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Résumé

Résumé

Les cellules neuroendocrines possedent d’une part la voie de sécrétion constitutive, existant
dans tous les types cellulaires, qui permet le renouvellement continu de la membrane
plasmique et de la matrice extracellulaire, et d’autre part la voie de sécrétion régulée,
spécifique aux cellules sécrétrices, qui permet la sécrétion d’hormones suite a la stimulation
de la cellule. Les organites impliqués dans cette derniéere voie sont les granules de sécrétion a
cceur dense (GS), qui stockent les hormones ainsi que des glycoprotéines solubles, les
granines. Parmi ces derniéres, la chromogranine A (CgA) joue un réle majeur dans la biogénese
des GS mais les mécanismes moléculaires ne sont pas clairement définis. Dans une lignée de
cellules non-endocrines COS7 (dépourvues de granines et donc de voie de sécrétion régulée),
mon équipe d’accueil a démontré que I'expression de la CgA induit la formation de vésicules
présentant une structure et des fonctions caractéristiques des GS. L’analyse du protéome des
GS purifiés a partir d’'une lignée de cellules COS7 exprimant de maniere stable la CgA (COS7-
CgA) a révélé la présence de protéines liant les éléments du cytosquelette et le calcium.
Durant ma these, nous avons focalisé notre attention sur la myosine 1b (myolb), I'actine et le
complexe de nucléation de l'actine Arp2/3 du fait de leur capacité a induire le
bourgeonnement de compartiments post-golgiens dans des cellules non-endocrines. Nous
avons montré (i) que la myolb contrdle la formation des GS ainsi que la sécrétion régulée au
sein des cellules COS7-CgA et des cellules neuroendocrines PC12, et (ii) que la myolb et le
complexe Arp2/3 permettent le recrutement d’actine fibrillaire dans la région golgienne et la
formation des GS. Ces travaux montrent pour la premiere fois I'implication du complexe
actomyosine dans la formation des GS. Afin d’identifier le lien moléculaire entre la CgA
luminale et la myo1lb cytosolique, nous avons recherché les interactions potentielles de la CgA
avec les lipides de la membrane du réseau trans-golgien (TGN). Nous avons montré (i) que la
CgA interagit avec I'acide phosphatidique (PA), (ii) que les espéces de PA prédominantes sont
communes dans les membranes golgienne et granulaire, (iii) que la CgA est capable d’interagir
spécifiquement avec ces espéces de PA intégrées dans des membranes artificielles et (iv) que
I'inhibition de la production du PA au niveau golgien altere significativement la formation des
GS et la sécrétion régulée dans les cellules neuroendocrines.

L’ensemble des résultats obtenus dans le cadre de ma thése suggere que l'interaction entre
la CgA et le PA est cruciale pour la biogenese de GS a partir de la membrane du TGN. Nous
émettons I'’hypothese que cette interaction est a I'origine de la formation de microdomaines
enrichis en PA qui contréleraient la courbure de la membrane du TGN et le recrutement du
complexe actomyosine.
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Abstract

Abstract

Neuroendocrine cells exhibits the constitutive secretory pathway in which is common to all
cell types and allows the continuous renewal of the plasma membrane and the extracellular
matrix, and the regulated secretory pathway, which is specific to secretory cells and allows
hormone secretion following cell stimulation. The organelles supporting the latter pathway
are dense-core secretory granules (SG), which store hormones and soluble glycoproteins,
called granins. Among these, chromogranin A (CgA) plays a major role in the biogenesis of SG
but the molecular mechanisms underlying this process are not clearly understood. Using non-
endocrine COS7 cell line (which are devoid of granins and regulated secretory pathway), my
host team has demonstrated that the CgA expression induces the formation of vesicles with
structural and functional characteristic of SG. The proteome analysis of purified SG from a
COS7 cell line stably expressing CgA (COS7-CgA) revealed the presence of cytoskeleton- and
calcium-binding proteins. During my thesis, we focused our attention on myosin 1b (myo1lb),
actin and actin nucleation complex Arp2/3 due to their ability to induce the budding of post-
Golgi compartments in non-endocrine cells. We have shown (i) that myolb controls SG
formation as well as the regulated secretion in COS7-CgA and PC12 neuroendocrine cells, (ii)
that myolb and Arp2/3 complex are required to recruit fibrillar actin (F-actin) to the Golgi
region and to SG formation. These results highlight for the first time the involvement of the
actomyosin complex in SG formation. In order to identify the molecular link between luminal
CgA and cytosolic myolb, we investigated the potential interactions of CgA with lipids of the
trans-Golgi network (TGN) membrane. We showed (i) that CgA interacts with phosphatidic
acid (PA), (ii) that the predominant PA species are common in Golgi and granular membranes,
(iii) that CgA is able to interact specifically with these PA species included in artificial
membranes, and (iv) that inhibition of PA production at the Golgi level significantly alters SG
formation and regulated secretion in neuroendocrine cells.

