amplifie par PCR en utilisémtpolymérase Phusion Hot Start I
(Thermo) et des amorces contenant chacune 15 pdéebases homologues aux deux
extrémités de part et d'autre de la zone d’ouvertur vecteur (Sigma-Aldrich). Le fragment
amplifié est purifié sur colonne NucleoSpin® GetddCR Clean-up (Macherey-Nagel). La
réaction de recombinaison est réalisée en utilis@mg d’insert et 100 ng de vecteur et 2 pL
de réactif InFusion. Le mélange est transformé diassbactéries chimiocomptéténtes Stellar.
Les plasmides sont ensuite purifiés par mini-pe¢pséquencés. lls sont transformés a
nouveau dans les bactéries DHFour production d’ADN plasmidique ou BL21, pour
production de protéines recombinantes. Les plasnitkstinés a la transfection eucaryote
sont purifiés a I'aide d’un kit de Maxi-Prep (Mackg-Nagel).

Production et purification de CHMP2B-His recombinant

Des bactéries BL21 sont transformées par électabipor et étalées sur boite de Pétri. Une
colonie est ensemencée en culture liquide suritalraipré-culture est diluée dans un volume
de 250 a 500 mL, a une DO de départ de 0,2. L'itidln@st effectuée a une DO de 0,6, avec
500 uM d'IPTG. La production est effectuée penddnh a 25°C. Les bactéries sont
centrifugées 30 min a 5000 x g et resuspenduesutatanpon 50 mM phosphate de sodium,
pH 7,4; 300 mM NacCl (contenant ou non 8 M durgmur une lyse en condition
dénaturantes). Les bactéries sont lysées par aiiggétécongélation (3 x), puis soniquées (3
x 30 sec). L'extrait soluble est récupéré apredrifegation a 20 000 x g. Les protéines
étiquetées sont incubées en batch avec une résliaoe Metal Affinity (Clontech), en suivant
les recommandations du fournisseur. Les billes torées 5 fois et la protéine purifiée est
éluée, alternativement, soit avec le tampon de lagepcontenant 150 mM d’imidazole, soit
avec le tampon de couplage tamponnée a pH 3,0.0kagé de la quantité de protéine
produite, est effectué sur un gel SDS-PAGE colarblau Coomassié-(gure 4).

‘\b’ \';\b. (7] @
N & \\50\ 0.;{\\ BSA (ug)

%Q
R _ < 0205 1

Figure 41. Production de CHMP2Btis
recombinant

Gel SDSPAGE coloré au bleu Coomas
P = — indiquant le rendement d'une mérience d

N —g=—g R — production et de purification de CHMP
S~ : recombinant dans des conditions
—— . — dénaturantes. Notez que dans ce

approximativement 95% de la protéine r
insoluble. CHMP2B est représenté par la téi
fleche.

50 pL cult. SuL
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3. Biochimie
Préparation de synaptosomes a partir de cerveaux dat

Le protocole est largement inspiré du protocoleédérence de préparation des synaptosomes
sur gradient de sucros€4rlin et al., 198)) Les synaptosomes sont préparés a partir de
cerveaux de rats adultes de lignée OFA. Nous aublisé des animaux des deux sexes ages
de 2 a 4 mois. Les animaux sont sacrifiés par dextem aprés anesthésie par inhalation
d’Isoflurane. Le cerveau est rapidement isolé atéldans du tampon d’homogénéisation
(sucrose 0,32 M ; HEPES 4 mM, pH 7,4 ; NaF 15 nfivglycérophosphate 15 mM ; cocktail
d’inhibiteur de protéases (Roche)). Apres rincédgegerveau est grossierement haché et broyé
dans du tampon d’homogénéisation (1 mL / 100 mgissel) a I'aide d’'un potter (15 aller-
retours, 500 rpm). L’nomogénat est centrifugé 10 enil 400 x g. Le surnageant est conservé
et le culot repris dans 8 mL de tampon d’homogéntiéis puis centrifugé a 10 min a 800 x g.
Les deux surnageants sont poolés (S1) et centsifagfD min a 13 800 x g pour obtenir un
culot de membranes totales (P2) et du cytosol (822 est repris dans 4 mL de tampon
d’homogeénéisation et 4 x 1 mL sont déposés suadignts discontinus de sucrose (0,85 M ;
1 M; 12M: 3,5 mL de chaque). Le gradient estticiigé 2 h a 82 500 x g (27 000 rpm,
rotor Beckmann SW 41). Les synaptosomes (SYN) sécuipérés a linterface 1-1,2 M,
dilués dans du tampon d’homogénéisation et cegi&gua nouveau a 100 000 x g. Les
synaptosomes sont utilisés dans la foulée ou reais du tampon d’homogénéisation et
stockés a -80°C.

Purification de densité post-synaptique

Le culot de synaptosomes (500 ug) est repris gathg,,4 contenant 0,5% de TritonX-100 et

incubé sur roue 30 min a 4°C. Apres centrifuga®rmin a 32 000 x g, le culot (PSDI) est

divisé en deux. La premiere moitié est solubilidéas les mémes conditions et centrifugé 20
min a 200 000 x g (culot PSDII). La deuxieme moést solubilisée dans 1 mL de tampon

HEPES 50 mM pH 7,4 contenant 3% de sarkosyl etifegée 1 h a 200 000 x g. Les culots

sont repris dans 0,1% de SDS, dosés avec un r&aAif(Pierce), puis déposés sur gel SDS-
PAGE en équivalence de masse.

Test de solubilisation du CHMP2B synaptique par dierents détergents

Des culots de synaptosomes (200 pg) sont repris 5@0 uL de de tampon HEPES 50 mM
pH 7,4 (ou 9,0 pour le DOC) contenant 1% de digitende TritonX-100, de n-Dodecyl-beta-

D-Maltoside, de DOC ou de SDS. Les échantillong swcubés sur roue, 30 min a 4°C, et
centrifugés 20 min a 20 000 x g. Les culots somodés en équivalence de volume sur gel
SDS-PAGE.
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Couplage covalent des IgG sur des billes de prot@&@m magnétiques

50 puL de Dynabeads Protéine A (Invitrogen) sonédésvdeux fois dans du PBS contenant
0,1% de TritonX-100 puis incubées pendant 1 h mimmnsur une roue et a température
ambiante (TA), avec 15 ug d’anticorps dilués damd. Hu méme tampon. Les billes sont
lavées deux fois dans du tampon borate 0,2 M, PH Be couplage covalent est effectué par
une incubation de 30 min a TA dans 20 mM de dimgthmélimidate (DMP) dilué dans du
tampon Borate. Les billes sont ensuite incubées dantampon Tris-HCI 50 mM, pH 7,4
pendant 15 min. Les IgG non couplées sont élimipéesin rapide lavage un tampon Glycine
100 mM, pH 2,5. Les billes sont lavées en PBS atkstes dans 100 pL de PBS contenant
0,02% d’azide de sodium.

Immunoprécipitation de CHMP2B synaptique

Les synaptosomes purifiés (500 pg) sont solubiliss 1 mL de tampon Tris 20 mM pH
9,0; 150 mM NaCl; 15 mM NaF ; 1% sodium deoxyet®l (DOC) et inhibiteurs de
protéases, pendant 30 min sur roue a 4°C. Aprasi@@e centrifugation a 100 000 x g, le
surnageant est dilué dans trois volumes de tampien50 mM pH 7,4 ; 150 mM NaCl ; 15
mM NaF et 1% TritonX-100 et inhibiteurs de proté&adee mélange est préadsorbé 30 min
sur des billes de protéine A magnétiques couplees des IgG de lapin non spécifiques. Le
surnageant correspond a I'input et est soumisPagédndant 2 h a 4°C. Les billes sont ensuite
lavées 5 fois dans un tampon identique, mais cante®,75% TritonX-100 et 0,25% DOC.
Un sixieme lavage est effectué dans un tampon nanted,1% de Triton. Les protéines sont
éluées dans 200 pL de tampon Laemmli 1,5X et ndisesuillir pendant 10 min. Les billes
sont éliminées et 40 pL sont déposés sur gel SDSEHPAn vue d’une coloration au nitrate
d’argent (20 pL pour une analyse en Western-Blot).

Pull-down a partir de CHMP2B-His recombinant

La protéine recombinante (50 pg) préalablemenfiparen conditions dénaturantes, est dilué
10 fois, goutte a goutte, dans un tampon 50 mM miete de sodium, pH 7,4 ; 300 mM
NaCl ; 0,1% TritonX-100 et laissée a renaturerrsue, a température ambiante, pendant 10
min. La protéine est immobilisée a nouveau surldiéss Talon Metal Affinity (Clontech).
Les billes sont lavées rapidement et équilibrées an tampon Tris 50 mM pH 7,4 ; 150 mM
NaCl ; 15 mM NaF et 0,75% TritonX-100 et 0,25% DQEs synaptosomes sont prépares de
la méme maniére que pour les IP, a I'exceptionlgysH du tampon de solubilisation est fixé
a 11,0 au lieu de 9,0. La fraction soluble estédiluramenée a pH physiologique et incubée
pendant 2 h sur les billes. L’élution est identiquidP.
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Immunoprécipitation a partir de lysats de cellulesHEK

Les cellules HEK sont lysées mécaniquement dantampon d’homogénéisation (sucrose
0,32 M ; HEPES 4 mM, pH 7,4; NaF 15 mM:glycérophosphate 15 mM ; cocktail
d’inhibiteur de protéases (Roche)), a l'aide d'wtter. Aprés 10 min de centrifugation a 800
X g, le surnageant est centrifugé a 10 min a 1500 pour isoler un culot de membranes
totales. Les membranes sont solubilisées dans mpota Tris 20 mM pH 9,0 ; 150 mM
NaCl ; 15 mM NaF ; 1% sodium deoxycholate (DOCingibiteurs de protéases, pendant 30
min sur roue a 4°C. Aprés 20 min de centrifugatid20 000 x g, le surnageant est dilué dans
trois volumes de tampon Tris 50 mM pH 7,4 ; 150 mLICI ; 15 mM NaF et 1% TritonX-
100 et inhibiteurs de protéases.

Analyse protéomique en spectrométrie de masse

Ces analyses sont effectuées au CEA de Grenobl€@¥té, plateforme EDyP). Lors des
expériences destinées a la spectrométrie de masseaximum de précautions sont prises
pour éviter la contamination des échantillons pes protéines bactériennes ou des kératines
humaines. Le protocole d’analyse détaillé se tradees la partie Materials and Methods de
l'article 2.

Chromatographie d’exclusion de taille

La colonne Sephacryl S-300 HR est pré-équilibrée @/volumes de tampon de colonne Tris
20 mM pH 7,4 ; 150 mM NacCl ; 15 mM NaF ; 15 mM bétacérophosphate ; 0,5% TritonX-
100 et inhibiteurs de protéases. Les synaptosommshément purifiés (10 mg) sont
solubilisés dans 3 mL de tampon Tris 20 mM pH 9160 mM NaCl ; 15 mM NaF ; 1%
sodium deoxycholate (DOC) et inhibiteurs de prasagpendant 30 min sur roue a 4°C.
Apres 20 min de centrifugation a 100 000 x g lenageant est filtré a 0,2 um. 2,5 mL
d’échantillon sont injectés et la séparation estrpaivie avec du tampon de colonne (120 mL,
0,5 mL/min). 60 fractions de 2 mL sont réecupéréess des analyses en Western-Blot, 25 pL
des fractions 15 a 47 sont déposées (elles reanuVmetégralité du volume utile de la
colonne). Pour les séparations en vue des immucipgedions, les fractions 18 a 21
(complexe contenant CHMP2B) d'une part, et 33 dm3@nomere) d’autre part, sont poolées
et soumises a I'lP.

SDS-PAGE et Western-Blot

Les protéines sont reprise dans du tampon Laen@®li{M Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 10%
glycérol, 5% B-mercaptoéthanol, 0.01% bleu de bromophénol) etoskgs sur un gel
d’acrylamide de concentration adaptée. Le gel éstanmigrer pendant environ 90 min a 25
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mA par gel (surface 10 x 8 cm). Il est ensuite gf@ré sur une membrane de PVDF par
électrotransfert semi-sec (de 45 min a 1h15 pdacerde gel en fonction de la taille des
protéines a transférer : 20 V, 400 mA). La membmstdavées a I'eau distillée, puis incubée
1h dans du tampon TBS-TL (Tris 20 mM, 150 mMQ\ pH 7,5, 0,1 % de Tween20
et 5 % de lait), sous agitation. L'anticorpsnpaire est incubé 1 h a température dans du
TBS-TL ou alternativement la nuit a 4°C. La memlerast lavée 6 fois sur 30 min dans du
TBS-T puis incubée 30 min avec l'anticorps secamdacouplé a la HRP (Horseradish
peroxydase), dilué dans du TBS-T. La membraneagétla nouveau 5 fois dans du TBS-T et
une derniere fois dans du TBS sans détergenteBllancubée dans un réactif ECL maison ou
commercial (Immobilon Western Chemiluminescent HRPstrate, Millipore), pour plus de
sensibilité. Les bandes sont révélées en chamlime swr des films photographiques (BioMax
MR Film Carestream).

4. Biologie cellulaire
Culture cellulaire

Les lignées cellulaires utilisées sont les lignBemaines Hela et HEK 293T ainsi que la
lignée de souris N2A. Les cellules HelLa sont cakw dans du milieu DMEM « low
glucose » (Gibco), supplémenté avec 2 mM de L-Giira (Gibco) et 10% de sérum de veau
foetal (Gibco). Les cellules HEK et N2A sont culégédans du milieu DMEM « high
glucose » (Gibco), supplémenté avec 2 mM de L-@tinta (Gibco), 10 U/mL d’'un mélange
Pénicilline/Streptomycine et 10% de sérum de veatalf (Gibco). Les cellules sont incubées
dans une étuve humide a 37°C et 5%CO

Transfection des lignées cellulaires

Les cellules HEK sont transfectées au phosphateattsBum. Pour des boites 10 cm de
diameétre, 300 pL d’'un mélange de 15 pg de plasmid220 mM de CaGlest préparé et
incubé 10 min a température ambiante. Ensuite 20@eutampon HBS 2X (Fluka) est ajouté
et le tube est incubé 2 min a 37°. Le mélange jestéagoutte a goutte sur les cellules. Les
cellules HelLa et N2A sont transfectées avec du elefPolyplus) en suivant les
recommandations du fournisseur. ldéalement, leemitle culture est changé 4 h apres la
transfection.
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5. Neurones
Culture primaire de neurones d’embryons de rat

Les lamelles sont préparées au préalable par gnbation de 72 h dans de I'acide nitrique a
70%, pour les rendre hydrophiles. Les boites (ec@mtou non des lamelles) sont incubées 4
h a 37°C avec de la poly-D-lysine 50 pg/mL g(@a, n°P7280) dissoute dans du
tampon borate (50 mM acide borique, 13 mM bopik 8,5). Les boites sont ensuite lavées
abondamment rincées a l'eau distillée stérile atg@s dans le milieu d’ensemencement,
constitué de DMEM (Gibco, n°41966029) supplémentécal0% de sérum de cheval
(Gibco, n°26050).

Les neurones d’hippocampe sont prélevés sur desyentbde rat OFA au 18eme jour de vie
embryonnaire, conformément a la Directive w888 du Conseil de la Communauté
Européenne. La femelle gestante est anesthésigeffutane avant la décapitation. L'utérus
contenant les embryons est prélevé par laparotquis, placé dans une boite contenant du
HBSS chaud (5 mM glucose, 10 mM HEPES, 138l maCl, 5 mM KCI, 4 mM
NaHCG; , 440 uM KHHPO, , 270 uM NaHPQ, , 10 U.mL -1 Pénicilline/Streptomycine,
pH 7,4). Les embryons sont transférés dans nmeselle boite avec du HBSS chaud, ou
ils sont décapités. Les cerveaux sont extrdiés boites craniennes. Par observation
sous loupe binoculaire, les hémispheres céugbraont séparés puis les meéninges
soigneusement enlevées ; les hippocampes pealoestétre prélevés. lls sont placés au fur
et a mesure dans du HBSS chaud. Apres troisages; & 'HBSS chaud, les hippocampes
sont traités avec 0,25% trypsine-EDTA (Giba©25200) supplémenté avec 15 mM
HEPES et 33 mM glucose pendant 15 min a 3718Gont ensuite lavés deux fois a 'lHBSS
chaud. Pendant 2 minutes a 37°C, la trypsine estitenstoppée avec 2 mg/mL d’inhibiteur
de trypsine (Sigma, n°T9003), auquel est ajouté UBOL de DNase (10 pg/L ou, Sigma,
n°D5025) afin de digérer TADN des cellules lysépendant la dissection, et faciliter la
dissociation mécanique. Les hippocampes sonitensavés deux fois a ’lHBSS chaud et
triturés dans 1 mL de HBSS chaud, avec uneti@d 000 pL et un céne avec un filtre. Les
neurones sont comptés sur lame de Malassez et ser@éslensité de 12000 cellules par
centimétre carré, sur les lamelles préalablemaeépgrées. Le milieu d’ensemencement est
constitué de DMEM (Gibco, n°41966029) suppléréeavec 10% de sérum de cheval
(Gibco, n°26050). Deux heures plus tard ce mile=i remplacé par le milieu de culture,
constitué de Neurobasal (Gibco, n°21103049) plémpenté avec du B27 (Gibco,
n°17504044) concentré 1 fois, 2 mM L-glutamibhenM pyruvate de sodium, et 10 U/mL
Peénicilline/Streptomycine. Une fois par semaineiremvun cinquiéme de milieu frais est
ajouté dans les boites, pour compenser I'évaporatio

Transfection des neurones

Les neurones sont transfectés avec une versionfigGedi'un protocole de transfection au
phosphate de calcium adapté aux cultures maturesg(and Chen, 200@Pour des boites de
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35 mm, 2 pug d’ADN sont dilués dans 45 pL e Nous ajoutons 5 pL de Ca@,5 M
goutte a goutte. 50 pl de tampons BES est ajoutétt@ a goutte en faisant buller) puis le
mélange est incubé 15 min a température ambiameddPt ce temps, les lamelles sont
transférées dans 1 mL de milieu MEM et incubée3°& 2t 5% CQ. Le mélange est ajouté
sur les boites qui sont incubées 1 h a 37°C et &% Ces lamelles sont ensuite transférées
dans une autre boite contenant 2 mL de MEM et gloésarhent incubée dans une étuve a 10%
CQO,. La boite est mise a rééquilibrer & 5% Q@@ndant 10 min, puis les lamelles sont
finalement transférées dans leur milieu Neurobd'saigine.

Fixation et immunomarquages (valable également poues cellules en culture)

Les cellules sont lavées dans du PBS, puis fixéeslgnt 15 min avec de la PFA-sucrose
(4%-4%) dans du PBS. Les cellules ont rincées 4 €t@ins du PBS-glycine 0,1% puis
perméabilisées immédiatement avec du PBS-TritonX{1,25%. Les cellules sont rincées a
nouveau dans du PBS. Les lamelles sont mises adi@) min dans du PBS contenant 5%
de GPI. Les anticorps primaires et secondaires ismubés 1 h dans du PBS-GPI. Nous
effectuons 3 lavages en PBS apres chaque incubatésnlamelles sont ensuite rincées a
'eau puis plongées dans de I'éthanol pur et sécHée montage sur lame s’effectue avec du
Mowiol.

6. Microscopie
Microscopes

Nous avons utilisé principalement le microscope péfluorescence Axiovert 200 et le
microscope confocal LSM710 (Zeiss). Les objectifaude 63x (ON : 1,2) et 100x (ON : 1,3)
ont été utilisés sur I'Axiovert. Les objectifs aile 40x (ON : 1,3) et 63x (ON : 1,4) ont été
utilisés sur le LSM 710. Les images ont été prisespectivement avec les logiciels
Metamorph et Zen. Les traitement et analyses d'eanamt été effectués sous ImageJ.

Arborisation dendritique et analyse de Sholl

Les neurones d’hippocampe sont co-tranfectés a M0avec 1 ug de plasmide pSuper-
mCherry et 1 ug de plasmide pBi-CMV3. Le plasmidguper-mCherry code les shRNA
spécifigue des protéines d’intérét ou un shRNA $ipgée de la GFP, en contrdle. Le
plasmide pBi-CMV3 code la protéine fluorescente &= et permet de co-exprimer des
versions de CHMP2B résistantes aux RNAI, pour Igpégences de restauration. Les
neurones sont fixés a 14 DIV et analysés en aveeglemicroscopie confocale (4 plans,
350*350 um, 40x). Les neurones qui co-expriment rdaniere modérée la protéine
fluorescente rouge mCherry et la protéine fluonesreverte ZsGreen sont choisis pour
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lanalyse. L’arborisation neuronale a été recoritgra partir de la fluorescence de la
mCherry. Aprés la binairisation des images la cexipt de I'arbre dendritique a été mesurée
automatiquement avec le plugin « Sholl Analysis» kbgiciel Imaged (20 cercles
concentrigues tous les 5 um, en partant du cothdaiee).
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1. Déformation de la membrane plasmique par la sous-unité CHMP2B

Article 1 : Charged Multivesicular Body Protein 2B (CHMP2B) of the Endosomal Sorting
Complex Required for Transport-l1Il (ESCRT-III) polymerizes into helical structures
deforming the plasma membrane

Gilles Bodon*,Romain Chassefeyrg, Karin Pernet-Gallay, Nicolas Martinelli, GrégoBffantin,
David Lutje Hulsik, Agnés Belly, Yves Goldberg, @Ghine Chatellard-Causse, Béatrice Blot, Guy
Schoehn, Winfied Weissenhorn et Rémy Sadoul

* . les auteurs ont contribué a égalité

The Journal of Biological Chemistry (18 Novembre 2011; 286, 40276-40286)

Lien : http://www.jbc.org/content/286/46/40276.full?sid¥a2f36-9868-4464-b7a5-f98a487574b7
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Contexte de I'étude

La machinerie ESCRT est requise pour de nombrewcepsus cellulaires: formation de
compartiments intracellulaires comme les endosommedtivésiculés (EMV), cytokinése des
cellules eucaryotes, bourgeonnement de certains enveloppés. Ces mécanismes nécessitent la
déformation, puis la fission de membranes avec topelogie bien particuliere. On parle de
déformation « par l'intérieur ».

Des études chez la levure et in vitro ont montr@ dg remodelage de la membrane est
principalement catalysé par le complexe ESCRTAlofert et al., 200p Les sous-unités du
complexe ESCRT-IIl s’assemblent de maniere ségeienet transitoire sur la face cytosolique des
membranes. Elles se polymérisent in vitro pour fardes filaments hélicoidauksta et al., 2008
Bien que de nombreux groupes se penchent activesueria question, le mécanisme par lequel
ESCRT-IIl déforme les membranes n’est pas complébéradlucidé a ce jour. Plusieurs modeles
coexistent et suggérent que les sous-unités ESGRJdssemblent au niveau de bourgeons
membranaires préexistantsVgllert and Hurley, 20100 Les filaments hélicoidaux formés
induiraient des contraintes sur la bicouche phogpdaue, jusqu'a aboutir a la fission
membranaire. Ces modeles mécanistiques attendejoute une confirmation dans un contexte
cellulaire.

Des mutants de la sous-unité CHMP2B sont associasdémence frontotemporale (FTD), une
maladie neurodégénérative associée a la maladiztdiner. Vps2, 'homologue de CHMP2B
chez la levureSaccharomyces cerevisiaee semble pas requise pour la fission membranaire
(Wollert and Hurley, 2010; Wollert et al., 200%e rble de Vps2 semble se limiter au recrutement
de 'ATPase Vps4, en charge de la dépolymérisatiB® CRT-II.

La présence de multiples isoformes et la diveid#® substrats membranaires, en particulier chez
les mammiferes, suggere qu’il n’existe non pasnoais une multitude d’assemblages ESCRT-III.
Une étude a montré récemment que les isoformessaes-unites CHMP2 (CHMP2A, B) et
CHMP4 (CHMP4A, B, C) sont les seules absolumentuisssg pour le bourgeonnement de
particules virales du VIHNMorita et al., 201). Au contraire, dans le cas de la cytokinese, la
présence de toutes les sous-unités semble redliises et al., 201))

Cet article est I'aboutissement d’'une étude coradrita sous-unité CHMP2B. Dans le but de
mieux comprendre comment les mutants de cetteipeotnduisent a la mort neuronale dans la
FTD, nous nous sommes intéressés au comportemera geotéine sauvage en termes de
localisation et de polymérisation. Pour cela, nausns utilisé des modeles de lignées cellulaires
humaines (HEK293T et HelLa), plus adaptés que lesones pour ce genre d’étude.

Ce travail a été mené en collaboration avec legpégudu Pr. Winfried Weissenhorn et du Dr. Guy
Schoehn, a Grenoble. Ma contribution a concerr@haration et la réalisation de la plupart des
expériences et le montage des figures.
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L’'analyse de la distribution des composants ESCIRTeh immunofluorescence, a montré que les
protéines étaient exprimées de maniere diffuse tlacgtoplasme de la cellule. L'AAA ATPase

Vps4 est responsable de la dépolymérisation d’'ESTIRTLa déplétion conjointe de Vps4A et

Vps4B par des siRNA, a entrainé une relocalisati@s sous-unités. CHMP4A et CHMP4B

endogenes étaient relocalisées et concentrées dimspatches intracellulaires. De maniére
surprenante, suite a la déplétion de Vps4, la soits- CHMP2B se concentrait a la membrane
plasmique. Ces données suggerent que les ATPass4AVpt Vps4B dépolymérisent des

assemblages ESCRT-IIl contenant CHMP2B au niveda deembrane plasmiquei( ).

CHMP2B sauvage surexprimé se comportait comme d&eime endogene et était distribuée de
maniére diffuse dans le cytoplasme. Cependant, d&96 des cellules environ, la protéine
surexprimée se concentrait a la membrane plasnggf@mait de longues et fines protrusions. Ce
phénotype était fonction du taux d’expression deMPXaB. Les protrusions étaient la plupart du
temps détachées du substrat et pouvaient meswigpr'guplusieurs dizaines de um. L’analyse des
cellules en microscopie immuno-électronique, a méwmjue les protrusions qui contenaient du
CHMP2B avaient un aspect tubulaire et étaient reexas par la membrane plasmique. L’anticorps
anti-CHMP2B décorait toute la longueur de ces tubagormation des protrusions était strictement
dépendante de la capacité de CHMP2B a s’associerphaspholipides. La présence d’une
mutation L4D/F5D, qui abolit I'interaction avec liécouche phospholipidique, suffisait a empécher
la formation de tubes-( ). L’addition d’'une étiquette en C-ter ou I'express du mutant
pathogéne tronqué (CHMPZE"™) avaient tendance & augmenter la propension dedesea
induire la formation de ce genre de protrusions.

Nous nous sommes intéressés aux capacités de aéfomnde la membrane plasmique par les
autres composants de la famille ESCRT-III. Les grets CHMP4A et CHMP4B surexprimées se
concentraient dans des agrégats intracellulairegante piéger toutes les autres sous-unités.
CHMP2A et CHMP3 restent exprimées de maniere wdatent diffuse dans le cytoplasme. Ces
observations sont cohérentes avec ce qui a dé@rpwbservé par d’autres équip&si(n et al.,
2007). Ces données montrent que CHMP2B dispose d'udafgpté, au sein de la famille ESCRT-
lll, dans sa capacité a se concentrer a la membpéammique et a former des protrusions
membranaires a ce niveau{ ).

En immunofluorescence, aucune autre sous-unit§u’@&tre détectée dans les tubes formés par
CHMP2B. Seules CHMP4A et CHMP4B se concentraienpanhes a la base des protrusions. Les
protrusions ne contenaient pas non plus délémeémtsytosquelette d’actine ou de microtubule.
Cette indépendance, vis a vis du cytosquelettdidgca été confirmée par la persistance de telles
structures membranaires suite a un traitement dibges par la latrinculine A ). Nous
avons montré que la formation des tubes était eanahe régulée par 'ATPase Vps4B. En effet
Vps4B était recrutée dans les tubes et la coexprese CHMP2B et avec un mutant dominant
négatif de Vps4B (E235Q) avait tendance a augmeatesidérablement la proportion de cellules
capables de faire des tubeso(ire 9. De plus, les cellules surexprimant un mutanCéMP2B
incapable de se lier & Vps4B (CHMP3BP'21%9) 'ne formaient pas de tubes membranaires.
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Les tubes formés par CHMP2B se détachaient padesscellules ont pu étre purifiés a partir du
milieu de culture. Leur observation en cryo-micayse électronique a haute résolution a révélé que
les tubes faisaient de 100 a 400 nm de diametee.éthient recouverts par la bicouche
phospholipidique et creux. Des stries perpendicesaa I'axe longitudinal ont été observées. Elles
correspondaient a un filament hélicoidal d’un pagulier de 32 A qui tapissait la paroi intérieure
du tube. Ces données montrent que CHMP2B s’asseanbp®lymeére hélicoidal pour déformer la

membrane plasmiqué ( ).

Lien avec la problématique de la these

Ce travail amene de nouveaux éclaircissements gunicgncerne les mécanismes par lesquels les
mutants de CHMP2B conduisent a la mort neuronats teaDFT. Certaines études ont montré que
le pouvoir pathogéne des mutants provenait d’'umégidation de I'autophagié-{imonenko et al.,
2007; Lee et al., 2007 Un autre groupe a montré que les cellules mesaprésentaient des
endosomes tardifs élargis et que ces derniersnétamieapables de fusionner avec les lysosomes
(Urwin et al., 201) Les résultats de notre travail suggérent quedle de CHMP2B n’est pas
cantonné aux compartiments membranaires intraaeetsl, mais s’étend également a la membrane
plasmique. Sans remettre totalement en questicgtleles précédentes, nous pouvons imaginer que
les dérégulations de I'autophagie et du systemelgsasomal ne sont probablement pas les seules
explications possibles pour la mort neuronale.dsismous replagons dans le contexte des résultats
d’Agnes Belly Belly et al., 201)} nous pouvons émettre I'hypothése que I'effet megants sur la
morphologie des épines dendritiques reflete un midephogénétique de CHMP2B au niveau de la
membrane plasmique de I'épine. La vérification diéechypothese constitue la suite de mon travail
de these.
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Background: ESCRT proteins catalyze membrane budding and fission away from the cytosol.
Results: The ESCRT-III protein CHMP2B polymerizes into tubular helical structures deforming the plasma membrane.
Conclusion: CHMP2B, not only mediates recruitment of the ESCRT-dissociating ATPase VPS4, as proposed previously, but

also molds membranes.

Significance: ESCRT-III polymerize into a novel kind of membrane deforming filament distinct of actin and tubulin.

The endosomal sorting complexes required for transport
(ESCRT-0-111) allow membrane budding and fission away from
the cytosol. This machinery is used during multivesicular endo-
some biogenesis, cytokinesis, and budding of some enveloped
viruses. Membrane fission is catalyzed by ESCRT-III complexes
made of polymers of charged multivesicular body proteins
(CHMPs) and by the AAA-type ATPase VPS4. How and which
of the ESCRT-III subunits sustain membrane fission from the
cytoplasmic surface remain uncertain. In vitro, CHMP2 and
CHMP3 recombinant proteins polymerize into tubular helical
structures, which were hypothesized to drive vesicle fission.
However, this model awaits the demonstration that such struc-
tures exist and can deform membranes in cellulo. Here, we show
that depletion of VPS4 induces specific accumulation of endog-
enous CHMP2B at the plasma membrane. Unlike other CHMPs,
overexpressed full-length CHMP2B polymerizes into long, rigid
tubes that protrude out of the cell. CHMP4s relocalize at the
base of the tubes, the formation of which depends on VPS4.
Cryo-EM of the CHMP2B membrane tubes demonstrates that
CHMP2B polymerizes into a tightly packed helical lattice, in
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close association with the inner leaflet of the membrane tube.
This association is tight enough to deform the lipid bilayer in
cases where the tubular CHMP2B helix varies in diameter or is
closed by domes. Thus, our observation that CHMP2B polym-
erization scaffolds membranes in vivo represents a first step
toward demonstrating its structural role during outward mem-
brane deformation.

Studies in yeast have revealed that protein complexes called
ESCRTs (endosome-sorting complexes required for transport)
play a pivotal role in intraluminal vesicle budding inside endo-
somes, an essential step for the sorting of receptors toward deg-
radation (1-3). The particularity of ESCRT complexes is to
induce membrane vesiculation with a topology that is inverted
compared with coated vesicles budding from a donor mem-
brane and released into the cytosol. Four ESCRT complexes
have been characterized so far: ESCRT-0, -1, -1I, and -III.
ESCRTs 0, I, and II are recruited to membranes as complexes
(4). In contrast, ESCRT-III assembles sequentially and tran-
siently at membranes, and requires VP54 for disassembly (5).
Yeast ESCRT-III is composed of seven highly related proteins.
Each of them has one to three homologs in mammals, which are
grouped into eight families designated CHMP1-7 (charged
multivesicular body proteins) and IST1 (increased sodium tol-
erance-1). In yeast, four ESCRT-III proteins essential for vesicle
release have been shown to be recruited on endosomal mem-
branes in the following order: two Vps20p subunits (CHMP6)
recruited by ESCRT-II to nucleate the assembly of two Snf7p
(CHMP4A-C) spirals, which are capped by Vps24p (CHMP3)
and Vps2p (CHMP2A and -B) (6 - 8). The latter recruits VPS4
(9) (10), to catalyze disassembly of ESCRT-III (11-14). In vitro,
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yeast ESCRT-1 and II are sufficient to form vesicles on giant
unilamellar vesicles and ESCRT-III induces membrane fission
(15).

In mammalian cells, ESCRT complexes also play a role at the
plasma membrane during cytokinesis (16-19) and budding of
some enveloped viruses (20-25). Although all ESCRT-III
members and VPS4 are required during cell divison (17), siRNA
knockdown experiments indicate that only one of the two
CHMP2, and one of the three CHMP4, isoforms and their
direct interaction are absolutely required for virus egress (26).

Little direct evidence exists so far revealing how mammalian
ESCRT-III complexes mold membranes in vive. ESCRT-I1I
proteins are small helical assemblies that are auto-inhibited in
the cytosol and become activated upon interaction with a mem-
brane (12, 27-31). One common theme between CHMP pro-
teins is their capacity to polymerize in vitro. CHMPIA polym-
erizes into large tubes, IST1 assembles into curled sheets (29),
whereas CHMP4B associates into arrays of loose circular fila-
ments (32). In contrast, CHMP3 and CHMP2A polymerize into
helical tubular structures (12, 29) that can be closed at one end
to form dome-like structures. It has been hypothesized that the
tight interaction of the dome with the membrane at the neck of
the budding vesicle might lead to the closing of the neck and
spontaneous membrane fission (33). In contrast to these struc-
tures observed in vitro, CHMP4B overexpression in cultured
cells led to its assembly into circular filaments at the plasma
membrane. Membrane tubes of unknown composition were
emanating from the plasma membrane when CHMP4B was
overexpressed together with catalytically inactive VPS4 (34).
Recent evidence from HIV-1 budding suggests that although
CHMP4 isoforms assemble within the neck, they do not suffice
to induce membrane fission in the absence of CHMP2A or -B,
This suggests that CHMP2 may be the minimal fission machin-
ery (26) requiring VPS4 to catalyze fission and virion release
(35), consistent with the sequential recruitment of ESCRTs and
VPS4 to the HIV-1 budding site (36).

Here, we report that down-regulating VPS4 leads to accumu-
lation of endogenous CHMP2B at the plasma membrane, indi-
cating its presence in ESCRT-III complexes formed transiently
at the plasma membrane. When overexpressed, CHMP2B is
recruited to the plasma membrane, where it forms long protru-
sions, partly depending on its capacity to bind VPS4. The capac-
ity of CHMP2B to make plasma membrane protrusions is not
shared by other CHMPs, and neither CHMP2A, CHMP3, nor
CHMP4 isoforms colocalize with CHMP2B inside tubes. How-
ever, CHMP4A and -B tend to relocalize at the base of
CHMP2B tubes. Cryo-electron microscopy of membrane tubes
shed into the cell culture supernatant demonstrates that
CHMP2B polymerizes into a tightly packed helical polymer
intimately associated with the inner leaflet of the bilayer. Our
results show for the first time that CHMP proteins can form
tightly packed helical structures in vivo that associate with cel-
lular membranes. Second, such structures vary in diameter to
induce membrane constriction, which indirectly supports the
dome model for membrane fission (33). Finally, our data dem-
onstrate that in mammalian cells, CHMP2B is not only an adap-
tor protein for the recruitment of VPS4 as demonstrated in
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yeast but also directly plays a structural role in membrane
scaffolding.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
DNA Construct

The wild-type human CHMPs (2A, 3, 4A, 4B, and 4C) cDNAs
were cloned from HeLa cells by RT-PCR, in frame with a C-ter-
minal FLAG inserted into reverse primers (supplemental Table
S1). CHMP2B, CHMP2B""""5-FLAG, and CHMP2B-FLAG,
CHMP2B' #7210 FL AG and CHMP2B"*"""*P-FLAG were
generated by PCR using plasmids containing HA-CHMP2B or
GFP-VPS4B as templates, introducing Stop codon or point
mutations inside primers where needed. (All PCR primers used
in this study are described in supplemental Table S1.) PCR frag-
ments were inserted into the pcDNA3.1 vector using a TOPO
directional cloning kit (Invitrogen).

For expression in bacteria, cDNA fragments derived from
human full-length CHMP2B (wt CHMP2B and mutant L4D/
F5D), were subcloned in frame with a C-terminal His, tag into
the expression vector pETM-13, using Ncol and Xhol. Proteins
were produced in Escherichia coli strain BL21 codon plus
(Invitrogen).

GPF-AMSH was a generous gift from Sylvie Urbé. pCaggs
GFP-VPS4B and pCaggs GFP-VPS4"*%2 were described pre-
viously (37).

Reagents and Antibodies

Polyclonal antibodies against the C-terminal part of
CHMP2B were purchased from Abcam (ab33174). Polyclonal
anti-CHMP4A (H-52) and CHMP4B (C-12) were obtained
from Santa Cruz Biotechnology. Polyclonal anti-CHMP4B
(ab105767) was from Abcam. Polyclonal antibodies against
VPS4A and B were a kind gift from W. 1. Sundquist (University
of Utah). Monoclonal and polyclonal anti-FLAG antibodies
were obtained from Sigma-Aldrich. Rabbit polyclonal antibody
against B-tubulin was a generous gift from A. Andrieux (Inserm
U836, Grenoble, France). Secondary antibodies conjugated to
Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 594, Alexa 594-WGA, and Texas
Red-X-phalloidin were obtained from Molecular Probe.

Cell Cultures and Transfections

For immunofluorescence, HeLa cells were seeded onto ster-
ile glass coverslips in six-well plates (10° cells per well) in
DMEM (Invitrogen) containing 10% FBS (Sigma), and 2 mm
L-glutamine (Sigma). Cells were transfected 24 h later with 1 pug
of DNA and 6 pl of jetPEI transfection reagent (Polyplus) and
mixed in a final volume of 200 pl of 150 mm NaCl. For cotrans-
fection, 1 pg of CHMP2B containing plasmid was mixed with
500 ng of plasmids encoding the other proteins. Cells were fixed
and processed for immunostaining 24 or 36 h after transfection,
For actin destabilization, cells were incubated 1 h with 1 pm
cytochalasin D or with 0.2 mg/ml latrunculin A (Sigma).

siRNA Transfection

HelLa cells transfected with a mixture containing 10 nm of
each of the previously described siRNA duplexes (17) (VPS4A,
CCGAGAAGCUGAAGGAUUALt; VPS4B, CCAAAGAAGC-
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ACUGAAAGALt) using Lipofectamine RNAi MAX (Invitro-
gen). Cells were transfected again after 24 h and fixed 24 h later.
Control cells were transfected with 20 nm of siRNA duplexes
against LucGL2 (CGUACGCGGAAUACUUCGALt). The
extent of down-regulation was estimated by Western blot anal-
ysis of cell lysates.