All this results obtained during my thesis suggests that the interaction between CgA and PA is
crucial for SG biogenesis from the TGN membrane. We suggest that this interaction is at the
origin of the formation of PA-enriched microdomains that could control the curvature of the
TGN membrane and the recruitment of the actomyosin complex.
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Abréviations Significations

ACTH Adrenocorticotropic hormone = Hormone corticotrope
AG Appareil de Golgi
AP Adaptor protein complexes
AtT20 Cellules corticotropes anté-hypophysaires
BDNF Brain-derived neurotrophic factor
CgA Chromogranine A
CgB Chromogranine B
Cos7 Lignée cellulaire fibroblast-like issue d’une tumeur rénale de singe
COS7-CgA Lignée COS7 exprimant de maniére stable la chromogranine A
CPE Carboxypeptidase E
DAG Diacylglycérol
GGA Golgi-localising, Gamma-adaptin ear homology, ARF-binding proteins
GS Granule de sécrétion
GsI Granule de sécrétion immature
GSM Granule de sécrétion mature
IPs Inositol (1,4,5) —trisphosphate
mMpP Membrane plasmique
Myo1lb Myosine 1b Vacuolar-type H*-ATPase
PA Phosphatidic acid = Acide phosphatidique
PAM Peptidyl-a-amidating monooxygenase
PC Pro-hormone convertase
PC12 Lignée cellulaire issue d’un phéochromocytome de rat
PE Phosphatidyléthanolamine
PIP;

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
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PLD Phospholipase D
POMC Pro-opiomélanocortine
PtdCho Phosphatidylcholine
RE Réticulum endoplasmique
Sgll Sécrétogranine Il
Sglil Sécrétogranine IlI

SNARE Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor
TGN Trans-Golgi Network = Réseau trans-golgien

V-ATPase Vacuolar-type H*-ATPase
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PREAMBULE

La neuroendocrinologie est une discipline a linterface entre les neurosciences et
I’endocrinologie. L’histoire de la neuroendocrinologie est intimement liée a une des questions
clés de la vie : comment le cerveau arrive-t-il a nous maintenir en vie et permettre a notre

espece de survivre ?

La neuroendocrinologie permet I'étude des interactions entre le systéme nerveux et le
systéme endocrinien, en étudiant la production d’hormones par les neurones, la sensibilité
des neurones aux hormones et les échanges entre les neurones et les glandes endocrines qui
permettent a l'‘organisme de s’adapter aux fluctuations du milieu intérieur et de
I’environnement.

Ces interactions ne sont pas exclusivement controlées par les hormones, et sont en partie
exécutées par le systéme nerveux parasympathique, qui est quant a lui, régulé par
I"hypothalamus. Les premiers travaux de neuroendocrinologie datent de I'antiquité, durant
laquelle différents philosophes, tels qu’Hippocrate (460-370 avant JC) ou encore Aristote (384-
322 avant JC), ont observé que tous les systemes biologiques sont en équilibre constant entre
différents facteurs étant soit opposés soit alliés les uns aux autres. Ceci a donné naissance a
la théorie des humeurs. Ces humeurs refletent I’harmonie entre le corps et I'environnement.
Tout déséquilibre mineur entraine des « sautes d'humeur », tout déséquilibre majeur menace
la santé du sujet. Cette théorie primitive a introduit le concept « d’équilibre dynamique »,
terme que nous utilisons encore aujourd’hui pour caractériser les interactions complexes de
I’organisme. Ce nouveau concept pose les premieres bases de I’homéostasie qui résulte d’'une
balance entre les conditions intérieures et extérieures. Il faudra attendre les travaux de Claude
Bernard (1813-1878) et de Walter Bradford Cannon (1871-1945) pour qu’apparaisse le terme
d’homéostasie de I'organisme. Claude Bernard, en 1865 crée le concept de milieu intérieur et
d'équilibre a l'intérieur de celui-ci : "Tous les mécanismes vitaux, quelques variés qu'ils soient,
n'ont toujours qu'un but, celui de maintenir l'unité des conditions de la vie dans le milieu
intérieur" (Introduction a I'étude de la médecine expérimentale, Claude Bernard, 1865). Par
la suite, Walter Bradford Cannon, en 1926, forgea le mot homéostasie a partir des deux mots
grecs stasis (état, position) et homolos (égal, semblable a) (The Wisdom of the Body,