Western Immunoblotting

Cells were lysed in radioimmune precipitation assay buffer
containing protease inhibitors (Complete, Roche Molecular).
Proteins (20 ug of total protein per lane) were separated on
SDS-polyacrylamide gels (10%) and analyzed by immunoblot-
ting with the indicated antibodies.

Immunofluorescence

Cells were fixed and immunostained as described in Ref. 39.
In brief, cells were fixed with 4% paraformaldehyde. After three
washes in PBS, cells were permeabilized with PBS containing
0.5% Triton X-100 in blocking solution (PBS containing 5%
goat pre-immune serum) for 30 min. Primary antibodies
diluted in blocking solution were then incubated for 1 h. After
washing in PBS, cells were incubated for 1 h with secondary
antibodies conjugated to Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 594,
Alexa Fluor 594-WGA, or Alexa Fluor 488-phalloidin. After
three washes in PBS, coverslips were rinsed in water and
mounted in Mowiol.

For staining of F-actin, Texas Red-X phalloidin was incu-
bated together with the secondary antibodies. For delineating
cellular membranes, live cells were washed in HESS, incubated
10 min at 4 °C with Alexa Fluor 494-WGA (5 pg/ml in Hank’s
Buffered salt solution) and washed in PBS before fixation.

Liposome Flotation Assay

Lipsomes were made of synthetic 1-stearoyl-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine  and  1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoserine from Avanti Polar Lipids. Lipids were mixed
homogeneously in chloroform to achieve a 8:2 molar ratio.
Dried thin lipid films were obtained by evaporation. Lipids were
hydrated in 20 mm HEPES, pH 7, to a final concentration of 2.5
mg/ml. The translucent solution was then extruded 15 times
through a 200-nm polycarbonate membrane (Avanti Polar Lip-
ids). The average diameter of the liposomes was estimated to
range between 200 to 400 nm by dynamic light scattering meas-
urement and electron microscopy

Proteins and large unilamellar vesicles were incubated over-
night. The solution was mixed with an equal volume of 80%
(w/v) sucrose in 20 mm HEPES, pH 7, resulting in a final sucrose
concentration of 40% (w/v) with a final large unilamellar vesicle
concentration of 0.625 mg/ml. 300 ul of this solution was over-
laid with 100 ul of 30, 20, and 10% (w/v) sucrose in no-salt
buffer. The gradient was then subjected to ultracentrifugation
at 190,000 X g for 6 h at 4 °C. After ultracentrifugation, gradi-
ents were separated into seven fractions. Sucrose concentration
of each fraction was determined by refractometry; one-third of
each fraction was analyzed by SDS-PAGE.

Confocal Microscopy
Images of fluorescent cells were acquired with a Zeiss LSM-
710 laser scanning confocal microscope with a 63X Plan-Apo-
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chromat objective (numerical aperture 1.4). Laser power was
adjusted to maximize the dynamic range of each sample. For
dual-color samples, the adjustable spectral window of fluores-
cence collection was set for each channel with a singly colored
control sample, so that cross-contamination between channels
was avoided.

Because CHMP2B tubes protrude out of the cell in a large Z
range, stacks of optical sections were acquired with the
required electronic magnification. Image files were processed
with Image] software. Except when mentioned, images repre-
sent maximum intensity projections.

CHMP2B Tube Purification

For isolation of CHMP2B tubes, HeLa cells were seeded in
10-cm culture dishes (~10° cells/well). The culture medium
was the same as mentioned above, except that FBS was previ-
ously cleared by 60,000 X g centrifugation to remove potential
contaminants. Cells were transfected 24 h later with 3 ug of
DNA and 18 pl of jetPEl transfection reagent (Polyplus trans-
fection) and mixed in a final volume of 600 pl of 150 mm NaCl.
Culture media harvested 36 h after transfection were centri-
fuged twice at 300 X g for 5 min to remove debris and then at
30,000 x g (1 h) to pellet membranes. The resulting pellet (P1)
was washed once with HBS (150 mm NaCl, 20 mm HEPES, pH
7.4), resuspended and incubated for 30 min at 4 °C in HBS con-
taining 1 mym AMPPnP® (Sigma), Complete™ protease inhibi-
tor (Roche Applied Science), and 1% Triton X-100. Half of this
suspension was centrifuged at 20,000 X g for 30 min, and the
pellet (P2) was resuspended in the same volume as S2. Identical
volumes of P1, S2, and P2 were analyzed by Western blot
together with the cell lysate (20 pg of proteins estimated using
BCA protein assay reagent (Pierce).

Electron Microscopy

Immuno-EM Analysis of CHMP2b-expressing Cells—Cells
were fixed with 2% paraformaldehyde and 0.2% glutaraldehyde
in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.3, during 2 h. Cells were then
gently detached using a cell scraper, centrifuged at 1200 rpm
during 5 min and embedded in 10% gelatin. The cell pellet was
then cut into 1 mm? pieces. These samples were cryoprotected
during 4 h in 2.3 M sucrose and frozen in liquid nitrogen. Ultra-
thin cryosections of 40 nm were made at —120°C using an
ultra-cryo-microtome (Leica-Reichert) and retrieved with a 1:1
solution of 2.3 M sucrose and 2% methylcellulose according to
the Tokuyasu protocol (40). Cryosections were first incubated
with primary polyclonal anti-FLAG antibody (Sigma) and
revealed with protein A-gold conjugate (cell microscopy center,
Utrecht, The Netherlands). Double immunogold labeling was
performed sequentially using 15-nm protein A gold to recog-
nize anti-CHMP4A and 10-nm protein A gold to detect
CHMP2B. Labeled cryosections were viewed at 80 kV with a
1200EX JEOL TEM microscope, and images were acquired
with a digital camera (Veleta, SIS, Olympus).

®The abbreviations used are: AMPPnP, 5'-adenylyl-B,y-imidodiphosphate;
MIM, MIT domain-interacting motif; MIT, Microtubule Interacting and
Transport domain; VPS4, Vacuolar Protein Sorting homolog 4; AMSH, Asso-
ciated Molecule with the Src homology domain of STAM; WGA, Wheat
Germ Agglutinin.
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Negative Staining—P1 pellet obtained from the culture
media of ten 100-mm dishes of HeLa cells transfected with
CHMP2B-FLAG were resuspended in 80 pl of HBS. 6 pl of this
sample was incubated during 10 min on an EM grid coated with
Formvar and carbon. Grids were then quickly blotted and
washed three times in water before staining with 1% uranyl
acetate during 1 min, followed by blotting to remove excess
liquid. For immunolabeling, samples were permeabilized with
Triton X-100 1% during 20 min, and labeling was performed
after extensive washing with water using an anti-CHMP2B
antibody against the whole protein. Protein A gold (Cell
Microscopy Center, Utrecht, The Netherlands) was used to
reveal the antibody. Finally, grids were stained with 1% uranyl
acetate, pH 4, during 1 min. Grids were viewed under a trans-
mission electron microscope (JEOL 1200EX), and images were
acquired with a digital camera (Veleta, Soft Imaging Solutions,
Olympus).

Cryo-EM—P1 pellets obtained from the culture medium of
thirty 100-mm dishes were resuspended in 40 pl of HBS. 4 ml of
sample were loaded onto a Quantifoil R2/1 holey grid (Quanti-
foil Micro Tools GmbH), blotted for 1-2 s to remove the excess
liquid, and then rapidly plunged into liquid ethane cooled using
liquid nitrogen. The frozen grid was transferred into an FEI
Tecnai Polara electron microscope. Images were taken under
low dose conditions at 300 kV (<10 ¢ /A?) and with a nominal
magnification of 45,000 and a defocus between 2 and 3 um
using a CCD camera (GATAN Ultrascan 4000).

Two-dimensional Average—Two-dimensional averaging of
particles was performed by selecting a total of 35 boxes (900
900 pixels) equally spaced along one tube using the x3d pro-
gram (41) and averaging them together after cross-correlation

using SPIDER (42).

RESULTS
CHMP2B Localizes to Plasma Membrane wupon VPS4
Knockdown—Immunostaining of CHMP4A, -B, and -2B

revealed that all endogenous proteins were distributed homo-
geneously throughout the cytoplasm. siRNA knockdowns of
VPS4A and VPS4B (supplemental Fig. $24) led to a relocaliza-
tion of cytosolic CHMP4A and CHMP4B to intracellular
patches, possibly reflecting their accumulation at the surface of
endosomes (Fig. 1, A and B). In contrast, similar depletion of
VPS4 led to relocalization of endogenous CHMP2B from the
cytoplasm into patches, which were associated with the plasma
membrane in some cells (Fig. 1, Cand D, and supplemental Fig.
S2B). This suggests that VPS4 is required to dissociate plasma
membrane-based ESCRT-III complexes containing CHMP2B
and thus intimately controls ESCRT-III activity at the plasma
membrane.

Expression of Wild-type CHMP2E Induces Cell Surface
Protrusions—Overexpressed CHMP2B was distributed homo-
geneously throughout the cytoplasm. However, in 10% of cells,
the cytoplasmic staining was partially or entirely lost, and
CHMP2B was relocated to the plasma membranes, producing
long protrusions pointing out into the culture medium (Fig.
2A). Some protrusions had a length of up to several tens of
microns. Fusion of a FLAG peptide to the C-terminal part of
CHMP2B increased the capacity of the protein to assemble into
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anti-CHMP4A

anti-CHMP4B

siVPS4A/B

anti-CHMP2B

si control

FIGURE 1. VPS4A and -B down-regulation induces plasma membrane
accumulation of endogenous CHMP2B. Hel.a cells were depleted of VPS4A
and VP54B using a mixture of siRNA against both proteins (right panels). Con-
trol cells were transfected with an irrelevant siRNA (left panels), The confocal
section of control cells or of cells depleted of VPS4 was immunostained with
antibodies against CHMP4A (A), CHMP4B (B), or CHMP2B (C). Enlargements of
the boxed regions are shown on the right. D, confocal sections of VP54-de-
pleted cells treated with Alexa Fluor 594-WGA to delineate membranes. Cells
were immunostained using anti-CHMPA4A (left panel) or anti-CHMP2B (right
panel). Scale bars, 20 um.

surface protrusions, which were detected in ~40% of
CHMP2B-FLAG-positive cells (Fig. 2, A and B). Projection in
the x-z plane (Fig. 24) and three-dimensional reconstruction
{supplemental Movies 51 and 52) of cells expressing CHMP2B
or CHMP2B-FLAG show that the tubes protrude on the sides
and above the cell and are rarely attached to the cell culture
substrate. In some cases, however, CHMP2B protrusions
detached from the cell surface were observed lying on the cell
culture substrate.

Immunoelectron microscopy of CHMP2B-FLAG-express-
ing cells demonstrated the presence of tubular, electron dense
structures covered by a single membrane (Fig. 2, E and F). The
hollow electron dense structures were labeled with FLAG anti-
bodies, revealing the presence of CHMP2B along the entire
length of the tubes (Fig. 2F). In tube cross-sections, FLAG
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FIGURE 2. Overexpression of CHMP2B or CHMP2B-FLAG induces formation of long cell surface protrusions in which they concentrate. Hela cells
were transfected with the indicated plasmids and immunostained 36 h later. Except otherwise stated, photographs presented in all figures are maximal
intensity projections of confocal image stacks. In A and C, bottom panels represent projections in the x-z plane. Bars, 20 um. 4, CHMP2B immunostaining
of cells transfected with the empty vector reveals a homogeneous cytoplasmic localization of the protein. Overexpression of CHMP2B and CHMP2B-
FLAG induces the formation of cell surface protrusions in which CHMP2B concentrates. Note the absence of cytoplasmic staining in tube forming cells.
B, percentage of transfected cells displaying tubes as revealed with anti-CHMP2B antibodies. For each condition, 200 CHMP2B-expressing cells were
counted. Data from three independent experiments are plotted. Standard error bars are shown. C, FLAG-CHMP2B and CHMP2B"'®**P-FLAG do not
induce surface protrusions. D, flotation experiments demonstrate that mutations in Leu-4-Phe-5 impair the capacity of CHMP2B to associate with
membranes in vitro. Purified recombinant full-length CHMP2B and CHMP2B“®/**® were mixed with liposomes. Liposomes were floated on a sucrose
gradient, fractions were run on SD5-PAGE, and proteins were revealed by Coomassie staining. £ and F, FLAG immunogold labeling of cells overexpress-
ing CHMP2B-FLAG. Cross-sections of tubes reveal the presence of the C-terminal FLAG lining the lumen of a hollow, electron-dense structure
closely associated with the membrane of tubes; longitudinal sections reveal the presence of CHMP2B along the entire length of the tubes. Scale

bars, 200 nm.

immunolabeling was seen in the lumen of the tubes indicating
that the C-terminal part of CHMP2B points toward the interior
of the tubular structure (Fig. 2E).

Expression of CHMP2B also induced the formation of
tubes in HEK 293T cells (data not shown). CHMP2B
expressed in post-mitotic neurons also deformed the mem-
brane into protrusions in which it accumulates (supplemen-
tal Fig. S3A). This demonstrates that CHMP2B protrusions
do not result from cell retraction occurring during cell
migration or division.

N-terminal End of CHMP2B Is Required to Deform Plasma
Membrane—In contrast to CHMP2B-FLAG and wild-type
CHMP2B, N-terminally FLAG-tagged CHMP2B (FLAG-
CHMP2B) remained cytoplasmic and failed to induce growth of
surface protrusions (Fig. 2, Band C). Similarly, an HA tag fused
to the N terminus blocked the capacity of CHMP2B to induce
membrane tubulation (data not shown). Western blot analysis
showed similar levels of expression of CHMP2B, FLAG-
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CHMP2B, or CHMP2B-Flag (supplemental Fig. S3B), demon-
strating that the inability of N-terminally tagged versions of
CHMP2B to induce tubule formation is not due to differences
in their expression level.

Based on these observations, we reasoned that the N-termi-
nal part of the protein might be crucial for deforming mem-
branes. The CHMP2B N-terminal eight amino acids are con-
served throughout the CHMP family. In particular Leu-4 and
Phe-5 of CHMP2B, followed by a cluster of positively charged
residues (Lys and Arg) are conserved within all CHMPs (sup-
plemental Fig. S1B). Expression of the double mutant L4D/F5D
(CHMP2B""P/" 5P FLAG) did not deform the plasma mem-
brane into protrusions (Fig. 2, B and C). To test whether these
mutations affect membrane binding, a liposome flotation assay
was employed using purified recombinant CHMP2B and
CHMP2B"*""¥3P The presence of CHMP2B in the upper frac-
tions demonstrated the capacity of the protein to interact with
liposomes (Fig. 2D). In contrast, most CHMP2B"*™/F5" stayed
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merge

A anti-CHMP2B anti-Flag
CHMP2B —— | CHMP4B-Flag
B anti-Flag anti-CHMP4A

FIGURE 3. Relationship between CHMP4- and CHMP2B-induced protrusions. Hela cells were transfected with the indicated plasmids and immunostained
36 h later. A, CHMP4A-FLAG or CHMP4B-FLAG, co-expressed with similar amounts of CHMP2B, block the capacity of CHMP2B to form protrusions. Note that the
relocalization of CHMP2B inside CHMP4A or CHMP4B patches. In cells expressing CHMP2B-FLAG only, immunostaining with anti-CHMP4A (B) or anti-CHMP4B
(C) antibodies reveals the relocalization of endogenous CHMP4A and CHMP4B at the base of CHMP2B tubes. The right panels show enlargement of the boxed
regions in the merged panels. In all cases, scale bars are 20 pm. D, double immunogold labeling of a tube emanating from a cell overexpressing CHMP2B-FLAG.
Anti-FLAG staining (10-nm beads, black arrowheads) reveals the presence of CHMP2B along the entire length of the tube; anti CHMP4A (15-nm beads, white

arrows) reveals CHMP4A labeling restricted at the base of the tube. Scale bars, 200 nm.

in the bottom fraction, demonstrating that the L4D/F5D muta-
tion impairs CHMP2B lipid bilayer interaction in vitro. These
data confirm the requirement of an intact N terminus for
CHMP2B function.

Co-expression of CHMP4 with CHMP2B Affects Capacity of
CHMP2B to Induce Membrane Tubulation—Because formation
of CHMP2B cell protrusions depends on an intact N terminus, we
re-examined the expression of C-terminally FLAG-tagged
CHMP2A, CHMP3, and the CHMP4A, -B, and -C isoforms. None
of these induced membrane protrusions when expressed alone.
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Although CHMP2A and CHMP3 polymerize into tubes in vitro,
no such structures could be observed in vive upon co-expression
of CHMP2A-FLAG and CHMP3-FLAG (data not shown).

CHMP4 co-expressed with CHMP2B abolished CHMP2B
protrusions and led to relocalization of CHMP2B to CHMP4-
containing structures (Fig. 34). In contrast, neither CHMP2A
nor CHMP3 abolished formation of CHMP2B protrusions
(data not shown). These observations thus suggest that CHMP4
isoforms regulate the capacity of CHMP2B to polymerize and
deform the plasma membrane.
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FIGURE 4. Relationship between VP54 and CHMP2B protrusions. Hela
cells were co-transfected with the indicated plasmids and observed 36 h later.
A, in cells transfected with the control plasmid together with GFP-VP54, VPS4
is distributed homogeneously in the cytoplasm. In cells expressing both GFP-
VPS4B and CHMP2B, VPS4 is mainly present in CHMP2B tubes. In contrast,
AMSH is not recruited in CHMP2B protrusions made by cells expressing both
GFP-AMSH and CHMP2B. B, CHMP2B“*"P12190.£| AG, mutated in the MIM
domain, accumulates in plasma membrane patches but does notinduce pro-
trusions. CHMP2B"™"°"*, which lacks the C-terminal a6 helix containing the
MIM domain, forms everting tubes. GFP-VPS4 is recruited neither in
CHMP2B"297PL21°CFL AG patches nor in CHMP2B™'""5-FLAG containing
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Immunostaining with antibodies against CHMP4A and
CHMP4B of CHMP2B-overexpressing cells revealed that the
endogenous proteins were both recruited at the base of
CHMP2B protrusions (Fig. 3, B and C). This localization was
confirmed using double immunogold labeling of CHMP2B-
FLAG expressing cells with anti-FLAG and anti CHMP4A anti-
bodies: CHMP4A was confined to a dense core material at the
base of the tube whereas CHMP2B was distributed along the
entire length (Fig. 3D).

CHMP2B Membrane Tube Formation Is Regulated by
VPS4—The C-terminal MIT domain-interacting motif (MIM)
of CHMP2B recruits the ATPase VPS4 (9). Accordingly, we
found that GFP-VPS4B decorated the entire length of
CHMP2B-containing protrusions (Fig. 44). In contrast, the
ubiquitin hydrolase GFP-AMSH, which binds to the MIMs of
CHMPIA, -B, -2A, and -3 but not that of CHMP2B (28, 43) was
absent from CHMP2B protrusions (Fig. 44), This further indi-
cates that none of these proteins take part in the making of
CHMP2B protrusions.

We next tested whether VPS4 binding to CHMP2B is neces-
sary for its membrane tubulating activity. Here, we used a
CHMP2B double mutation L207D/L210D (CHMP2B"“*"""
12100-FLAG), which impairs VPS4B recruitment (supplemen-
tal Fig. S1) (9). CHMP2B'297DA210D_p1 AG did not co-localize
with GFP-VPS4B, confirming its inability to bind the ATPase
(Fig. 4B). Unexpectedly, CHMP2B""7P/1219P_EL AG was con-
centrated inside patches but almost never induced tube forma-
tion. This observation suggests that VPS4 is required for the
formation or integrity of CHMP2B tubes. However,a CHMP2B
mutant (CHMP2B'"™"%), which lacks part of the C terminus,
including the MIM domain, formed patches at the plasma
membrane like CHMP2B"*"7I210P FLAG but nevertheless
polymerized efficiently into membrane tubes (Fig. 4B). GFP-
VPS4B was not detected inside tubes made of CHMP2B™""*.
FLAG. We conclude that interaction of VPS4 to the C-terminal
MIM domain is required for full-length CHMP2B to form
membrane tubes. This was further supported by the fact that
co-expressing catalytically inactive VPS4B (VPS4*"9) with
CHMP2B, strikingly increased the number of cells making
tubes compared with cells expressing CHMP2B only (Fig. 4C).
The requirement for the VPS4-CHMP2B interaction can be
overcome by deletion of the C-terminal part, which is thought
to release autoinhibition as in the case of CHMP2B"™"*"*, Thus,
VPS4 interaction might be necessary to release the autoinhibi-
tion in full-length CHMP2B, a process that is required to induce
CHMP membrane association and polymerization. However, it
is not necessary to form or maintain the structures of the
protrusions.

Relationship between CHMP2B and Actors of Membrane
Deformation—Classically, actin and tubulin underlie plasma
membrane protrusions. No immunostaining of B-tubulin was
detected inside CHMP2B tubes (Fig. 5A4). Absence of microtu-

tubes. C, the catalytically inactive form of VPS4B (GFP-VPS4B®2*59) increases
the proportion of cells displaying CHMP2B protrusions: Hela cells were trans-
fected with CHMP2B together with GFP-VPS4B®2*52 and observed 24 h later.
For each condition, 200 cells from three independent experiments were
counted. Standard error bars are shown. Mann-Whitney statistical analysis
was used (p < 0.0011). Scale bars, 20 pm. **, p < 0.0011.
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anti-Tubulin

B

CHMPZ2B

C anti-CHMP2B Tx Red-Phalloidin merge

Latrunculin’A

FIGURE 5. HelLa cells CHMP2B protrusions do not contain actin or tubulin,
Immunostaining with anti--tubulin antibody (4) and staining with Texas Red
(Tx Red)-phalloidin (B) of HeLa cells overexpressing CHMP2B demonstrate the
absence of tubulin and F-actin in CHMP2B tubes. C, latrunculin A treatment
(0.1 pg/ml; 60 min) induces depolymerization of actin but does not collapse
CHMP2B tubes,

bules inside CHMDP2B protrusions was also obvious from elec-
tron microscopy data (Fig. 2E). Thus, CHMP2B-induced pro-
tusions are not related to microvilli or other protrusions made
by microtubules.

F-actin stained by phalloidin was almost never present inside
CHMP2B protrusions, demonstrating that it is not necessary to
keep them intact (Fig. 5B). The lack of a structural role of actin
for maintaining CHMP2B protrusions was confirmed by the
fact that latrunculin A (Fig. 5C) or cytochalasin D (data not
shown), which dramatically disrupted the actin cytoskeleton,
did not affect their integrity. Our observations thus demon-
strate that CHMP2B assembly can scaffold plasma membrane
tubes independently of actin and tubulin.

Membrane Tubes Made of CHMP2B Are Resistant to
Detergent—Because CHMP2B protrusions are often found
shed from Hela cells, we collected them from the culture
medium of CHMP2B-expressing cells. After low speed centrif-
ugation, media were centrifuged at 30,000 X g. The pelleted
material (P1) was solubilized in 1% Triton X-100 and centri-
fuged at 20,000 X g (P2 and S2). Western blot analysis demon-
strated the presence of large amounts of CHMP2B in the Pl
pellets, the vast majority remaining insoluble in Triton X-100
(Fig. 6A). This is in good agreement with the known resistance
of ESCRT-II1 complexes to non-ionic detergents. No CHMP2B
immunopositive material was recovered from P1 or P2 pellets
prepared from cell supernatants of cells transfected with
CHMP2BYP/FSP-FLAG i accordance with the inability of the
mutant to make tubes.
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EM examination of P1 pellets negatively stained with uranyl
acetate demonstrated the presence of numerous rigid tubes
surrounded by plasma membrane (data not shown). Their
diameter ranged from 70 to 350 nm. No such tubes could be
seen in similar supernatants of untransfected cells. Immuno-
gold labeling performed after permeabilization revealed the
presence of CHMP2B along the entire length of the tubes (Fig.
68B).

Cryo-EM Observation Reveals CHMP2B Polymerized into
Tightly Packed Helical Structure—We next observed CHMP2B
tubes present in P1 pellets using cryo-EM to better characterize
their structure (Fig. 6, C—F, and supplemental Fig. 54). In these
conditions, the diameter of the tubes ranged from 100 to 400
nm. Regular striations perpendicular to the longitudinal axis of
the tube could be revealed. The hollow nature of the tubes was
demonstrated as they were sometimes filled with small vesicles
(Fig. 6D). Regardless of the diameter of the tubes, the striations
of CHMP2B tubes were regular (Fig. 6, D-F, and supplemental
Fig. S4) and spaced by a 32 A gap as determined by Fourier
transform of an image, indicating a helical structure with a
pitch of 32 A (supplemental Fig. $4). The CHMP2B protein
lattice was tightly linked to the internal leaflet of the membrane
derived from the plasma membrane. In some cases, the tube
was constricted for example from a diameter of ~80 to ~ 16 nm.
Because the lateral striation remains well visible, constriction is
most likely induced by gradually reducing the number of
CHMP protomers per helical turn (Fig. 6E). Sometimes tubes
had a succession of two uniform segments with different diam-
eters (data not shown) or presented closed ends with continu-
ous membrane (Fig. 6F and supplemental Fig. 54). These anal-
yses show that CHMP2B assembles into a helical polymer to
deform the membrane into tubes with variable diameters.

DISCUSSION

ESCRT-III catalyzes membrane budding and fission pro-
cesses during Multi Vesicule Body biogenesis, cytokinesis, and
enveloped virus budding (25, 44, 45). In yeast, sequential assem-
bly of VPS20p (CHMP6), Snf7p (CHMP4), Vps24p (CHMP3),
and Vps2p (CHMP2) is required for function, whereas SNF7p
was suggested to constitute the driving force of membrane fis-
sion (6~ 8). The importance of Snf7 was further highlighted by
giant unilamellar vesicles budding assays showing that vesicles
can be released into the lumen of the giant unilamellar vesicles
by yeast ESCRT-III Vps20p (CHMP6), Snf7p (CHMP4), and
Vps24p (CHMP3) (15). However, the mammalian system
might differ in that CHMP4 still plays a crucial role but requires
in addition CHMP2 to catalyze membrane fission: although
CHMP4 isoforms are recruited to the interior of the membrane
neck of budding HIV-1 virions, virions are not released in the
absence of both CHMP2 isoforms (26). Furthermore, VPS4 is
recruited last and before virion release (35, 36). Similarly,
CHMP4 in conjunction with CHMP2A have been implicated in
constriction and membrane fission at the cytokinetic midbody
(19, 26, 46). Thus, both CHMP4 and CHMP2 play important
roles in HIV-1 release and cytokinesis.

Here, we show that overexpression of intact CHMP2B is suf-
ficient to induce the formation of membrane tubes protruding
from the cell surface. The capacity of CHMP2B to make cell
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A
CHMP2B CHMP2B-Flag CHMP2B40F50.Flag
L P1 82 P2 L P1 L P1 S2 P2

—— |- -

anti-CHMP28B

FIGURE 6. Characterization of tubes pelleted from culture media of CHMP2B-expressing cells. A, Western blotting analysis using anti-CHMP28 of culture
media of CHMP2B, CHMP2B-FLAG, and CHMP2B'““P**U_FLAG expressing cells. L, cell lysates; P1, 30,000 x g pellet of culture media. P2 and 52, P1 pellets
solubilized in 1% Triton X-100 were centrifuged at 20,000 % g: most of the CHMP2B-containing material present in culture media is resistant to detergent
extraction. No CHMP2B pelletable material could be recovered from media of CHMP2B“**"*".FL AG-expressing cells. B, P1 pellets of culture medium of
CHMP2B-FLAG-expressing cells contain tubes made up of CHMP2B. P1 pellets were fixed, permeabilized, and immunolabeled with anti-CHMP2B antibodies
revealed by protein A gold (10 nm). C-F, cryo-EM analysis of P1 pellets prepared from culture medium from CHMP2B-FLAG-expressing cells reveals the
structure of CHMP2B tubes. C, low magnification shows tubes with a length reaching at least 8 um. D, striations perpendicular to the longitudinal axis can be
seen across the width of the tube, An asterisk indicates a 50-nm vesicle inside of the tube. £, constriction of a tube with no change in the helix pitch, F, dome

closing one end of a tube. The inner leaflet of the membrane is closely associated with the CHMP2B protein lattice. Scale bars, 50 nm.

protrusions and to bind to membranes in vitro depends on an
intact N-terminal end, suggesting that this domain participates
in the regulation of the interaction between the lattice and the
inner membrane leaflet. Even though membrane recruitment
of and deformation by CHMP2B were easily observed in the
present experiments, this property has escaped detection in
previous studies. This can be explained by the fact that all the
other studies used tagging of the protein at the N terminus,
which clearly abolishes its capacity to form plasma membrane
tubes.

Even if CHMP proteins vary extensively in their primary
sequence, they share a common folded structure with an N-ter-
minal basic domain interacting with the C-terminal acidic reg-
ulatory domain. Because CHMPs are cytosolic, they require an
activation step to polymerize on membranes (12, 27-29). The
autoinhibition is thought to be lifted by displacement of the
C-terminal region from the N-terminal core, which subse-
quently permits polymerization at membranes. The fact that
wild-type CHMP2B is able to form tubes indicates that the pro-
tein needs to be activated prior to polymerization at the plasma
membrane. The AAA-ATPase VPS4 could be part of this acti-
vation through binding to the C-terminal MIM domain of
CHMP2B, thus releasing autoinhibition. A similar mechanism
has already been described for activation of CHMP3 by AMSH
(28). Indeed, mutations in the VPS4 binding site of CHMP2B
prevent membrane tube formation. Furthermore, co-expres-
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sion with catalytically inactive VPS4B increases the propensity
of CHMP2B to polymerize into tubes. In humans, dominant
mutations in CHMP2B cause frontotemporal dementia (47—
49). One mutation generates a distinct aberrant transcript,
CHMP2B™*™", which encodes a protein lacking the a6
helix, thus rendering the protein constitutively active.
CHMP2B™""> mutant induces tube formation, demonstrat-
ing that the lack of VPS4 binding can be overcome by the
absence of the C-terminal regulatory domain.

On the other hand, the ATPase activity of VPS4 is known to
regulate the dissociation of ESCRT-III complexes (11, 13, 14).
Accordingly, down-regulation of VPS4A and -B revealed the
accumulation of cytoplasmic CHMP4A-containing ESCRT-II1
complexes. In contrast, the same down-regulation led to pref-
erential accumulation of endogenous CHMP2B in plasma
membrane patches. This suggests that ESCRT-III complexes
forming transiently at the plasma membrane are major sites of
CHMP2B polymerization. Altogether, our results suggest that
VPS4 plays a dual regulatory role: binding to CHMP2B would
structurally favor polymerization into tubes, whereas its
ATPase activity depolymerizes plasma membrane ESCRT-111
complexes. CHMP2B'"™"" polymerization would escape con-
trol by VPS4 potentially contributing to its pathogenic activity
(39).

A remarkable finding was the recruitment of endogenous
CHMP2B in VPS4 knocked down cells at the plasma mem-
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brane, which correlates well with the fact that the overex-
pressed protein makes tubes only at the cell surface. This pref-
erential recruitment of CHMP2B at the plasma membrane
could explain our recent observation in neurons of its involve-
ment in the shaping of dendritic spines, which are small protru-
sions corresponding to post synaptic parts of synapses (39). It is
also in good agreement with the crucial role played by CHMP2s
in HIV-1 virus egress (26).

None of the CHMPs tested so far, including the closest hom-
olog CHMP2A, polymerized into tubes or copolymerized with
CHMP2B on the plasma membrane, although they all tended to
concentrate at their base. However, using co-transfection
experiments, only CHMP4 isoforms had a drastic effect in
blocking CHMP2B-tubulating activity. The dominant negative
effect of CHMP4 on CHMP2B tube formation may be
explained by sequestering of CHMP2B by the overexpressed
CHMP4. On the other hand, the presence of CHMP4 at the
base of the tubes suggests that it also plays a positive role in that
it sets the stage for CHMP2B membrane polymerization. Sim-
ilarly, CHMP2 isoforms have no effect on HIV-1 budding in the
absence of CHMP4 isoforms consistent with the absence of
CHMP2 in the membrane necks of budding virions in the
absence of CHMP4 (26).

Recruitment of FLAG-CHMP4B at the plasma membrane
has already been observed using “deep etched” electron micros-
copy. In this case, the protein polymerized into filaments,
which self-associated into circular arrays underneath the
plasma membrane (34). Expression of C-terminal deleted
CHMP4A or -B or co-expression of the full-length protein
together with an ATPase-dead version of VPS4 (VPS4B™%52)
led to the appearance of buds and tubes pointing out of the cells.
The identity of the CHMPs making these hollow tubes was not
defined, but our results open the possibility that they represent
CHMP2B polymers.

Cryo-EM analyses of isolated membrane tubes demon-
strated the presence of a protein lattice in close association with
the inner leaflet of the tube membrane. Immunogold labeling
indicates that the protein lattice is made of CHMP2B, confirm-
ing the immunofluorescence staining of CHMP2B along the
entire length of cellular membrane tubes. The CHMP2B pro-
tein lattice present in the tubes displays a lateral striation that is
produced by helical symmetry; thus, tube formation most likely
followed the biophysical principle of membrane buckling as
proposed for ESCRT-III polymer assembly (38). The pitch of
the helix was determined by cryo-EM to be 32 A. Furthermore,
immunogold labeling revealed that the arrangement of
CHMP2B within the helix must be such that the C-terminal
part points inside the lumen. These characteristics have already
been observed in the case of CHMP2A/CHMP3 tubular struc-
tures assembled in vitro in the absence of membranes (12), indi-
cating common structural principles for CHMP polymeriza-
tion. The CHMP2B tubes varied in diameter, and the CHMP2B
lattice was able to constrict the membrane tube down to a
diameter of 16 nm; furthermore, tube ends are closed and often
reveal dome-like structures covered with continuous mem-
brane. The induced membrane constriction and the observa-
tion of tubes with dome-like structural ends tightly covered by
membrane indirectly support the following membrane fission

ACVEN

NOVEMBER 18, 2011 -VOLUME 286+NUMBER 46

Résultats

Plasma Membrane Deformation by CHMP2B

model: the building up of a dome-like CHMP protein lattice
attracts and bends membranes sufficiently to induce neck thin-
ning, leading to spontaneous membrane fission (33). Further-
more, our observations are in agreement with the tomography
data that present spiral CHMP2A tubes at the cytokinetic mid-
body with a diameter of 17 nm (46). Thus, both CHMP2A and
CHMP2B can constrict membranes to narrow diameters.
Because none of the other CHMPs have yet been shown to
induce membrane constriction, it is tempting to speculate that
CHMP2 polymers catalyze the final membrane fission step, as
suggested for HIV-1 budding (26), by providing sufficient
membrane bending energy that leads to close apposition of the
membranes within the membrane neck of a virus or vesicle or
within the midbody structure.
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Supplementary Figures

Figure S1: (A) Schematic representation of CHMP2B and CHMP2B mutants used
throughout this study. MIM: MIT domain interacting motif (B) Sequence alignment of the N-
terminal amino-acids of human CHMP proteins. Conserved LF residues are shown in bold.

Figure S2: (A) Western-Blot analysis of cells used in the experiment shown in figure 1
demonstrates the effect of SIRNAs on VPS4A and VPS4B proteins. Lysate of HelLa cells
were prepared 72 h after transfection with siRNAs and western-blots revealed using the
indicated antibodies. a-Actin was used as loading control. (B) Western-Blot analysis of
cells used in the experiment shown in figure 2 reveals comparable levels of expression of
all CHMP2B proteins. Lysates of HelLa cells were prepared 36 h after transfection and
western blots revealed using the indicted antibodies. (C) CHMP2B overexpression in post-
mitotic neurons induces formation of cell protrusions in which it accumulates. Rat
Hippocampal neurons (E19) were prepared and transfected with CHMP2B after 14 DIV as
described in {Belly, 2010 #5419}. Three days later, CHMP2B was revealed by
immunostaining with a polyclonal antibody against CHMP2B.

Figure S3: (A) Cryo electron microscopy image of a CHMP2B tube. (B) Part of a 2D
average made of 35 boxes (900 x 900 pixels) chosen along the tube shown in A. Bars 50
nm. (C) Power spectrum of the 2D average shown in B. The arrow indicates the layer line
corresponding to the 1/32A spacing.

Movie S1: 3D reconstruction of a cell expressing CHMP2B immunostained with anti-
CHMP2B antibody.

Movie S2: 3D reconstruction of a cell expressing CHMP2B-Flag immunostained with anti-
Flag antibody.
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Figure S1

al a2 al a4 a5 MiM
N C  CHwmP2B™
1 213
al a2 a3 ad abd )
N c CHMP2B/"tronS
1 177
al a2 a3 a4 ab MIM
N c
MASLFKKKTVDDVIKEQNRE CHMP2BWM EEIERQLKALGVD CHMP2B"™
MASDDKKKTVDDVIKEQNRE ~CHMP2B-4DFSD EEIERQDKADGVD  CHMP2B'207DL210D
1 20 200 213
CHMP1A -==-MDDTLF-QLK--FTAKQ-LEK--LAK-KAEKDSKAEQAKVKKALLQ- 39
CHMFP1B MSNMEKHLF-NLK--FAAKE-LSR--SAK-KCDKEEKAEKAKIKKA-IQ- 41
CHMP2A -=--MD-LLF-GRR--KTPEE-LLR--QNQ-RALNRAMRELDR-ERQKLET 38
CHMP2B -==-MA-SLF--KK--KTVDD-VIK--EQN-RELRGTQRAIIR-DRAALEK 37
CHMP3 ===MG--LF-GKTQEKPPKE-LVN--EWS-LKIRKEMRVVDR-QIRDIQR 39

CHMP4A MSGLG-RLF-GKG--KKEKG-PTP--EEAIQKLKETEKILIK-KQEFLE- 41
CHMP4B MSVFG-KLF-GAGGGKAGKGGPTP--QEAIQRLRDTEEMLSK-KQEFLE- 44
CHMP4C MSKLG-KFFKGGGS-SKSRAAPSP--QEALVRLRETEEMLGK-KQEYLE~ 44
CHMP5 —-—-MN-RLF-GKA---KPKA-PPPSLTDCIGTVDSRAESIDK-KISRLD- 39
CHMP6 ~~=MG-NLF-GRK--KQSRV-TEQ--DKAILOLKQORDKLRQYQKR~TA~ 38

- * .
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Figure S2
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Figure S3
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Table S1: PCR primers used in this study

Construction

Forward primer (5'-3")

Reverse primer(5'-3")

CHMP 2B LADISD

caccatggegteegacgacaagaag

catccacggtittettettgtegteggacgecatggtgaaggata

C HMPzB L207DLIT0D-
Flag

caccatggcgtcectettcaagaa

ggoctacttgtcatcgteatecttgtagtcatetactecatcagec
ttgtettgeegticaateteticat

CHMP2B-Flag

caccatggegteectettcaagaa

ggocccctegagetactigtcategteatecttgtagteatetact
cctaaagectigag

CHMP2B

caccatggegteectettcaagaa

gaoctaatctactectaaagecttgag

CHMPzB]N'[‘R()N:—‘_
Flag

caccatggcgtcectcttcaagaa

ggoooocccttacttgtcategtcatecttgtagtcaacctttcca
gaaatttcaattce

CHMP3-Flag

caccatgggoctgtttggaaag

ggocccctacttgteategteateettgtagtegetgeggagtat
£g

CHMP4A-Flag

caccalglegeggeggegecee

gggleactliglcalegleatectiglagicggatacecactcage
caact

CHMP4B-Flag

caccatgloggtgttcgggaage

gggeccteacttgteategteatecttgtagtecatggatecage
ccagttc

CHMP4C-Flag

caccatgagcaagttggocaagttc

ttacttgtcatcgteatecttgtagtcggtageccaagetgecaat
t

Résultats
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2. Role de CHMP2B et du complexe ESCRT-III dans la morphogenese des
neurones et des épines dendritiques

Article 2: Regulation of post-synaptic function by the dementia-related ESCRT-III
subunit CHMP2B

Romain Chassefeyrg José Martinez-Hernandez*, Federica Bertaso, al&ttBouquier, Béatrice
Blot, Marine Laporte, Yohann Couté, Anny Devoy, kr Isaacs, Karin Pernet-Gallay, Rémy
Sadoul, Laurent Fagni et Yves Goldberg.