Walter Bradford Cannon, 1926).



Préambule

L'activité permanente de certains organes tels que les glandes endocrines concourt au
maintien de cet équilibre. Les hormones correspondent a des substances sécrétées par ces
glandes, libérées dans la circulation sanguine et destinées a agir de maniére spécifique sur un

ou plusieurs organes cibles afin d'en modifier le fonctionnement.

Le systéme neuroendocrinien est constitué d'un réseau de cellules disséminées dans tout
I'organisme. Il a été décrit pour la premiére fois en 1870 lorsque Martin Heidenhain observe
une population de cellules chromaffines au sein de I'épithélium de I'intestin gréle. En 1938,
Friedrich Feyrter démontra, par coloration argentique, la présence de cellules dans d’autres
organes comme la thyroide, le thymus ou encore I'appareil respiratoire, qu’il décrit comme
constituant « un systeme de cellules claires », appelé également systeme endocrinien diffus,
et auxquelles il attribue une origine endodermique. Plus tard, Antony Pearse démontra que
ces cellules claires ont des propriétés chimiques particulieres (captation de précurseurs
d’amines et décarboxylation), et les regroupa dans un ensemble nommé le systeme APUD
(Amine Precursor Uptake and subsequent Decarboxylation) (Pearse, 1969). Ces cellules
peuvent étre regroupées en organes, associées sous forme d’amas cellulaires, ou dispersées

dans 'organisme (Polak et Bloom, 1979).

Il est maintenant établi, a la suite des travaux de Le Douarin et collaborateurs, que les cellules
endocrines digestives, pancréatiques et pulmonaires sont d’origine endodermique alors que
les neurones du systéme nerveux autonome, les cellules C thyroidiennes et les cellules
chromaffines de la médullosurrénale dérivent des crétes neurales (Montuenga et al., 2003 ;
Le Douarin et al., 1990). De nos jours, le concept de systeme APUD est abandonné au profit
du systéme neuroendocrine regroupant des cellules sur la base de propriétés sécrétoires
communes et non sur leur localisation ou leur origine embryologique. Ainsi le systéme des
cellules neuroendocrines regroupe des neurones et des cellules endocrines ayant un
phénotype commun caractérisé par la présence de granules de sécrétion a coeur dense (GS),
par I'expression de marqueurs protéiques généraux (chromogranine, synaptophysine...) et par

des produits de sécrétion spécifiques (peptides, amines...) (Figure 1).
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Figure 1. Représentation schématique du systeme neuroendocrine. Localisation des cellules neuroendocrines
dans I'organisme humain (source : 2009 Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings).

Un exemple de cellule du systeme neuroendocrine est la cellule chromaffine. Les cellules
chromaffines sont retrouvées au niveau de la médullosurrénale, partie centrale des glandes
surrénales, organes neuroendocrines associés au systéme nerveux autonome et situés au pole

supérieur de chaque rein (Figure 2).

Glandes surrénales

Cortex

Medulla

Figure 2. Localisation et structure des glandes surrénales. La médullosurrénale compose la partie médiane des
glandes surrénales, glandes neuroendocrines paires situées au-dessus des reins. (Adapté de : www.nichd.gov)
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L'appellation cellules chromaffines est due au fait qu'en présence de sels de chrome, les
catécholamines qu'elles contiennent précipitent et leur donnent une coloration brune (Figure

3A).