* . les auteurs ont contribué a égalité

The Journal of Cell Biology

Soumis

113
Résultats



Contexte de I'étude

Les épines dendritiques sont au centre du fonatioremt neuronal. Leur morphologie et leur

organisation moléculaire sont finement réguléess parametres comme le volume de la téte, le
diameétre du cou et le nombre de récepteurs auxotransmetteurs sont fondamentaux et vont
conditionner l'efficacité de transmission du messagrveux. Des altérations du fonctionnement
des épines dendritiques sont retrouvées dans déreases maladies neurodégénératives. Elles
apparaissent de maniere précoce et sont considétépsme une cause majeure des

dysfonctionnements neuronaux et de la mort neuegdans ces pathologigssnzes et al., 20).1

Des mutations de CHMP2B (charged multivesicularybpitein 2B) sont associées a des formes
familiales de démence fronto-temporale. Des trayaéxédents ont montré que cette protéine était
requise pour la maturation morphologique des épieeriritiques Kelly et al., 201 CHMP2B
appartient au complexe ESCRT-III, impligué dansdivmécanismes de déformation membranaire.
Cette sous-unité semble posséder des propriétésutiares, au sein du complexe ESCRT-III, de
par sa capacité a s’associer préferentiellemeatradmbrane plasmique (Article 1Bqdon et al.,
2017). Nous avons cherché a comprendre par quel mnoanCHMP2B pouvait étre impliquée
dans le fonctionnement des épines dendritiquessNaons proposé I'hypothese que CHMP2B
puisse jouer un role direct dans la morphogenéseedmes dendritiques au travers des propriétés
du complexe ESCRT-III dans I'établissement de coteb de la membrane plasmique.

Nous avons abordé la question sous trois anglesipaux. (1) La localisation de CHMP2B au
niveau des synapses. (2) L'assemblage de cettéipecdu sein d’'un complexe ESCRT-III. (3) Le
réle fonctionnel de ce complexe dans le gonflentkst épines dendritiques et I'établissement de
processus de plasticité synaptique.

Ce travail a été mené en collaboration avec I'égdip Pr. Laurent Fagni (IGF, Montpellier) autour
d'un projet ANR (MALZ 2011: MAD CHMP2B). Ma contsution personnelle a concerné
principalement la mise en évidence et la caraetéois biochimique du complexe protéique
synaptique contenant CHMP2B. Jai également pp#dica |'orientation des recherches, a la
rédaction du manuscrit et a la préparation desdgju
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Résultats

L’expression et la localisation de CHMP2B ont étalgsées dans les tissus de rongeurs. La
protéine était fortement exprimée dans le cerveatparticulier dans des régions comme le cortex,
I'hippocampe et le bulbe olfactif. Cette expressiétait finement corrélée au développement
cérébraln vivo et a la synaptogenésevitro ( ).

Des expériences d’immunofluorescence sur des nesirdihippocampe de rat matures ont montré
gue la protéine CHMP2B endogéne formait des clsstans les dendrites, souvent localisés au
niveau de la téte et du cou des épines dendritiffuesre 7). La microscopie immunoélectronique
a permis de déterminer la localisation ultrastriadts de CHMP2B endogene a lintérieur des
épines dendritiques. Un premier pic de distributim trouvait a proximité de la membrane
plasmique et latéralement en contact avec la denmistsynaptique (espace périsynaptique).
L'ensemble de ces résultats indique que la proté&MP2B se localise principalement a
proximité de la membrane plasmique de I'épine &tikement peu au contact des membranes
intracellulaires ). Ceci est en accord avec le comportement paicde cette protéine,
dans des lignées cellulairésodon et al., 201)1

L’analyse biochimique de la distribution subcelitdade CHMP2B a confirmé les données de
localisation. La protéine était sous-représentées da cytosol et se concentrait au niveau des
membranes, en particulier dans les synaptosomes.ptbportion importante de CHMP2B et de

CHMP4B, une autre sous-unité du complexe ESCRTddnt restées insolubles, apres une
extraction des synaptosomes au TritonX-100 (e 9. Ceci suggére que les clusters de CHMP2B
peuvent représenter des assemblages polymériggesciés a des éléments de la densité
postsynaptique.

Pour déterminer si CHMP2B formait des oligomereasdies épines dendritiques nous avons
solubilisé des extraits de synaptosomes dans doxgéwolate et réalisé une chromatographie
d’exclusion de taille. Un tiers de CHMP2B s’estroewvé dans une fraction de haut poids
moléculaire (> 1,5 MDa) et était co-€luée avec CHHPet Alix, une protéine associée au
complexe ESCRT-IIl. Une large proportion du CHMPdBd'Alix ont été co-immunoprécipités
avec CHMP2B a partir de cette fraction de haut paiwoléculaire. L'analyse du complexe
contenant CHMP2B par spectrométrie de masse (Yt€C@EA, Grenoble) a permis d’identifier
des peptides correspondant a CHMP1A, CHMP2A, CHMR3VP4B, CHMP5, CHMP6 et Alix.
Ceci a indiqgué que CHMP2B faisait partie d’'un coexgl ESCRT-IIl stable dans les synapses
( ). Il s’agit de la premiere fois qu’'un complexe BHSGIII endogéne a pu étre purifié. Son
extréme stabilité détonne avec le caractere lahileomplexe ESCRT-III identifié chez la levure
(Babst et al., 2002b; Teis ait, 200§.

D’autres protéines de I'échafaudage postsynaptigii@mer, Shank, récepteur NMDA...) ont
également été identifiées, ce qui confirme quetaplexe contenant CHMP2B est en contact étroit
avec des éléments structurants de la postsynapsdétail des expériences de protéomique fait
I'objet d’'une partie dédiédPartie 3.

La déplétion de CHMP2B dans des neurones d’hipppeanmature et I'étude de la souris
déficiente en CHMP2B ont montré que CHMP2B étajuisee a la fois pour les processus de

maturation et de stabilisation des épines dendgggn vitro etin vivo. Ces effets morphologiques
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ont été corrélés a des effets sur le fonctionnesymptique. Les neurones déficients en CHMP2B
présentaient une diminution de la fréquence etataplitude des mini-courants postsynaptiques
excitateurs spontanési( %

La déplétion en CHMP2B a inhibé le processus ddlgment de la téte des épines associé aux
protocoles de LTP chimique. L'enregistrement desiftburants spontanés n’a pas mis en évidence
de potentialisation électrique dans les neurongdétis, une heure aprés le protocole de LTP
chimique, contrairement aux neurones contréles ( ) Ces résultats indiquent que
CHMP2B est requis pour la plasticité structuraléoattionnelle des épines dendritiques.

L’ensemble de ces résultats indiquent que, dangpeses dendritiques, CHMP2B integre un
complexe ESCRT-III particulierement stable et agsacla membrane plasmique. La protéine est
en relation étroite avec des éléments structuanta post-synapse et régule des aspects relatifs a
développement, a la stabilisation, et a la plastigtructurale et fonctionnelle des épines
dendritiques. Ceci suggere que ce complexe ESCR&adticulier pourrait jouer un réle direct dans

la morphogénése des épines dendritiques.

Lien avec la problématique de la these

Cet article constitue véritablement le cceur de tmawvail de thése. Il s'articule parfaitement avec |
travail précédent, centré sur la mécanistiqgue diabtage de la sous-unité CHMP2B, dans des
lignées cellulaires. Ce travail constitue le poile départ pour étudier le réle fonctionnel de
CHMP2B et du complexe ESCRT-IIl dans les cellulesironales et les épines dendritiques en
particulier.
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ABSTRACT

ESCRT-IIl is a ubiquitous cytoplasmic protein complwhich plays a central role in remodeling ofdipi
membranes, during endo-lysosomal trafficking, ngtotell abscission and viral budding. ESCRT-III
subunits, called Charged Multivesicular body Pre#€iChmp1-7), transiently assemble into helicaymalrs
that change the curvature of membrane domains. tMogin subunit CHMP2B cause frontotemporal
dementia, suggesting that normal Chmp2b may pkpeaific role in neurons. We examined the distrdyut
and function of Chmp2b in mature hippocampal nesirétmmuno-electron microscopy showed a subset of
neuronal Chmp2b to concentrate beneath the pepsignamembrane of dendritic spines. In
synaptoneurosome lysates, Chmp2b was stably bowral large complex containing other ESCRT-III
subunits and post-synaptic scaffolds. Chmp2b depleeduced dendritic branching of cultured neurons
decreased excitatory synapse denisityitro andin vivo, and abolished activity-induced spine enlargement
and synaptic potentiation. We propose that synapadsor a stable form of ESCRT-III that may play a

novel role in shaping the spine plasma membrane.
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INTRODUCTION

The Endosomal Sorting Complexes Required for TranggESCRT-O0, |, 11, 1ll) are a set of four cytoplaic
protein complexes, conserved from yeast to matialilyi discovered for their role in cargo sorting the
lumen of multivesicular bodies (Babst et al., 206&nne et al., 2013b; Katzmann et al., 200h)
mammalian cells, ESCRTs are also necessary forlggyee viruses budding (von Schwedler et al., 2003)
and the abscission step of cytokinesis (CarltonMadin-Serrano, 2007). During all of these proess$lat
membrane domains become deformed into tubes fi¥igld cytoplasm (e.g. vesicle necks), which are then
constricted from within. Assembly of ESCRT-III omet membranes is thought to be directly responéilsle
this remarkable remodeling topology. The core ES@RBubunits are small cytosolic proteins, called
Charged Multivesicular body Proteins (Chmp), whiahe all made of a four-helix module with
oligomerization potential, regulated by intramolecuinteraction with a fifth helix and C-terminaailt
(Bajorek et al., 2009; Muziol et al., 2006). Upahease of intramolecular inhibition, the subunigseamble
into homo- or heteropolymers that adhere to memgzg8him et al., 2007). Based iorvitro reconstitution
experiments (Lata et al., 2008; Saksena et al.9;2@llert et al., 2009), overexpression of polymar
cultured cells (Bodon et al., 2011; Hanson et24108), high-resolution microscopy of mitotic cdiisgission
(Guizetti et al., 2011), and biophysical modeligdjg et al., 2012; Fabrikant et al., 2009; Lenalet2009),

it is thought that ESCRT-IIl polymers form helidaéhments (20-200 nm wide, subject to subunit typig)d
enough to reshape overlying membranes. The condamat an N terminal hydrophobic motif and a group
of positively charged residues allows subunits ¢oegate balanced changes in membrane curvatuie, suc
that the polymer causes evagination and constnic@fanembrane tubes (Bodon et al., 2011; Buchkogich
al., 2013). In ESCRT-dependent processes charaatieso far, membrane deformation is driven to thatp

of scission. However, the scission step requiras BSCRT-Ill polymers recruit the depolymerizing Rase
Vps4, which couples membrane severing to subusgodiation, thus making ESCRT-IIl assembly trartsien
(Lata et al., 2008; Teis et al., 2008). The pofigitthat the potent membrane-sculpting functiorE&CRT-

Il might operate in cell morphogenetic activitiether than membrane scission events remains largely

unexplored.

The different core subunits control distinct aspeof the ESCRT-IIl polymerization cycle. In yeast,
Snf7/Chmp4 is the stoichiometrically major subunithe polymers, and forms circular filaments thet
converted to helices by subsequent recruitmentps24/Chmp3 and Vps2/Chmp2; this latter is respdmsib
for terminating the cycle and recruiting Vps4 (Heret al., 2013a; Saksena et al., 2009; Teis eR@0S;
Wollert et al., 2009). In vertebrates, this schésnmade more complex by the diversification of CBnamd
Chmp4 isoforms, which have acquired partially distifunctions (Carlton et al., 2012; Morita et 2i011).
Whether particular subunits confer tissue-spedifitctions to ESCRT-III is not known. This questin
especially intriguing in the case of Chmp2b, theendistantly related of the two Vps2/Chmp2 homokxju
in vertebrates. Chmp2b has attracted particulantitin, since the discovery that dominant mutatiarthe
human CHMP2B gene underlie a familial form of frontotemporalntentia (FTD; (Isaacs et al., 2011;

Skibinski et al., 2005). When overexpressed, CHMRBibits a specific ability to accumulate benet
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plasma membrane, where it forms helical polymeas ¢fenerate long membrane protrusions, at the dfase
which CHMP4B accumulates (Bodon et al., 2011). $g@mic mice expressing an FTD-linked CHMP2B
mutant throughout their brain display progressigarndegenerative changes (Ghazi-Noori et al., 2GiR®)
strong expression of the same mutant in cultureticed neurons is rapidly lethal (Lee et al., 200hese
effects have been linked to defects in autophagitendosomal degradation pathways (Filimonenkd. et a
2007; Lee et al., 2007; Urwin et al., 2010). Howevbese phenotypes arise from a toxic gain rainzmn
loss of function in the mutant allele, since degaten was not seen in knock-out mice severelyugonot
completely) deficient for Chmp2b (Chmp2b KD micehazi-Noori et al., 2012), and since in cultured
neurons, Chmp2b depletion by RNAI did not affedt sarvival (Belly et al., 2010; Lee et al., 200Ti).
cultured hippocampal neurons, we have previoustyvshthat Chmp2b RNAI caused a specific impairment
in the morphological maturation of dendritic spin@elly et al., 2010). In some specific neuronal
populations of the developing mouse nervous systeynaptogenesis correlates with Chmp2b gene

transcription (Xu et al., 2012). These observatgumggest that Chmp2b may play a role in synaptiobjy.

In the present study, we characterized the pragedi Chmp2b in mature neurons, in terms of sulleell
localization, oligomeric state and contributionsimaptic function. Our investigation indicates t@&amp2b
is bound to a stable form of ESCRT-IIl associatéthwthe postsynaptic cytoskeleton; and is requiiced
maintaining the complexity of dendritic trees adlvas the stability, efficacy and plasticity of éatory

synapses.
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RESULTS
Chmp2b expression in the postnatal brain

To compare Chmp2b protein levels across tissugange of mouse organs were analyzed by Western
immunoblotting with an anti-Chmp2b antibody. Thensablots were also probed with an antibody raised
against the major ESCRT-III subunit Chmp4b. Forhbptoteins, expression was strikingly higher in the
brain than in the other organs we examined, eXceféestes (Fig. 1A). Expression of Chmp2b and Chinp
varied among regions of the adult brain, with hgji@hmp2b levels found in olfactory bulb and corties.
1C). To define the topographical pattern of Chmp2pression, we performed immunohistochemistry on
mouse brain sections (Fig. 1D). Chmp2b immunorei#gtivas stronger in specific areas, including
habenula, olfactory bulb, all layers of the corterygdala, and hippocampus. In higher magnification
views, immunostaining was evident in the somatodgéadcompartment of numerous neurons (e.g. in the
CALl region of the hippocampus) (Fig. 1E). Spedifiadf staining was confirmed by showing reduced
staining in Chmp2b KD brain, and by use of a secand-Chmp2b antibody (Fig. S1C-E). Analysis of
mouse brain at various stages of development itetickhat Chmp2b expression increased during tise fir
post-natal week, i. e. at a time of intense syrggriesis, as documented by the rise in the amoumbsif
synaptic marker PSD95 (Fig. 1B).

Chmp2b clustering in dendritic shafts and spines

To analyze the subcellular distribution of Chmpf®® first turned to primary cultures of rat neurons.
Immunoblotting analysis of cultured hippocampallBet al., 2010) or cortical neurons (Fig.S2A) sleal

that Chmp2b expression steadily increased duringomal maturation, reaching a plateau after 12 D/,
after synapse formation had occurred. Immunoflumesstaining of mature hippocampal neurons redeale
Chmp2b immunoreactivity throughout the entire cldsm. Focussing on the dendrites, we noted that
Chmp2b staining formed numerous small clusters,ynednvhich were found at the base, in the neckiand
the head of dendritic spines (Fig. 2A). Within spimeads, Chmp2b clusters were often juxtaposeddt p
synaptic densities labelled with anti-PSD-95 ardipoThe overlap of Chmp2b with PSD95 puncta was
significantly more frequent than expected by randmperposition (Fig. S2B).

Chmp2b preferentially localizes beneath the spinelasma membrane
To define the localization of Chmp2b in neuronalgassedn situ at ultrastructural resolution, we used the
same antibody as above for pre-embedding immundgbklling of the adult mouse hippocampus. Electron
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microscopy (EM) of the stratum radiatum revealedn@Bb immunoreactivity in axons, dendrites and spine
(Fig. 2, B-C). In the dendritic shafts, as expecbeded on the known function of Chmp2b, particles
sometimes decorated multivesicular endosomes (MMB,; 2C, bottom right). Spines, which are usually
devoid of MVB (Cooney et al., 2002), displayed asity of immunogold particles that was two-fold nég
than in dendritic shafts or axonal boutons (Fig).2Bportantly, immunogold labelling of spines wagatly
reduced in Chmp2b KD brain, confirming specificty the labelling (Fig. S1F,G). We quantitated the
distribution of Chmp2b within dendritic spines byasuring the distance of the gold particles redatoy
either the centre of the spine (radial distance)lha edge of the PSD (tangential distance). Chmp2b
immunoreactivity clearly peaked at radial positiccmresponding to the submembrane cortex, and at
tangential positions immediately adjacent to th® KBig. 2D). Along the tangential coordinate, amsut
peak was observed at large distances, correspondirgy distinct accumulation in the spine neck. No
significant association with internal vesicular qmartments was detected. Taken together, these data
indicated that within spines, Chmp2b concentratiss fpelow the perisynaptic membrane, and also tieeso
extent in the spine neck. This result was confirmgdeconstructing the three-dimensional distrifutof
Chmp2b immunoreactivity within individual spinesidF2E). Most particles were arrayed just beneh¢h t
spine membrane around the PSD. Particles werd@lsa next to the limiting membrane of the spinekne
The concentration of Chmp2b molecules in the peépyic domain is consistent with the possibilitatth
Chmp2b-containing ESCRT-IlIl assemblies might sumcbuor attach to the PSD. Post-embedding
immunolabelling suggested that Chmp2b is scardeinvihe PSD core (Fig. S2C).

Synaptic Chmp2b is part of a stable ESCRT-III compéx

We then used immunoblotting to analyze the distidou of Chmp2b and Chmp4b among subcellular
fractions derived from rat forebrain. Soluble pnot@nd membranous organelles were recovered from
cortical lysates, and synaptoneurosomes were égbfadm the total membranes by sedimentation orosec
gradients. Antibodies against Synaptophysin and-BSWere used as markers of the pre- and post-tgnap
compartments respectively. Chmp2b was more coratedtr in the membranes and in the
synaptoneurosomes than in the soluble fraction.3R)y We estimated that Chmp2b represented about
0.08% of total synaptosomal protein (Fig.S3 D-B)eTelative level of Chmp2b remained elevated & th
Triton X-100-insoluble material extracted from sgteneurosomes (PSDI fraction, mainly containingtpos
synaptic densities). Chmp4b was mostly Triton-inbt@ and highly enriched in the PSDI fraction. Aar
distribution was found in subcellular fractions pmead from cultured cortical neurons (Fig. S3A).
Subsequent solubilization of PSDI revealed thaikedPSD-95, Chmp2b and Chmp4b could be solubilised
from the PSD fraction using the more stringent igtiat Sarkosy! (fraction PSDIII in Fig. 3B). Furthere,
solubilization of Chmp2b from synaptoneurosomes wasipletely ineffective with 1% digitonin, only
partial with the mild non-ionic detergent dodecylioside, and very efficient with 1% deoxycholateQD)
(Fig. S3B). These data indicated that although Cthrend Chmp4b were associated with Triton-insoluble
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fractions containing postsynaptic scaffolding pirtgethey did not behave as “core” proteins of RI&D, but

rather as peripherally attached PSD proteins.

To determine the oligomeric state of Chmp2b at gges, gradient-purified synaptoneurosomes werel lyse
in DOC (Husi and Grant, 2001). The lysates werefid by high-speed centrifugation and the solgbi
proteins were then analyzed by gel filtration. Tresealed that 30% of synaptic Chmp2b was assakciate
with large molecular assemblies (> 1.5 MDa), caietuwith the expected peak of post-synaptic remept
scaffold complexes (Fig. 3C). The remaining Chmp2blecules were eluted in low molecular weight
(LMW) fractions (peaking afl50 kDa apparent molecular weight) correspondinmemomeric Chmp2b, as
indicated by comparison with purified recombinardtpin (see Fig. S3C). Importantly, DOC buffer diot
affect the apparent size of monomeric recombinadmhi@2b (Fig. S3C), making it very unlikely that the
Chmp2b-containing multimer arose from a detergadticed artefact. The vast majority of synaptic Chinp
as well as a fraction of the Chmp4b-binding protiix co-eluted with the high molecular weight (HMW
pool of Chmp2b and PSD95 (Fig. 3C,D). These datavdhat at synapses Chmp2b, Chmp4b and Alix are
part of stable polymers, which could be ESCRT-lbmplexes associated with synaptic structures. To
investigate this point further, we performed co-iamoprecipitation experiments. The HMW and monomeric
entities resolved by gel filtration were separatétlgmunoprecipitated with anti-Chmp2b, and the
immunoprecipitates were probed with anti-Chmp4bbaaty. A large proportion of the Chmp4b present in
the HMW peak co-precipitated along with Chmp2b (F8f, lanes 1-3). In contrast, those Chmp4b
molecules existing in the LMW fraction were not pecipitated with Chmp2b (lanes 4-6). Thus, in
synaptoneurosomes solubilised by DOC, the polynmoat of Chmp4b corresponds to molecules associated

with Chmp2b, supporting the conclusion that synagsstain stable ESCRT-III complexes.

To further define the composition of synaptic ESGR;TChmp2b immunoprecipitates derived from the
purified HMW peak or from total synaptoneurosomedates were analyzed by mass spectrometry (Table
S3). In agreement with the immunodetection datan@b was detected as one of the most prominent
proteins among the numerous Chmp2b-associatedespé€able ). Alix and the ESCRT-IIl subunits
ChmplA, Chmp2A, Chmp3, Chmp5 and Chmp6 were alsntified, confirming that synaptic Chmp2b is
part of an ESCRT-IlI-type complex. On the otherdaoroteomic analysis also identified GIuN2B, Homer
and Shank peptides among Chmp2b-bound speciese(Tjallthe presence of these post-synaptic proteins
was confirmed by immunoblotting. In addition to GiMb and Alix, Chmp2b immunoprecipitates derived
from synaptosomal DOC lysates also contained datectamounts of NMDA receptors, but no GluA2-
containing AMPA receptors (Fig. 3F). Together witthe intra-spine distribution of Chmp2b
immunoreactivity, these biochemical data suggeat ¢hsubset of Chmp2b molecules exist within stable

ESCRT-III polymers attached to the spinoskeletooyiad the PSD and in the spine shell.

Chmp2b is required for maintaining dendritic branches, dependent on interaction with Chmp4b
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We examined the possible role of Chmp2b in the taaBnce of dendrites and synapses. For this, Chmp2b
was down-regulated by transfecting cultured hippgzal neurons with a well-validated shRNA construct
(Belly et al., 2010) (re-validated in Fig. S4A). i@l transfections were carried out with a GFPeffe
shRNA with no effect on neurons (Alvarez et al.0&D The shRNA vectors also expressed mCherry,
allowing visualization of the cellular morphologylo assess the effect of Chmp2b depletion on dendri
branching, neurons were transfected at 10 DIV arabed at 14 DIV by confocal microscopy. As shown in
Fig. 4 (A, B), Chmp2b-depleted neurons underwemramatic loss of higher-order dendritic branches,
compared to neurons transfected with control shRRAexpression of a RNAi-resistant version of the
Chmp2b mRNA together with the shRNA fully rescueshdritic complexity. These data indicate that
Chmp2b is required for maintaining the integritydeihdritic trees.

We then tested whether the effect of Chmp2b on ritenbranching depended on its ability to intenaith
Chmp4b. For this, we designed a Chmp2b point mutefitient for binding to Chmp4b. (Morita et al.,
2011) have shown that binding of Chmp4b to the elGhmp2b homologue Chmp2A depends on three
arginine residues in the Chmp2A N terminus. Basedsequence alignment with Chmp2A, we replaced
arginine residues 19, 22 and 26 of Chmp2b by atarWe then evaluated the ability of wild-type ortemt
Chmp2b to associate with Chmp4b, by co-localizatml co-immunoprecipitation assays in transfected

HEK cells. Unlike ChmpZY)VT, Chmp2t|$19/22/26A failed to co-localize with Chmp4b in the cell

cytoplasm, and to co-immunoprecipitate with Chmpdib cell lysates (Fig. S4B,C). Thus,

Chmp2k$19/22/26Ais unable to interact with Chmp4b. In Chmp2b-degdleneurons, Chmp%lg/zz,26A

failed to rescue dendritic complexiffFig. 4B), strongly suggesting that Chmp2b activity dendrite
morphogenesis strictly depends on its capacityottmfESCRT-IlII complexes together with Chmp4b. A

second point mutant, Chmp %DF5D, was also severely deficient in dendrite branctdegays (Fig. 4B).

The L4D/F5D mutation abolishes the ability of Chrinf@ bind liposomen vitro and to deform the plasma
membrane when over-expressed (Bodon et al., 2Flg.) $4D). These data suggest that the contribution
Chmp2b to dendrite branching correlates with itsrmone-deforming potential. Taken together, thaltes
support the notion that neuronal ESCRT-III comptex@ntaining Chmp2b are involved in dendrite

morphogenesis.

Chmp2b is required for maintenance of synapse dengiin vitro andin vivo

To investigate the contribution of Chmp2b to theimtenance of excitatory synapses, neurons were
transfected with control or Chmp2b-targeting shRplAsmid. Two days later, the neurons were fixed and
synapses were labelled by dual immunofluorescente antibodies against PSD95 and the presynaptic

marker synapsin. Transfected neurons were thegeadhly confocal microscopy (Fig. 5A). The density o
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synaptic (synapsin- and PSD95-positive) punctagatbe dendrites of transfected neurons was sigmifig

lower in Chmp2b-depleted neurons (Fig. 5A,B).

To determine if the loss of synaptic puncta coteslavith changes in synaptic transmission, we peréal
whole-cell patch clamp recordings of spontaneousatnire post-synaptic excitatory currents (mEP3Es)
cultured hippocampal neurons transfected with obmtr shChmp2b constructs (Fig. 5C). Transfecti@s w
done at 18 DIV and recordings performed on mChiugrescent neurons at 21 DIV. In Chmp2b-depleted
neurons, the mean amplitude of MEPSCs was redycé8% and the mean frequency by 30%. Both effects
were partially reversed by co-expression of RNAistant Chmp2b mRNA (Fig. 5D,E). To confirm thas th
decrease in frequency arose from a loss of funalipost-synaptic receptor sites, we compared tgoreses

of control and depleted neurons to bath-applied MMDransfection of the Chmp2b-depleting plasmid
resulted in a 63% drop in NMDA receptor-mediatedrents, which could be partially rescued by re-
expression of RNAi-resistant Chmp2b (Fig. 5F). Ehedata indicate that Chmp2b is required for

maintenance of functional excitatory synapses ltuped hippocampal neurons.

To determine whether these results extendéd ¥/o conditions, we investigated the dendritic morphglo

of neurons stained by Golgi impregnation in hippopal CA1 sections from wild-type and Chmp2b KD
mice (Fig. 6A)(Ghazi-Noori et al., 2012). We found that the tatahsity of spines was reduced by 33% in
KD mice compared to age-matched control siblindss Tncluded a 50% loss in the density of mushroom
spines (Fig. 6B). We also evaluated the densitgxoftatory synapses in wild-type and KD hippocampys
counting asymmetric synaptic profiles in electroengscopic images of hippocampal stratum radiathim. (
6C). KD hippocampus displayed a 33% drop in exartasynapse density (Fig. 6D). Taken together, the
data strongly support the conclusion that Chmp2tats-limiting for formation and maintenance of pos

synaptic spines.

Chmp2b is required for stable spine expansion andysaptic potentiation during chemical LTP

We then examined whether Chmp2b was required favigeinduced changes in spine structure and
synaptic function. We first measured the changgpine volume in cultured hippocampal neurons stkjec
to a chemical LTP (cLTP) protocol, after transfewntiwith control or Chmp2b-depleting vectors.
Hippocampal neurons were transfected at DIV 164@® imaged at DIV 19-21 by confocal microscopy,
during cLTP induced by brief stimulation of synaptNMDA receptors with glycine. The volume of
individual spines 5 min before and 45 min after ELihduction was estimated by 3D reconstruction and
voxel counting (Fig. 7A). As expected (Park et 2006), in control neurons, spine volumes wereeased

at 45 min by= 15% (median value). In contrast, the volume ohepifrom Chmp2b-depleted neurons did
not increase, and we even observed a slight reguéti 5%) (Fig. 7B). Co-expression of RNAi-resistant
Chmp2b fully restored the increase in spine volufaig. 7B). These data indicated that Chmp2b was

required for stable expansion of spine heads duliigP. We then examined the effect of the cLTP quot
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on mMEPSCs in control and Chmp2b-depleted neurdssexpected, in control neurons, glycine induced a
stable increase in the amplitude of mEPSCs, thosodstrating effective LTP (Fig. 7C, D). Knockdowh o
Chmp2b impaired the increase in synaptic currentb this effect was rescued by expression of RNAI-
resistant Chmp2b (Fig. 7D). These data indicateat tbhmp2b was required for long-term synaptic
plasticity.
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DISCUSSION

In this study, subunit Chmp2b of the highly consefeSCRT-IIl complex was shown to form a novel
type of ESCRT-III assembly in neurons, located endritic spines, and stable enough to be
biochemically isolated. Furthermore, depleting CBmfpy RNAIi caused a striking decrease in the
stability of dendritic branches, and in the densgfficacy and plasticity of excitatory synapses.
Chmp2b-deficient mouse hippocampus displayed &irgfrireduction in spine and synapse density,
supporting the specificity anich vivo relevance of the RNAI effects. Thus, Chmp2b an€CES-lI

play a previously unsuspected role in the regutadilong-term synaptic plasticity.

The neuronal effects of Chmp2b deficiency mightsidyg arise from impaired endosomal traffic. In
cultured cells, ESCRT-III knock-down was shown #&sult in endosomal trapping of Src kinase
(Lobert and Stenmark, 2012) and in defective raéogabf EGF receptor to the membrane (Baldys and
Raymond, 2009). In neurons, Chmp2b depletion maylaily alter the trafficking of some crucial
protein(s), and thereby cause dendrite loss ankem@ag of synapses. Alternatively, the synaptic
effects of Chmp2b depletion might be explained fgdthesizing a specific function for the synaptic
Chmp2b pool identified here. One possibility isttignaptic ESCRT-III assemblies may help scaffold
the plasma membrane of dendritic spines, withaggéring membrane cleavage. Such a scenario is
suggested by the subplasmalemmal rather than emabdocalization of synaptic Chmp2b, and its
association with both stable ESCRT-Ill polymers agpinoskeleton. Post-synaptic Chmp2b-
containing polymers might cooperate with actin adsg to impose local membrane curvature around

the PSD or in the neck, anchor signaling molecidesembrane domains, or create diffusion barriers.

The notion that a subset of Chmp2b-containing ESGRAassembles under the spine membrane is
supported by congruent immuno-EM and biochemicadh.d&irst, the preferential localization of
Chmp2b around the PSD and in the neck indicatedGhanp2b was recruited to the sub-membrane
scaffold of spines. Moreover, isolation and diffaral detergent extraction of the PSD fraction
showed that Chmp2b was anchored to but not embeddd#dn the PSD. Gel filtration of
synaptosomal lysates showed that at least 30% oapsie Chmp2b was bound into a large
supramolecular complex which comigrated with pgsiaptic scaffolds; co-immunoprecipitation
indicated that within this complex, Chmp2b was agged with the Shank-Homer network and
GluN2B-containing NMDA receptors, but not with theore mobile GluA2-containing AMPA
receptors. Secondly, in accordance with the stromgcentration of Chmp4b in the PSD fraction,
about 90% of synaptosomal Chmp4b comigrated wighGhmp2b / PSD95 peak, and coprecipitated
with Chmp2b. Unbiased analysis by mass spectronwinfirmed the presence of Chmp4b in the
Chmp2b immunoprecipitates. Using mass spectral tso@s a semi-quantitative criterion for
abundance, Chmp4b, but also ESCRT-III componentsp2iA, Chmp3, ChmplA and Chmp5 and the

Chmp4b-binding platform Alix were strongly repretegh This composition corresponds to that
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expected for ESCRT-IIl. The simplest explanatiornthse data is that Chmp2b, Chmp4b and other
subunits were all bound together in stable ESCRPdlymers attached to post-synaptic scaffolds.
The size of scaffolds would account for the appamesiecular weight of the complex, which was > 1
MDa larger than the 450 kDa measured in yeast ESIKTeis et al., 2008). It is thus likely, though
not formally proven, that most of the Chmp2b moleswaccumulated under the spine membrane are
part of ESCRT-III polymers. Because Chmp2b existsaxonal boutons as well as in spines, it is
possible that some of the complexes originatedh& pgresynaptic compartment. However, since
Chmp2b was significantly more concentrated in spite@n in boutons, and given that post-synaptic
entities predominate in the PSD95 peak and amomgp@h-bound proteins, it is likely that most of
the ESCRT-III identified here was post-synaptic.

In view of the known features of ESCRT-III in yeastd cell lines, the apparent stability of synaptic
ESCRT-IIl was unexpected. The transient natureCET-IIl assembly in vivo is considered one of
its cardinal features, as it arises from tight dimgpbetween subunit polymerization, recruitment of
the depolymerising ATPase Vps4, and membrane snigsienne et al., 2013b). Detection of wild-
type yeast ESCRT-IIl polymers required protein sfldsking (Teis et al., 2008) and to our
knowledge, the biochemical recovery of physiololjjcassembled ESCRT-IIl from metazoan cells
has not been previously reported. In contrastyiragtoneurosomes, a large fraction of Chmp2b and
Chmp4b was polymerized at steady state, and thamngol survived solubilization in deoxycholate.
One possible explanation for this stability is thgts4 may not have access to synaptic ESCRT-III,
due to steric hindrance by synaptic proteins. Geihat membrane scission requires remodeling of
ESCRT-II polymers by Vps4 (Henne et al., 2013bg $pine membrane would then also be protected
from cleavage by synaptic ESCRT-III. In line withid possibility, proteomic analysis failed to détec
Vps4 among Chmp2b-associated proteins, even thamg# was present in total synaptosomal

lysates.

The mechanism that activates ESCRT-IIl polymer@ain spines is unknown. One candidate for the
role of upstream activator is the Chmp4b-bindingt@n Alix, which was present in the synaptic
complex described above and is known to be crdoRESCRT-III recruitment in other contexts
(Carlton et al., 2008). Post-synaptic proteins eissed with Chmp2b also likely play a role in sutbun

activation.

RNAi-mediated depletion experiments indicated tRdimp2b was essential for maintaining the
morphology of dendritic trees at both the brancti gpine scales. The effect of Chmp2b on dendritic
branches correlated with its ability to bind Chmpidbagreement with previous findings that Chmp4b
was required for dendritic growth and maintenamcBriosophila and mouse neurons (Lee et al., 2007;
Sweeney et al.,, 2006). Interestingly, mutation &fimp2b arginine 22 was recently detected in a

sporadic case of amyotrophic lateral sclerosis @hiterswijk et al., 2012), suggesting that spiecif
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dysfunction of the Chmp2b-Chmp4b interaction mayehdisease relevance. Since Chmp2b depletion
did not cause the rapid lethality induced by ChmpabAi, the morphogenetic function mediated by
Chmp2b appears to be distinct from other, vital R3dll activities. Given the specific affinity of
Chmp2b for the plasma membrane (Bodon et al., 2@hd)the lack of dendrite stabilisation by the

lipid binding-deficient mutant Chmp&éDF5D, Chmp2b may control some morphogenetic

interaction between ESCRT-IIl and the dendritic rhesne.

The role of Chmp2b in synaptic stability is suppdrtoy the concomitant drop in immunological
synaptic markers, mEPSC frequency and NMDA-evokadeat density in mature cultured neurons
subjected to RNAIi. Those synapses which remainea hess efficient than in control neurons, as
seen by the drop in mMEPSC amplitude, and lesaptdergo potentiation, as tested in a well-known
in vitro model of LTP. Chmp2b was required fortbatructural and electrophysiological aspects of
LTP. The spine morphogenetic function of Chmp2ls wanfirmed in vivo by the decrease in both
Golgi —stained spines and EM synaptic profiles e tstratum radiatum of “leaky KO” mice

expressing 15% of the normal Chmp2b amount (GhaririNet al., 2012).

It is tempting to speculate that the intrinsic getmy and rigidity of ESCRT-III filaments may be
responsible for imparting spines with some aspéthair typical architecture, in a way necessany fo
synaptic stability and plasticity. The synapticeets of Chmp2b deficiency also raise the posspbilit
that plasticity impairments may contribute to thegmitive effects of Chmp2b mutations in FTD

patients. More work is needed to address thesesssu
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MATERIALS AND METHODS
Plasmids

See Table S1 for details of all constructs. ThepeunCherry vector was described by Belly et al.
(2010) and expresses the inserted shRNA togetltbrmCherry. The Chmp2b-specific ShRNA (Lee
et al., 2007; Belly et al., 2010) and the GFP-deshRNA (previously shown by Alvarez et al., 2006
to have no effect on neuronal morphology or eleatrproperties) have been described and were
inserted into pSuper-mCherry. cDNAs encoding wyldet or mutant versions of the RNAi-resistant
Chmp2b (Belly et al., 2010) were cloned in the @B 3 vector (Clontech), yielding pBI-CMV3-

chmp8"T, pei-cmva-chmp2f %2228 and per.cmva-chmpzb*P/FoP

and 8C). In these vectors, Chmp2b is co-expressitd fluorescent protein ZsGreen from a

(used in Figs 5, 6

bidirectional promoter. cDNA encoding wild-type, RNresistant Chmp2b (carrying a single C-
terminal Flag tag; Bodon et al., 2011) was insedpdtream of the IRES sequence of the pIRES2-
EGFP vector (Clontech), yielding pIRES2-EGFP-Chmfa®ed in Fig. 8B). In this vector, Chmp2b is
co-expressed with EGFP from a bicistronic transcrygl constructs were verified by sequencing

(Beckman-Coulter, Grenoble , France).

Antibodies

See Table S2 for details of antibodies and diltion

Animals

Animals were handled and sacrificed in conformitghwEuropean law and internal regulations of
INSERM. Pregnant OFA rats (Charles River, Ecullsariee) were used for primary neuron cultures
and two-month-old OFA rats of both sexes were digetliochemical analysis of brain tissue. The rats
were deeply anesthetized by isoflurane inhalatiefore decapitation, quickly followed by Cesarean
section or brain dissection. 3 month-old C57BLi6erand 1.3 month-old female Chmp2b KO or WT
littermate mice (on C57BL/6 background) (Ghazi-Nooet al.,, 2012) were used for

immunohistochemistry and EM studies. Mice were tiedized by intraperitoneal injection of 0.1 ml

of sodium pentobarbital (5.6% (w/v), CEVA Santé wale, Libourne, France) and intracardially
perfused with phosphate buffered 0.9% NaCl (PB8JpWwed by 0.1 M phosphate buffered 4%
formaldehyde (pH 7.4) supplemented with 0.05% galtiehyde (Sigma). The brains were carefully
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removed, post-fixed for 4 h in the same fixativel & um-thick coronal brain sections were cut with
a vibratome (Leica VT 1000 S, Nanterre, France).

Cell culture and transfection

Primary cultures of hippocampal neurons were pexpass previously described (Belly et al., 2010).

Briefly, hippocampi were dissected from E18 rat eyob, digested with trypsin and hippocampal

cells were seeded at a density of 15,000% em35-mm dishes on coverslips pre-coated for 4riou
with 50 pg/mL poly-D-lysine (Sigma), in neuronalltcwe medium (Neurobasal medium containing
B27 supplement, penicillin / streptomycin, and &1 L-glutamine; Invitrogen) supplemented with
10% heat-inactivated horse serum (Invitrogen). 1leh-wide round coverslips were used for
immunostaining and 30 mm-wide coverslips for liveaging. Neurons were maintained in water-
saturated 95% air / 5% GOat 37°C. The seeding medium was replaced aftdr @@th serum-free
neuronal culture medium. Neurons were transfecsitgua calcium phosphate method optimized for
highly mature neuronal cultures (Goetze et al.,420lang and Chen, 2006). For co-transfection
experiments, for each dish, iy pSuper-mCherry-based plasmid was mixed willg2pBI-CMV3-
based or pIRES2-EGFP-based plasmid. In Fig. 2Qugleach of pSuper-mCherry, pcDNA3.1-
Chmp2b-HA and pcDNA3.1-Chmp4b-Flag were mixed aaddfected into one dish.ib of 250 mM
CaCl2 was added to 48 water containing 3ig DNA, mixed and immediately added dropwise to 50
pl 2 x BES buffered saline (BBS; pH 7.1) solutiomeTmixture was gently stirred by tapping the tube
and bubbling air once, left to incubate for 10 mtés, then added to coverslips in 1 ml transfection

medium (Eagle's MEM (Invitrogen) including 2.2 %mrao3 and supplemented with B27, 0.05 mM

glutamine and 20 mM glucose). After 1h in the irmtab the coverslips were transferred to dishes
containing 2 ml transfection medium (without B27¢ncubated for 30 min in 10% COZ2. The dishes
were quickly returned to 5% CO2 and left for 5-1id imefore returning the coverslips to their origina
(conditioned) neuronal culture medium. For immunofescence of exogenously expressed proteins,
neurons were fixed 16-20 h after transfection. RbIAI experiments, fixation or live imaging took

place 72 h after transfection.

HEK-293T and Hela cells were grown in DMEM (Gib&pplemented with 10% FBS and 2 mM of
L-glutamine (Sigma). Cells were transfected aftéh ®f culture using jetPEI (Polyplus) for HelLa

cells and calcium phosphate for HEK cells. Cellsenfexed or lysed 36 h after transfection.

Immunohistochemistry
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Brain sections were incubated in 10 % normal geaira (GPi) diluted in 50 mM Tris buffer (pH 7.4)
containing 0.9 % NacCl (TBS), with 0.2 % Triton X@0for 1 h. Sections were then incubated over
night at 4°C in primary antibody at a final proteoncentration of 1-gg/ml, which had been diluted
in TBS containing 1 % NGS. After several washe$B$E, the sections were further incubated for 2 h
in biotinylated goat anti-rabbit 1IgG (Sigma Immu@bemicals, St Louis, MO) diluted 1:100 in TBS
containing 1 % GPI. They were then transferred ewalin—biotin—peroxidase complex (ABC Kkit,
Vector Laboratories) diluted 1:100, for 2 h at rotemperature. Bound peroxidase enzyme activity
was revealed using 3;-8iaminobenzidine tetrahydro- chloride (DAB; 0.05ifTB, pH 7.4) as the

chromogen and 0.01 % H202 as the substrate. Firsa@tfions were air-dried and coverslipped.

Immunofluorescent staining

Cultured neurons were fixed for 20 min at room terapure in phosphate-buffered 4%
paraformaldehyde, supplemented with 4% sucroser Aftwashes in PBS containing 0.1% glycine,
cells were permeabilized in PBS containing 0.25%omrX-100 for 10 min at 4°C, then rinsed with
PBS. Coverslips were blocked for 1h in PBS contajnb% goat pre-immune serum (GPI), then
incubated for 1-2 h at room temperature in a huieidlichamber with primary antibodies diluted in
blocking solution. After washing in PBS, cells wereubated for 1 h containing with secondary
antibodies conjugated to Alexa 488, Alexa 594 ofSCyliluted in blocking solution. Coverslips were

rinsed and mounted in Mowiol.

Golgi staining

For the Golgi impregnation we used FD Rapid GolgisKit (FDNeuroTechnologies, INC.). Tissue
blocks (2.5-3 mm) were immersed in equal volumesabdition A and B during 7 days and then
impregnated with solution C for 48 h at 4°C. Thidne, brains were cut with a vibratome into 150n-

thick sections embedded in agarose, washed twideuble distilled water and incubated for 10 min
in a mixture of 1 part of solution D, 1 part sotutiE and two parts of double distilled water. SBi

were washed twice, dehydrated with increasing ethamd mounted with epoxy resin (Fluka)
between two coverslips. The slides were analyzeithmstigators without knowledge of genotype. In
each of four animals per genotype, nine secondaryeriary pyramidal neuron dendrites were

randomly selected in the CAl stratum radiatum. @igle criteria were (i) dendrites displayed
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complete Golgi impregnation, (ii) the cell type wasarly identifiable and (iii) the minimum lengif

the dendrites was 50mm from the soma. Stacks of bright field imageshviit3 mm spacing were
acquired with a Zeiss Axioskop 50 microscope wi8x ®il objective (NA 1.4; Plan-Aprochromat)
coupled to a CCD camera (CoolSnap ES, Roper Shoyrdperated by Metaview software (Molecular
Devices). Images were analyzed with Image J. Thabeu of spines of each basic type per unit

dendritic length was measured.
Fluorescence microscopy

Light microscopy images were acquired with a Z&iSM 710 inverted confocal microscope, using a
63x Plan-Apochromat oil immersion objective (NA 1Zeiss), or (for Sholl analysis) a 40x oil
objective (NA 1.3, Zeiss). The instrument was colied by Zen software and includes acousto-optical
filters for attenuating laser power, scanning msreith adjustable speed, and resolution of emitted
light by a diffraction grating and beam guides $etting spectral collection windows. Laser lines at
488 nm, 561 nm and 633 nm were used for excitingréscence of EGFP, ZsGreen or Alexa 488;
mCherry or TexasRed; and Cyanine 5, respectivaly nkulticolor imaging, collection windows were
adjusted based on emission spectra to minimizesaroannel contamination. Pinhole size was usually
set to generate 0.9 mm-thick optical sliced (Airy unit) at all wavelengths. For fixed sampliser
power was adjusted to 0.5 — 1.25 mW in all channgtgnal was averaged over four scans, and
digitized on a 8-bit gray scale. In the experimeasftEigs. 2B-C and 6A, Z-stacks were acquired with
0.09 x 0.09 x 0.um® voxel size, then processed by a blind deconvaiutitgorithm (AutoQuant,
Media Cybernetics) to improve resolution and remsivet noise. The processed images were slightly
contrasted with ImageJ for clarity purposes. Toluata the probability of random overlap between
Chmp2b and PSD95 clusters, a dendritic region wksted in a way to exclude as much as possible
empty pixels. Pearson's correlation coefficientb@ween Chmp2b and PSD95 intensity values was
calculated for the actual image, and the probgbiit obtaining the observed coefficient was
calculated based on 1000 randomized images sitaldéhe one shown, using the Image J plug-in
JACOP (Bolte and Cordelieres, 2006). For Sholl gsig) images (1024 x 1024 pixels; 350 x 350 pm;
4 optical sections in z) were taken from neurorexpeessing ZsGreen and mCherry, within the same
fluorescence range for all neurons (40 neuronstiaasfection condition, 3 independent cultures).
Sholl analysis was performed on maximum intensigjgetions of mCherry fluorescence, using the
Sholl Analysis plugin of Image J. Images of neurassd to study RNAI effects were acquired and

analyzed by investigators blind to the transfecimustructs.

Electron microscopy
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Free-floating sections were incubated in 10 % GRited in TBS for 1 h at room temperature.
Sections were then incubated over night at 4°Qrimagry anti-bodies at a final protein concentration
of 1-2 pug/ml diluted in TBS containing 1 % GPi. Then thetsms could continue for immunogold
labeling or peroxidase-reacted labeling. For imnpamoxidase labeling, we followed the same
procedure described before for the immunohistockieynifrom the secondary antibody. For
immunogold, then they were incubated for 3 h intgaati- rabbit IgG coupled to 1.4 nm gold
(Nanoprobes Inc., Stony Brook, NY) diluted 1:300TiBS containing 1 % GPi. several washes in
PBS, the sections were postfixed in 1 % glutaraldeidiluted in the same buffer for 10 min. They
were washed in double-distilled water, followeddilyer enhancement of the gold particles with a HQ
Silver kit (Nanoprobes Inc., Stony Brook, NY).

The peroxidase-reacted sections and the gold-ddbedled sections were processed for electron
microscopy. This included treatment with osmiumaexide (1 % in 0.1 M PB), block- staining with
uranyl acetate, dehydration through increasing eptagkries of ethanol and flat-embedding on glass
slides in Durcupan (Fluka) resin. Regions of irgemere cut at 70 nm on an ultramicrotome (Reichert
Ultracut E, Leica, Austria) and collected on 1-slopper grids. Staining was performed on drops of 1
% aqueous uranyl acetate followed by Reynolds'd lgrate. EM Images were acquired in a Jeol-
1200 electron microscope with a digital camera €Wel SIS, Olympus). They were analyzed with
ImageJ. Three-dimensional reconstruction of speedh from serial section digital images was done
using Reconstruct software (John C. Fiala, BosMA). For comparisons between wild-type and
Chmp2b-deficient mice, acquisition of microscopyages and morphometric quantification were

performed without knowledge of genotype.

Purification of synaptoneurosomes and PSD fractiortéon

Subcellular fractionation was performed accordimdQarlin et al., 1980) with minor modifications.

Samples were kept at 4°C during all procedurebrikf, one rat forebrain was homogenized in 13 ml
ice-cold isotonic lysis buffer (0.32 M sucrose, MIEPES, pH 7.4, protease inhibitors (EDTA-free

Complete, Roche Molecular)) using a teflon-glassibgenizer (15 strokes). The homogenate was
centrifuged at 1,400 x g for 10 min to remove nuclde post-nuclear supernatant (S1) was spun
down at 4°C for 10 min. at 13,800 x g, yielding agusynaptosomes (pellet P2) and crude cytosol
(supernatant S2). The P2 fraction was homogeniadgsis buffer and layered onto discontinuous

sucrose density gradients (made of 3 ml each &\0.&.0M; 1.2 M sucrose layers). The gradients
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were centrifuged at 82,500 x g (27,000 rpm in akBean SW41 rotor) for 120 min and the purified
synaptoneurosome fraction (SYN) was collected at1i®-1.2 M interface. The synaptoneurosomes
were resuspended in 5 vol. lysis buffer and spuwndéor 20 min at 150,000 g. The pelleted
synaptoneurosomes were resuspended in Triton b{§émM Hepes, pH 7.4, 0.5% Triton X-100,
protease inhibitors (EDTA-free Complete, Roche Maolar), 2 mM EDTA), stirred 30 min in the cold
room and centrifuged at 32,000 x g for 20 min teaobthe PSDI pellet. PSDI was resuspended in 50
mM Hepes, pH 7.4. One half of the suspension whs#iaed again by adding 1 vol. 1% Triton X-
100, and centrifuged at 200,000 x g for 20 mireJding pellet PSDII. The other half was solubilized
by adding 1 vol. 6% Sarkosyl and centrifuged at,@00 x g for 1 h, yielding PSDIII.

Gel filtration of synaptoneurosome extract

Size-exclusion chromatography was performed at dACa 120 ml HiPrep Sephacryl S-300 HR
column coupled to an Akta FPLC system (GE Heathcafbe column was equilibrated and
separation achieved in 25 mM Tris-HCI, pH 7.4, D& NaCl, 0.5% TritonX-100, 10 mM NaF, 10
mM B-glycerophosphate and protease inhibitors (Roche)a aflow rate of 0.5 ml / min.
Synaptoneurosomes freshly prepared from one braie vesuspended in 3 ml of DOC buffer (10 mM
Tris-HCI, pH 9.0, 1% sodium deoxycholate, 150 mMQNaprotease inhibitors (Complete, Roche
Molecular) and phosphatase inhibitors (Sigma-Aliirie0044). The suspension was stirred by rotation
at 4°C during 30 min, then centrifuged at 100,00 for 20 min. The supernatant was filtered (pore
size 0.2 pm, Millipore) and 2.5 ml was loaded oa ¢blumn. Fractions (2 ml) were collected and the
elution profile was analyzed by immunoblotting amgd measurement of total protein concentration
with BCA protein assay (Pierce). The profile wasgibctated by measuring the elution volume of
protein standards in the same conditions (MWGF18a§ma-Aldrich).

Immunoprecipitation

For immunoprecipitation of endogenous brain protélnmg (total protein) of gradient-purified
synaptoneurosomes were resuspended in 1 ml of D@€rkand incubated for 30 min at 4°C. After
centrifugation at 100,000 x g for 20 min the sup#ant was collected and diluted with 3 volumes of
IP buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NacCl adébo Triton X-100). The synaptosomal lysate
was incubated for 2.5 h at 4°C with 15 ug of ardipathat had been covalently coupled to super-
paramagnetic protein A beads (Dynabeads, Life Taolgies, 10001D) by cross-linking with
dimethyl-pimelimidate (Sigma) according to HarlowdalLane (1988). After extensive washing in
buffer containing 50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.25% #8od deoxycholate and 0.75% Triton X-100,
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together with increasing concentrations of NaCI0(25500 mM), bound proteins were eluted by
boiling in Laemmli buffer, resolved by SDS-PAGE abidtted onto PVDF membranes (Millipore).
For samples first resolved by gel filtration, fiacs of interest were pooled and immunoprecipitated

under the same conditions.

For immunoprecipitation of tagged proteins, traosfd HEK-293T were washed with PBS,
homogenized in isotonic lysis buffer and the lysages centrifuged at 1000 x g for 10 min. The post-
nuclear supernatant was centrifuged at 50,000 »rglf h and the pelleted membranes were
resuspended in DOC buffer. Immunoprecipitation easied out with anti-tag antibody immobilized

on protein A Dynabeads as above.
Immunoblotting

Cells or tissue lysates were resuspended in Laetmnfler and resolved by SDS-PAGE in 8-12%
polyacrylamide gels. Proteins were electrotranetkon PVDF membranes. Membranes were blocked
30 min in TBS containing 0.1% Tween20 and 5% drknPrimary antibodies were prepared in
blocking solution and incubated 1 hour. After 6 hesin TBS-Tween, secondary antibodies coupled

to HRP were added for 30 min. Bound-antibodies wevealed on dark room after ECL treatment.

Mass spectrometry analysis

A DOC extract from gradient-purified synaptoneurnss was fractionated by gel filtration and the
HMW fractions were pooled and immunoprecipitatedhwéontrol or anti-Chmp2b antibody. Two
other, independently prepared synaptoneurosomaatgtwere directly immunoprecipitated with the
same antibodies. The three pairs of immunopretgstavere digested and the resulting peptides
analyzed by LC-MS/MS as described further belowednh of the three experiments, peptides derived
from control and anti-Chmp2b immunoprecipitates evanalyzed in consecutive LC-MS/MS runs
performed on the same day. For protein digestiomigms in Laemmli buffer were stacked (2 mm) on
SDS-PAGE gels (4-12% NuPAGE gels, Invitrogen) befoeing stained with Coomassie blue R-250
(Bio-Rad). The gel band was manually excised amdncpieces before being washed by 6 successive
incubations of 15 min in 25 mM NHCO; and in 25mM NHHCO; containing 50% (v/v) acetonitrile.
Gel pieces were then dehydrated with 100 % acetlen#tind incubated for 45 min at 53°C with 10
mM DTT in 25mM NHHCO; and for 35 min in the dark with 55 mM iodoacetagid 25mM
NH4HCO3. Alkylation was stopped by adding 10 mM DiRT25mM NHHCGO; and mixing for 10
min. Gel pieces were then washed again by incubati®5 mM NHHCGO; before dehydration with
100% acetonitrile. 0.15 pg of modified trypsin dfega, sequencing grade) in 25 mM JNEO;

was added to the dehydrated gel pieces for an ig¥grincubation at 37°C. Peptides were then
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extracted from gel pieces in three 15 min sequleetitnaction steps in 30 uL of 50% acetonitrile, 30
pL of 5% formic acid and finally 30pL of 100% aceitoile. The pooled supernatants were then dried

under vacuum.

For Nano-LC-MS/MS analyzes, the dried extractedigep were resuspended in 5% acetonitrile and
0.1% trifluoroacetic acid and analyzed by onlin@alzC-MS/MS (Ultimate 3000, Dionex and LTQ-
Orbitrap Velos pro, Thermo Fischer Scientific). thégs were sampled on a 300 pm x 5 mm PepMap
C18 precolumn and separated on a 75 pm x 250 mmcGiL8n (PepMap, Dionex). The nanoLC
method consisted of a 120-minutes gradient at\a flste of 300 nL/min, ranging from 5% to 37%
acetronitrile in 0.1% formic acid during 114 minfdx@ reaching 72% for the last 6 minutes. MS and
MS/MS data were acquired using Xcalibur (Thermockés Scientific). Spray voltage and heated
capillary were respectively set at 1.4 kV and 2Q08Grvey full-scan MS spectra (m/z = 400-1600)
were acquired in the Orbitrap with a resolution66f000 after accumulation of 106 ions (maximum
filling time: 500 ms). The twenty most intense idnsm the preview survey scan delivered by the
Orbitrap were fragmented by collision-induced digation (collision energy 35%) in the LTQ after

accumulation of 104 ions (maximum filling time: 10G).

For bioinformatic analyses, data were processednatically using Mascot Daemon software
(version 2.3.2, Matrix Science). Concomitant seaschgainst the Uniprot database (August 2012
version, Rattus taxonomy, 42469 sequences), thgsicl contaminants database (67 sequences,
homemade) and the corresponding reversed databasesperformed using Mascot (version 2.4).
ESI-TRAP was chosen as the instrument, trypsin/fhassnzyme and 2 missed cleavage allowed.
Precursor and fragment mass error tolerances vetreespectively at 10 ppm and 0.6 Da. Peptide
modifications allowed during the search were: candamethyl (C, fixes) acetyl (N-ter, variable),
oxidation (M, variable) and deamidation (NQ, valgbThe IRMa software (version 1.30.4) was used
to filter the results: conservation of rank 1 pees$, peptide identification FDR < 1% (as calculdigd
employing the reverse database strategy), and mmimf 1 specific peptide per identified protein
group. The filtered results were uploaded into lati@al mass spectrometry identification database
(MSldb) and a homemade tool (hEIDI, manuscript reparation) was used for the compilation,
grouping and comparison of the protein groups ftbendifferent samples. hEIDI provides modules to
help exploring validated search results which hbgen compiled into a MSIidb. The user creates
contexts, which represent sets of identificati@m] runs peptides and proteins grouping algorittams
cluster peptides identifying a family of proteimsthese contexts. The grouping algorithm will first
identify identical peptides based on their masssatience. Groups of proteins matching the same set
of peptides are then created as is done in IRMHpdacfor a single identification. This is typically

useful to consider results at the sample leveleadstof the replicate level. To compare several
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contexts, hEIDI aligns each protein group from eeaghtext to be compared. This alignment is based

on protein and peptide set similarity metrics.

To be considered as specifically associated with @hmp2b immunoprecipitate, the proteins
identified by this analysis were filtered accordita) the following inclusion criteria> 2 unique
peptides (specific spectral counts, SSEP, distinct protein fragments (spectral counts,;3atjo of

SC in specific to control immunoprecipitate (SC/2ZBC Control}> 5.

Electrophysiological recordings in cultured neurons

Mature (18-21 DIV) hippocampal neurons expressirggttansfection marker ZsGreen were used for
whole-cell patch-clamp recording at room temperat(#0-24°C). The neurons were continuously
perfused with an extracellular solution containitigd mM NacCl, 2 mM CaG| 3 mM KCI, 10 mM
Hepes, 10 mM glucosd).5 pM tetrodotoxin, 5QuM bicuculline methiodide, uM strychnine,
adjusted to pH 7.4 with NaOH and to 330 mosm withddetate. To induce LTP, glycine (200 in
extracellular solution) was perfused for 3 min otite neurons (Lu et al., 2001). For the experiments
where NMDA current amplitudes were measured, NMODBQ(uM) was added to this solution and
perfused with a fast-exchange perfusion systemofdetwy pipettes were pulled from borosilicate
glass and had a resistance of @9 when filled with a solution containing: 115 mM MGSOS, 20

mM CsCIl, 10 mM HEPES, 0,6 mM EGTA, 4 mM JZ\IATP, 0,4 mM Na-GTP, 10 mM Na-

phosphocreatine, and 2,5 mM M%Cladjusted to pH 7.2 with CsOH and to 300 mosm V@t

acetate. Currents were recorded from an holdingrpial of -60 mV using an Axon 200B amplifier
(Molecular Devices, Sunnyvale,USA). Cell capacitarand series resistance compensation were
applied electronically. Signals were filtered atkHz, digitized at 5 kHz and recorded using the
pClamp software. Miniature excitatory postsynapticrents (MEPSCs) and NMDA-evoked currents

were analyzed using ClampFit (Molecular Devices)yr§wale,USA).

Live imaging

Image acquisition and analysis were performed Hiingtansfected plasmids. For live imaging during
chemical LTP , neurons were transferred to a penfiushamber (Pocon, Germany), washed and kept
in extracellular solution (125 mM NacCl, 2.5 mM K& ,mM CaC}, 1 mM MgCh, 5 mM HEPES, 33
mM glucose, 50 uM bicuculline, 0.5 uM TTX, 1 puMyathnine, pH 7.4) at 37°C on a heated stage.

Neurons that simultaneously expressed GFP and mgCletthin the same fluorescence range
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throughout experiments) and had a healthy appearavere identified by epifluorescence, and
dendritic segments were selected, so that 30-1i@@spould be imaged per neuron while minimizing
exposure to light. mCherry fluorescence was exaitgtd 75-150uW nominal laser power at 561 nm.

Pinhole diameter was set to 1 Airy unit. Z-stack®-30 optical sections (voxel size 0.11 x 0.11 x

0.2 um3) per dendritic segment were acquired at 15 miarialls. Signal per pixel was averaged over
2 scans. After acquiring baseline images, extraleglsolution containing 200 uM glycine (warmed to
37°C by in-line heating) was delivered. Stimulatimas stopped after 4 min by perfusing warm
glycine-free extracellular solution. Only modestdathing was observed during the experiment. Cells

showing signs of damage (pearling or blebbing) vaesearded.

To measure changes in spine volume, image stacies subjected to blind (adaptive) deconvolution
with AutoQuant as above. The deconvolved imagealddcto 8-bit) were used as input for 3D
reconstruction of dendritic  morphology by the sa@ftev package NeuronStudio

(http://www.mssm.edu/cnic/tools.htinlwhich allocates voxels to spines through a djgeci

algorithm (Rodriguez et al., 2008; Rodriguez et 2006). Individual spines labelled by the software
and that were clearly identifiable at both initeadd final time points were manually selected. The
volume of the spines before and after stimulatioas vestimated by counting spine voxels. The

fractional increase in spine volume was calculdtedeach spine aAV/V = (Vf-Vi)/Vi, with Vi =
volume at 5 min before start of stimulation an]d ¥ volume at 45 min after end of stimulation. The

median values ofAV/V were calculated for each neuron. Differencesween cultures did not
significantly contribute to the observed effectwagiway ANOVA, p=0.015 for factor “plasmid”,
p=0.93 for factor “culture”, p=0.56 for interactiormherefore the results from 7 independent cutture

were pooled.

Statistical analysis

The significance of differences between sample me@s usually calculated by one-tailed t test for
single comparisons; and by one-way or two-way ANQY¥oNowed by pairwise one-tailed t tests with
Holm's correction, for multiple comparisons. Themality of samples and ANOVA residues was
checked by the Shapiro-Wilks test. Where approprithte significance of differences was calculated
by Friedman test (Fig. 2D, difference between book compartments), Kolmogorov-Smirnov test
with Bonferonni correction (Fig. 4B, pairwise diféaces with control distribution), Wilcoxon rank-
sum test (Fig. 5 D-F, 6D), or Kruskal-Wallis teslidwed by one-tailed pairwise Wilcoxon tests with
Holm's correction (Fig. 7B, differences with cotneedian). Statistical tests were performed with R
(R core team, 2013).
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ABBREVIATIONS LIST

CA1l, Cornu Ammonis area 1

cLTP, chemical long-term potentiation

Chmp, Charged multivesicular body protein

DIV, Daysin vitro

DOC, Sodium deoxycholate

ESCRT, Endosomal sorting complex required for jparis
HMW, High molecular weight

KD, knock-down

LMW, Low molecular weight

MEPSC, miniature excitatory post-synaptic synapticent
MVB, Multivesicular body

NMDA, N-methyl-D-aspartate

PSD, Post-synaptic density

Vps, Vacuolar protein sorting

Wi, wild-type
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Chmp2b expression in the mouse brain

(A) Equal amounts of total protein from each tissuere analyzed by SDS-PAGE and
immunoblotting with the indicated antibodies. Arfuead : Chmp4b-specific band-Tubulin was

used as loading control.

(B) Mouse brains at increasing developmental agese analyzed by immunoblotting with the

indicated antibodies. E : embryonic age, P : pasélrage (days). 1M : 1 month.

(C) Equal protein amounts from the indicated regiaf an adult mouse brain were analyzed by

immunoblotting as above.

(D) Frontal (left) or sagittal (right) sections Mo adult mouse brain were stained by
immunoperoxidase with anti-Chmp2b antibody. Cx rtexo ; c.c. : corpus callosum ; Hpc :

hippocampus ; Hb : habenula ; Ce : central amygodal®. : olfactory bulb ; CB : cerebellum.

(E) Left: immunostained CAL layer in a frontal sectof the hippocampus. Note the strong staining
of pyramidal cell bodies and the weaker but defimtmunoreactivity of the neuropil. S.O. : stratum
oriens ; Pyr : stratum pyramidale ; S.R. : stratadiatum. Right: higher magnification of the boxed

region. Immunoreactivity is observed in apical dited (arrowheads) and interneurons (arrows).

Fig. 2. Chmp2b localization in dendritic spines

(A) Hippocampal neurons were transfected with eng@yper-mCherry vector, fixed at 21 DIV, and
stained by dual immunofluorescence with anti-Chmpgid anti-PSD-95 antibodies. Left panel:
punctate staining of a dendritic segment in a fearted neuron (single confocal plane). Staining of
non-transfected cells is also visible. Merge: aeilyellow) between Chmp2b and PSD95 puncta, in
dendritic shafts and spines visualized with mChéwhite contour). Numbered arrowheads: spines

with colocalized puncta. Right: enlarged viewslef same spines. Scale bar: 20 pm.

(B) Electron micrograph of Chmp2b immunoreactivilythe mouse stratum radiatum, detected by

pre-embedding immunogold labeling. D: dendritessfines, at: axon terminals.

146
Résultats



(C) High magnification views of typical dendritipises. Chmp2b usually appears on the periphery of
the PSD or on the neck of the spine, beneath tlasma membrane. Bottom right: labeled

multivesicular body (MVB) in a dendritic shaft.

(D) Quantitative analysis of immunogold labelingtlire stratum radiatum. Upper panel: mean density
of gold particles in three neuronal compartmentle Tltrastructural localization of 2100 gold
particles was analyzed in 30 fields similar to thladwn in (A). Chmp2b density was higher in spines
than in shafts or axonal boutons (*p=0.0498, n=8nats, 10 fields per animal). Error bars indicate
s.e.m. in this and all other figures. Lower pandistribution of gold particle positions inside dieitic
spines (n=335 particles, 3 animals). Left: histagraf normalized positions along the spine radius.
Coordinate 0 : spine center; 1.0 : plasma membrénset). Particles concentrate in the
subplasmalemmal cortex. Right: histogram of norpeali particle distances from the PSD. 0
corresponds to the PSD edge, and 1.0 corresporte fmint equidistant from both edges of the PSD
(inset). Particles concentrate in the proximitytleé PSD and become scarcer further away, with a

slight rebound in frequency at the usual positibthe neck.

(E) 3D reconstruction of a typical spine using inmotelectron micrographs of serial sections. Plasma
membrane is in grey, PSD in green, particles mablyedots. Particles appear beneath the perisynaptic

membrane around the PSD, and also in the neck.\lieft from above the PSD; right, lateral view.

Also see supplemental video.

Fig. 3. Chmp2b is part of a stable ESCRT-IlI-type omplex

(A) Rat forebrain homogenates were fractionatedesribed in Materials and Methods. Equivalent
amounts of each fraction were analyzed by Westamunoblotting with the indicated antibodies.
Both Chmp2b and Chmp4b were enriched in the PSiidra

(B) PSDI was re-extracted with either 0.5% TritorlB0 or 3% Sarkosyl to yield insoluble fractions
PSDII or PSDIII, respectively. Equivalent amounts each fraction were analyzed by Western

immunoblotting.

(C) Gradient-purified synaptoneurosomes were ligeti% DOC, insoluble material was removed,
and the extract was fractionated by size-exclusioromatography on a Sephacryl S-300 column.

Column fractions were analyzed by immunoblottingqvthe indicated antibodies. Apparent molecular
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weights (MW) were calibrated with protein markefssubset of Chmp2b displayed the same high
MW as the PSD95 complex.

(D) The percentage of Chmp2b and Chmp4b migratimghe high MW peak was measured by

densitometry.

(E) Fractions corresponding to high and low MW CRimpopulations were separately pooled and
immunoprecipitated with anti-Chmp2b antibody or ttoh IgG. The immunoprecipitates were

analyzed by immunoblotting with anti-Chmp2b or s&@timp4b antibody. Chmp4b coprecipitated
with Chmp2b in the high MW peak.

(F) Synaptoneurosome extracts were prepared aS)imrfd immunoprecipitated with anti-Chmp2b
antibody or control IgG. The immunoprecipitates evanalyzed by immunoblotting with the indicated

antibodies.

Fig. 4. Chmp2b regulates dendritic morphology in arESCRT-III-dependent manner

(A) Hippocampal neurons were co-tranfected at 19 @ith mixtures of pSuper-based and rescue
plasmids. pSuper vectors expressed mCherry togetlterthe indicated shRNA. Rescue plasmids
expressed ZsGreen, alone or together with the atelicversion of RNAi-resistant Chmp2b (noted
2B*). Images of doubly transfected neurons at 1¥ @kre acquired by confocal microscopy. Panel
depicts the morphology of representative neuronsdch condition, as visualized by mCherry

fluorescence (negative contrast, maximum intermibyections).

(B) Sholl analysis of dendritic arborisation in nens transfected as in (A). For each plasmid nimg, t
graph shows mean numbers of dendritic branchesfasction of radial distance (n=40 neurons per
condition). Chmp2b knockdown strongly reduced distadependent branching (***p= 0.00014

compared to control curve). Expression of wild-tyflemp2b* restored the control phenotype (p = 1).

Chmp4b  binding-defective (Chmpz%lg’zz’%% and membrane  binding-defective

(Chmp2b*L4D/F5D) mutants of Chmp2b were unable to restore théralophenotype (**p = 0.004

and p = 0.006, respectively) .

Fig. 5. Chmp2b is involved in the maintenance of eitatory synapses in cultured neurons
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(A) Hippocampal neurons were transfected at 16 MWh pSuper-based plasmids expressing
mCherry together with the indicated shRNA. The pearwere fixed at 18 DIV, stained by dual
immunofluorescence with anti-PSD-95 and anti-symapsantibodies, and imaged by confocal
microscopy. Upper panel: three-color images ofe@spntative transfected neurons, showing synaptic
puncta overlaying mCherry fluorescence (blue; uaedmask to facilitate visualization of puncta
belonging to the transfected neuron). Lower paaelarged views of the boxed regions in different
fluorescence channels. Overlap of synapsin | wBD®5 staining appears light yellow. Scale bars: 50

pm (top) and 15 pm (bottom).

(B) Density of doubly stained synaptic puncta altmgdendrites of neurons transfected as in (A Th
Chmp2b-depleting plasmid induced a drop in exaiyagynapse density *p=0.045 (n=11-12 neurons

per condition).

(C-E) Hippocampal neurons were transfected at Md3lin Fig. 5. Rescue of the Chmp2b deficiency
was performed by co-expressing wild-type Chmp2btanEfected neurons were identified by
fluorescence at 21 DIV and their miniature EPSCsewmeasured by patch-clamp recordings in

whole-cell configuration.
(C) Sample traces from neurons transfected asdtetic

(D) Histogram of mean mEPSC amplitudes in neuroassfected as indicated (n = 5 cells, >100
minis per cell, in each condition). The amplitudentEPSCs was markedly reduced in Chmp2b-
deficient neurons (**p=0.005), and could be palfiaéstored by Chmp2b* expression (p=0.669).

(E) Histogram of mean mEPSC frequencies in neutoarssfected as indicated. Frequencies were
lower in Chmp2b-deprived neurons (*p=0.012), andengartially restored by Chmp2b* expression
(p=0.673).

(F) Neurons transfected as above were stimulat@d &1V by bath-applied NMDA. The density of
NMDA-evoked currents was strongly decreased in Ctgeprived neurons (*p = 0.031) and
restored by Chmp2b* expression (p=0.71).

Fig. 6. Chmp2b is involved in the maintenance of exatory synapses in vivo

(A) Brain sections from 5-week old Chmp2b knock-tiomice (KD) or sibling controls (Wt) were
stained by the Golgi impregnation technique. Sthidendritic segments were visualized by bright-
field microscopy of the stratum radiatum. Panelvahoepresentative images of dendritic shafts and

spines in both genotypes.
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(B) Spines were classified into thin, stubby or hroem types and their density per unit dendritic
length was measured for each type (n=4 animalsleB@rites per genotype). Left: histogram showing
the mean density of each spine type in KD and WdemT he total spine density was significantly
lower in KD mice than in controls (*p=0.039). Rigtistogram showing the mean proportion of the
three spine types. The percentage of mushroom spuas significantly reduced in the KD mice
(*p=0.02).

(C) Representative electron micrographs of the G&atum radiatum from wt and KD siblings. S:

post-synaptic spine. Presynaptic profiles are fagtéd in blue and postsynaptic spines in brown.

(D) Quantification of synapse density in the elestmicrographs. Wt: n = 3 animals, 851 axo-spinous
synapses from 30 micrographs; KD: n = 3 animal§, &20-spinous synapses from 30 micrographs.

The density of post-synaptic spines per unit serfaas significantly lower in the KD (***p=0.0008).

Fig.7. Chmp2b is required for stable increase in dpe volume and in synaptic efficacy during
chemical LTP

(A,B) Hippocampal neurons were transfected with pgtmCherry and rescue plasmids. Confocal
image stacks of dendritic segments (visualized I8herry fluorescence) were acquired before and
after induction of cLTP. 3D models of dendritic mpbology were built from the stacks with

NeuronStudio, and used to measure changes in gpimee.

(A) Maximal intensity projection of confocal imagéep) and 3D models (bottom) of a representative
dendritic segment before and after cLTP in a netramsfected with control plasmid. Arrows: spines

that have expanded.

(B) The percent increase in spine volume was medstor each stable spine of a segment 5 min
before and 45 min after cLTP induction, and medm@neases were calculated per transfected neuron.
The boxplot shows the distribution of median inee=ain neurons transfected as indicated (n=8-9
neurons per condition, 50-100 spines per neuroay.: Vector expressing GFP alone. The spines of
control neurons were significantly expanded afteéfR induction (p=0.0075, Wilcoxon one-sample
test). The increase was abolished by Chmp2b knowkyd(*p=0.011 compared to control), and
reinstated by expression of Chmp2b* (p=0.336).

(C, D) Hippocampal neurons were transfected dbBwith the indicated plasmids, then cLTP was
induced as in (A). mMEPSCs were recorded beforeaditsdl cCLTP induction by patch-clamp in the
whole-cell configuration. (C) Sample traces obtdibefore and after cLTP in neurons transfected as
indicated. (D) The histogram shows the relativeeptiition of mMEPSCs, compared to the mean
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amplitude before cLTP (n=5 neurons per conditi@tted line, 100% of basal amplitude (mean
mMEPSC amplitude before LTP). LTP was abolishedCinmp2b-deprived neurons (*p=0.033
compared to control) and rescued by expressiorhaig2b* (p=0.4).

Table 1. ESCRT-III subunits and post-synaptic scaffld proteins detected by mass spectrometry

of the synaptic Chmp2b-containing complex

Gradient-purified synaptoneurosomes were lysed@Cuffer and fractionated by gel filtration. The
HMW fractions were pooled and immunoprecipitatedthwianti-Chmp2b or control IgG.
Immunoprecipitates were analyzed by LC-MS/MS. Faxheprotein, the table gives the total number
of protein-derived peptides (spectral counts) asemi-quantitative estimate of relative protein
abundance. The number of unique peptides was aguhk spectral count for all proteins shown.
Spectral counts are also given for the same pidientified in an independent immunoprecipitate
prepared from total synaptosomal lysate (right ewiy Note the consistency of Chmp spectral counts
between experiments. Proteins in the table werectkxl in a total of three immunoprecipitation

experiments.
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Figure 1
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Table 1

Spectral counts (IP HMW cplex) Spectral counts (IP lysate)

Protein name Accession Anti-Chmp2b IgG  Control IgG Anti-Chmp2b 1gG Control IgG
CHMP2B F1M8B7_RAT 2 0 2 0
CHMP2A B2RZB5_RAT 8 0 <+ 0
CHMP4B D4A9Z8_RAT 12 0 14 0
CHMP6 D3ZDR2_RAT 3 0 3 0
CHMPS CHMP5_RAT 3 0 4 0
CHMP1A D4AE79_RAT 4 0 4 0
CHMP3 CHMP3_RAT 8 0 3 0
ALIX PDC6I_RAT 10 0 2 0
GLUN2B NMDE2_RAT 2 0 10 0
PSD-95 DLG4_RAT 3 0 26 T
SHANK1 SHAN1_RAT 5 0 7 0
HOMERH1 HOME1_RAT 6 0 11 3
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SUPPLEMENTARY DATA

Fig. S1Specificity of Chmp2b and Chmp4b antibodies

(A) HelLa cells were transfected using either a rgiRNA, a Chmp4b-depleting siRNA, or a
plasmid expressing Chmp4b. Transfected cell lysatre analyzed by Western immunoblotting with
anti-Chmp4b antibody (Abcam ab105767). Actin wasduas a loading control. The RNAi-induced
decrease in the endogenous Chmp4b band is modmratpecific, supporting the identification of
this band.

(B) Immunoblotting of recombinant MBP-tagged Chmpaid Chmp4b (5 ng) showing that the
polyclonal antibodies against Chmp2b (Abcam ab33and Chmp4b (ab105767) do not cross-react.

(C, D) Chmp2b immunoreactivity was revealed by itmenunoperoxidase method in (C) a frontal
section of the brain of a 5 week-old wild-type (Wtpuse, or in (D) an equivalent section of a siplin
Chmp2b Knock-down (KD) mouse.

(E) Chmp2b immunoreactivity detected with a différeantibody (monoclonal, Covalab) shows

similar distribution, but with weaker staining insgty.