En effet, ces cellules chromaffines sécrétent des catécholamines, telles que la dopamine, la
noradrénaline et I'adrénaline, ainsi que des peptides (neuropeptide Y, enképhaline...) (Pérez-
Alavarez et al., 2010). Au sein des cellules du systéme neuroendocrine, on retrouve dans le
cytoplasme des granules de sécrétion dits « a coeur dense » (GS). Cette appellation est due a
leur aspect en microscopie électronique résultant de la trés forte concentration des protéines
qu’ils contiennent comme les catécholamines dans le cas des cellules chromaffines (Figure

3B).

ARl
P

s

Figure 3. Cellules chromaffines. A) Glande surrénale d'un lapin de 4 semaines fixée par perfusion dans du formol-
dichromate, colorée avec de I'hématoxyline d'Ehrlich. Les cellules de la medulla apparaissent en jaune-brun et le
cortex en bleu. x 120. D’apres Coupland, 1954. B) Cellule chromaffine isolée en microscopie électronique, les GS
sont reconnaissables par leur aspect dense. Barre d’échelle : 1 um. D’aprés Aunis et Garcia, 1981.

22



Introduction



24



Introduction

INTRODUCTION

1) La sécrétion cellulaire

Chez les organismes pluricellulaires, la communication cellulaire est basée sur la sécrétion
d’un important arsenal de molécules bioactives.

La cellule est une structure hautement compartimentée. La membrane plasmique délimite le
cytoplasme au sein duquel se trouvent plusieurs organites, telles que le réticulum
endoplasmique (RE) et l'appareil de Golgi (AG). Ces compartiments, indispensables a
I"lhoméostasie cellulaire, sont également délimités par des membranes. L'appareil de Golgi,
riche réseau membranaire, a été identifié par histologie a la fin du XIXeme siecle par Camillo
Golgi. Au milieu du XXeme siecle, le développement de la microscopie électronique a permis
I’étude fine des systémes endomembranaires. Tres tot, I'existence d’un tel réseau souléve la

question de la biogenése, du maintien et de la communication des structures membranaires.

Certaines cellules spécialisées dans la sécrétion présentent de large quantitée de protéines
dans leurs cytoplasmes contenu dans des GS caractéristique de la voie de sécrétion régulée et
qui nécessite un stimulus de la cellule pour libérer leurs contenus. En plus de cette voie
régulée, ces cellules possédent une voie de sécrétion constitutive, existant chez tous les types
cellulaires, qui permet le renouvellement continu de la membrane plasmique et de la matrice

extracellulaire (Park et Loh, 2008) (Figure 4).

George Palade publie en 1964 la premiére description de la voie de sécrétion régulée (Caro et
Palade, 1964). Al'aide de la microscopie électronique, il suit le devenir des protéines destinées
a étre sécrétées. Les protéines en cours de synthése sont transloquées dans le RE, puis
transportées vers I'AG afin d’y subir des modifications post-traductionnelles avant de
rejoindre leur destination finale. Ces protéines sont triées et incluses dans les vésicules des
voies de sécrétion. Ces vésicules doivent étre formées a partir de I'AG, transportées puis
doivent fusionner avec la membrane plasmique, processus qui impliquent des actions
concomitantes d’un grand nombre de partenaires moléculaires lipidiques et protéiques. Pour
la biogénése des vésicules de sécrétion, les lipides membranaires permettent d’influencer la

courbure et I'agrégation de cargo, processus nécessaires a l'initiation du bourgeonnement des
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vésicules. Puis, une fois les vésicules formées, leur transport est permis par les éléments du
cytosquelette par l'intermédiaire de moteurs moléculaires qui controlent la dynamique, la
localisation, la vitesse et la direction des mouvements des vésicules (I'implication de ces
partenaires sera développée dans un chapitre ultérieur). Suite a ces mécanismes de
bourgeonnement et de transport, a lieu le processus d’exocytose qui, par arrimage et fusion
des vésicules a la membrane plasmique, consiste en la libération des molécules contenues

dans ces vésicules dans le milieu extracellulaire.