(F) Electron micrographs showing immunoreactivily €hmp2b in the stratum radiatum of wt and

KD siblings, after pre-embedding labeling.

(G) Quantitation of immunogold labeling in the sira radiatum of wt and KD siblings. The density

of gold particles in the three neuronal compartménimuch lower in the KD animals (p<-f0n =3

animals per genotype).

Fig. S2. Expression and localization of Chmp2b isaurons

(A) Cultured mouse cortical neurons were lysedaaious stages of maturation, and equal amounts of
lysate protein were analyzed by immunoblotting wita indicated antibodies. PSD-95 was used as a

marker for synaptogenesis.

160
Résultats



(B) Top: dendritic segment dually stained by artiin@h2b and anti-PSD95 (see Fig.2). Bottom: same
after randomization of Chmp2b staining pattern. Tdwerelation coefficient (r) between actual
Chmp2b and PSD-95 staining intensities is muchérigp=0.000) than the mean r value generated by

randomized Chmp2b patterns.

(C) Electron micrograph showing a synapse in ai@eaf mouse hippocampus subjected to post-
embedding immunostaining with anti-Chmp2b antibddynunogold particles are visible on the edge
but not the center of the PSD.

Fig. S3. Association of Chmp2b with large supramotailar complexes

(A) Homogenates prepared from rat cortical neurbngulture (21 DIV) were fractionated and

fractions analyzed as in Fig. 4A.

(B) Synaptoneurosomes were solubilized with théceteéd detergents, then centrifuged at high speed.
The resulting supernatants and pellets were ardlygémmunoblotting with the indicated antibodies.
(C) Monomeric recombinant His-tagged Chmp2b wasitated with either 1% Triton X-100 or 1%
DOC, then fractionated by size-exclusion chromaphy on a Sephacryl S-300 column. Fractions
were analyzed by immunoblotting with an anti-Hig tantibody. DOC did not cause detectable
aggregation of monomeric Chmp2b. The elution peatksynaptic Chmp2b-containing fractions

resolved on the same column are indicated for eafe.

(D-E) Quantitation of Chmp2b in synaptoneurosom@3) The indicated amounts of purified
recombinant MBP-tagged Chmp2b and of total synapimzsome protein were analyzed by
immunoblotting with anti-Chmp2b antibody. (E) Baintensities were measured by densitometry and

the proportion of Chmp2b in synaptic protein wasested from the standard curve.

(F) Synaptoneurosome extracts were immunoprecagoitatith anti-Chmp2b antibody or control IgG.
The immunoprecipitates and the unbound fractioneevemalyzed by immunoblotting. Most of the

synaptic Chmp4b co-precipitated with Chmp2b.

Fig. S4. Characterization of Chmp2b shRNA and Chmpl mutants used in rescue experiments
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(A) N2A cells were transfected with the indicatesimbinations of RNAi-inducing plasmids and
rescue plasmids (see Methods). The cells were Ilgsellanalyzed by immunoblotting with anti-
Chmp2b antibody.

(B) HEK-293T cells were transfected with Flag-tagigghmp4b plasmid, alone or together with HA-

tagged ChmpZWT or Chmp2t|$19’22’26p.‘ Anti-HA immunoprecipitates prepared from the

transfected cells were analyzed by immunoblottiit anti-Flag or anti-HA antibodies.

(C) HelLa cells were co-transfected with HA-taggdrn‘r(DZk;NT or Chmp2t|$19’22’26Atogether with
Chmp4b-Flag. Cells were stained by dual immuno#isoence with anti-HA and anti-Flag antibodies,
then imaged by confocal microscopy. Insets: higlymifecation of the boxed regions. Scale bars: 20
pm.

(D) HEK-293T cells were transfected with Flag-tagg@hmka\)NT or Chmp2|54D/F5D. The
transfected cells were homogenized, the membranan@ cytosolic (S) fractions were separated by
centrifugation, and equivalent volumes of homogesatere analyzed by immunoblotting with anti-

Flag antibody.

Table S1.Plasmids and constructs used in this study.

Table S2.Antibodies and dilutions used in this study.

Table S3 Protein species identified by mass spectrometry o€hmp2b immunoprecipitate
derived from the synaptic HMW complex. 428 candidate proteins detected in the sample were
filtered as described in Materials and Methoddgdymg a list of 134 proteins. SC: spectral cousts{

off 2); SSC: specific spectral counts (unique pigs); SC 2B / SC Control: ratio of spectral counts
between specific and control immunoprecipitationt@ff 5). “2B only” : no peptides in control IP.
Red color: ESCRT-III proteins; green: actin cytdeken and associated proteins; blue: post-synaptic
scaffolds. Green background codes for higher enrgtt in the immunoprecipitate. Grey background:

SSC number insufficient for positive identification

Video. Animated 3D view of the reconstructed spineion BE.
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Figure S1

anti-Chmp2b
— | anti-Chmp4b

anti-Chmp2b

S —

——— | 2 ti-ACtin

8 2 2 » °

Jwrl/sajone,

Axon terminal

Dendrite

Spin

163

Résultats



Résultats

Figure S2

A

T O
5 0 9 AN N
$$4AA
S QO

S —— | 20iti-Chmp2b

— - a— e | anti-Actin

- -! ! anti-PSD-95

PSD-95 vs Chmp2b

PSD-95 vs Randomized

164



Figure S3
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Figure S4
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Table S1

Plasmid name Technique Cloning sites Feature Tags Source
pIRES2-EGFP
pIRES2-EGFP-CHMP2B WT In-Fusion (Clontech) Xhol, Xhol RNA: res. C-+temm FLAG
pIRES2-EGFP-CHMP2B R19/22/26A  In-Fusion (Clontech) Xhol, Xhol RNA: res. C+emm FLAG
pBICMV3 Clontech
pBI-CMV3-CHMP2B WT In-Fusion (Clontech) BamHI, Hindlll RNAi res.
pBI-CMV3-CHMP2B R19/22/26A In-Fusion (Clontech) BamHi, Hindlll RNAi res.
pBI-CMV3-CHMP2B L4D/FSD In-Fusion (Clontech) BamHI, Hindlll RNAi res.
pSuper-mCherry (Belly et al., 2010)
pSuper-mChemry shRNA-CHMP2B Hindlll, Bglll (Belly et al., 2010)
pSuper-mCherry shRNA-GFP Hindlll, Bglll
pCDNA3.1-CHMP2B WT Topo (Life Technologies) C+erm HA
pCDNA3.1-CHMP2B R19/22/26A Topo (Life Technologies) C-term HA
pCDNA3.1-CHMP48 Topo (Life Technologies) C-term FLAG (Bodon el al., 2011)
Table S2
Dilution
Antibody Species Company (ref) IF WB
anti-CHMP2B rabbit poly Abcam (ab33174) 500 10000
anti-CHMP4B rabbit poly Abcam (ab105767) 500 2000
anti-Alix rabbit poly Covalab (ab0204) 6000
anti-PSD95 mouse mono NeuroMab (73-028) 200 4000
anti-GluN1 mouse mono Synaptic Systems (114011) 200 4000
anti-Synaptophysin mouse mono Merck Millipore (MAB5258) 10000
anti-HA mouse mono Cell Signaling (2367) 200 5000
anti-HA rabbit poly Sigma-Aldrich (HB208) 5000
anti-Flag mouse mono Sigma-Aldrich (F3165) 1000 10000
anti-Flag rabbit poly Sigma-Aldrich (F7425) 1000 5000
anti-Actin mouse mono Millipore (MAB1501R) 20000
anti-Tubulin mouse mono gift from A. Andrieux's lab 20000
anti-Pan MAGUK mouse mono NeuroMab (75-029) 4000
anti-GluN2B mouse mono NeuroMab (75-097) 4000
anti-GluR2 mouse mono Millipore (MABNT1) 5000
anti-Shanklll rabbit poly Santa Cruz (30193) 1000
anti-Homer mouse mono Santa Cruz (17842) 2000
anti-mouse HRP goat polyclonal Jackson (115-035-166) 20000
anti-rabbit HRP goat polyclonal Jackson (115-035-044) 20000
anti-mouse Alexad488  goat polyclonal Molecular Probes (A-11028) 1500
anti-mouse Alexa594  goat polyclonal Molecular Probes (A-11032) 1500
anti-mouse cyas goat polyclonal Jackson (115-175-146) 1000
anti-rabbit Alexad88 goat polyclonal Molecular Probes (A-11034) 1500
anti-rabbit Alexa594 goat polyclonal Molecular Probes (A-11037) 1500
anti-rabbit cyaS goat polyclonal Jackson (111-175-144) 1000

Table S3

Table S3.xls

Video $1

Video S1.avi
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3. Purification d’interacteurs synaptiques de CHMP2B

3.1. Objectif et démarche expérimentale

La machinerie ESCRT-IIl est connue pour s’asseméleniveau de divers substrats
membranaires, chez les mammiferes (membrane ilitiadees et membrane plasmique),
pour participer a des processus cellulaires bistindts. Chaque mécanisme faisant intervenir
ESCRT-IIl nécessite, de fait, la présence d’intenais spécifiques capables de recruter les
sous-unités au niveau ou la déformation doit aeir et de protéines régulatrices capables de
contrbler finement la polymérisation du complexepéndant peu de partenaires (hors sous-
unités entre elles) ont été identifiés et leur Bact reste le plus souvent a déterminer. Nous
pouvons lister les protéines Alix, Tsgl01, Cep5pasdin, AMSH, Vps25, ARRDC, Gag,
MITD1, CC2D1A Vps4A et Vps4B. En ce qui concerneslaus-unité CHMP2B, seules
CHMP3 (Tsang et al., 2006 CHMP2B lui-méme, et les ATPases Vps4A et Buthell-
Brereton et al., 20Q&ont reconnus comme des interacteurs directs.

Plusieurs hypotheses demeurent concernant lesmtygfonements cellulaires causés par la
mutation du genehmp2hb qui conduisent a la mort neuronale dans la FoRi¢ité liée a une
perturbation de l'autophagiéde et al., 200)/ blocage de la fusion entre endosomes tardifs et
lysosomes (rwin et al., 201}, altérations morphologiques et fonctionnelles épines
dendritiques Belly et al., 201)). Ces processus cellulaires correspondent sigsdonctions

en marge de ce qui est connu pour CHMP2B et le m@pESCRT-III (phénomeénes de
fusion/fission sur d’autres compartiments intradelres), soit & une nouvelle fonction, non
encore décrite (morphogénese de la membrane plasmidans le cas des épines
dendritiques). Toute l'interprétation de ces dystmmnements a été faite, jusqu’a présent,
par I'extrapolation des travaux réalisésvitro et sur la levuréSaccharomyces cerevisiae
Cependant, les mécanismes moléculaires potentiefieaitérés par les mutants de CHMP2B
restent obscurs. Un des enjeux majeurs, dans lprémnsion de la FTD-3, est donc de
déterminer quelles sont les voies de signalisatonassemblages moléculaires auxquels se
rattachent CHMP2B et le complexe ESCRT-IIl dansnegrones.

Au cours de ce travail de these, nous avons pnsdbleme concernant CHMP2B dans ce
sens-la. Au lieu de nous concentrer sur les peationis causées par les mutants, nous avons
cherché a comprendre quel pouvait étre le roleadprétéine CHMP2B sauvage dans les
neurones. Les résultats présentés jusque-la, aangnuscrit, suggerent que CHMP2B fait
partie d’'un complexe de haut poids moléculaire dasssynapses et que la protéine est
impliquée dans des phénomeénes liés a la plastimt@hologique et fonctionnelle des épines
dendritiques. Nous émettons [I'hypothése que cettetéime puisse jouer un réle
morphogénétique direct au niveau de la membranesyoaptique. Afin de vérifier cette
hypothése et de comprendre a quel(s) mécanismegdcataires connu(s) se rattache
CHMP2B, nous avons recherché biochimiquement seter@ares protéiques dans les
synapses. Pour cela, nous avons combiné differapm®ches de chromatographie d’affinité
avec une analyse des échantillons en spectrontigrieasse MS/MS (collaboration Yohann
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Couté, equipe EDyP, CEA, Grenoble). Les expériemtmsmunoprécipitation et de pull-
down ont été réalisées a partir de synaptosomefiégual partir de cerveaux de rats adultes.
Nous avons également tenté d’améliorer la spétdfide notre analyse en réalisant des
immunoprécipitations a partir de synaptosomes d#&riscknockdown et sauvages pour
CHMP2B (don généreux de Adrian Isaacs, MRC, Londfelsazi-Noori et al., 20D}

3.2. Immunoprécipitation(s) de CHMP2B a partir de synaptosomes de
rat

3.2.1. Mise au point des conditions d’IP

Nous avons tout d’abord recherché les meilleuresliitons pour pouvoir immunoprécipiter
CHMP2B, a partir de synaptosomes de rat. Les sgsapies ont été solubilisés dans un
tampon classique pour les immunoprécipitations 8@ Tris ; 150 mM NaCl) contenant
différents détergents de stringence croissantetotaité de la sous-unité CHMP2B a été
extraite des membranes synaptiques apres traiteament1% de déoxycholate (DOC) a pH
9,0 ou 1% de SDS. En utilisant des détergentsgus (TritonX-100 et n-Dodecyl-beta-D-
Maltoside), une fraction substantielle de CHMP2B restée insolubleHgure 42A. Nous
avons opté pour la solubilisation en 1% DOC a p®l dui présentait 'avantage d’extraire
massivement CHMP2B, ainsi que d’autres protéinescises a la densité post-synaptique,
comme la sous unité GIuN1 du récepteur NMDA. Il blEmait que cette solubilisation
préserve les interactions intermoléculaires de CEBIFcomme I'a montré la purification
d’'un complexe de haut poids moléculaire contenaitecprotéine, dans ces conditions

( )

Nous disposions de deux anticorps polyclonaux g lapécifiques de CHMP2B (ab33174
de la société Abcam et anti-CHMP2B que nous avaneldppé en collaboration avec la
société Covalab). Ces deux anticorps étaient capablimmunoprécipiter CHMP2B
endogene a partir de cellules en culture. Afin aeirtler le bruit de fond associé a I'élution
des IgG de maniere concomitante avec les échamgjlloous avons couplé de maniere
covalente les anticorps sur des billes de protAisepharose ou magnétiques. La coloration
au nitrate d’argent a mis en évidence la préserdeaddes spécifiques dans les échantillons
d'immunoprécipitation (IP) de CHMP2B, par rappor eontrole, et cela pour les deux
anticorps utilisésKigure 425. La coloration a I'argent n’a pas permis de visea de bandes
correspondant a CHMP2B (sur la base du profil dgraion de la protéine en SDS-PAGE).
Nous avons donc vérifié le rendement de I'lP pasidém-Blot. L'élution a la glycine acide
n'a permis de récupérer que 9% du CHMP2B synapfigugire 42C et . Nous avons émis
I'hypothese que ce faible rendement pouvait pravehine difficulté a éluer CHMP2B des
anticorps de haute affinité. En effet, une élutitams du tampon Laemmli 1,5 X bouillant a
augmenté le rendement d’immunoprécipitation jus@3% (igure 42D et [k
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Figure 42. Mise au point des culitions expérimentales pour 'immunoprécipitatid@ CHMP2B a partir ¢
synaptosomes de cerveau de rat.

(A) Solubilisation de CHMP2B a partir des synaptoss. Les synaptosomes sont traités avec un te
d’extraction (50 mM Tris pH 7,4 ; 150 mM NacCl) tenant différents détergents, listés sur la padieche
Aprés centrifugation a 20 000 x g, le culot etrkcfion soluble sont déposés en équivalent volumgel SDS-
PAGE et analysées par Western-Blot avec les apsdodiqués$ynapto: Synaptophysine).

(B) Immunoprécipitation de CHMP2B a partir des paomes. Les synaptosomes sont solubilisés d.
tampon d’extraction contenant 1% de DOC a ph 985 pentrifugés a 2000 x g. La fraction soluble «
incubée avec des billes de protéine(rAagnétiques ou de sépharose), préalablement esuplé manie
covalente avec des anticorps polyclonaux @miMP2B (Abcam ou Covalab) ou des IgG de lapin
spécifiques. Apres lavage, les protéines précipisdmt éluées avec 100 mM de glycine pHe2.&8nalysées s
gel SDS-PAGE coloré au nitrate d'argent.

(C) Analyse en Western-Blot de I''P a@HMP2B (billes magnétiques et anticorps Abcam) syglation ave
100 mM de glycine pH 2.5.

(D) Analyse en Western-Blot de I'lP anti-CHMP2BIg$ magnétiges et anticorps Abcam) aprées élution :
du tampon Laemmli 1,5 X, suivi d'une ébullition gemt 10 min.

(E) Histogramme représentant le rendement desoakutavec 100 mM de glycine ou du Laemmli 1,5 X.
quantifications de densitométrie des bandes orefé¢étuées avec ImageJ.

Cette approche nous a permis doptimiser les cmmdit expérimentales de cette
immunoprécipitation, en vue d’analyser les échlam# par spetrométrie de masse. Nous
avons opté pour l'utilisation de I'anticorps polyohl d’Abcam couplé de maniere covalente a
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des billes de protéine A magnétiques. L'élutiorLaemmli semblait également plus adaptée,
car elle améliorait le rendement d’élution sansnaegfer le bruit de fond et sans détacher les
IgG couplées aux billes magnétiques.

1.1.1. Analyse protéomique par spectrométrie de masse

L'identification des protéines co-précipitées agd¢MP2B a été effectuée par spectrométrie
de masse (collaboration Yohann Couté, équipe EDYBA, Grenoble). Pour chaque

expérience, la composition de I'échantillon d’'lRi&CHMP2B a été comparé a celle d’'un

échantillon controle (IP avec des IgG de lapin spécifiques de I'antigene). Les partenaires
potentiels ont été identifiés en mesurant le rapgornombre de peptides spécifiques d’'une
protéine donnée entre I'échantillon d’intérét etdmtrdle. Nous avons effectué trois analyses
protéomiques successives afin de valider la remtdullité de nos expériences et d’exclure un
maximum de faux positifs, qui sont une conséquelecéa grande sensibilité des techniques
modernes de spectrométrie de masse (MS). Mémetsclhmique de MS utilisée n’est que

semi-quantitative, la reproduction des expérienmmss a permis d’isoler les partenaires les
plus probables, c’est a dire ceux qui possedgpiukegrands nombre de peptides spécifiques.
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Figure 43.Complexité apparente des échantillons analysépexniremétrie de masse.

(A, B, C) Gels SDS-PAGE colorés au nitrate d'argemttant en évidence les protéines spécifiquement c
précipitées par I'anticorps antiHBAP2B. L’astérisque indique la bande supposée spamrdre a CHMP2|
Pour chacune des trois expériences, un échantlléhanti-CHMP2B et un échantillon d’'IP contrble ont
analysées en spectrométrie de masse.

Les améliorations suivantes ont été apges au protocole d'immunopurification afin de dimer le bruit d
fond : (B) pré-adsorption préalable sur des bibesiplées a des anticorps non spécifiquéS) idem -
purification préalable du complexe protéique coatanCHMP2B sur une colonne de rematographi
d’exclusion de taille (Sephaclyl 30 HR). Les lavages du (C) sont effectués aveccaneentration croissat

de NacCl (jusqu’a 500 mM).

Tout en restant dans des conditions d’extractioimndunoprécipitation et d’élution
similaires, nous avons effectué certaines optingisatséquentielles, afin de diminuer le bruit
de fond. La complexité apparente des échantillotupurs été veérifiée, au préalable, par
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coloration d'un gel SDS-PAGE au nitrate d’argenanalyse #1 figure 43A correspondait
au protocole de base présenté précédemment. Nous au observer que la pré-incubation
des échantillons sur des billes porteuses d’'lgG spécifiques permettait de diminuer
significativement le nombre de protéine éluées dansontréle ; analyse #Zigure 43B.
Pour l'analyse #3, deux améliorations supplémesgaimt été apportées. Les synaptosomes
solubilisés ont été d’abord purifiés sur une cotde chromatographie d’exclusion de taille
(Sephacryl S-300 HR, GE Healthcare). Seules lagidras 18 a 21 (34 a 42 mL d’élution),
qui correspondent au CHMP2B sous forme de complesie ), ont été
poolées et soumises a I'IP. L'IP et les lavages éiat effectués dans des conditions plus
stringentes (250 mM de NaCl au lieu de 150 mM pdRret jusqu’a 500 mM de NaCl pour
les lavages). La diminution du nombre de bandes tatémoin, comme dans I'lP CHMP2B,
semble traduire une plus grande spécifidii§(re 430.

1.1.2. Partenaires identifiés

L’analyse en spectrométrie de masse est tres semtides milliers de partenaires potentiels
ont été identifiés dans nos échantillons. Afin daywmir comparer les 3 expériences effectuées
et donc d’isoler les partenaires les plus signifieement représentés nous avons filtré les
résultats. Les paramétres s’inclusion et d’exclugiot été basés sur le rapport du nombre de
spectres spécifiques (SSC : « specific spectrahtamy ») pour une protéine donnée, entre
I'échantillon d’IP 2B et I'’échantillon contrdle.

1. inclusion si §5C,5= 2

inclusion si prot. présente dans au moins 2 exp.

. S5C; -
et si—=2£ > 5 dans au moins une exp.
S5Cerrt

51 Protéines

Figure 44. Une proportion significative des protéines sonhidees dans au moins deux expériences.

Un double tri, basé sur les valeurs de SSC a &éteé parmi la liste des protéines identifiéesurRehaqu
expérience seules les protéines avec un,$SSSGC;, et un SSg; brut> 2 (1). Ensuite nous avons détern
quelles protéines étaient redondantes en listalidéscgui étaient présentes dans la liste d’au maies)
expériences et qui possédaient un rapport,FSSCy > 5 dans au moins une des expérience.
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Pour chaque expérience, nous avons appliqué unigrdifire et sélectionné les protéines
ayant un SSg > SSGy et un SSgg brut> 2 (Figure 44. Nous obtenons 107 protéines pour
lanalyse #1, 225 pour I'analyse #2 et 148 poundlgse #3. Nous avons ensuite analysé la
redondance des protéines dans les 3 expériences. ptatéines considérées comme
redondantes sont celles qui ont été identifiéess dan moins deux expeériences et qui
possedaient un rapport SSESGy > 5 dans au moins une des expérienees.fe 49. Ces
critéeres d’inclusion assez larges nous ont perrissldr 51 protéines que nous considérons
comme co-précipitées de maniére reproductible &dbMP2B. Ces protéines, ainsi que le
nombre de peptides associ€, sont listées danshleau 8

De maniére intéressante, les protéines co-préemies plus significativement représentées
ont pu étre classées en plusieurs groupes fonei®rmu grandes familles de protéines. Les
protéines de la famille ESCRT et en particuliere® dous-unités du complexe ESCRT-III ont
été co-précipitées dans les 3 expérieneesu(e 45. Un autre groupe fonctionnel (25% des
protéines co-précipitées;igure 454 concernait des protéines associées au cytostpielet
d’actine. Ces protéines sont toutes impliquées tilamemodelage du cytosquelette d’actine
requis pour divers mécanismes d’adhésion, de nograt de maintien de l'architecture
cellulaire. Parmi ces protéines, nous pouvons risdes protéines de coiffe de l'actine
(Capznl, Capa2 et CapB), des membres du complexe Arp2/3 (Arp2, Arp3, FZIB) et de
deux de ses activateurs, les complexes WASH (soiiésuCapZ) et WAVE (Cyfip2)Higure
45B). En ce qui concerne les protéines spécifiquenmmmaptiques, la liste contient
majoritairement des membres de la partie post-synap (18% des partenaires potentiels).
Nous retrouvons des sous-unités du récepteur NMGKWN1 et GIuN2) et des protéines
d’ancrage (Shankl,lIl,Ill et Homerl). En revanche ple protéines interviennent directement
dans le remodelage des membranes intracelluldrgsafninl, AP3, Vesicle Fusing ATPase,
Septin2).
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Tableau 8.Nombre de peptides spécifiques identifiés pouguabagrotéine

IP contréle | IP CHMP2B | IP contrle | IP CHMP2B | IP contréle | IP CHMP2B

CHMP2B 1 3 2 2
CHMP2A 7 4 8
CHMP4B 1 9 14 12
CHMP6 1 3 3
CHMP5 3 4 3
CHMP1A 5 4 4
CHMP3 4 3 8
ALIX 2 10
VPS25 2 2
SNF8 2 4
ARP3 5 1
ARP2 4 1 5 2
p20 2 4 1 1 3
p16 5 1 2
CapZ alphat 5 1

CapZ alpha2 2 12 2 5 3
CapZ béta 1 10 2 6 6
Béta Adducin 6 6 3 11 1 4
Spectrin béta2 64 174 32 86 1 33
Synaptopodin 9 11

Alpha Actinin 1 1 13 5 3
Drebin 3 20 2 1 5
Cyfip2 7 4
PSD95 1 12 Z 25 3
GluN2 1 10 2
GIuN1 10 3

SHANK1 2 7 ¥4 5
SHANK2 6 9

SHANK3 ] 12 15 1
Homer1 10 16 3 11 6
Gephyrin 5 17 7 8 5
CAMKIl gamma 2 4 2 3 4
MYO 6 11 11 9
MYO 8 Bl 54 23 1 6
MYO1D 25 7
Myh14 12 8 2
Dynamin 1 1 6 11 3 26
Vesicle-fusing ATPase 6 8 40 2 16
Septin2 3 47 2 9 7
AP3 11 18 1 12
PKC béta 9 2
DCLK1 8 3
dynein 1 2 71 1 5
KIF2A 1 7 4
GAP junction alpha1 1 13 7 44 29
AGAP2 2 7 3
UBL4A 12 10
WDR7 25 10
HXK1 2 9 9
FAS 20 11
BAGSE 5 4 35

Les valeurs présentées correspondent aux speptesigues mesurés pour chaque protéine (valeuSSig
« specific spectral counting). Les protéines listi&g ont un rapport de SSQerieur a 5 entre le I'lP 2B et
contrdle, et ce dans au moins deux des trois agmlgmlisées.

Résultats
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= Famille ESCRT

= Remodelage du cytosquelette d'actine

= Protéines post-synaptiques

= Myosines

= Remodelage membranaire (hors ESCRT)
= Autres

ESCRT Complexe
ESCRT-lII

. . . Protéines
ESCRT-II . . . . post-synaptiques

. ' \_ s,.,-m Remodelage

- PZB de l'actine
Remodelage il ) .
membranaire .
Myosines . . .

Complexe WASH

Complexe
ARP2/3

Figure 45. Les partenaires de CHMP2B peuvent étre classésapes fonctionnels ou grandes famille:
protéines

(A) Les protéines du tableau 8 sorasgées en fonction des groupes fonctionnels auxeglles appartienne
La majorité des protéines identifiées (63%) seseas dans 3 groupes fonctionnefamille ESCRT (20%
cytosquelette d’actine (25%), récepteurs et pregid'ancrage spécifiques de la psatapse (18%). Peu
protéines identifiées sont directement impliquéassde remodelage des membranes intracellulaifé (8
(B) Vision détaillée des différents groupes. Lemptexes protéiques connus sont indiqués en glisseien:
entre protéines correspondent aux interactions validées la littérature. Nous pouvons distinguer legiexe
ESCRT-III (7 sous-unités), et les complexes de datage du cytosquelette WASH et ARP2/3.
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1.1.3. L’analyse des échantillons par Western-Blot confirme certains
des résultats de spectrométrie de masse

Pour confirmer les résultats de spectrométrie desmanous avons analysé les échantillons en
Western-Blot, en utilisant des anticorps spécifiqde certaines des protéines listées dans le
Tableau 8Les anticorps anti-CHMP4B et anti-Alix ont confié que la famille ESCRT était
spécifiguement associee a CHMP2Bo(re 46A. En se basant sur l'intensité des bandes
dans l'input, il est intéressant de noter que lasiiotalité du CHMP4B synaptique semble
associée avec CHMP2B. En ce qui concerne les pegt&@ynaptiques, le bruit de fond a été
plus important, comme l'ont traduit les bandes apmbantes observées, avec certains
anticorps, dans la piste controlequre 468. Il est donc plus difficile de conclure pour des
protéines comme GIluN1, Shanklll ou PSD-95, mémaelasis I'ensemble lintensité des
bandes est beaucoup plus importante dans I'écleentillP CHMP2B que dans I'échantillon
témoin. En revanche, nous avons pu confirmer lkagtas de MS en ce qui concerne Homerl
et la sous-unité NR2B du récepteur NMDA.

A B
S8 S8
SR SRR
e |anti-CHMP2B === |anti-CHMP2B

— - | anti-CHMP4B R == |anti-GluN2B

= 1 anti-Alix wow v wmm | anti-GIluN1

o anti-Vps25 .— == | anti-Homer
- - = | anti-PSD-95
m— — | anti-Shanklll
@ — anti-PanMAGUK
-— anti-GluR2
-_— anti-Spectrin a2
— anti-Actin

Figure 46. L'analyse en Western-Blot des échantillons d’IPfrare les résultats de spectrométrie de masse.
(A, B) Analyse en Western-Blot des échantillonsPddnti-CHMP2B et conble. Les protéines d'intérét s
immuno-détectées avec les anticorps spécifiqueguad. L'association de CHMP2B avec CHMPdBAlix es
validée (A). En ce qui concerne les protéines pgaaptiques (B), I'enrichissement de NR2B et Honaafh:
les échantillons d’'IP anti-CHMP2B est confirmée.

Tous ces résultats confirment que CHMP2B est Spéeifnent associé a des sous unités du
complexe ESCRT-IIl dans les synapses. A notre desaace, c’est la premiere fois qu’un
complexe ESCRT-IIl endogéne a pu étre isolé bioapuement. CHMP2B ne semble pas
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associé avec des protéines du trafic et du remgelelas compartiments intracellulaires. Au
contraire, elle précipite préférentiellement aves drotéines d’ancrage et des récepteurs post-
synaptiques, ainsi que des protéines associéeg@quelette d’actine et impliqguées dans des
phénomenes de remodelage de la membrane. Ces ddrinékimiques sont en accord avec
la localisation ultrastructurale de CHMP2B en plé¢ipe de la PSD /( ). Elles

suggerent qu’un complexe ESCRT-III contenant CHMR@RB: un réle structural au niveau
des épines dendritiques, en coopération aveclégsdnts d’actine et ses régulateurs.

3.3.Chromatographie d’affinité (pull-down)

Dans le but de confirmer les résultats de co-imrpuigpitation, nous avons mis en place
une autre technique de chromatographie d’affin@télle-ci est basée sur l'utilisation de
protéine CHMP2B étiquetée avec une séquence pgiidiiie en Cter et produite de maniéere
recombinante en bactérie. Coli. Vu la tendance prononcée de la protéine CHMP2B
concentrée a former des agrégats, afin d’obteniageotéine monomérique, les extraits de
bactérie ont été dénaturés dans un tampon cont8Madturee, CHMP2B a été purifiée par
affinité sur des billes de Sépharose Talon®, plige renaturée par dilution de l'urée et
immobilisée a nouveau sur les mémes billes.

Une expérience de pull-down réalisée a partir ddMEBB WT immobilisée a permis de fixer
spécifiguement des protéines provenant d’'un exti@isynaptosomes de ratiure 47A et
B). L'analyse comparative de la composition protéiges échantillons GFP et CHMP2B, en
spectrométrie de masse, a donné des résultatesarnps. En effet, nous n’avons pas retrouvé
de sous-unités du complexe ESCRT-IIl dans nos édbas, alors que ces protéines étaient
représentées de maniere tres reproductible dansmiesinoprécipitations anti-CHMP2B.
Parmi les protéines isolées en IRilfleau Y, seules quelques-unes, comme la protéine Alix
ou des membres du complexe CapZ, se sont siginicaént fixées a CHMP2B (liste
compléte dans leableau ).
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Figure 47. Une version recombinante de CHMP2B piége spécifitpre des protéines prenant d’un extra
de synaptosomes.

(A) Gel SDSPAGE coloré au nitrate d’argent mettant en éviddaseprotéines d’'un extrait de synaptosa
qui s’associent a CHMP2B dans une expérience dedpuin. De la protéine CHMP2B recombinante, étiqt
en Cter par une séquence hexa-histidine (CHMP2B-Hisde la GFRHis, en contrble, sont produites
bactérie et puis dénaturées, purifiées et renaubfiig de protéine recombinante sont ensuite intisédh su
des billes de sépharose Cobalt Talon. Un exti@isynaptosomes (1% DOC, pH 11,0) est incubé subilles
et apres lavages, les protéines sont éluées datemghon Laemmli 1,5 X. Les astérisques correspdnae:
protéines CHMP2B-His et GFP-His co-éluées.

(B) Gel SDS-PAGE identique, mais coloréldeu Coomassie, indiquant que les quantités relatile protéine
recombinantes CHMP2B-His et GFP-His immobiliséadesibilles.

(C) Expérience identique a (A) avec immobilisatia protéine recombinante « full-lengthou tronquée ¢
Cter (1-153). Lapartie droite correspond a un agrandissement derla encadrée. Notez la présence de b
différentielles entre les deux conditions.
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Tableau 9.Nombre de peptides spécifiques identifiés pougubagrotéine

o[

ALIX 2 Un double tri, basé sur les valeurs de SS€été effectt
ARE 4 12 i la liste d téines identifiées. P i
CapZaipha 1 3 parmi la liste des protéines identifiées. Pour d
CapZ alpha 2 1 4 expérience seules les protéines avec un,$SGESCy, el
Beta Adducin 2 un SSGg brut> 2 (1). un rapport SS&/SSG,; > 5dans a
Alpha Actinin 1 1 6 . L.

Cyfin2 5 moins une des expérience.

PKC béta 4

Les sous-unités ESCRT-III existent sous deux comdtions, une conformation inactive, dite
fermée et une conformation active, dite ouveitejdrek et al., 2009; Shim et al., 2Q00La
conformation fermée est stabilisée par des interasintramoléculaires entre la partie Cter et
le ccoeur de la protéine. Ces interactions intranud@®s empéchent notamment
I'oligomérisation des CHMPs et l'association sus lenembranes. Pour vérifier si la
conformation de CHMP2B pouvait avoir une influersce la capacité de la protéine a piéger
des interacteurs en pull-down, nous avons réaisaédme expérience en utilisant une forme
constitutivement active de CHMP2B, tronquée en tosil53. De maniere intéressante,
'immobilisation de la forme activée a permis d'ebir un profil d’élution sensiblement
différent (Figure 470. Ces résultats suggerent que l'activation artfie de CHMP2B
favorise certaines interactions. A l'inverse cemal bandes sont absentes avec la forme
tronquée et semblent donc probablement dépenddatémtégrité de la partie Cter. Nous
pouvons donc envisager d’optimiser ce protocold'diliser des troncatures séquentielles de
CHMP2B, afin de déterminer les interfaces molécafaidirectement impliquées dans des
interactions avec des partenaires potentiels @scussion.

3.4.Immunoprécipitation a partir de cerveaux de souris knockdown
pour CHMP2B

Lors des analyses de spectrométrie de masse, lposition de I'échantillon d’intérét est
toujours comparée a celle d’'un échantillon témaim.choix d’'un bon contréle est donc un
élément primordial pour assurer la validité de fésience. Dans le cas des IP présentées plus
haut, le témoin correspondait a une IP réalisées de®m mémes conditions et a partir des
mémes extraits, mais en utilisant des anticorpsspaeifiques. Le probléme vient ici du fait
gue les anticorps utilisés sont différents et contgod leur propre bruit de fond associé, ce qui
se traduit par des faux-positifs en MS. Dans le daftfiner nos résultats de protéomique,
nous avons donc réalisé une expérience d'immunigiteoon a partir de synaptosomes de
souris déficientes ou non en CHMP2B.
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Figure 48. Immunoprécipitation a partir de souris déplétée€EiMP2B

(A) Analyse en WesterBlot de I'expression de CHMP2B dans des lysatsatgeau de souris sauvages (\
ou déplétées en CHMP2B (KD). L'expression résicdudé CHMP2B est de I'ordre de 20%.

(B) Gel SDS-PAGE coloré au nitrate d’argent metem#vidence les protéines co-précipitées dansdasti-
CHMP2B réalisées a partir de synaptosomes de ssamigages (WT) ou déplétées en CHMP2B (KD). Nad
peu de différence apparente entre les deux écloastilen termes de complexité.

(C) Analyse en WesterBlot de I'expérience (B), avec les anticorps indiguBien que la quantité de CHMF
immunoprécipitée soit réduite, le partenaire CHMRPd&e co-précipité au méme niveau.

Les cerveaux de souris knockdown (KD) et sauvai¢s) (été envoyés par Arian Isaacs
(UCL, Londres)Ghazi-Noori et al., 200)2Nous disposions de 3 couples de cerveaux, @ans |
but de reproduire I'expérience. L'analyse de desitty totaux de cerveau en Western-Blot a
indiqué que I'expression de CHMP2B est réduite @ &lans les souris knockdowiidure
48A). Nous n’avons pas observé de difference au nidEalda complexité apparente des
échantillons figure 48B. Cette similarité s’est traduite également aueaiv des résultats
d’analyse de MS. Nous n’avons pas pu détecter tférelice apparente entre les deux
échantillons. De maniére surprenante, la quangtéCHMP4B co-précipitée était la méme
pour le WT et le KD, alors méme que la quantitéCiMP2B est fortement réduit&ifure
480). Ces résultats suggerent que la quantité de CHEViRbsistant dans le knockdown
suffit & piéger tout le CHMP4B disponible. La ssukinockdown semble donc difficile a
envisager comme contréle dans la caractérisatiamthbhique du complexe contenant
CHMP2B. Il est important de noter qu’il n’existespde véritable knockout pour CHMP2B,
I'absence de la protéine étant probablement Iétalstade embryonnaire. Il serait intéressant
de développer un KO inductible pour pouvoir affidar caractérisation du réle de cette
protéine au niveau neuronal.
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En conclusion, I'ensemble de cette étude biochimigi protéomique a visé a mieux
caractériser le macro-complexe synaptique conte@iMP2B. Nous avons utilisé 3
approches de protéomique, couplées a une analyseédmntillons en spectrométrie de
masse. Les résultats obtenus indiqguent que CHMR2Bassocié a d’autres CHMPs pour
former vraisemblablement un complexe ESCRT-IIl. €'k premiére fois que ce type de
complexe a pu étre purifié et analysé biochimiquanigous avons également détecté qu’'une
large proportion des protéines qui co-préecipiteneca CHMP2B appartiennent a des
complexes de remodelage du cytosquelette d’acpaeticulierement impligués dans le
développement et le maintien de l'architecture aeale. Cette approche biochimique nous
donne des pistes en ce qui concerne le role foniode CHMP2B dans les neurones et
confirme I'hypothése d’un réle morphogénétique déMP2B au niveau de la membrane
plasmique neuronale, en particulier au niveau gae8. |l s’agira maintenant de déterminer
quel est ou quels sont les partenaires directsHR2B. Nous développons pour cela une
approche de pull-down en utilisant des formes tnéeg de CHMP2B, qui permettra
d’identifier les interfaces moléculaires impliguéelns les eéventuelles interactions.
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CHMP2B (charged multivesicular body protein 2B) @sé sous-unité du complexe ESCRT-
lll, un des composants de la machinerie protéiq®€ET (endosomal sorting complex
required for transport). Cette machinerie trées eorée est impliguée dans de nombreux
processus cellulaires qui impliquent tous le renege de membranes biologiques avec une
topologie bien particuliere (prise en charge destéimes a dégrader dans les endosomes
multivésiculés, abscission finale lors de la cytélse, bourgeonnement des virus a la surface
cellulaire, autophagie...). La composante ESCRTHissemble de maniere transitoire a la
surface des membranes et a pour fonction princigaleatalyser les phénomenes de courbure
et de scission membranaire.