Cellule neuroendocrine

Libération d'hormones
et de neuropeptides

Noyau Granules a coeur . -

dense

Augmentation de
[Ca2+]

Reticulum
|’ Endoplasmique
Région
cis médiane trans

Appareil de Golgi Membrane plasmique

La voie de sécrétion constitutive est un processus
continu, permettant le renouvellement de la matrice extracellulaire et de la membrane plasmique (rose). La voie
de sécrétion régulée est caractérisée par des granules de sécrétion a cceur dense qui fusionnent avec la
membrane plasmique et libérent leur contenu suite a la stimulation de la cellule induisant un influx calcique
(violet). Adapté de Molecular biology of the cell, 4th edition, Alberts et al., 2002.

1.1) La sécrétion constitutive

La voie de sécrétion constitutive est commune a tous les types cellulaires. Elle permet d’une
part le renouvellement de la matrice extracellulaire en délivrant des protéines solubles
(comme par exemple I'albumine, des facteurs de croissance), et d’autre part celui de la
membrane plasmique en délivrant des lipides et protéines membranaires pour maintenir la
croissance, la survie et la différenciation des cellules (Kelly, 1985). Les vésicules de sécrétion

de la voie constitutive sont de petites vésicules (entre 80 et 100 nm de diametre), de contenu
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non condensé ce qui leur confére un aspect clair en microscopie électronique. Les vésicules
de la voie de sécrétion constitutive peuvent bourgeonner indifféremment a partir des régions
médiane ou trans de I’AG (Emr et al., 2009). Une fois formées, ces vésicules sont transportées
le long des microtubules vers la membrane plasmique, avec laquelle elles fusionnent pour
décharger leur contenu a I'extérieur de la cellule par un processus continu. La vitesse de
sécrétion dépend donc de la vitesse a laquelle les vésicules de la voie constitutive sont
produites et transportées, leur trajet depuis I'AG jusqu’a la membrane plasmique durant en

moyenne 10 minutes (Gondré-Lewis et al., 2012).

1.2) La sécrétion régulée

La voie de sécrétion régulée est caractéristique des cellules a fonction sécrétrice telles que les
cellules endocrines, exocrines et les neurones. Elle est caractérisée par des granules de
sécrétion dits a coeur dense (GS) du fait de leur aspect en microscopie électronique. La densité
de ces GS est due a I'importante concentration en protéines solubles, telles que les hormones
et les granines, protéines présentant une importante capacité d’agrégation avec les peptides
et protéines destinées a emprunter la voie de sécrétion régulée, sous conditions de pH acide
et de forte concentration calcique rencontrées dans I’AG et les GS (Meldolesi et al., 2004). La
formation de ces GS au sein des différentes populations cellulaires nécessite des étapes
communes telles que le bourgeonnement a partir de I'AG, suivi d’'une étape de maturation
pour permettre aux GS de devenir fonctionnels (Kim et al., 2006). Leur taille varie entre 60 et
300 nm selon les types cellulaires. Lors de leur transit dans le RE et I'AG, les protéines
destinées a la voie de sécrétion régulée subissent des modifications post-traductionnelles
telles que la formation de ponts disulfure, la glycosylation, la sulfatation, I'amidation et la
phosphorylation (Gondré-lewis et al.,, 2012). Au niveau du TGN, les protéines de la voie de
sécrétion régulée sont séparées des autres protéines car elles s’aggregent dans des conditions
de pH acide et de forte concentration calcique locales, puis sont dirigées vers la membrane
golgienne pour former les GS par bourgeonnement (Orci et al., 1987) (ces mécanismes seront
précisés plus loin au cours de ce manuscrit). Le tableau 1 présente les différentes

caractéristiques des voies de sécrétion constitutive et régulée.
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Tableau 1 : Comparaison des voies de sécrétion constitutive et régulée

Propriétés
morphologiques

Assemblage

Sécrétion

-Claires
-Diameétre : 80-100 nm

-Pas de signaux pour I'entrée du cargo
dans les vésicules

-Pas d’agrégation des protéines avant
bourgeonnement

-Formation indépendante du pH au niveau
du TGN

-Transport depuis le TGN vers la
membrane plasmique via les microtubules

-Pas de stimulus externe requis

-Phénomeéne indépendant de la
concentration calcique intracellulaire

-Transit et libération rapide depuis
I’'appareil de Golgi ~10min, pas de pool de
réserve

-Pas de recyclage des composants de la
membrane plasmique apres exocytose

Adapté de la revue de Gondré-lewis et al., 2012

1.2.1) Maturation et transport des granules de sécrétion

-Coeur dense
-Diamétre : 60-300 nm

-Signaux d’adressage/ motifs nécessaires
pour I'entrée du cargo dans les GS

-Agrégation des protéines nécessaire dans le
TGN avant bourgeonnement

-Manteau de clathrine nécessaire au
bourgeonnement

-Formation et maturation dépendantes du
pH au niveau du TGN

-Transport du TGN vers le cortex d’actine
membranaire via les microtubules

-Stockage et transport vers les sites
d’exocytose dépendants de I'actine

-Exocytose dépendante de signaux
extérieurs entrainant un influx calcique

-Temps de résidence de 7 a 10h

-Recyclage des composants de la membrane
plasmique au TGN aprés exocytose

Les granules formés a partir du TGN ne sont pas fonctionnels et sont nommés granules de

sécrétions immatures (GSI). Le transport des GSI est assuré le long des microtubules qui les

dirigent vers la périphérie cellulaire, ou ils seront recrutés par le réseau de filaments d’actine

cortical (Rudolf et al., 2001). Suite au bourgeonnement, une acidification progressive a lieu au



Introduction

cours de la maturation des GS : le pH est de 6.2-6.5 au sein du TGN et passe progressivement
a un pH de 5.0-5.5 au cours de la maturation des GS grace a I'action d’'une pompe a protons
(V-ATPase) (Wu et al., 2001). Cette acidification du contenu intra-granulaire est nécessaire
pour lactivation d’enzymes telles que les pro-hormones convertases (PC) et
carboxypeptidases qui assurent la conversion de pro-hormones inactives en hormones
biologiquement actives (Urbé et al., 1998). Lors de la formation des GS, certaines protéines
de la voie constitutive, enzymes lysosomales et protéines membranaires sont entrainées dans
les GSI. Leur élimination par bourgeonnement de vésicules de la voie constitutive-like est I'une
des étapes caractérisant la maturation des GS. La maturation des GS implique également
I’élimination des protéines du manteau (clathrine et protéines adaptatrices AP) (Tooze et

Tooze, 1986) (Figure 5).

Réseau cortical
d'actine

Les protéines non destinées a
etre sécrétées ainsi que la
clathrine sont retirés des 6SI
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1) Formation et Bourgeonnement 2) Maturation et Transport 3) Arrimage et Exocytose

Les GS formés a partir du TGN
sont nommeés GSI (1). Au cours de la maturation et du transport des GS, une acidification du contenu a lieu et les
protéines non destinées a étre sécrétées de maniere régulée sont extraites par bourgeonnement de vésicules
constitutive-like (VCL) et recyclées vers le TGN ou les lysosomes (2). Puis les GS sont recrutés au cortex d’actine
périphérique et deviennent des GSM prét a libérer leur contenu (3). Adapté de (Kim et al., 2006).

La maturation des GS implique également des événements de fusion homotypique faisant
intervenir la syntaxine 6 et la synaptotagmine 4, responsables de I'augmentation de la taille
des GSI (Wendler et Tooze, 2001 ; Ahras et al., 2006). Ces protéines font partie de la famille
des SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor) qui sont

des protéines aidant a favoriser les fusions membranaires (Wang et al., 2017) (Figure 6).
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. Les protéines destinées a la voie de sécrétion
régulée (cercle verts) sont associées a une région spécifique du TGN et assemblées entre elles dans la lumiére du
TGN (1). D’autres composants tels que les SNARE (§ bleu et rouge), des protéines solubles non destinées a étre
sécrétées (cercle jaunes) et des protéines membranaires (triangles jaunes) sont incluses dans le GSI (2). Apres
formation du GSlI, celui-ci subit des fusions homotypiques controlées par les SNARE (3), suivi d’'un remodelage
membranaire réalisé par les facteurs ARF, AP-1 et la clathrine qui éliminent les protéines non destinées a étre
sécrétées de maniere régulée. Ces processus sont souvent dépendants de la déphosphorylation par la caséine
kinase Il (P-CKIl) (4). Abréviation: EE, endosome précoce. D’apres Tooze et al., 2001.