Des mutations de CHMP2B sont associées a des raslagiurodégénératives comme la
démence frontotemporale (FTD). Certaines étudgsgsent que la FTD associée a CHMP2B
résulterait d’'une accumulation toxique d’autophagass (ee et al., 200)/ou d’'un blocage
de la dégradation des protéines de surface/i(l et al., 201\ Le travail d’Agnés Belly, au
laboratoire, a montré que les mutants pathogenagrgvun effet sur la maturation et le
fonctionnement des épines dendritiqué=l(y et al., 201). Dans la FTD, comme dans
d’autres maladies neurodégénératives, la mortlagkuest un événement tardif, souvent la
conséquence d’altérations plus fines du fonctioreremdes synapses. Sans remettre
totalement en question les résultats précédentss mpvoposons donc I'’hypothese que
CHMP2B et le complexe ESCRT-Ill puisse jouer unerdbnctionnel dans les épines
dendritiques.

/////

correspondent en réalité a plusieurs aspects comepl@ires d’'un seul et méme travail. Il
concerne 'étude du réle de la protéine CHMP2B etsds partenaires protéiques dans la
physiologie neuronale et en particulier le fonatiement des épines dendritiques. Il vise
également a mieux comprendre comment des déregienten fonctionnement de cette
protéine peuvent conduire a I'apparition de makdieurodégénératives.

Nous allons discuter, dans un premier temps, desltafés concernant la capacité de
polymérisation et de déformation membranaire desdas-unité CHMP2B. Nous nous
intéresserons, dans une deuxiéme partie a I'engedds résultats concernant I'identification
et le role fonctionnel du complexe ESCRT-III, ddas neurones. Nous finirons par une
conclusion générale de I'ensemble de ce travaihdse.
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1. Déformation de la membrane plasmique par la sous-unité CHMP2B

1.1. CHMP2B s’associe préférentiellement a la membrane plasmique

Le complexe ESCRT-IIl est connu pour s’associemdmiere transitoire a la surface des
membranes biologiques (membranes intracellulaireseenbrane plasmique). La dissociation
du complexe est assurée par 'ATPase Vps4. A lesaial, les sous-unités ESCRT-IIl sont
majoritairement solubles dans le cytosol. Nos tassiimontrent que I'extinction de Vps4A et
B induit une accumulation de complexes ESCRT camenrCHMP4B au niveau de
membranes intracellulaires. Au contraire, la pr@éiCHMP2B endogéne a tendance a
s’accumuler a la membrane plasmique. Ces donnékguant que CHMP2B posséde des
propriétés particuliéres au sein de la famille ESER en s’associant de maniére privilégiée
a la surface de la membrane plasmique, par ragportmembranes intracellulaires. Elles
suggerent que CHMP2B prend part a des assemblaggsgoes au niveau de la membrane
plasmique, qui sont capables d’étre dépolymériaéd/ps4.

1.2. CHMP2B se polymérise en filaments hélicoidaux

CHMP4 (A, B et C, chez I'humain) est la sous-unigntrale du complexe ESCRT-III.
Lorsqu’elle est surexprimée, elle s’associe massarg aux membranes intracellulaires, ainsi
gu'a la membrane plasmique, ou elle se polymérmes Sorme de filaments circulaires
(Hanson et al., 2008; Lin et al., 2005ia surexpression de CHMP2B a entrainé une
accumulation de la protéine au niveau de la mengb@asmique. Un certain nombre de
cellules transfectées émettaient également de é&ngu fines projections membranaires
remplies de CHMP2B, mais pas des autres sous-Uup8E€RT-IIl. L'analyse ultrastructurale

a montré que ces protrusions étaient des tubes deed00 nm de diamétre en moyenne, et
gue CHMP2B décorait I'intégralité de leur longueltes tubes étaient formés par des
filaments hélicoidaux trés semblables aux co-potgme&onstitués par CHMP2A et CHMP3
in vitro (Lata et al., 2008(visiblesFigure 315. La gamme de diametre et le pas de I'hélice
étaient identiques (32 A pour le pas). Nous pouansiéduire que CHMP2B est capable de
s’homo-polymériser en filaments et qu’elle est ¢dpale déformer la membrane plasmique
en de longs et fins tubes. C’est également uneifgjii@cde cette sous-unité, au sein de la
famille ESCRT-IIl. Bien que les autres sous-unigéssoient concentrées a la membrane,
lorsqu’elles ont été surexprimées, aucune d’ellasété capable d’induire de déformation
membranaire de cet ordre.

Aucune autre étude précédente n’avait révélé kadtion de tubes a la membrane plasmique
suite a une surexpression de CHMP2B ou de ses mytathogenesskibinski et al., 2005;
van der Zee et al., 20n&ette différence s’explique par le fait quepestéines utilisées dans
ces travaux portaient une étiquette en N-ter dertdéine. Or, nous avons montré que
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I'extrémité N-ter de la protéine est responsablel’idéeraction avec la membrane et son
intégrité est indispensable pour la formation désifations membranaires.

Filament de
CHMP2B
Membrane
plasmique v
Filament de
Cytosplasme CHMP4B

Figure 52. Les filaments oligomériques de CHMP2B dérment la membrane plasmique

Représentation schématique de l'ultrastructure tdbes membranaires formés par CHMP2B. CHMP4
concentre a la base des tubes et forme vraiserebiakt un filament circulaire. CHMP2B est le compd
majoritaire des tubes.a protéine s’assemble en un polymére hélicoidatamact étroit avec la membr:
plasmique.

Nous savons qu'ESCRT-III catalyse la déformatios deembranes et que certaines sous-
unités sont capables de former des filamémtgitro etin vivo. Il s’agit ici de la premiere
démonstration que les filaments ESCRT-III sont bégm de déformer la membrame
cellula. Des déformations de la membrane plasmique avaiéj été observées, en
microscopie électronique, dans des cellules CO8-famfectées avec CHMP4B auto-active
et un dominant négatif de Vps4B. CHMP4B se polys#tia la base, mais la composition
des tubes eux-mémes était inconntiear(son et al., 2008(voir Figure 31A. Dans nos
conditions expérimentales, les sous-unités CHMPUBHMP4B se concentrent également a
la base des tubes, mais ne pénétrent pas a Kotétdu polymére de CHMP2B-igure 53.
Nous pouvons imaginer que le corps des tubes ofsqrar Hanson ait pu étre également
constitué de CHMP2B.

D’aprés les travaux réalisés dans la levure, liatdaege d’'ESCRT-III est supposé séquentiel
(Teis et al., 2008 CHMP6 (Vps20) recrute CHMP4 (Snf7), qui se podyise, puis CHMP3
(Vps24) et CHMP2 (Vps2) sont recrutées. Plusietudes ont mis en évidence que CHMP4
se polymérisait en filaments circulaires a la stefales membranesignson et al., 2008;
Henne et al., 2012; Pires et al., 2JJONous pouvons imaginer que ces filaments puissent
constituer une plateforme pour le recrutement de-smités plus en aval.
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Le modéle de déformation membranaire par ESCRitlldu « déme » propose que la
scission soit la conséquence de la polymérisaties sbus-unités CHMP3 et CHMP2,
recrutées par CHMP4 au niveau des bourgeons menit@aren formationEffantin et al.,
2013; Fabrikant et al., 2009; Peel et al., 201De maniere similaire aux co-polymeéres
CHMP2A-CHMP3, nous avons observé des constrictides tubes CHMP2B et des
structures en forme de déme (en cryo-microscogetr@nique). La structure des polymeres
est donc compatible avec un rdle physiologique ##ME2B dans la déformation et la
scission membranaire

Les constrictions des tubes s’effectuaient sandfroation du pas de I'hélice et nécessitaient
donc une modification des contacts latéraux entrgs-sinités au sein du polymere. Ces
changements pourraient étre expliqués par lintgiga de protéines cytosoligues venant
interagir avec le polymere. Vps4 est capable dage avec le domaine MIM, en C-ter de
CHMP2B (interface exposée dans la lumiere du t{bé&)chell-Brereton et al., 2007Un
mutant ponctuel de CHMP2B incapable d’interagirca¥ps4 ne forme pas de véritables
tubes mais uniqguement des agrégats disperséstérigax de la cellule, comme si une fission
avait eu lieu. Au contraire, I'expression d’'un doamt négatif de Vps4 augmente la capacité
des cellules a faire des tubes membranaires. Nmusops donc imaginer un réle double pour
Vps4 au sein des polyméres ESCRT-IIl. D'une pale glourrait avoir un réle dans
I'organisation et la stabilisation des polymeéras trmvers de ses contacts avec les domaines
MIM des CHMPs. D’autre part elle pourrait servitaadépolymérisation, au travers de son
activité ATPasique.

1.3.Role morphogénétique d’'un complexe ESCRT-III contenant CHMP2B a la
membrane plasmique ?

Si nous nous référons a la littérature, le rol€rdemologue de CHMP2A et CHMP2B chez la
levure Saccharomyces cerevisig¥ps2), dans le contexte de la formation des enmues
multivésiculés, est limité au recrutement de 'ASP&/ps4. Vps2 ne serait pas requise genese
des vésicules internes et ne serait pas décritaneogtant capable de s’homopolymériser
(Teis et al., 2008; Wollert et al., 200€ependant le fonctionnement du complexe ESCRT
chez les mammiféeres est certainement différent,falti de la diversité des substrats
membranaires et de I'existence de multiples isoésmour certaines sous-unités. Une étude
récente a montré que le sous-complexe constit@HMP2 (A et B) et CHMP4 (A, B et C)

étaient le seul absolument nécessaires pour legeoanement du VIH a partir de la
membrane plasmiqué/rita et al., 201)L

Bien que les structures formées par CHMP2B soi@ntonséquence d’'une surexpression,
nous pouvons raisonnablement penser qu’elles eetlaine capacité intrinséque de cette
protéine a se polymériser a la membrane plasmlgupoint important concerne la spécificité
de substrat membranaire. En effet, de celles que agons testées, CHMP2B est la seule qui
s’associe et s’assemble a la membrane plasmigsguersa concentration cellulaire augmente
(lors de la surexpression). CHMP2B pourrait prenolg a des complexes ESCRT-IIl a la
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membrane plasmique et jouer un réle non encoreitdéans des processus cellulaires
impliquant le remodelage de la surface cellulaM®aus pouvons imaginer que de tels
polymeres puissent conduire a la formation de tersavésicules de surface (mécanisme déja
dépendant de Tsgl101, une sous-unité d’'ESCRTH)p(an et al., 20)2CHMP2B pourrait
aussi jouer un role dans des phénoménes de défommaembranaire indépendants de la
fission. Tout comme IRSp53, une protéine a dom&BAR, capable de former des tubes
lorsqu’elle est surexprimée, CHMP2B pourrait jouarréle physiologique dans la formation
de protrusions membranaires comme les filopoltiesi{a et al., 200).

Nous pouvons nous demander quel est le signalauteznent des sous-unités ESCRT-III a
la membrane plasmique. Une étude a récemment mévidence que les caractéristiques
physiques de la membrane pouvaient constituergmakde recrutement.§faurie-Janvore et
al., 2013. Un relachement de tension membranaire au nidaguont entre les cellules filles,
lors de la cytokinése, induit le recrutement de M. Plus généralement, un des enjeux
actuels en ESCRTologie est de mieux comprendresqfagteurs extrinseques peuvent
influencer le recrutement et la polymérisation dmplexe ESCRT-III, au méme titre que les
protéines associées au cytosquelette d’actineesgsbn turnover.
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2. Role du complexe ESCRT-III dans la morphogénese des épines
dendritiques

2.1.CHMP2B se concentre dans les épines dendritiques

Des mutants de CHMP2B sont responsables de formnalidles de démence frontotemporale
(Skibinski et al., 2005; van der Zee et al.,, 200@GHMP2B est la seule sous-unité du
complexe ESCRT-IIl associée a une maladie neurowdgtive. Nous avons montré que
CHMP2B, ainsi que CHMP4B, la sous-unité cceur dupiere ESCRT-III, sont fortement
exprimées dans le cerveau et en particulier danaiees régions comme le bulbe olfactif, le
cortex et I'hippocampe. Le niveau d’expression @strélé au développement neuronal et
synaptique a la foim vivo et sur des neurones en culture. Une étude réaeigalement mis
en évidence, dans des interneurones de la moeli@kp que les neurones qui exprimaient
CHMP2B correspondaient spatialement et temporeliéraex neurones qui formaient des
premieres synapse&\( et al., 201). lls ont montré que I'expression génique de CHBP2
était régulée par un facteur de transcription appdbx1l, fortement impliqué dans le
développement et la spécification de certaines lptipns neuronales. || semblerait que cette
régulation soit une spécificité de CHMP2B, au 88 protéines ESCRT-III. L’ensemble de
ces données suggéere que CHMP2B joue un réle pléetiau cours de la synaptogenese.

Dans des neurones en culture, la protéine CHMP2Brdd’ensemble des dendrites et forme
des clusters a la base et a [lintérieur des épidesdritiques. La microscopie
immunoélectronique nous a permis de déterminerl@eencentration de CHMP2B estdeux
fois supérieure dans les épines dendritiques, gggrart au shaft dendritique ou aux boutons
axonaux.

L’analyse biochimique a confirmé que CHMP2B, aipse CHMP4B sont enrichies dans des
fractions synaptiqgues. Ce sont en revanche des asanfs minoritaires des synapses
(CHMP2B représente 0,05% des protéines synaptigerestermes en masse). Ceci peut
s’expliquer soit par une faible représentation dg protéines, soit par le fait qu’elles soient
associées seulement a une faible population d’epeedritiques. Les protéines ESCRT-III
ne sont pas des éléments classiquement retrounédataanalyses exhaustives de protéomes
postsynaptiquessS(ieng and Hoogenraad, 2008eules CHMP4B et CHMP1A avaient déja
éte identifiees comme des composants de la PSDpliasisurs analyses de spectrométrie de
massefayes et al., 2001

2.2.CHMP2B s’associe a la membrane plasmique postsynaptique

Nous avions précédemment mis en évidence que letidpen CHMP2B empéchait la
maturation des épines dendritiquésl(y et al., 201 L'un des points centraux de notre
hypothése de travail consistait a déterminer si et était une conséquence d'un
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déréglement du trafic endosomal ou s'il pouvaitiétef un réle non encore décrit de
CHMP2B dans la morphogenése des épines dendritiques

Dans le tronc dendritique, conformément au rélgioel du complexe ESCRT-III le trafic
intracellulaire des protéines, des billes d’or aénb parfois des endosomes tardifs et des
endosomes multivésiculés-iure 53. Dans les épines dendritiques, les compartiments
endosomaux tardifs sont relativement raré€odney et al., 2002 CHMP2B s’associe
préférentiellement au cortex sous-membranaire. ioééme suit deux pics de distribution a
l'intérieur des épines. Le premier ést situé damsrdgion périsynaptique, qui s'étend
latéralement par rapport a la PSD, juste sous labrene postsynaptique. Le second pic est
situé verticalement sous la PSD, a des distances iphportantes. Ce second pic est
compatible avec une localisation de la protéinenmeau du cou des épines dendritiques
(Figure 53. Il est en revanche difficile d’étre certain geemarquage se situe a l'intérieur
méme du cou, du fait de la faible probabilité detver cette structure en microscopie
électronique.

Membranes intracellulaires Membrane plasmique

(1) Région périsynaptique
en périphérie de la PSD

. =
. (CHMP2B )~
\ / (2) Cou de I'épine
| |
.w') !\\_
———————{CHMP2B )~
(4) Endosomes tardifs et { j

endosomes multivésiculés \

CHMP2B)  (3) Membrane de la dendrite

Figure 53. CHMP2B est associé a la membrane plasnuig dans les épines dendritiques

Représentation schématique de la localisation d&E2B dans les épines dertdfues. Elle est basée su
distribution des billes d’or en microscopie immuleofronique. La majorité du marquage suggere
association de CHMP2B avec la membrane plasmiqué oximité. Le premier pic de distribution seutre
en périphérie de IRSD au niveau de I'espace périsynaptique. Le sepande trouve plus a distance et
compatible avec la présence de la protéine au mivkacou de I'épine, ou a sa base (2). Dans let
dendritique CHMP2B se partage en la surface cé&éu(8) et les membranes endosomales (4).

Les sous-unités ESCRT-Ill sont décrites, dans t@rditure, comme étant « de petites
protéines cytosoliques capables de s’associer daiemea transitoire a la surface
membranaire »Habst et al., 2009b Elles sont considérées comme monomeérique emicol
du fait de l'interaction intramoléculaire entre leaxtrémité C-ter et le coeur de la protéine
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(Bajorek et al., 2009; Muziol et al., 2006; Zambarlet al., 200k Le fractionnement
biochimiqgue a mis en évidence que, chez la levlaeproportion de chaque sous-unité
associée aux membranes ne dépasse pasHO86d et al., 2012; Teis et al., 2)0Bans les
neurones, le constat est trés différent pour CHMR2Bprotéine est majoritairement associée
aux fractions membranaires et en particulier auxbranes synaptiques. La quantification
met en évidence que 50% de la protéine totale ssica&e aux membranes a |'état basal
(données non présentées dans ce manuscrit).

En microscopie optique, les protéines ESCRT-Ill agahes sont distribuées de maniere
diffuse dans le cytosoB(don et al., 2011; Shim et al., 2Q)0Lorsqu’elles sont surexprimées
et lorsque la balance activation/inactivation estifiée (dans le cas de formes tronquées), les
protéines s’associent a la surface membranairee epatymérisent. Ceci se traduit, en
microscopie, par la présence d’'agrégats de flueresca la surface des membranes (comme
ce que nous avions pu observer pour CHMP2B suiged&plétion en Vps4Bodon et al.,
2017). Contrairement aux autres types cellulaires, nesirones d’hippocampe matures
présentent un profil ponctiforme et clusterisé ptauprotéine CHMP2B endogene. Cette
agrégation pourrait refléter a la fois I'état poBmague de CHMP2B et son association aux
membranes, les deux phénomenes étant intimementdaur les sous-unités ESCRT-III
(Saksena et al., 2009 a distribution de CHMP2B est au contraire difu dans les neurones
immatures de 3 jours. Ceci semble refléter une amgation du degré de polymérisation de
CHMP2B, apres le début de la spinogenese, et seigignc une régulation spécifique de
I'activation et de I'assemblage des sous-unitéssdies neurones matures.

Dans les épines dendritiques, les clusters de CHBMHR2se colocalisent pas avec EEAL, un
marqueur des endosomes précoces et Lampl un madpselysosomes et endosomes tardifs
(Belly et al., 201\ La protéine est majoritairement distribuée axpnité du cortex
membranaire, dans les épines dendritiques. De GHBP2B s’assemble spontanément a la
membrane plasmique, dans des lignées cellulairesest une spécificité de cette sous-unité,
au sein de la famille ESCRT-IIBpdon et al., 2011 L'ensemble de ces données indiquent
que CHMP2B est manifestement associé a la membpaEmique dans les épines
dendritiques.

2.3.CHMP2B prend part a un complexe ESCRT-III stable et de haut poids
moléculaire

Les assemblages de protéines ESCRT-III se tradyiserta formation de clusters a la surface
des membranes qui s’averent insolubles dans lesgdits non ionique®(don et al., 2011;
Lin et al., 2005b; Shim et al., 200 La solubilisation des synaptosomes dans du Xtb00
permet également de récupérer les assemblageggpesteonstituant le squelette des épines
dendritiques et en particulier les éléments de dasilé postsynaptique (PSD). Dans nos
expériences, une proportion significative de CHMPR2Bretrouve avec le matériel insoluble,
majoritairement composé de protéines de la PSDcdbstat est encore plus frappant pour
CHMP4B, qui est considérée comme la sous-unitéraentdans la composition des
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polyméeres ESCRT-III. Cette distribution révele ques protéines sont présentes sous forme
polymeérisée dans des fractions synaptiques. Emobrea la solubilisation de ces assemblages
dans un détergent plus stringent suggéere que CHMR®PZBIMP4B ne sont pas des éléments
du cceur de la PSD. Ceci est conforme avec la loigion de CHMP2B en microscopie
immunoélectronique, qui était fortement associééa aégion périsynaptique, mais plus
rarement a la PSD elle-méme.

Pour identifier le statut oligomérique de CHMP2Bhsldes épines dendritiques, et déterminer
la composition de ce complexe, nous avons développgrotocole de purification en deux
étapes. Tout d’abord, nous avons solubilisé lesnaBkges ESCRT-III a partir de membranes
synaptiques et réalisé une chromatographie d'eixciude taille. La chromatographie a
démontré qu’'une proportion importante de CHMP2B @&tMP4B sont sous-forme
polymérique dans les épines dendritiques. Dansmgitions expérimentales, environ 1/3 du
CHMP2B et 2/3 du CHMP4B se retrouvent associés @ alssemblages de haut poids
moléculaire (>1,5 MDa). Nous avons ensuite puriéécomplexe contenant CHMP2B par
immuno-affinitt. CHMP4B est fortement représentéasd@e complexe. La présence de
CHMP4B est la « signature » d’'un complexe de tyBERT-IIl. En effet, cette sous-unité est
considéré comme le composant majoritaire au nigtaachiométriqueSaksena et al., 20P9
et I'élément catalytique majeur pour le remodelagsmbranaire\{/ollert and Hurley, 2010
L’analyse des échantillons en spectrométrie de enassonfirmé le statut « ESCRT-III » du
complexe, avec l'association des sous-unitéts CHMPCTAMP2A, CHMP3, CHMP4B,
CHMPS5 et CHMPG6, avec CHMP2B.

A notre connaissance, c’est la premiére fois gassemblage ESCRT-IIl endogéne a pu étre
purifié et analysé. Du fait de sa labilite, le coexe ESCRT-IIl « canonique » de levure
n'avait pu étre isolé des membranes endosomalepiges une étape de crosslifkic et al.,
2008. Une des particularités du complexe ESCRT-lllaptique est donc sa stabilité. C'est a
dire sa capacité a rester sous forme polymérisgerémodelages membranaires associés aux
compartiments intracellulaires sont caractérisédaqaa dynamique. La stabilité du complexe
ESCRT-IIl synaptigue semble donc, a nouveau, incible avec un réle au niveau
endosomal.
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(1) Filament circulaire
autour de la PSD

(2) Filament a
l'intérieur de la téte

(3) Filament hélicoidal
au niveau du cou

Figure 54. Localisations et architectures supposéeés complexe ESCRT-IIl dans les épines dendritiques

La localisation est basée sur les données ultdamales concernant CHMP2B. L'architecture du cameles
basée sural morphologie des épines et sur les données diélature concernant I'assemblage des polyn
ESCRT-IIl. Le complexe ESCRT-III postsynaptique estcontact étroit avec la membrane plasmique. HSCR
Il pourrait former un filament circulaire autoue th PSD, dans I'espace périsynaptique (1). Le demipic di
distribution suggére une localisation plus a distade la PSD, ce qui est compatible avec la présdha
filament & la base de la téte (2), ou encore &fiaur méme du cou de I'épine (3).

Des assemblages stables avaient déja été obsené&PCRT-IIl, en cas de surexpression
des sous-unités, du blocage de la dépolymérisationde [utilisation de protéines
recombinantes en exces. Les polymeres s’organeerfilaments circulaires a la surface
membranaire Hanson et al., 200&u filaments hélicoidaux capables de former déeg
membranairesHodon et al., 2011; Lata et al., 200®e tels filaments ont également été
potentiellement observés au niveau de la zone d'sgien, lors de la cytokines&i(izetti et
al., 201), suggérant qu’ils constituent un mode d’assenwlpgysiologique capable de
catalyser la déformation des membranésifetti and Gerlich, 2012; Hurley and Hanson,
2010.

Nous proposons I'’hypothéese que les sous-unités ES@Rjue nous avons identifiees dans
le complexe, puissent s’assembler en filaments EISIRIans les épines dendritiques. En
nous basant sur la distribution de CHMP2B, en msioopie électronique, et sur les topologies
d’assemblage connues pour ESCRT-IIl, nous pouvoraginer trois localisations et trois
architectures possibles pour des filaments dansépeses dendritiquesF{gure 54). La
localisation périsynaptique de CHMP2B suggeére $&tice d'un filament circulaire autour
de la PSD (1). Au niveau du cou, nous pouvonssageér deux possibilités. Un filament
hélicoidal pourrait former un manchon a l'intériedu cou (2). Des filaments en forme de
doéme pourraient s’assembler a la base du cou alase de la téte (3). Nous discuterons du
réle potentiel de ces filaments dans le fonctionerindes épines dans la partie consacrée au
modéle de fonctionnement du complexe ESCRTHér(ie 2.7).
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Nous cherchons actuellement a mettre en évidengeésence de filaments ESCRT-III a
lintérieur des épines dendritiques. José MartiHernandez et Karin Pernet-Gallay ont
développé une technique de microcopie électronitjieede réplique sur platine. lls utilisent
un protocole similaire a celui qui a permis de @tédtarchitecture du cytosquelette dans les
épines dendritiquesiprobova and Svitkina, 20)(Figure 15de I'iIntroduction).

2.4.CHMP2B est un élément du squelette postsynaptique

Nous avons identifié que le complexe ESCRT-Ill pfitpue est associé de maniere
reproductible avec des constituants protéigues qlelstte des épines dendritiques. La
majorité des partenaires potentiels identifiés SHBECRT) appartiennent a la grande famille
des régulateurs du cytosquelette d'actine ou soet @rotéines d'échafaudage
postsynaptiques. Les protéines identifiées sonir, [@oplupart, des constituants spécifiques de
la postsynapse (Shank, Homer, PSD-95...) ou dettipes enrichies dans les épines
dendritiques (Arp3, Cyfip, Adducin...). La listerd@nt trés peu de protéines en lien avec le
trafic des récepteurs ou avec les compartimenlislaeés en général (Dynamine, AP3...). Ces
résultats viennent confirmer le caractére postsymag du complexe ESCRT-III. La nature
des partenaires potentiels de CHMP2B est égalermaenlien avec une localisation du
complexe a la surface, ou a proximité immédiatdadeembrane plasmique.

Shank est une protéine d’échafaudage particulienemgportante pour I'organisation de la
densité postsynaptique. Elle interagit avec Homer ¢t al.,, 199) un partenaire des
récepteurs metabotropiques au glutamate (MGIURITeBIWRS5) (Tu et al., 1998 Ce mini-
complexe s’assemble préférentiellement dans laonégérisynaptique et permet de faire un
pont structural et fonctionnel entre les récepteunétabotropiques et le reste de la densité
post-synaptiqueHockaert et al., 20)(Figure §. L’association de CHMP2B avec Shank et
Homer est donc en accord avec sa distribution péfielle périphérie de la PSD. Nous
n'avons par contre pas été en mesure d’identifisrrdcepteurs métabotropiques au glutamate
dans nos échantillons.

Le cytosquelette d’actine joue un role fondameni@hs le maintien de la structure et la
plasticité des épines dendritiqués(ulainen and Hoogenraad, 2010; Korobova and Btk
2010. L’'assemblage et la dynamique des filaments oliactont régulés par une batterie de
régulateurs protéiques, qui sont pour la plupamduiee pour la morphologie et le
fonctionnement des épines (voilableau 1de ce manuscrit). Une relation directe entre
ESCRT et le cytosquelette d’actine (ou ESCRT etagulateur de l'actine) n’a jamais été
décrite. Cependant, quelques données préliminainggérent que ces deux machineries
pourraient agir en synergie. Des travaux chez daaphile ont montré qu’une déficience en
CHMP2B, ou autres composants d’'ESCRT-III, perturbarganisation de I'actine corticale
(Vaccari et al., 2009 De notre coté, nous avons mis en évidence gsecdecentrations
d’actine-F se localisaient a la base des tubesdernpar la surexpression de CHMP2B, dans
les cellules HeLa (données non présentées). LeREONt également impliquées dans la
polarisation et I'adhérence cellulaire, des mécnas faisant intervenir le cytosquelette
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d’actine. Les sous-unités ESCRT-III sont requisesrpa polarité et I'orientation des fibres
d’actine durant la migration des fibroblastes desdphile (obert and Stenmark, 20).ZEn
confirmation de cette relation potentielle entreCRI-Ill et le cytosquelette d’actine, une
analyse systématique d’interaction chez la droseghidentifié que le complexe ESCRT-III
était associé au complexe WAVE, au travers ded&pre Brickl Guruharsha et al., 20).1
Le complexe WAVE a pour fonction principale d’aeive complexe Arp2/3.

Dans les neurones en culture, il semblerait que BB ait aussi une influence sur la
dynamique du cytosquelette d’actine. La potentdili; des épines et le maintien a long
terme des épines de type champignon passe pané&af@n de filaments d’actine stables
(Ramachandran and Frey, 200®ous avons montré, dans des expériences récenies
'extinction en CHMP2B avait tendance a diminuer dtabilité des filaments d’actine
postsynaptiques. Ces résultats pourraient explitpsedéfauts de maturation et de plasticité
associés a la déplétion en CHMP2B (données noeuéss ici).

Alix, une protéine associée aux ESCRT, interagécaet régule le cytosquelette d'actine
(Cabezas et al., 2005; Pan et al., JOEle est capable de s’associer directement a S&BA

et est probablement impliquée dans le recrutemd&ESCRT-IIl dans le phénoméne de
bourgeonnement virallQuvenet et al., 20)%t lors de la cytokineseCérlton and Martin-
Serrano, 2007 Alix est également fortement enrichie dans ndsaatillons protéique. Elle
est un candidat intéressant pour faire le poneerosquelette d’actine et ESCRT-III et ainsi
assurer le recrutement du complexe a la postsyndpste hypothese est actuellement
examinée par Marine Laporte, au laboratoire. Egalement mis en évidence que la souris
knockout pour le gene Alix présente des altératiom@phologiques du cerveau et une
dégénérescence précoce (étude en cours). Ce ppénmdyebral rappelle a certains égards
celui qui a pu étre observé pour la souris exprimanmutant CHMP2B™" pathogéne
(Ghazi-Noori et al., 2012

2.5.Ro0le de CHMP2B et du complexe ESCRT-III dans la stabilisation de
I'arborisation dendritique et la morphogenése des épines dendritiques

La morphologie des épines dendritiques est finementelée a I'efficacité de transmission
synaptique et conditionne la physiologie neurondkes épines dendritiques apparaissent
progressivement au cours du développement cérébsabissent une étape de maturation qui
se traduit par une augmentation du nombre d’ép@hese expansion globale du volume de
leur téte, qui s'accompagne d’'une augmentation alabme de récepteurs AMPAAlyarez
and Sabatini, 2007 Nous avons montré précédemment que CHMP2B i&gitise pour la
maturation morphologique des épines dendritiquasca@urs du développement neuronal,
dans des neurones d’hippocampe en cultdiegly et al.,2010. Ce résultat a été confirnie
vivo. A I'age de cing semaines, la souris déficient€etMP2B présente des altérations de la
morphologie des épines dendritiques, avec une dimim de la proportion d’épines de type
mushroom de I'ordre de 50% et une diminution gleld® la densité en épines de 33%.
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Apres cette étape de maturation, et alors que |aritgades épines sont en contact avec une
terminaison axonale, le nombre et la morphologie é@nes dendritiques se stabilisent a la
fois in vitro et in vivo (Alvarez and Sabatini, 20).7L'utilisation de neurones matures en
culture a montré que CHMP2B est également requmér pe maintien des synapses
excitatrices déja présentes. La densité totaleydapses immunologiqguement détectables se
retrouve diminuée, suite a une I'extinction de CHNBP Au niveau fonctionnel, I'extinction
entraine une diminution significative de la fréqeeeret de I'amplitude des mini-courants
excitateurs. Cet effet est valable avant et apaégériode de maturation des synapses. La
diminution de la fréquence traduit une diminutianrmbre de synapses fonctionnelles et la
diminution de I'amplitude traduit une diminution dwmbre de récepteurs au glutamate par
épines. Ceci confirme les défauts morphologiquse@és a I'absence de CHMP2B.

En résumé, I'ensemble de ces données montre queR2BNbue un réle morphogénétique
au niveau des épines dendritiques. Elle sembleidond dans les processus de gonflement
des épines au cours de la spinogenese des épgresse téte. CHMP2B semble également
assurer la stabilisation de certaines morphologjigsines comme les épines a grosse téte, de
type champignon, qui sont considérées comme les gfficaces, en termes de transmission
synaptique i{asai et al., 2003

Les mécanismes moléculaires décrits comme impligaés la morphogenéese des épines sont
en partie généralisables a d’autres phénomeénes alphogenése neuronale (arborisation
dendritique, formation des boutons axonaux). Iist gwincipalement basés sur le remodelage
du cytosquelette d’actine et I'intervention d’effears spécifiques a la surface membranaire.
CHMP2B est requise pour la stabilisation de I'arbetion dendritique. Le développement de
mutants ponctuels de CHMP2B a montré que le roléadarotéine dans la morphogenése
dendritique était dépendant, d’'une part, de soocésson avec la bicouche phospholipidique,
et d’autre part, de linteraction CHMP2B-CHMP4B.aksemblage a la membrane et la
présence de CHMP4 étant les « signatures » commanmiémconnues pour ESCRT-III, ces
résultats nous permettent donc de proposer quéldemorphogénétigue de CHMP2B soit
dépendant du pouvoir catalytique du complexe ES@GRTans la déformation des
membranes.

Deux gquestions peuvent émerger en ce qui concermélé morphogénétique éventuel du
complexe ESCRT-IIl synaptique. Tout d’abord, questqui est responsable de sa stabilité ?
D’autre part comment son pouvoir morphogénétiquel esgulé pour ne pas conduire a la
scission membranaire ?

2.6.CHMP2B est requis pour la plasticité structurale et fonctionnelle des
épines dendritiques

Les phénomenes de plasticité synaptique s’acconepagie changements morphologiques et
fonctionnels au niveau des épines dendritiqued. TR entraine une expansion du volume de
la téte de I'épine associée a une augmentationodibre de récepteurs AMPA a la surface
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synaptique Bourne and Harris, 2008Cette expansion des épines et surtout la stabon de

la morphologie des épines a grosse téte, de typmmignon, permettent le maintien a long-
terme de la potentialisatio®¢urne and Harris, 200.7Les mécanismes impliqués dans le
gonflement et I'architecture postsynaptique somtadimndamentaux pour la mémorisation et
la mise en place de processus cognitifs complexes.

Ces phénomenes de LTP sont dépendants de [I'aotivaties récepteurs NMDA
postsynaptiques et de I'entrée’Cajui s’en suit. L'augmentation de la concentragonC&*
dans la téte de I'épine déclenche des cascadesgdalisation qui aboutissent a des
modifications concernant I'organisation moléculatd’ expression génique.

Sur des neurones d’hippocampe en culture, la déplén CHMP2B empéche a la fois le
gonflement des épines et la potentialisation degraris spontanés associés a la LTP

chimique. CHMP2B est donc nécessaire a I'établiss¢nides phénoménes de plasticité
synaptiquen vitro.

Les mécanismes de gonflement des épines lors delagpgpement et lors de la plasticité
synaptique de neurones matures font trés certamemeervenir les mémes meécanismes
moléculaires. Nous avons vu que CHMP2B joue un dales la maturation des épines et la
stabilisation de la morphologie des épines a grdése. Cet effet est dépendant de
l'association de CHMP2B avec CHMP4B, et donc prédmlent de Il'association de
CHMP2B avec le reste du complexe synaptique, qus awons décrit biochimiquement (en
imaginant que comme dans les autres complexes ESICRTHMP4 soit la sous-unité
centrale). L'implication de CHMP2B dans la plag@cstructurale et fonctionnelle des épines
dendritiques suggére un assemblage dynamique dplexen Nous pouvons imaginer que le
complexe soit capable de s’associer avec les membrat se polymériser en réponse a
l'activité synaptiqgue. Nous avons cherché a voitasguantité de CHMP2B assemblée en
complexe augmentait, suite a une stimulation chimiges neurones en culture. Malgré le
manque de reproductibilité de ce type d’expérientesemblerait que la proportion de
CHMP2B qui s’associe aux membranes, et qui s'autseluble, est plus élevée dans les
neurones stimulés par un protocole de LTP chim{doanées non présentées).

D’apres les modeles de levure et les expériencestrin, CHMP2 semble étre la derniere
sous-unité recrutée dans l'ordre d’assemblage daoplexe ESCRT-III {eis et al., 2008;
Wollert et al., 200 Sa position en bout de chaine pourrait en famerégulateur de
I'architecture ou de la polymérisation d’ESCRT-IlFintégration du signal d’un régulateur
extrinseque ou une modification post-traductiormelle CHMP2B pourraient modifier
l'activité de la protéine et moduler le complexe @S-l assemblé en aval. Ce role
régulateur de CHMP2 (Vps2 de levure) a été récerhmeis en évidence dans des
expériences sur des polymeéres in vitr@iine et al., 20)2La simple association de Vps2
suffisait a modifier I'architecture tridimensionteti’un polymere Snf7 existant.

Le complexe analysé par spectrométrie de masseenbrdes sous-unités du récepteur
NMDA, des protéines d’ancrage de ces récepteumntShHomer..) et des acteurs majeurs de
la plasticité synaptique (CaMKII). Nous pouvons gimer que CHMP2B se trouve dans la
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voie de signalisation du récepteur NMDA. Les exgréces de pulldown ont également permis
l'identification de petites protéines G (familleb® Rac, Arf, Rab et Rap, Arf...), des GEFs et
GAPs associées et de leurs effecteurs. De nomlzrquetées protéines G jouent un réle

important dans les phénoménes de remodelage meanigrah sont requises pour la plasticité

synaptique. Nous pouvons envisager que suite taralation synaptique une protéine G sous
forme GTP puisse entrainer I'ouverture de CHMP2Ri@tic assurer son recrutement dans
I'épine dendritique.

2.7.Modele(s) fonctionnel(s)

CHMP2B est requis pour la maturation et la plagistructurale et fonctionnelle des épines
dendritiques. Vraisemblablement, et d’aprés lemdea que nous avons, I'effet de CHMP2B
s’exercerait au travers de filaments ESCRT-IIl ags0 a la membrane plasmique
postsynaptique. Ces filaments semblent s’intéguesan d’'une structure supramoléculaire
incluant également du cytosquelette d’actine etptetéines d’échafaudage postsynaptiques.
Nous proposons trois modeles pour le fonctionnenaenttcomplexe ESCRT-III dans les
épines dendritiques-(gure 59.

Modéle d’un filament hélicoidal au niveau du cou dé&épine

Ce modéle est le plus séduisant, du fait de laerelsance topologique entre le cou et les
tubes membranaires formeés par les polyméres hétiogid ESCRT-III Bodon et al., 2011;
Guizetti et al., 2011; Lata et al., 200&e diametre du cou (100-200 nm, parfois plug) es
compatible avec l'intervention des filaments ESCIRT400-400 nm pour les tubes formés
par CHMP2B). Les bases moléculaires de la structureou sont mal connues et reposeraient
principalement sur I'association filaments d’actieourts branchements avec des moteurs
moléculaires de type myosingdtulainen and Hoogenraad, 2010 est peu probable que le
cou soit formé par un homopolymeéere de CHMP2B clar &t peu représentée par rapport a
d’autres protéines synaptiques. De plus, CHMP4Bbémrdtre stoechiométriguement plus
représenté que CHMP2B dans le complexe ESCRT:#hrds nos résultats de protéomique.

Le complexe ESCRT-III pourrait former un manchoat@igque responsable du maintien de la
structure et du diametre du cou. Le cou participm@partimentaliser la téte de I'épine et
l'isoler du reste de la dendrite. La géométrie du est sous la dépendance de I'activité
neuronale Bloodgood, 200k Elle joue un rdle important dans la diffusionsdgignaux
électriques et biochimiques, des éléments fondaangnpour permettre la potentialisation
synaptique, dans les phénomenes de plastigiigi(chi et al., 2005 Les mutants pathogénes
de CHMP2B, tout comme la déplétion de la protépmyrraient perturber I'assemblage du
complexe ESCRT-III et empécher la stabilisation é@ges a grosse téte et I'établissement de
la LTP. 'assemblage du complexe ESCRT-III, podrfarmer un tube creux a la surface
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membranaire, associé au filaments d’actine longiauk du cou Korobova and Svitkina,
2010 (Figure 595.

Le modele du cou n’est, en revanche, pas vraimerdceord avec la nature des protéines

postsynaptiques co-précipitées avec CHMP2B, qui s@joritairement des composants de la

PSD ou de la téte des épines dendritiques. De plugtre connaissance, aucune étude de
microscopie électronique ne fait état de I'exiseede filaments spécifiques dans la lumiére

du cou, alors que les épines dendritiques sonéldasents largement étudiés en microscopie
électronique, depuis les années 1960.

998999® Cytosquelette d'actine
s=s  Protéines postsynaptiques

Samemw  Filaments ESCRT-III

Figure 55. Modeéles fonctionnels pour le complexe ERT-1Il dans les épines dendritiques

Nous proposons trois possibilités pour le foncteament du complexe ESCHII dans les épines dendritiqu
Filament hélioidal au niveau du cou, filament en forme de donie Base de la téte ou filament circul
autour de la PSD. Ce complexes ESARTagirait en synergie avec le cytosquelette drextet des protéin
d’échafaudage postsynaptiques.

Modele d’un filament circulaire a la base de la t& ou a la base du cou

D’apres les modeles de déformation membranaire H2CRT-1lI, les filaments peuvent
également se terminer par une forme de déme pemete rapprocher les deux bicouches
phospholipidiquesHigure 3§ (Fabrikant et al., 2009; Peel et al., 21Au niveau des épines
dendritiques ce modele pourrait s’appliquer topmjogment, a la base du cou, ou a la base de
la téte Figure 59. Cette localisation est plausible par rappo# distribution de CHMP2B en
microscopie immunoélectronique. Cependant, dansmiedele du dbéme, la fission
membranaire est supposée étre un phénomene spomdsuént du rapprochement des deux
bicouches lipidiques. Dans le cas des épines, hieedde peut pas étre completement fermé
sous peine d’aboutir & la scission des épines denohs. Le flament ESCRT-III pourrait
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egalement étre rigidifié par I'intervention du cstelette d’actine. La fission membranaire
serait inhibée par la présence de filaments d'acéin’intérieur du polymere ESCRT-III,
comme cela est le cas pour les microtubules pglaioes de la cytokinéses(izetti et al.,
2011). Comme pour un filament a l'intérieur du cou, @i@ments aux extrémités pourraient
jouer un réle dans la compartimentalisation élgatiet biochimique de I'épine dendritique.

Modele d’un filament circulaire autour de la densi& postsynaptique

Ce modele est a la fois le plus en accord avecématats et le moins intuitif, par rapport a ce
gue nous connaissons de la machinerie ESCRT. Ilpgg® qu'un filament circulaire
d’ESCRT-III puisse faire le tour de la densité ggaaptique Kigure 59. En effet, CHMP2B
est majoritairement localisé dans la région péagfigque et il d’'associe a des protéines
d’ancrage périphériques de la PSD comme Shank eteHoCe filament circulaire n’aurait
pas de propriété mécanistique sur la membrane, paaigait contribuer au confinement de
molécules, telles que des récepteurs, a l'intérigeirla PSD. La diffusion latérale des
récepteurs AMPA et NMDA est beaucoup plus limitéeglla région synaptique que dans les
régions perisynaptique et extrasynaptigide(pher and Ehlers, 2008; Opazo et al., 2012
L’augmentation du nombre de récepteurs AMPA a ldase synaptique est un élément
fondamental de la potentialisation synaptigdeyashi et al., 2000Au cours de la LTP, de
nouveaux récepteurs sont exocytés, a partir desvess intracellulairesF@ark et al., 2004
Une proportion important provient également deittusion latérale de récepteurs de surface
provenant de I'extérieur de la synapsdakino and Malinow, 2009. Dans les épines
dendritiques potentialisées, les récepteurs sembkster confinés, a nouveau, dans la
membrane postsynaptiqu&hiarma et al., 2006Le confinement des récepteurs empéche
egalement la diffusion vers la zone d’endocytogeiés dans la région périsynaptique. Le
filament sous membranaire d’ESCRT-IIl, en assomm#vec les protéines d’ancrage (Shank,
Homer, PSD-95), pourrait empécher les récepteustspoaptiques de diffuser latéralement
hors de la synapse. Ce phénomene pourrait étrééragucours du temps en fonction du degré
de polymérisation du complexe ESCRT-IIl. Ce r6lesemblerait topologiquement au role
d’'ESCRT-I et ESCRT-II dans la clusterisation desepteurs au niveau de la membrane des
endosomes précoces (vdiigure 25de I'Introduction). Il faut néanmoins noter que le
diameétre des vésicules intraluminales est beauptusgofaible que le diametre de la PSD.

Les neurones déplétés en CHMP2B semblent porterswta récepteurs NMDA a la surface,

comme le montre la réduction de la composante NMOAns la mesure des courants
excitateurs spontanés. CHMP2B semble biochimiquémssocié aux récepteurs NMDA et

pourrait aussi avoir un réle plus spécifigue dansdnfinement de ce récepteur particulier au
niveau de la PSD.

Ce modele est le seul dans lequel le complexe ESIBRAe jouerait pas de réle
morphogénétique sur la membrane plasmique de Bégémdritique. Il constituerait donc une
nouvelle fonctionnalité pour la machinerie ESCRTdépendante de la déformation
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membranaire, mais uniquement reliée a la capaaitéochplexe a former un squelette sur la
face cytosolique des membranes.

Ces trois modéles ont deux points point communsin®’part, la stabilité des filaments.

D'autre part, le fait quils ne catalysent pas deisson membranaire. Ces deux
caractéristiques sont probablement reliées enkes.dla stabilité du complexe provient de
'absence de dépolymérisation. CHMP2 a normalerpent fonction de recruter 'ATP Vps4

responsable de la dépolymérisation du complexeplle en plus d’évidences suggerent que
Vps4 joue aussi un role dans la scission membmynaa son activité ATPasique. L'analyse
de nos échantillons, par spectrométrie de masselétexte ni Vps4A, ni Vps4B, dans le

complexe ESCRT-III synaptique. Il est possible (LidMP2B soit associée a un autre
effecteur, par compétition avec Vps4, assurantis lfo stabilité et empéchant la scission
membranaire. Cette hypothése a I'avantage d’apporte explication au comportement des
mutants pathogénes reliés a la FTD, qui possedenextrémité Nter aberrante ne peuvent

pas interagir avec Vps4.

Les hypothéses « endosomale » et « autophagique ¥ld de CHMP2B ne sont pas a
exclure, mémes si elles sont peu compatibles awexc données de localisation. Des
perturbations fines du trafic endosomal postsyaaptipourrait expliquer les résultats que
nous avons obtenus. Nous allons donc nous intérasstafic des récepteurs au glutamate,
dans les épines, suite a la déplétion de CHMP2B.

2.8. Perspectives

Ces trois modeles ne sont que des hypotheses,eetrésr spéculatives pour le moment. Il
mangue principalement trois données pour avancda$anctionnalité du complexe ESCRT-
lll postsynaptique : lidentification et la locadison précise des filaments putatifs; la
validation de l'interaction de CHMP2B ou d’'une a&usous-unité du complexe ESCRT-III
avec un partenaire postsynaptique dont la fonctliténest connue ; et enfin la relation entre
le complexe et l'activité synaptique.

Comme nous l'avons déja mentionné, nous cherchoeliement a mettre en évidence la
présence de filaments ESCRT-IIl dans les épinedrdi&ues, grace a la technique de
microscopie électronique de réplique sur platine.

Nous avons déja commenceé a éetudier les parternmtestiels identifiés par spectrométrie de
masse, pour rechercher lesquels pourraient intedagictement avec CHMP2B. Ce travail a
constitué de projet de stage de Vincent Lavilleydiant de Master 2 que j'ai encadré cette
année. |l a testé I'association de protéines é'@itsurexprimées dans des lignées cellulaires
sur de la protéine CHMP2B recombinante immobilisée des billes (protéines testées :
Adducin, Arp3, pl6, Rap2a, Alix, Cyfip2, CapZ..). Comme I'ont montré nos experiences
de pull-down endogene a partir d’extraits de syosgmnes, il semble difficile de reconstruire
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des interactions in vitro avec des sous-unités ESTIREN effet, dans ces conditions nous
sommes incapables de précipiter le complexe ESTRavec CHMP2B. Ce probleme
provient probablement du fait que I'association emembranes et la polymérisation sont deux
phénoménes intimement liéSgksena et al., 2009La présence de lipides semble étre
nécessaire pour l'ouverture de CHMP2B et pour dliattion avec ses partenaires. Nous
allons donc tenter de développer une technique ulledpwn en utilisant de la protéine
CHMP2B associée a des liposomes.

A terme, l'identification de partenaires synaptiglieects du complexe ESCRT-III permettrait
de mieux comprendre comment s’articule le complE&ECRT-III dans le fonctionnement
postsynaptique. Nous pourrions identifier les doresi d'interaction et développer des
mutants d’interaction. Cette caractérisation desepaires sera une étape indispensable pour
établir le réle fonctionnel du complexe ESCRT-lilrépondre aux nombreuses questions qui
restent en suspens. Comment le complexe est-iitéedans les épines dendritiques ? Quels
sont ses effecteurs ? Est-il régulé par I'actisid@aptigue ? Quel est sa relation avec le
cytosquelette d’actine postsynaptique ?

L’approche biochimique aura aussi pour objectitideerminer quels mécanismes sont altérés
par les mutants pathogenes responsables de la dénframtotemporale (FTD) ou de la
sclérose latérale amyotrophique. De maniére trélsgimie, les mutants reliés a la FTD, du fait
de leur extrémité C-terminale tronquée, doiventimperdu la capacité d’'interagir avec des
partenaires. Le laboratoire a développé une sonugante CHMP2B"™" en collaboration
avec le laboratoire de J.P. Loeffler (StrasbouNpus devrions recevoir les animaux tres
prochainement et pouvoir identifier les altérati@ventuelles de I'assemblage du complexe
ESCRT-III chez ces souris (analyse du complexecpeymatographie d’exclusion de taille et
immunoprécipitations).

Un autre point important de la suite du projet @nera I'étude du réle du complexe
ESCRT-IIl dans les phénomenes de plasticité synaptet plus généralement sa relation avec
lactivité synaptique. Nous disposerons tres prowraent des souris déficientes en
CHMP2B développées par A. Isaacs (UCL, Londres$. €oiris nous permettront notamment
de réaliser des expériences de LTP sur trancheardapt, cette souris conserve 20% du taux
d’expression normal de CHMP2B, ce qui peut étrdisarft pour masquer un éventuel effet
fonctionnel. Un knockout total du gembmp2bserait vraisemblablement Iétal (c’est le cas
pourchmp4l). Le développement d’'un knockout inductible etcsfigue des neurones semble
étre la bonne alternative pour toutes les expégefunctionnelles.

Une partie importante de ce travail de these a eroicle développement d’'une autre
technique pour déterminer le rdle du complexe ES@Rdans les épines dendritiques. Nous
avons envisagé de déstabiliser le complexe ESCR3yhaptique de facon aigué dans des
neurones vivants et d’évaluer I'effet sur la motplye et la plasticité des épines dendritiques
(projet de stage de Master 2 d’Elise Goyet ; tlaman présenté dans ce manuscrit). Nous
avons mis au point des petites séquences peptdldp€HMP2B capable de déstabiliser sont
interaction avec le complexe ESCRT-il vitro. Ces peptides, couplés a des peptides de
pénétration cellulaire (CPP, cell penetrating pigst) sont capables de rentrer a l'intérieur des
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cellules. L’effet déstabilisant des peptides de (8 n'a pas pu étre validé dans les
neurones, pour le moment, probablement a causeob&mes d’internalisation des peptides.
Cette technique sera certainement a développer ldasisite du projet, que ce soit pour la
déstabilisation du complexe ESCRT-III lui-méme aumpla déstabilisation de I'interaction
avec un autre partenaire synaptique. En effet, pHemettrait de tester les effets de la
déstabilisation du complexe avec une résolutiorpterile (quelques secondes ou minutes)
incomparable avec I'expression de mutants ou ikatilon de shRNA (parfois plusieurs jours
d’expression). D’autre part les propriétés des @Rtrisent une utilisation sur des modeles
plus intégrés, comme la tranche organotypique, @mendirectement sur l'animal, par
injection intracérébrale.
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3. Conclusion générale (de '’ensemble du travail de these)

Ce projet de these est a cheval sur deux thématid@eecherche : « ESCRTologie » d'une
part (ou comprendre comment s’assemble la mackiESICRT et en particulier le complexe
ESCRT-Ill) et « Synaptologie », d’autre part (oumgyendre comment fonctionnent les

synapses et comment elles contribuent a des phémsméomme la mémoire et
'apprentissage). Ce travail a apporté des ensgignes dans ces deux thématiques.

Contrairement aux dires de la littérature, CHMP28nhpas une sous-unité accessoire. Elle
dispose de capacités uniques de polymérisatior détbrmation de la membrane plasmique.
Elle prend également part a un complexe ESCRTditiqulier dans les épines dendritiques,
caractérisé par son apparente stabilité et soriatisn avec la membrane plasmique.

Ce complexe ESCRT-III est également associé aveguelette protéique postsynaptique. Il
est nécessaire pour le gonflement des épines dignds, la stabilisation des épines a grosse
téte et les phénomeénes de plasticité synaptiques [dmposons I'hypothése que ce complexe
s’assemble en filaments ESCRT-Ill pour catalyses deénoménes de déformation de la
membrane postsynaptique, ou servir au confinement@cepteurs au glutamate, au sein de la
densité postsynaptique.

Le fonctionnement synaptique, et le fonctionnenued épines dendritiques en particulier,
sont tres activement étudiés. Ce projet s'artidales une thématique de recherche qui vise a
mieux comprendre le fonctionnent les synapsesugtifeplication dans les phénomeénes de
mémorisation et d’apprentissage. Ceci dans le buta mieux appréhender comment des
dysfonctionnements synaptiques peuvent conduiaggadrition de pathologies. L'étude de la
protéine pathogene CHMP2B, directement respongiibla démence frontotemporale, et de
son rdle fonctionnel dans les épines dendritigpesyrait donc amener des enseignements
précieux, pour la compréhension et le traitemenecgre dautres pathologies
neurodégénératives.

205
Discussion



Références bibliographiques

206
Références bibliographiques



A

Abe, K., Chisaka, O., Van Roy, F., and Takeichi,(R004). Stability of dendritic spines and synagbatacts is
controlled by alpha N-catenin. Nat. Neurosgi357-363.

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., RabeK., and Walter, P. (2007a). The cytoskeletorMolecular
Biology of the Cell 5Ed, pp. 965-1052.

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., RdbeK., and Walter, P. (2007b). Intracelllular ioedar traffic.
In Molecular Biology of the Cell 5Ed, pp. 749-812.

Allison, R., Lumb, J.H., Fassier, C., Connell, J.\Nen Martin, D., Seaman, M.N.J., Hazan, J., and,He
(2013). An ESCRT-spastin interaction promotes disif recycling tubules from the endosome. J. Bill.
202 527-543.

Alvarez, V.A., and Sabatini, B.L. (2007). Anatonliead physiological plasticity of dendritic spinésinu.
Rev. Neurosci30, 79-97.

Anderton, B.H., Callahan, L., Coleman, P., Davies Flood, D., Jicha, G.A., Ohm, T., and Weaver1998).
Dendritic changes in Alzheimer’s disease and factioat may underlie these changes. Prog. Neurdso595—
609.

Antonny, B. (2011). Mechanisms of membrane cuneasgnsing. Annu. Rev. BiocheB0, 101-123.

Araya, R., Jiang, J., Eisenthal, K.B., and Yustg(2R06a). The spine neck filters membrane potintRroc.
Natl. Acad. Sci. U. S. AL03 17961-17966.

Araya, R., Eisenthal, K.B., and Yuste, R. (200@8ndritic spines linearize the summation of exoitat
potentials. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.1Q3 18799-18804.

Arellano, J.I., Benavides-Piccione, R., Defelipeahd Yuste, R. (2007). Ultrastructure of dendrsfpines:
correlation between synaptic and spine morpholodiemt. Neuroscil, 131-143.

B

Babst, M., Sato, T.K., Banta, L.M., and Emr, S.I847). Endosomal transport function in yeast rexgu novel
AAA-type ATPase, Vps4p. EMBO 16, 1820-1831.

Babst, M., Wendland, B., Estepa, E.J., and Emr, @898). The Vps4p AAA ATPase regulates membrane
association of a Vps protein complex required fammal endosome function. EMBO 137, 2982—-2993.

Babst, M., Katzmann, D.J., Snyder, W.B., Wendldhdand Emr, S.D. (2002a). Endosome-associated lesinp
ESCRT-II, recruits transport machinery for protearting at the multivesicular body. Dev Cgl1283-289.

Babst, M., Katzmann, D.J., Estepa-Sabal, E.J., MegT ., and Emr, S.D. (2002b). Escrt-lll; an erming-
associated heterooligomeric protein complex reguioe mvb sorting. Dev CeB, 271-282.

Bache, K.G., Brech, A., Mehlum, A., and Stenmark(2003). Hrs regulates multivesicular body forratvia
ESCRT recruitment to endosomes. J Cell Big, 435-442.

Bache, K.G., Stuffers, S., Malerod, L., Slagsvdld,Raiborg, C., Lechardeur, D., Walchli, S., LukaG.L.,
Brech, A., and Stenmark, H. (2006). The ESCRT4bumnit hVps24 is required for degradation but not
silencing of the epidermal growth factor recephdol Biol Cell 17, 2513-2523.

Bacia, K., Schwille, P., and Kurzchalia, T. (200S)erol structure determines the separation ofgghand the
curvature of the liquid-ordered phase in model memés. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.1Q2, 3272-3277.

Baietti, M.F., Zhang, Z., Mortier, E., Melchior, ADegeest, G., Geeraerts, A., lvarsson, Y., DepoayF.,
Coomans, C., Vermeiren, E., et al. (2012). Syndagatenin-ALIX regulates the biogenesis of exosarh&d.
Cell Biol. 14, 677—-685.

Bajorek, M., Schubert, H.L., McCullough, J., LarigelC., Eckert, D.M., Stubblefield, W.M., Uter, N,
Myszka, D.G., Hill, C.P., and Sundquist, W.I. (2D0Structural basis for ESCRT-III protein autoinkidn. Nat
Struct Mol Biol 16, 754-762.

207
Références bibliographiques



Baker, M., Mackenzie, I.R., Pickering-Brown, S.\@ass, J., Rademakers, R., Lindholm, C., Snowdgen, J.
Adamson, J., Sadovnick, A.D., Rollinson, S., e{2006). Mutations in progranulin cause tau-negativ
frontotemporal dementia linked to chromosome 1&uNst42, 916-919.

Baldys, A., and Raymond, J.R. (2009). Critical rel&aSCRT machinery in EGFR recycling. Biochemigt8y
9321-9323.

Bankaitis, V.A., Johnson, L.M., and Emr, S.D. (1R86olation of yeast mutants defective in protairgeting to
the vacuole. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.88, 9075-9079.

Barelli, H., and Antonny, B. (2009). Cell biologyetached membrane bending. Natd8 159-160.

Bayés, A., van de Lagemaat, L.N., Collins, M.Og@ng, M.D.R., Whittle, I.R., Choudhary, J.S., drhnt,
S.G.N. (2011). Characterization of the proteomseases and evolution of the human postsynaptidtygeNst.
Neurosci.l4, 19-21.

Belly, A., Bodon, G., Blot, B., Bouron, A., SadoR,, and Goldberg, Y. (2010). CHMP2B mutants linked
frontotemporal dementia impair maturation of detidspines. J. Cell Sci.23 2943-2954.

Bird, P.1., Trapani, J.A., and Villadangos, J.A0(®). Endolysosomal proteases and their inhibitorsimunity.
Nat. Rev. Immunol9, 871-882.

Blackstone, C., O’Kane, C.J., and Reid, E. (20HEreditary spastic paraplegias: membrane traffictae
motor pathway. Nat. Rev. NeurostR, 31-42.

Blanpied, T.A., Scott, D.B., and Ehlers, M.D. (200Rynamics and regulation of clathrin coats atc&deed
endocytic zones of dendrites and spines. Ne@6)A35-449.

Bliss, T. V, and Collingridge, G.L. (1993). A syrimpmodel of memory: long-term potentiation in the
hippocampus. Naturg61, 31-39.

Bliss, T. V, and Lomo, T. (1973). Long-lasting patiation of synaptic transmission in the dentataaf the
anaesthetized rabbit following stimulation of therfprant path. J. Physid232 331-356.

Van Blitterswijk, M., Vlam, L., van Es, M.A., vared Pol, W.L., Hennekam, E.A., Dooijes, D., Schetha# J.,
van der Kooi, A.J., de Visser, M., Veldink, J.H. a¢ (2012). Genetic Overlap between Apparentlgragdic
Motor Neuron Diseases. PLoS Onee48983.

Bloodgood, B.L. (2005). Neuronal Activity Regulatesfusion Across the Neck of Dendritic Spines. Saie
(80-.).310, 866—-869.

Bockaert, J., Perroy, J., Bécamel, C., Marin, ®d, Bagni, L. (2010). GPCR interacting proteins (§lia the
nervous system: Roles in physiology and patholodiesu. Rev. Pharmacol. Toxicd&0, 89-109.

Bodon, G., Chassefeyre, R., Pernet-Gallay, K., ieltt, N., Effantin, G.G., Lutje Hulsik, D., BelpA.A.,
Goldberg, Y., Chatellard-Causse, C., Blot, B.Bale(2011). Charged multivesicular body protein-2B
(CHMP2B) of the endosomal sorting complex requigedransport-111 (ESCRT-11I) polymerizes into hedil
structures deforming the plasma membrane. J. Binkm.286, 40276—40286.

Boland, B., Kumar, A., Lee, S., Platt, F.M., Wegigl Yu, W.H., and Nixon, R.A. (2008). Autophaggiction
and autophagosome clearance in neurons: relatpishiutophagic pathology in Alzheimer’s disease. J
Neurosci.28, 6926—6937.

Boura, E., Réycki, B., Chung, H.S., Herrick, D.Z., CanagarajBh,Cafiso, D.S., Eaton, W.A., Hummer, G.,
and Hurley, J.H. (2012). Solution structure of BERCRT-I and -Il supercomplex: implications for meare
budding and scission. Structize, 874—886.

Bourne, J., and Harris, K.M. (2007). Do thin spifezn to be mushroom spines that remember? Cpin. O
Neurobiol.17, 381-386.

Bourne, J.N., and Harris, K.M. (2008). Balancingisture and function at hippocampal dendritic spirennu.
Rev. Neurosci3l, 47-67.

Brown, T.C., Correia, S.S., Petrok, C.N., and Emteld.A. (2007). Functional compartmentalization of
endosomal trafficking for the synaptic deliveryAi1PA receptors during long-term potentiation. Julesci.
27, 13311-13315.

Bryant, N.J., and Stevens, T.H. (1998). Vacuolgémesis in Saccharomyces cerevisiae: protein toahsp
pathways to the yeast vacuole. Microbiol. Mol. Biekv.62, 230-247.

208
Références bibliographiques



C

Cabezas, A., Bache, K.G., Brech, A., and Stenn4rk2005). Alix regulates cortical actin and thetal
distribution of endosomes. J. Cell SE18 2625-2635.

Cajal, S.R. y (1888). Estructura de los centrosiosos de las aves. Rev. Trim. Histol. Norm. Paitpl—10.

Calabrese, B., Wilson, M.S., and Halpain, S. (200@&velopment and regulation of dendritic spineapges.
Physiology (Bethesdal, 38—47.

Carlin, R.K., Grab, D.J., Cohen, R.S., and SiekeWt (1980). Isolation and characterization otpgsaptic
densities from various brain regions: enrichmerdifierent types of postsynaptic densities. J. Ball. 86,
831-845.

Carlton, J.G., and Martin-Serrano, J. (2007). Relsabetween cytokinesis and retroviral buddingpla for the
ESCRT machinery. Science (80-31.6 1908-1912.

Carlton, J.G., Agromayor, M., and Martin-Serrang,2D08). Differential requirements for Alix and EBT-III
in cytokinesis and HIV-1 release. Proc Natl Acadl$& A 105 10541-10546.

Catald, |., Ferrer, 1., Galofré, E., and Fabreglig4,988). Decreased numbers of dendritic spimesastical
pyramidal neurons in dementia. A quantitative Gstgdy on biopsy samples. Hum. Neurob&I255—-259.

Cheng, D., Hoogenraad, C.C., Rush, J., Ramm, Blager, M.A., Duong, D.M., Xu, P., WijayawardanaR$
Hanfelt, J., Nakagawa, T., et al. (2006). Relatimd absolute quantification of postsynaptic dermitteome
isolated from rat forebrain and cerebellum. MolllGeroteomicsb, 1158-1170.

Chernomordik, L. V, and Kozlov, M.M. (2005). Membehemifusion: crossing a chasm in two leaps. T23
375-382.

Chiu, C.Q., Lur, G., Morse, T.M., Carnevale, N Hlljs-Davies, G.C.R., and Higley, M.J. (2013).
Compartmentalization of GABAergic inhibition by d#itic spines. Sciencg40, 759-762.

Choi, J., Ko, J., Racz, B., Burette, A, Lee, J.HR&m, S., Na, M., Lee, H.W., Kim, K., Weinberg,R.et al.
(2005). Regulation of dendritic spine morphogenbgigsulin receptor substrate 53, a downstreaec#df of
Racl and Cdc42 small GTPases. J. Neur@5cB69-879.

Collingridge, G.L., Kehl, S.J., and McLennan, H8B). Excitatory amino acids in synaptic transnaigsn the
Schaffer collateral-commissural pathway of thehippocampus. J. Physid34, 33—46.

Cooney, J.R., Hurlburt, J.L., Selig, D.K., Har#sM., and Fiala, J.C. (2002). Endosomal compartmeatve
multiple hippocampal dendritic spines from a widesyl rather than a local store of recycling memdardn
Neurosci22, 2215-2224.

Cotter, D., Mackay, D., Chana, G., Beasley, C.,daan S., and Everall, I.P. (2002). Reduced neursimaland
glial cell density in area 9 of the dorsolaterafpontal cortex in subjects with major depressisoler. Cereb.
Cortex12, 386—-394.

Cruts, M., Gijselinck, I., van der Zee, J., Engetiis, S., Wils, H., Pirici, D., Rademakers, R., Yanberghe,
R., Dermaut, B., Martin, J.-J., et al. (2006). Nulitations in progranulin cause ubiquitin-positive
frontotemporal dementia linked to chromosome 17§&ture442, 920-924.

D

Dailey, M.E., and Smith, S.J. (1996). The dynanoitdendritic structure in developing hippocampéades. J.
Neurosci.16, 2983—-2994.

DeKosky, S.T., and Scheff, S.W. (1990). Synapse ilo$rontal cortex biopsies in Alzheimer’s disease
correlation with cognitive severity. Ann. Neur@l7, 457-464.

Demoor, J. (1896). La plasticité morphologique desrones cérébraux. (Liége: H. Vaillant-Carmanne).

Derkach, V., Barria, A., and Soderling, T.R. (1999a2+/calmodulin-kinase Il enhances channel cotathce
of alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazoleprapite type glutamate receptors. Proc. Natl. Acad.\8cS.
A. 96, 3269-3274.

209
Références bibliographiques



Dobro, M.J., Samson, R.Y., Yu, Z., McCullough,ing, H.J., Chong, P.L.-G., Bell, S.D., and Jen&d,
(2013). Electron cryotomography of ESCRT assemialieb dividing Sulfolobus cells suggests that spical
filaments are involved in membrane scission. Mabl BCell 24, 2319-2327.

E

Effantin, G., Dordor, A., Sandrin, V., MartinelN., Sundquist, W.1., Schoehn, G., and Weissenhatn2013).
ESCRT-IlIl CHMP2A and CHMP3 form variable helicallpmers in vitro and act synergistically during HIV-
budding. Cell. Microbiol15, 213-226.

Ehlers, M.D. (2000). Reinsertion or degradatioMbfPA receptors determined by activity-dependentoaytic
sorting. Neuror28, 511-525.

Ehrlich, 1., Klein, M., Rumpel, S., and Malinow, R007). PSD-95 is required for activity-driven apse
stabilization. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 04, 4176-4181.

Einstein, G., Buranosky, R., and Crain, B.J. (19®98ndritic pathology of granule cells in Alzheirisedisease
is unrelated to neuritic plaques. J. Neuro4j.5077-5088.

Elia, N., Sougrat, R., Spurlin, T.A., Hurley, J.ldnd Lippincott-Schwartz, J. (2011). Dynamics od@somal
sorting complex required for transport (ESCRT) niaety during cytokinesis and its role in abscissiBroc.
Natl. Acad. Sci. U. S. AL08 4846-4851.

Elia, N., Fabrikant, G., Kozlov, M.M., and Lippiniteschwartz, J. (2012). Computational model of &irtetic
abscission driven by ESCRT-III polymerization ardhodeling. Biophys. 102, 2309-2320.

Ethell, I.M., and Pasquale, E.B. (2005). Molecute@chanisms of dendritic spine development and retivag
Prog. Neurobiol75, 161-205.

F

Fabrikant, G., Lata, S., Riches, J.D., Briggs, JWeissenhorn, W., and Kozlov, M.M. (2009). Compiotzal
model of membrane fission catalyzed by ESCRT-Ilo® Comput Biob, €1000575.

Ferrante, R.J., Kowall, N.W., and Richardson, E1891). Proliferative and degenerative changetiatal
spiny neurons in Huntington's disease: a combitedysusing the section-Golgi method and calbind?8©
immunocytochemistry. J. Neurostil, 3877—3887.

Ferrer, 1. (1999). Neurons and their dendritegs@mtotemporal dementia. Dement. Geriatr. Cogn. f0ist0
Suppl 1 55-60.

Ferrer, |., and Gullotta, F. (1990). Down’s syndeoand Alzheimer's disease: dendritic spine coumtise
hippocampus. Acta Neuropath@b, 680-685.

Filimonenko, M., Stuffers, S., Raiborg, C., Yamamak., Malergd, L., Fisher, E.M.C., Isaacs, A., 8reA.,
Stenmark, H., and Simonsen, A. (2007). Functiondtisesicular bodies are required for autophagéachnce
of protein aggregates associated with neurodegivedisease. J. Cell Biol.79 485-500.

Fisher, R.D., Chung, H.-Y., Zhai, Q., Robinson, Slundquist, W.1., and Hill, C.P. (2007). Structusat
biochemical studies of ALIX/AIP1 and its role intmavirus budding. Cell28 841-852.

Foster, M., and Sherrington, S. (1897). A TextbobRhysiology, 7th edn, part 3.

Freire, M. (1978). Effects of dark rearing on deticispines in layer IV of the mouse visual cortéx.
guantitative electron microscopical study. J. Ad26, 193-201.

Furutani, Y., Matsuno, H., Kawasaki, M., Sasakj,Mori, K., and Yoshihara, Y. (2007). Interactioatlveen
telencephalin and ERM family proteins mediates diéindilopodia formation. J. Neurosc27, 8866—-8876.

210
Références bibliographiques



G

Garcia-Lépez, P., Garcia-Marin, V., and Freire(2010). Dendritic spines and development; towards a
unifying model of spinogenesis--a present day re\wé Cajal’'s histological slides and drawings. NaWrlast.
201Q 769207.

Garrus, J.E., von Schwedler, U.K., Pornillos, O.WMorham, S.G., Zavitz, K.H., Wang, H.E., WettstdinA.,
Stray, K.M., C6té, M., Rich, R.L., et al. (2001%dlL01 and the vacuolar protein sorting pathwayasential
for HIV-1 budding. Celll07, 55—65.

Geschwind, D.H., and Levitt, P. (2007). Autism dp@m disorders: developmental disconnection synésom
Curr. Opin. Neurobioll7, 103-111.

Ghazi-Noori, S., Froud, K.E., Mizielinska, S., Pdw€., Smidak, M., Fernandez de Marco, M., O'MgJIE.,
Farmer, M., Parkinson, N., Fisher, E.M., et al.}20 Progressive neuronal inclusion formation axshal
degeneration in CHMP2B mutant transgenic mice.riBt8b, 819-832.

Glantz, L.A., and Lewis, D.A. (2000). Decreaseddtéit spine density on prefrontal cortical pyrasdid
neurons in schizophrenia. Arch. Gen. Psychiaity65—73.

Gray, E.G. (1959a). Electron microscopy of synaptintacts on dendrite spines of the cerebral coNaiure
183 1592-1593.

Gray, E.G. (1959b). Axosomatic and axodendriticapges of the cerebral cortex. J. Anat. L&®].420-433.

Gruenberg, J., and Stenmark, H. (2004). The biagismd multivesicular endosomes. Nat. Rev. Mol.| Gall.
5, 317-323.

Grutzendler, J., Kasthuri, N., and Gan, W.-B. (2002ng-term dendritic spine stability in the adcdirtex.
Nature420, 812—-816.

Guizetti, J., and Gerlich, D.W. (2012). ESCRT-ltlymers in membrane neck constriction. Trends Biell.
22, 133-140.

Guizetti, J., Schermelleh, L., Mantler, J., Maar,Pser, |., Leonhardt, H., Miller-Reichert, Thdaserlich,
D.W. (2011). Cortical constriction during abscissiovolves helices of ESCRT-IlI-dependent filaments
Science331, 1616-1620.

Guruharsha, K.G., Rual, J.-F., Zhai, B., MintselisVaidya, P., Vaidya, N., Beekman, C., Wong,Rhee,
D.Y., Cenaj, O., et al. (2011). A protein complestwork of Drosophila melanogaster. CBll7, 690—703.

H

Hanley, J.G. (2008). AMPA receptor trafficking pattys and links to dendritic spine morphogenesid. Ah.
Migr. 2, 276-282.

Hanley, J.G. (2010). Endosomal sorting of AMPA goes in hippocampal neurons. Biochem. Soc. Tra8s.
460-465.

Hanson, P.l., and Cashikar, A. (2012). Multivesicidody morphogenesis. Annu. Rev. Cell Dev. Bi8|.337—
362.

Hanson, P.l., Roth, R., Lin, Y., and Heuser, J2B08). Plasma membrane deformation by circulararod
ESCRT-III protein filaments. J Cell Bidi80, 389-402.

Harris, K.M., Jensen, F.E., and Tsao, B. (1992)e&kdimensional structure of dendritic spines amépses in
rat hippocampus (CA1) at postnatal day 15 and adyds: implications for the maturation of synaptic
physiology and long-term potentiation. J. Neuro$2j.2685—-2705.

Hayashi, M.K., Tang, C., Verpelli, C., Narayanan, ®earns, M.H., Xu, R.-M., Li, H., Sala, C., addyashi,
Y. (2009). The postsynaptic density proteins Hoared Shank form a polymeric network structure. Caf,
159-171.

Hayashi, Y., Shi, S.H., Esteban, J.A., Piccini, Poncer, J.C., and Malinow, R. (2000). Driving AMPA
receptors into synapses by LTP and CaMKII: requinennfior GIuR1 and PDZ domain interaction. Scie28&
2262-2267.

211
Références bibliographiques



Hebb, D. (1949). The Organization of Behavior: Aukapsychological Theory (Wiley).
Henne, W.M., Buchkovich, N.J., and Emr, S.D. (20ThHe ESCRT Pathway. Dev. C&ll, 77-91.

Henne, W.M., Buchkovich, N.J., Zhao, Y., and EmD.§2012). The Endosomal Sorting Complex ESCRT-II
Mediates the Assembly and Architecture of ESCRTHiices. Celll51, 356—-371.

Hering, H., Lin, C.-C., and Sheng, M. (2003). Lipafts in the maintenance of synapses, dendritiespand
surface AMPA receptor stability. J. Neurosz3, 3262-3271.

Higashi, Y., Murayama, S., Pentchev, P.G., and Huku (1993). Cerebellar degeneration in the Niam#&ick
type C mouse. Acta Neuropath8b, 175—-184.

Hinton, V.J., Brown, W.T., Wisniewski, K., and RuideR.D. (1991). Analysis of neocortex in three lesmwith
the fragile X syndrome. Am. J. Med. Gengt, 289-294.

Holtmaat, A.J.G.D., Trachtenberg, J.T., Wilbrethf,Shepherd, G.M., Zhang, X., Knott, G.W., and [Svta,
K. (2005). Transient and persistent dendritic spimethe neocortex in vivo. Neurdd, 279-291.

Hooli, B. V, Kovacs-Vajna, Z.M., Mullin, K., Blumehal, M.A., Mattheisen, M., Zhang, C., Lange, C.,
Mohapatra, G., Bertram, L., and Tanzi, R.E. (20R3re autosomal copy number variations in earlyebns
familial Alzheimer’s disease. Mol. Psychiatry.

Horvath, C.A.J., Vanden Broeck, D., Boulet, G.A.Bggers, J., and De Wolf, M.J.S. (2007). Epsinuiidg
membrane curvature. Int. J. Biochem. Cell B&Y, 1765-1770.

Hotulainen, P., and Hoogenraad, C.C. (2010). Aatidendritic spines: connecting dynamics to functid. Cell
Biol. 189, 619-629.

Hsieh, H., Boehm, J., Sato, C., Iwatsubo, T., Tanit, Sisodia, S., and Malinow, R. (2006). AMP Afnoval
underlies Abeta-induced synaptic depression andridenspine loss. Neurob2, 831-843.

Hurley, J.H., and Hanson, P.I. (2010). Membranedingland scission by the ESCRT machinery: it'srathe
neck. Nat Rev Mol Cell Bioll, 556-566.

Hutsler, J.J., and Zhang, H. (2010). Increased ritemdpine densities on cortical projection nelg@mautism
spectrum disorders. Brain RA09 83-94.

Hutton, M., Lendon, C.L., Rizzu, P., Baker, M., €lioh, S., Houlden, H., Pickering-Brown, S., Chalaidy, S.,
Isaacs, A., Grover, A., et al. (1998). Associatidmissense and 5’-splice-site mutations in taun e
inherited dementia FTDP-17. Natu883 702—-705.

Irwin, S.A., Patel, B., Idupulapati, M., HarrisBJ, Crisostomo, R.A., Larsen, B.P., Kooy, F., Witie P.J.,
Cras, P., Kozlowski, P.B., et al. (2001). Abnormahdritic spine characteristics in the temporal @sdal
cortices of patients with fragile-X syndrome: a nfitative examination. Am. J. Med. Gen@8 161-167.

Isaacs, A.M., Johannsen, P., Holm, I., and Niel§dh, (2011). Frontotemporal dementia caused by €2
mutations. Curr. Alzheimer Re8, 246—-251.

J

Jaworski, J., Kapitein, L.C., Gouveia, S.M., DantdaB.R., Wulf, P.S., Grigoriev, |., Camera, P.aBgler, S.A.,
Di Stefano, P., Demmers, J., et al. (2009). Dynamizrotubules regulate dendritic spine morphologg a
synaptic plasticity. Neuro@l, 85-100.

Jiang, M., and Chen, G. (2006). High Ca2+-phosptratesfection efficiency in low-density neuronaltates.
Nat. Protocl, 695-700.

Jones, E.G., and Powell, T.P. (1969). Morphologieaiations in the dendritic spines of the neocarde Cell
Sci. 5, 509-529.

Jouvenet, N., Zhadina, M., Bieniasz, P.D., and %in%M. (2011). Dynamics of ESCRT protein recruittne
during retroviral assembly. Nat. Cell Bidl3, 394-401.