Le réle de la clathrine a été essentiellement associé au bourgeonnement des GSI en
permettant la déformation de la membrane golgienne, puis a I'extraction des protéines non
destinées a étre sécrétées des GSI. Par ailleurs, la clathrine et les protéines adaptatrices a la
clathrine (APs) seraient également impliquées dans le recrutement des protéines cargos dans
les GSI. En effet, il a été montré par exemple que la mutation du signal de liaison aux APs dans
la région cytosolique de la protéine transmembranaire phogrine entraine la retenue de celle-
ci dans I’AG ainsi qu’une localisation aberrante au sein de la membrane plasmique (Torii et al.,
2005). Par ailleurs, la déplétion de la clathrine et/ou d’AP-1 dans deux modéles (cellules HEK
et cellules des glandes salivaires larvaires de drosophile) abolit complétement la formation
des GS (Lui-Roberts et al., 2005 ; Burgess et al., 2011). Une étude plus récente va également

dans ce sens en montrant que l'inhibition de la clathrine par une stratégie d’ARN anti-sens
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dans des cellules PC12 entraine une diminution du nombre de GS matures (GSM) et un blocage
quasi complet de la sécrétion régulée (Sahu et al., 2017). Tous ces travaux suggerent un role

incontournable de la clathrine dans la biogenése des GS.

1.2.2) Mécanisme d’exocytose

Suite a leur maturation, les GS traversent différentes étapes avant de fusionner avec la
membrane plasmique (MP) pour libérer leur contenu par exocytose. Ces étapes
correspondent a : I'accostage, I'arrimage, I'amorgage puis la fusion de la membrane des GS

avec la MP. Ces étapes étant finement régulées par I'entrée de calcium dans la cellule.

L'étape d’accostage permet de positionner correctement les GS au niveau des sites
d’exocytose de la membrane plasmique, en effet les GS sont « emprisonnés » dans le réseau
d’actine corticale, suite a une stimulation la dépolymérisation de I'actine puis une
repolymérisation locale de celle-ci est nécessaire pour une sécrétion efficace. RhoA, Racl,
Cdc42 et TC10 ont été montré comme controlant différents aspects de I’exocytose en
modulant la dynamique de I'actine, mais également la production de phosphoinositides dans
différents types cellulaires. Par exemple dans les cellules chromaffines, la GTPase RhoA
permet d’empécher le recrutement des GS a la MP via son contrdle sur le cytosquelette
d’actine. Ce mécanisme est dépendant de la phosphatidylinositol 4-kinase (Pl 4-kinase), située
sur les GS, cette kinase permet la synthése locale de PIP2 au niveau de la membrane granulaire
(Gasman et al., 1998). Ainsi, I'activation de la voie RhoA /Pl 4-kinase et |la formation de PIP2
résidant sur les membranes granulaires peuvent favoriser la formation de filaments d'actine
associés aux granules et/ou contribuer a la stabilisation de la barriére d’actine périphérique
en diminuant |'activité de la scinderine connue pour étre impliquée dans la réorganisation de
I'actine lors de I'exocytose (Bader et al., 2004). La scinderine activée par le calcium, coupe les
filaments d’actine, permettant la destruction de la barriére d’actine responsable de la

rétention des GS (Trifaro et al., 2000).

En plus de RhoA, d’autres GTPases sont également impliquées telles que Rab3A et Rab27A
(Darchen et al., 1995 ; Desnos et al., 2003). Rab3A lie plusieurs acteurs ayant un réle clé dans
I’exocytose, en particulier les protéines SNARE ou la protéine Rim, localisés a la MP (Johannes

et al., 1996 ; Wang et al., 1997). La myosine VI intervient également, elle est recrutée de
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maniére calcium dépendante au niveau des GS et permet de les transporter activement le long
des filaments d’actine jusqu’a la MP (Tomatis et al., 2013). D’autres protéines nommées
facteurs d’accostage (tethering factor) sont également impliquées dans cette étape. Ces
facteurs d’accostages contiennent notamment le complexe de I'exocyste identifié chez la
levure grace a des mutants thermosensibles présentant des défauts de sécrétion. Ce complexe
multiprotéique est conservé chez les mammiféeres et comprend huit sous-unités (Sec3, Sec5,
Sec6, Sec8, Sec10p, Secl15, Exo70 et Exo84) réparties entre le site de fusion et la membrane
des vésicules. Ce complexe permettrait aux vésicules d’étre rerutées et stabilisées a la MP en
se liant avec des protéines de la vésicule et de la membrane cible. Ces protéines peuvent