212
Références bibliographiques



K

Kasai, H., Matsuzaki, M., Noguchi, J., Yasumatsy,asd Nakahara, H. (2003). Structure-stabilityetion
relationships of dendritic spines. Trends Neurd28,i.360—368.

Katoh, K., Shibata, H., Suzuki, H., Nara, A., Is#tid K., Kominami, E., Yoshimori, T., and Maki, M2q03).
The ALG-2-interacting protein Alix associates wiEtiiMP4b, a human homologue of yeast Snf7 that is
involved in multivesicular body sorting. J. Biolh@€m.278 39104-39113.

Katoh, K., Shibata, H., Hatta, K., and Maki, M. (2). CHMP4b is a major binding partner of the AL&-2
interacting protein Alix among the three CHMP4 @mwofis. Arch Biochem Biophy421, 159-165.

Katzmann, D.J., Babst, M., and Emr, S.D. (2001)quitin-dependent sorting into the multivesiculadly
pathway requires the function of a conserved endasprotein sorting complex, ESCRT-I. C&06, 145-155.

Katzmann, D.J., Stefan, C.J., Babst, M., and Eny, 003). Vps27 recruits ESCRT machinery to enduoss
during MVB sorting. J Cell Biol62, 413—-423.

Kaufmann, W.E., and Moser, H.W. (2000). Dendritiomalies in disorders associated with mental ratad.
Cereb. Cortex0, 981-991.

Kennedy, M.J., and Ehlers, M.D. (2006). Organedied trafficking machinery for postsynaptic plagyicAnnu.
Rev. Neurosci29, 325-362.

Kim, B.Y., Olzmann, J.A., Barsh, G.S., Chin, L.-&8nd Li, L. (2007). Spongiform neurodegeneratioseamted
E3 ligase Mahogunin ubiquitylates TSG101 and regslandosomal trafficking. Mol. Biol. CdlB, 1129-1142.

Kim, I.H., Racz, B., Wang, H., Burianek, L., WeimgeR., Yasuda, R., Wetsel, W.C., and Soderling, S.
(2013). Disruption of Arp2/3 results in asymmestouctural plasticity of dendritic spines and pesgive
synaptic and behavioral abnormalities. J. Neur@g;i6081-6092.

Kneussel, M., and Wagner, W. (2013). Myosin mo#airgeuronal synapses: drivers of membrane tranapdrt
actin dynamics. Nat. Rev. Neurostd, 233-247.

Korobova, F., and Svitkina, T. (2010). Moleculactatecture of synaptic actin cytoskeleton in hippopal
neurons reveals a mechanism of dendritic spine hoggnesis. Mol. Biol. Ce1, 165-176.

Kostelansky, M.S., Schluter, C., Tam, Y.Y.C., L8¢,Ghirlando, R., Beach, B., Conibear, E., andéyud.H.
(2007). Molecular architecture and functional moafethe complete yeast ESCRT-I heterotetramer. 129)
485-498.

Kozlov, M.M., McMahon, H.T., and Chernomordik, L.(2010). Protein-driven membrane stresses in fusion
and fission. Trends Biochem. S8b, 699—706.

Kwon, H.-B., and Sabatini, B.L. (2011). Glutamatdtices de novo growth of functional spines in dgvielg
cortex. Naturet74, 100-104.

L

Lafaurie-Janvore, J., Maiuri, P., Wang, |., Pindt, Manneville, J.-B., Betz, T., Balland, M., anttP M.
(2013). ESCRT-Ill Assembly and Cytokinetic AbscissiAre Induced by Tension Release in the Interkzllu
Bridge. Science (80-. 339, 1625-1629.

Landis, D.M., and Reese, T.S. (1983). Cytoplasm@pization in cerebellar dendritic spines. J. G&l. 97,
1169-1178.

Lang, C., Barco, A., Zablow, L., Kandel, E.R., Siiipum, S.A., and Zakharenko, S.S. (2004). Trahsien
expansion of synaptically connected dendritic spimgon induction of hippocampal long-term poteidrat
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A01, 16665-16670.

Langelier, C., von Schwedler, U.K., Fisher, R.De, Domenico, I., White, P.L., Hill, C.P., Kaplan, Ward, D.,
and Sundquist, W.1. (2006). Human ESCRT-II com@es its role in human immunodeficiency virus type 1
release. J ViroB0, 9465-9480.

Larson, J., Lynch, G., Games, D., and Seubertl#9). Alterations in synaptic transmission andykberm
potentiation in hippocampal slices from young agddaPDAPP mice. Brain Re840, 23-35.

213
Références bibliographiques



Lata, S., Schoehn, G., Jain, A., Pires, R., PiellleGottlinger, H.G., and Weissenhorn, W. (206&lical
structures of ESCRT-III are disassembled by VP®ikrge (80-. )321, 1354-1357.

Lee, J.A., and Gao, F.B. (2009). Inhibition of aaftagy induction delays neuronal cell loss caused by
dysfunctional ESCRT-III in frontotemporal dementiaNeuroscl9, 8506—-8511.

Lee, J.A., Beigneux, A., Ahmad, S.T., Young, Sahd Gao, F.B. (2007). ESCRT-III dysfunction causes
autophagosome accumulation and neurodegenerationB@®I 17, 1561-1567.

Lee, S.M., Chin, L.-S., and Li, L. (2012). Chardd&rie-Tooth disease-linked protein SIMPLE functiavith
the ESCRT machinery in endosomal trafficking. JI 8ml. 199, 799-816.

Lenz, M., Crow, D.J.G., and Joanny, J.-F. (20099nMrane buckling induced by curved filaments. PRg.
Lett. 103 038101.

Li, L., and Cohen, S.N. (1996). Tsg101: a noveldususceptibility gene isolated by controlled hoggmus
functional knockout of allelic loci in mammalianlise Cell 85, 319-329.

Lin, B., Kramar, E.A., Bi, X., Brucher, F.A., Gall;.M., and Lynch, G. (2005a). Theta stimulationypatrizes
actin in dendritic spines of hippocampus. J. Netir@5, 2062—2069.

Lin, Y., Kimpler, L.A., Naismith, T. V, Lauer, J.Mand Hanson, P.l. (2005b). Interaction of the mairan
endosomal sorting complex required for transpo&ERT) Il protein hSnf7-1 with itself, membranesdahe
AAA+ ATPase SKDL1. J Biol Cher80, 12799-12809.

Lindas, A.C., Karlsson, E.A,, Lindgren, M.T., EttanT.J., and Bernander, R. (2008). A unique ceikthn
machinery in the Archaea. Proc. Natl. Acad. SciSUA. 105, 18942-18946.

Lobert, V.H., and Stenmark, H. (2012). The ESCRTivzery mediates polarization of fibroblasts throug
regulation of myosin light chain. J. Cell StR5 29-36.

Logan, M.R., and Mandato, C.A. (2006). Regulatibthe actin cytoskeleton by PIP2 in cytokinesisoIBCell
98, 377-388.

Lynch, G., Larson, J., Kelso, S., Barrionuevo,dhd Schottler, F. (1983). Intracellular injectiafEGTA
block induction of hippocampal long-term potentati Nature305, 719-721.

M

Machesky, L.M., and Gould, K.L. (1999). The Arp2fmplex: a multifunctional actin organizer. Curpi@
Cell Biol. 11, 117-121.

Makino, H., and Malinow, R. (2009). AMPA receptacorporation into synapses during LTP: the rol&atdral
movement and exocytosis. Neurefy 381-390.

Malinow, R., Madison, D. V, and Tsien, R.W. (198Bgrsistent protein kinase activity underlying ldagm
potentiation. Natur835, 820-824.

Martinelli, N., Hartlieb, B., Usami, Y., Sabin, Mprdor, A., Miguet, N., Avilov, S. V, Ribeiro, E.A
Gottlinger, H., and Weissenhorn, W. (2012). CC2D4 A regulator of ESCRT-IIl CHMP4B. J. Mol. Bidl19,
75-88.

Mathivanan, S., and Simpson, R.J. (2009). ExoCartaompendium of exosomal proteins and RNA.
Proteomic®, 4997-5000.

Matsuno, H., Okabe, S., Mishina, M., Yanagida,Mori, K., and Yoshihara, Y. (2006). Telencephaliovg
spine maturation. J. Neurosgb, 1776—1786.

Matsuzaki, M., Honkura, N., Ellis-Davies, G.C.RideKasai, H. (2004). Structural basis of long-term
potentiation in single dendritic spines. Natd&9, 761—-766.

Mattila, P.K., Pykéalainen, A., Saarikangas, J. Maimen, V.O., Vihinen, H., Jokitalo, E., and Lagainen, P.
(2007). Missing-in-metastasis and IRSp53 deforrd B)P2-rich membranes by an inverse BAR domain-like
mechanism. J. Cell Biol76, 953—-964.

Matus, A., Ackermann, M., Pehling, G., Byers, H&hd Fujiwara, K. (1982). High actin concentratianbrain
dendritic spines and postsynaptic densities. MNlat. Acad. Sci. U. S. A79, 7590-7594.

214
Références bibliographiques



Maxfield, F.R., and McGraw, T.E. (2004). Endocygcycling. Nat. Rev. Mol. Cell Biob, 121-132.

McCullough, J., Colf, L.A., and Sundquist, W.I. (BZ). Membrane Fission Reactions of the MammaliaGRES
Pathway. Annu. Rev. Biochem.

McMahon, H.T., and Gallop, J.L. (2005). Membranevature and mechanisms of dynamic cell membrane
remodelling. Naturé38 590-596.

Miller, M., and Peters, A. (1981). Maturation of vaésual cortex. 1. A combined Golgi-electron niscope
study of pyramidal neurons. J. Comp. Neu?@3 555-573.

Mizushima, N., Levine, B., Cuervo, A.M., and Klidegys D.J. (2008). Autophagy fights disease througlutar
self-digestion. Naturd51, 1069-1075.

Morita, E., Sandrin, V., Chung, H.Y., Morham, S.Gygi, S.P., Rodesch, C.K., and Sundquist, W.I0{20
Human ESCRT and ALIX proteins interact with proteof the midbody and function in cytokinesis. EMBO
26, 4215-4227.

Morita, E., Colf, L.A., Karren, M.A., Sandrin, VRodesch, C.K., and Sundquist, W.I. (2010). HumaGE%
Il and VPS4 proteins are required for centrosome spindle maintenance. Proc. Natl. Acad. Sci. \A.2.07,
12889-12894.

Morita, E., Sandrin, V., McCullough, J., Katsuyama, Baci Hamilton, I., and Sundquist, W.I. (201ESCRT-
[l protein requirements for HIV-1 budding. Cell BtaMicrobe9, 235-242.

Morita, M., Al-Chalabi, A., Andersen, P.M., Hosl&.,, Sapp, P., Englund, E., Mitchell, J.E., Habgahd., de
Belleroche, J., Xi, J., et al. (2006). A locus ¢tmanosome 9p confers susceptibility to ALS and totemporal
dementia. Neurolog§6, 839-844.

Morlot, S., and Roux, A. (2013). Mechanics of dyimamediated membrane fission. Annu. Rev. Bioplys.
629-649.

Morris, R.G., Anderson, E., Lynch, G.S., and Baudity (1986). Selective impairment of learning atockade
of long-term potentiation by an N-methyl-D-aspagtegceptor antagonist, AP5. Nat@®9, 774-776.

Mostowy, S., and Cossart, P. (2012). Septins:dhethh component of the cytoskeleton. Nat. Rev. Nalll
Biol. 13, 183-194.

Mucke, L., Masliah, E., Yu, G.Q., Mallory, M., Raghstein, E.M., Tatsuno, G., Hu, K., Kholodenko, D.,
Johnson-Wood, K., and McConlogue, L. (2000). Higtel neuronal expression of abeta 1-42 in wild-type
human amyloid protein precursor transgenic micaapyotoxicity without plaque formation. J. Neuro&f),
4050-4058.

Muziol, T., Pineda-Molina, E., Ravelli, R.B., Zambni, A., Usami, Y., Gottlinger, H., and WeissemhpW.
(2006). Structural basis for budding by the ESCRTalctor CHMP3. Dev Cell 0, 821-830.

N

Nabhan, J.F., Hu, R., Oh, R.S., Cohen, S.N., and).2012). Formation and release of arrestin doma
containing protein 1-mediated microvesicles (ARMMsplasma membrane by recruitment of TSG101 protei
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A09 4146-4151.

Neto, H., Collins, L.L., and Gould, G.W. (2011).3iee trafficking and membrane remodelling in cyt@sis.
Biochem. J437, 13-24.

Newpher, T.M., and Ehlers, M.D. (2008). Glutamageeptor dynamics in dendritic microdomains. Nels8n
472-497.

Noguchi, J., Matsuzaki, M., Ellis-Davies, G.C.Rid&Kasai, H. (2005). Spine-neck geometry determines
NMDA receptor-dependent Ca2+ signaling in dendrinesurond6, 609-622.

O

Odorizzi, G. (2006). The multiple personalitiesfdix. J. Cell Sci.119, 3025-3032.

215
Références bibliographiques



Ogura, T., and Wilkinson, A.J. (2001). AAA+ superidy ATPases: common structure--diverse functioan€s
Cells6, 575-597.

Okamoto, K.-I., Nagai, T., Miyawaki, A., and Hayast. (2004). Rapid and persistent modulation dfrac
dynamics regulates postsynaptic reorganization nlyidg bidirectional plasticity. Nat. Neurosdi, 1104-1112.

Opazo, P., Sainlos, M., and Choquet, D. (2012)uReign of AMPA receptor surface diffusion by PSB-9
slots. Curr. Opin. Neurobio22, 453-460.

Ostroff, L.E., Fiala, J.C., Allwardt, B., and HarK.M. (2002). Polyribosomes redistribute from diétic shafts
into spines with enlarged synapses during LTP ireliging rat hippocampal slices. Neur@f) 535-545.

P

Palade, G.E., and Palay, S.L. (1954). Electronasimwpe observations of interneuronal and neurontarscu
synapses. Anat. Ret18 335-336.

Palay, S.L., and Palade, G.E. (1955). The finectire of neurons. J. Biophys. Biochem. Cyigl69—88.

Pan, S., Wang, R., Zhou, X., He, G., Koomen, Jha$@ashi, R., Sun, L., Corvera, J., Gallick, G.Bd Kuang,
J. (2006). Involvement of the conserved adaptoteimAlix in actin cytoskeleton assembly. J. BiBhem.281,
34640-34650.

Di Paolo, G., and De Camilli, P. (2006). Phosphsitides in cell regulation and membrane dynamictuhe
443 651-657.

Park, M., Penick, E.C., Edwards, J.G., Kauer, Ad Ehlers, M.D. (2004). Recycling endosomes suppl
AMPA receptors for LTP. Scien@®@0D5, 1972-1975.

Park, M., Salgado, J.M., Ostroff, L., Helton, T.Bgbinson, C.G., Harris, K.M., and Ehlers, M.D. @8}
Plasticity-induced growth of dendritic spines byeytic trafficking from recycling endosomes. Neuff)
817-830.

Parkinson, N., Ince, P.G., Smith, M.O., Highley, 8kibinski, G., Andersen, P.M., Morrison, K.E.]IPH.S.,
Hardiman, O., Collinge, J., et al. (2006). ALS pbigppes with mutations in CHMP2B (charged multiveac
body protein 2B). Neurolog§7, 1074-1077.

Pashkova, N., Gakhar, L., Winistorfer, S.C., SunshA.B., Rich, M., Dunham, M.J., Yu, L., and PipRrC.
(2013). The yeast Alix homolog Brol functions asbaquitin receptor for protein sorting into multsieular
endosomes. Dev. Cédlb, 520-533.

Patt, S., and Gerhard, L. (1993). A Golgi studfafman locus coeruleus in normal brains and in Radki’s
disease. Neuropathol. Appl. Neurobib®, 519-523.

Peel, S., Macheboeuf, P., Martinelli, N., and Weigsrn, W. (2011). Divergent pathways lead to ESTRT
catalyzed membrane fission. Trends Biochem. 3;i199-210.

Penzes, P., Cahill, M.E., Jones, K.A., VanLeeuwleit,., and Woolfrey, K.M. (2011). Dendritic spinatipology
in neuropsychiatric disorders. Nat. Neuroddi. 285-293.

Pires, R., Hartlieb, B., Signor, L., Schoehn, Gatd., S., Roessle, M., Moriscot, C., Popov, S., HkzJamin,
M., et al. (2009). A crescent-shaped ALIX dimegets ESCRT-III CHMP4 filaments. Structut@, 843—-856.

Popov, V., Medvedev, N.I., Davies, H.A., and Steawst.G. (2005). Mitochondria form a filamentousicetar
network in hippocampal dendrites but are presedisasete bodies in axons: a three-dimensionastituctural
study. J. Comp. Neurod92, 50-65.

Portera-Cailliau, C., Pan, D.T., and Yuste, R. @0@\ctivity-regulated dynamic behavior of earlyndieitic
protrusions: evidence for different types of deticlfilopodia. J. NeuroscR3, 7129-7142.

Purves, D. (2004). Neuroscience, 3rd Edition (SénadAssociates).

Q

Querfurth, H.W., and LaFerla, F.M. (2010). Alzheirsalisease. N. Engl. J. Me862 329-344.

216
Références bibliographiques



R

Raiborg, C., and Stenmark, H. (2009). The ESCRThingey in endosomal sorting of ubiquitylated menmigra
proteins. Naturd58, 445-452.

Raiborg, C., Bache, K.G., Gillooly, D.J., MadshuHl,, Stang, E., and Stenmark, H. (2002). Hrs sorts
ubiquitinated proteins into clathrin-coated microgons of early endosomes. Nat. Cell Bi§l394-398.

Ramachandran, B., and Frey, J.U. (2009). Intergewith the actin network and its effect on longater
potentiation and synaptic tagging in hippocampall@®&urons in slices in vitro. J. Neuros9, 12167-12173.

Raymond, C.K., Howald-Stevenson, I., Vater, C.Ad &tevens, T.H. (1992). Morphological classificatdf
the yeast vacuolar protein sorting mutants: eviddac a prevacuolar compartment in class E vps misitéviol.
Biol. Cell 3, 1389-1402.

Razi, M., and Futter, C.E. (2006). Distinct roles Tsg101 and Hrs in multivesicular body formatéomd inward
vesiculation. Mol. Biol. Celll7, 3469—-3483.

Reid, E., Connell, J., Edwards, T.L., Duley, SoBn, S.E., and Sanderson, C.M. (2005). The hemyditzastic
paraplegia protein spastin interacts with the ES@R&omplex-associated endosomal protein CHMP 1BtrH
Mol Genet14, 19-38.

Rohrer, J.D., Ahsan, R.L., Isaacs, A.M., NielseR, JOstergaard, L., Scahill, R., Warren, J.D.,900sM.N.,
Fox, N.C., and Johannsen, P. (2009). Presymptometieralized brain atrophy in frontotemporal dernaent
caused by CHMP2B mutation. Dement. Geriatr. Cogsoid.27, 182—-186.

Rollinson, S., Rizzu, P., Sikkink, S., Baker, Mallivell, N., Snowden, J., Traynor, B.J., Ruano, Cairns, N.,
Rohrer, J.D., et al. (2009). Ubiquitin associateatgin 1 is a risk factor for frontotemporal loltrgeneration.
Neurobiol. Aging30, 656—665.

De Roo, M., Klauser, P., Mendez, P., Poglia, Ld Bhuller, D. (2008). Activity-dependent PSD fornmatiand
stabilization of newly formed spines in hippocamglade cultures. Cereb. Corté8, 151-161.

Rostaing, P., Real, E., Siksou, L., Lechaire, JBBudier, T., Boeckers, T.M., Gertler, F., Gunofgér, E.D.,
Triller, A., and Marty, S. (2006). Analysis of systec ultrastructure without fixative using high-gseaire
freezing and tomography. Eur. J. Neuro2di.3463-3474.

Rothman, J.H., and Stevens, T.H. (1986). Proteaitingpin yeast: mutants defective in vacuole bicgs
mislocalize vacuolar proteins into the late seasepathway. Celld7, 1041-1051.

Roussignol, G., Ango, F., Romorini, S., Tu, J.@GlaSC., Worley, P.F., Bockaert, J., and Fagn{2D05).
Shank expression is sufficient to induce functiaeidritic spine synapses in aspiny neurons. Jrdsei25,
3560-3570.

Rusten, T.E., and Stenmark, H. (2009). How do ES@Riteins control autophagy? J Cell $2p, 2179-2183.

Rusten, T.E., Vaccari, T., Lindmo, K., Rodahl, L\, Nezis, |.P., Sem-Jacobsen, C., Wendler, F.¢c&fit J.-
P., Brech, A, Bilder, D., et al. (2007). ESCRTsl &ab1l regulate distinct steps of autophagy. @ial. 17,
1817-1825.

S

Sacktor, T.C. (2012). Memory maintenance by RKdslh evolutionary perspective. Mol. Brain31.
Saksena, S., and Emr, S.D. (2009). ESCRTs and hdisaase. Biochem. Soc. Tra3, 167-172.

Saksena, S., Wahlman, J., Teis, D., Johnson, ard. Emr, S.D. (2009). Functional reconstitutioreSCRT-III
assembly and disassembly. CE3l6, 97-109.

Sala, C., Piéch, V., Wilson, N.R., Passafaro, Nu, G., and Sheng, M. (2001). Regulation of demzispine
morphology and synaptic function by Shank and Homeuron31, 115-130.

Samson, R.Y., Obita, T., Freund, S.M., Williamd,.Rand Bell, S.D. (2008). A role for the ESCRTtgys in
cell division in archaea. Science (80-322, 1710-1713.

Von Schwedler, U.K., Stuchell, M., Muller, B., Waid.M., Chung, H.Y., Morita, E., Wang, H.E., Davis,
He, G.P., Cimbora, D.M., et al. (2003). The prote@twork of HIV budding. Cell14, 701-713.

217
Références bibliographiques



Selemon, L.D., and Goldman-Rakic, P.S. (1999). rEldeiced neuropil hypothesis: a circuit based motfiel
schizophrenia. Biol. Psychiatdb, 17-25.

Sette, P., Nagashima, K., Piper, R.C., and Boukm£013). Ubiquitin conjugation to Gag is essdritia
ESCRT-mediated HIV-1 budding. Retrovirolo, 79.

Sharma, K., Fong, D.K., and Craig, A.M. (2006). BBgsaptic protein mobility in dendritic spines: tpterm
regulation by synaptic NMDA receptor activation. IMGell. Neurosci31, 702—-712.

Sheng, M., and Hoogenraad, C.C. (2007). The poajgimarchitecture of excitatory synapses: a more
guantitative view. Annu. Rev. Biochem6, 823-847.

Shestakova, A., Hanono, A., Drosner, S., Curtiss,Ddvies, B.A., Katzmann, D.J., and Babst, M. (01
Assembly of the AAA ATPase Vps4 on ESCRT-IIl. MabBCell 21, 1059-1071.

Shim, S., Kimpler, L.A., and Hanson, P.I. (200Ayusture/function analysis of four core ESCRT-libfeins
reveals common regulatory role for extreme C-teainitomain. Traffid, 1068—1079.

Shirk, A.J., Anderson, S.K., Hashemi, S.H., ChaRtcE,, and Bennett, C.L. (2005). SIMPLE interacithw
NEDD4 and TSG101: evidence for a role in lysososeating and implications for Charcot-Marie-Tooth
disease. J. Neurosci. R&2, 43-50.

Silva, A.J., Stevens, C.F., Tonegawa, S., and Wén(f1992). Deficient hippocampal long-term potatitn in
alpha-calcium-calmodulin kinase Il mutant mice.e®ce257, 201-206.

Skibinski, G., Parkinson, N.J., Brown, J.M., Chdlasi, L., Lloyd, S.L., Hummerich, H., Nielsen, J.Hodges,
J.R., Spillantini, M.G., Thusgaard, T., et al. (3DMutations in the endosomal ESCRTIII-complexwsib
CHMP2B in frontotemporal dementia. Nat GeB&t 806—808.

Sleegers, K., Cruts, M., and Van Broeckhoven, G1(3. Molecular pathways of frontotemporal lobar
degeneration. Annu. Rev. Neurost3, 71-88.

Smith, D.L., Pozueta, J., Gong, B., Arancio, Od &helanski, M. (2009). Reversal of long-term déiwdspine
alterations in Alzheimer disease models. Proc..Maihd. Sci. U. S. A106, 16877—-16882.

Snyder, E.M., Nong, Y., Almeida, C.G., Paul, S.,ritg T., Choi, E.Y., Nairn, A.C., Salter, M.W., Lbnoso,
P.J., Gouras, G.K., et al. (2005). Regulation of DMreceptor trafficking by amyloid-beta. Nat. Nesc 8,
1051-1058.

Sotelo, C. (1990). Cerebellar synaptogenesis: wieatan learn from mutant mice. J. Exp. BiB3 225-249.
Sotelo, C. (2003). Viewing the brain through thesteahand of Ramén y Cajal. Nat. Rev. Neuro&cr.1-77.

Spacek, J., and Harris, K.M. (1997). Three-dimemsi@rganization of smooth endoplasmic reticulum in
hippocampal CAl dendrites and dendritic spinesiefimmature and mature rat. J. Neuro$¢j.190-203.

Stefanowska, M. (1897). Sur les appendices desriesidBull. Des Séances Société R. Des Sci. Mdebd\at.
Bruxelles.

Strack, B., Calistri, A., Craig, S., Popova, E.d&ttlinger, H.G. (2003). AIP1/ALIX is a bindingpner for
HIV-1 p6 and EIAV p9 functioning in virus buddinGell 114, 689—699.

Stuchell-Brereton, M.D., Skalicky, J.J., Kieffer,, ®arren, M.A., Ghaffarian, S., and Sundquist, W2D07).
ESCRT-III recognition by VPS4 ATPases. Natd#®, 740-744.

Stuffers, S., Brech, A., and Stenmark, H. (20089CRT proteins in physiology and disease. Exp Ced35
1619-1626.

Suetsugu, S., Toyooka, K., and Senju, Y. (2010bc8lular membrane curvature mediated by the BARaln
superfamily proteins. Semin. Cell Dev. Bigll, 340-349.

Swann, J.W., Al-Noori, S., Jiang, M., and Lee, G2000). Spine loss and other dendritic abnornesliiin
epilepsy. Hippocampuk0, 617—625.

Sweet, R.A., Henteleff, R.A., Zhang, W., SampsorR.Aand Lewis, D.A. (2009). Reduced dendritic spin
density in auditory cortex of subjects with schizmmia. Neuropsychopharmacold8y, 374—-389.

218
Références bibliographiques



T

Tada, T., Simonetta, A., Batterton, M., Kinoshia, Edbauer, D., and Sheng, M. (2007). Role of Bept
cytoskeleton in spine morphogenesis and dendriteldpment in neurons. Curr. Bidl7, 1752—-1758.

Takashima, S., Becker, L.E., Armstrong, D.L., af@ F. (1981). Abnormal neuronal development @ th
visual cortex of the human fetus and infant witkvdts syndrome. A quantitative and qualitative Galtyidy.
Brain Res225 1-21.

Tamai, K., Tanaka, N., Nara, A., Yamamoto, A., Ng&aa, |., Yoshimori, T., Ueno, Y., Shimosegawa,ahd
Sugamura, K. (2007). Role of Hrs in maturation ato@hagosomes in mammalian cells. Biochem. Biophys.
Res. Commun360, 721-727.

Tanikawa, S., Mori, F., Tanji, K., Kakita, A., Tdkashi, H., and Wakabayashi, K. (2012). Endosonmingp
related protein CHMP2B is localized in Lewy bodésl glial cytoplasmic inclusions insynucleinopathy.
Neurosci. Lett527, 16-21.

Teis, D., Saksena, S., and Emr, S.D. (2008). Oddassembly of the ESCRT-III complex on endosomes is
required to sequester cargo during MVB formatioav@ell15, 578-589.

Teis, D., Saksena, S., Judson, B.L., and Emr, @@.0). ESCRT-II coordinates the assembly of ESCTIRT-
filaments for cargo sorting and multivesicular baggicle formation. EMBO 29, 871-883.

Terry, R.D., Masliah, E., Salmon, D.P., Butters, DeTeresa, R., Hill, R., Hansen, L.A., and Katzpfan
(1991). Physical basis of cognitive alterationg\imheimer’s disease: synapse loss is the majoetaig of
cognitive impairment. Ann. Neurds0, 572-580.

Théry, C., Zitvogel, L., and Amigorena, S. (20(yosomes: composition, biogenesis and function. Rat.
Immunol.2, 569-579.

Thomas, G.M., and Huganir, R.L. (2004). MAPK cagcainalling and synaptic plasticity. Nat. Rev. MNesgi.
5, 173-183.

Trinchese, F., Liu, S., Battaglia, F., Walter,8athews, P.M., and Arancio, O. (2004). Progressaiye-related
development of Alzheimer-like pathology in APP/RS8ite. Ann. Neurol55, 801-814.

Tsang, H.T., Connell, J.W., Brown, S.E., ThompsenReid, E., and Sanderson, C.M. (2006). A systama
analysis of human CHMP protein interactions: addil MIT domain-containing proteins bind to mulépl
components of the human ESCRT Il complex. Geno®#;833—346.

Tsay, D., and Yuste, R. (2004). On the electrinatfion of dendritic spines. Trends Neuro&ai. 77-83.

Tu, J.C., Xiao, B., Yuan, J.P., Lanahan, A A,, lfedf K., Li, M., Linden, D.J., and Worley, P.F.998). Homer
binds a novel proline-rich motif and links groupngtabotropic glutamate receptors with IP3 receptéesiron
21, 717-726.

Tu, J.C., Xiao, B., Naisbitt, S., Yuan, J.P., P&r&.S., Brakeman, P., Doan, A., Aakalu, V.K.nghan, A.A.,
Sheng, M., et al. (1999). Coupling of mGluR/Homed # SD-95 complexes by the Shank family of posigtioa
density proteins. Neurd?3, 583-592.

U

Urwin, H., Authier, A., Nielsen, J.E., Metcalf, DPpwell, C., Froud, K., Malcolm, D.S., Holm, I.,hbonsen, P.,
Brown, J., et al. (2010). Disruption of endocytiafticking in frontotemporal dementia with CHMP2B
mutations. Hum. Mol. Genet)9, 2228-2238.

Usami, Y., Popov, S., Weiss, E.R., Vriesema-Magnu§b, Calistri, A., and Gottlinger, H.G. (2012).
Regulation of CHMP4/ESCRT-IIl Function in Human Imnodeficiency Virus Type 1 Budding by CC2D1A. J
Virol.

219
Références bibliographiques



V

Vaccari, T., Rusten, T.E., Menut, L., Nezis, | Brech, A., Stenmark, H., and Bilder, D. (2009). Qamative
analysis of ESCRT-I, ESCRT-II and ESCRT-III functim Drosophila by efficient isolation of ESCRT rants.
J Cell Scil22, 2413-2423.

W

Walsh, D.M., Klyubin, I., Fadeeva, J. V, Cullen,KV. Anwyl, R., Wolfe, M.S., Rowan, M.J., and Selkd@eJ.
(2002). Naturally secreted oligomers of amyloidabetotein potently inhibit hippocampal long-terntgrttiation
in vivo. Nature416, 535-539.

Watts, G.D.J., Wymer, J., Kovach, M.J., Mehta, SMBumm, S., Darvish, D., Pestronk, A., Whyte, Mahd
Kimonis, V.E. (2004). Inclusion body myopathy adated with Paget disease of bone and frontotemporal
dementia is caused by mutant valosin-containingepmoNat. Genet36, 377-381.

Wegner, A.M., Nebhan, C.A., Hu, L., Majumdar, D.eidr, K.M., Weaver, A.M., and Webb, D.J. (2008). N-
wasp and the arp2/3 complex are critical reguladdexctin in the development of dendritic spined agnapses.
J. Biol. Chem283 15912-15920.

Wemmer, M., Azmi, |., West, M., Davies, B., Katzmam., and Odorizzi, G. (2011). Brol binding to Bnf
regulates ESCRT-IIl membrane scission activityéast. J. Cell Biol192, 295-306.

Whitlock, J.R., Heynen, A.J., Shuler, M.G., and B&&F. (2006). Learning induces long-term poteidiain
the hippocampus. Scieng8&3 1093-1097.

Wollert, T., and Hurley, J.H. (2010). Molecular rhaaism of multivesicular body biogenesis by ESCRT
complexes. Naturé64, 864—869.

Wollert, T., Wunder, C., Lippincott-Schwartz, JadaHurley, J.H. (2009). Membrane scission by th€ES-Il|
complex. Naturél58 172-177.

Woodman, P.G., and Futter, C.E. (2008). Multivelsicbodies: co-ordinated progression to maturitytrC
Opin. Cell Biol.20, 408-414.

X

Xiao, J., Chen, X.-W., Davies, B.A., Saltiel, A.Ratzmann, D.J., and Xu, Z. (2009). Structural ®asilstl
function and Ist1-Did2 interaction in the multivesiar body pathway and cytokinesis. Mol. Biol. C20| 3514—
3524.

Xie, Y., Vessey, J.P., Konecna, A., Dahm, R., Madeh and Kiebler, M.A. (2007). The GTP-bindingf&in
Septin 7 is critical for dendrite branching and di#ic-spine morphology. Curr. Biol7, 1746-1751.

Xu, J., Nonogaki, M., Madhira, R., Ma, H.-Y.Y., Heanson, O., Kioussi, C., and Gross, M.K. (2012).
Population-Specific Regulation of Chmp2b by LbxTidg Onset of Synaptogenesis in Lateral Association
Interneurons. PLoS Org e48573.

Y

Yamazaki, Y., Takahashi, T., Hiji, M., Kurashige, Teumi, Y., Yamawaki, T., and Matsumoto, M. (2010
Immunopositivity for ESCRT-III subunit CHMP2B ingmulovacuolar degeneration of neurons in the
Alzheimer’s disease hippocampus. Neurosci. 4at7, 86—90.

Yang, D., Rismanchi, N., Renvoise, B., Lippincotth®artz, J., Blackstone, C., and Hurley, J.H. (3008
Structural basis for midbody targeting of spasfirtie ESCRT-III protein CHMP1B. Nat. Struct. MolidB 15,
1278-1286.

220
Références bibliographiques



Yorikawa, C., Shibata, H., Waguri, S., Hatta, Kgri{ M., Katoh, K., Kobayashi, T., Uchiyama, YndaMaki,
M. (2005). Human CHMP®6, a myristoylated ESCRT-Hbtein, interacts directly with an ESCRT-II compahe
EAP20 and regulates endosomal cargo sorting. BrocheB7, 17—-26.

Yuste, R., and Bonhoeffer, T. (2004). Genesis ofidiéic spines: insights from ultrastructural anthging
studies. Nat. Rev. Neuroséi. 24—34.

Zamborlini, A., Usami, Y., Radoshitzky, S.R., Poppf., Palu, G., and Gottlinger, H. (2006). Relezse
autoinhibition converts ESCRT-III components intatgnt inhibitors of HIV-1 budding. Proc Natl Acadi®) S
A 103 19140-19145.

Van der Zee, J., Urwin, H., Engelborghs, S., BrogllaV., Vandenberghe, R., Dermaut, B., De Pooter, T
Peeters, K., Santens, P., De Deyn, P.P., et @8j2CHMP2B C-truncating mutations in frontotempdodar
degeneration are associated with an aberrant emddgihenotype in vitro. Hum. Mol. Genéfz, 313-322.

Z

Zhou, Q., Homma, K.J., and Poo, M. (2004). Shrirkafdendritic spines associated with long-ternresgion
of hippocampal synapses. Neurb) 749-757.

Zimmerberg, J., and Kozlov, M.M. (2006). How praoteproduce cellular membrane curvature. Nat. Real. M
Cell Biol. 7, 9-19.

Ziv, N.E., and Smith, S.J. (1996). Evidence fooke 1of dendritic filopodia in synaptogenesis anithep
formation. Neurorl7, 91-102.

Zuo, Y., Lin, A., Chang, P., and Gan, W.-B. (200B&velopment of long-term dendritic spine stability
diverse regions of cerebral cortex. Neud@n181-189.

221
Références bibliographiques



Résumé

CHMP2B est une sous-unité du complexe ESCRT-Il, camplexe cytosolique trés conservé,
responsable du remodelage des membranes biologapres divers processus cellulaires. Des
mutations deCHMP2B sont associées a une forme familiale de démenoc¢otemporale. Une étude
précédente a mis en évidence que les mutants getbegle CHMP2B altérent la morphologie des
épines dendritiques, un phénomene potentielleméotigine de la maladieCe travail de recherche

a pour objectif de décrire le role de CHMP2B, et dicomplexe ESCRT-III, dans la structure et le
fonctionnement des épines dendritiquesDans des lignées cellulaires, nous avons démantee
CHMP2B a la propriété de s’associer préférentiefiea la membrane plasmique, de se polymériser
en filaments hélicoidaux et de former de longsiret fubes membranaires. Ce résultat indique que
CHMP2B est directement impliqué dans le remodetigla membrane plasmique. Dans les neurones,
CHMP2B se concentre dans des régions sous-memi@anpioches de la PSD. Une analyse
biochimique a montré que CHMP2B et CHMP4B sont cigées a d’autres sous-unités, pour former
un complexe ESCRT-IlIl postsynaptique particulieremestable. Nous avons identifié par
spectrométrie de masse que ce complexe interagierégnt avec des protéines d’échafaudage
postsynaptiques et des protéines de remodelaggtdsqoelette d’'actine. La déplétion de CHMP2B
par RNAI, dans des neurones en culture, affecteolaplexité de I'arborisation dendritique, la
morphologie des épines dendritiques et empéchamdegnent des épines associé a la LTP. Des
expériences de récupération, avec des mutants ggentadiquent que le réle de CHMP2B dans le
maintien de I'arborisation dendritique est dépemndala fois de de son association avec ESCRT-III et
la bicouche phospholipidiquéeNous proposons une nouvelle fonctionnalité pour uromplexe
ESCRT-IIl contenant CHMP2B, dans les processus de emodelage de la membrane
postsynaptique associés a la maturation et & la [cité des épines dendritiques.

Abstract

CHMP2B is a subunit of ESCRT-III, a highly consatwytosolic protein machinery, responsible for
membrane remodeling in diverse cellular mechanidgvhdations inCHMP2B are responsible for a
familial form of frontotemporal dementia. A previstudy highlighted that FTD-related mutants of
CHMP2B impair the morphological maturation of detidrspines, a process that may underlie
neurodegeneration in this diseasehe goal of this research work id directed towards
understanding the role of CHMP2B and ESCRT-IIl in dendritic spines structure and function.

In cell lines, we demonstrated that CHMP2B assesigireferentially with the plasma membrane,
polymerizes in helical filaments and forms long &hich membrane protrusions. This result indicates
that CHMP2B is directly involved in plasma membraremodeling. In neurons, CHMP2B
concentrates in specific sub-membrane microdon@ase to the PSD. Biochemical analysis revealed
that CHMP2B and CHMP4B associate with other sulsututform a remarkably stable postsynaptic
ESCRT-IIl complex. Mass-spectrometry indicated tiég complex also interacts with postsynaptic
scaffolds and proteins involved in actin cytoskatetemodelling. RNAi depletion of CHMP2B, in
cultured neurons, alters stability of dendrite lsfang and morphology of dendritic spines, and
impairs spine head growth, normally associated WilP. Rescue experiments, with point mutants,
indicated that CHMP2B activity in dendrite branahirs dependent on its capacity to both bind
phospholipids and oligomerize with ESCRT-M/e propose a novel functionality for an ESCRT-

Il complex containing CHMP2B, in maturation-dependent and plasticity-dependent processes
of dendritic spine morphogenesis.