également interagir avec le complexe SNARE (Yu et al., 2010).

L’étape d’arrimage permet de rapprocher les GS accostés a proximité des sites d’exocytose de
la membrane plasmique. Cette étape est permise grace a la formation d’'un complexe multi-
protéique, le complexe SNARE. Il est formé a la fois de protéines situées au niveau des GS
(synaptobrévine/VAMP) nommées R-SNARE et de la MP (SNAP-25/ syntaxine) nommées Q-
SNARE. Les complexes SNARE peuvent s’associer en cis ou en trans. C'est la formation du
complexe SNARE en trans qui permet I'association active entre la membrane des GS et la MP
pendant I'étape d’arrimage (Burgoyne et Morgan, 2003 ; Sudhof et Rothman, 2009). Au sein
des cellules neuroendocrines, ce sont les isoformes syntaxine-1, SNAP-25 et VAMP2 qui sont
impliquées dans la formation du complexe (Hong et Lev, 2014). Ces protéines vont s’assembler
en hétérotrimére, via leurs domaines en hélice a, et permettre le rapprochement de la
membrane du GS et de la MP.

Les stades tardifs de I'exocytose (de la maturation au site de fusion a la dilatation des pores)
impliquent environ une douzaine de protéines, dont beaucoup sont essentielles. Munc13 est
un facteur d'amorcgage important qui coopere avec Muncl8 pour diriger |'assemblage des
SNARE (Rizo et Xu, 2015; Baker et Hughson, 2016). La synaptotagmine-1 (syt-1) et la
complexine (cpx) cooperent pour inhiber la fusion au repos en faible concentration calcique
et pour induire une fusion rapide lors d'une élévation du calcium (Chapman, 2008 ; Diao et al.,
2012 ; Rizo et Xu, 2015). La syt-1 et la cpx peuvent contribuer a la création de pores (Martens
et al., 2007 ; Hui et al., 2009 ; Kyoung et al., 2011 ; Brunger et al., 2015), la syt-1 couplant le
calcium lors de la fusion (Rizo et Xu, 2015) et la cpx permettant d’augmenter I'efficacité du

processus (Lai et al., 2016).
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Dans les conditions physiologiques, I'exocytose est stimulée par un influx de calcium par
I'intermédiaire de canaux calciques voltage-dépendants. Ainsi, afin de déclencher I'étape de
fusion, un senseur calcique doit étre recruté au niveau du site d’exocytose. Les candidats
proposés pour tenir ce role appartiennent a la famille des synaptotagmines, qui possédent
deux domaines C2 pouvant lier les lipides et le calcium. Les synaptotagmines peuvent
également interagir avec le complexe SNARE, les canaux calciques, la calmoduline et la

protéine adaptatrice a la clathrine (AP2) (Marquéze et al., 2000).

A la fin de I’étape d’amorgage, le complexe SNARE, est en conformation lache, ne permettant
pas la fusion. L’entrée de calcium permet a la synaptotagmine de déplacer la complexine pour
favoriser un changement de conformation du complexe SNARE selon un concept de
« fermeture éclair » permettant de rapprocher les membranes et I'étape de fusion (Jahn et
Scheller, 2006). Apres la fusion, les protéines SNARE sont localisées sur la membrane
plasmique et forment un complexe en cis qui sera dissocié via I'intervention de I’ATPase NSF
combinée a son co-facteur SNAP (Hatsuzawa et al., 2003). Cette dissociation est nécessaire
pour la réactivation des protéines SNARE devant étre a nouveau disponible pour initier un

autre cycle de fusion (Figure 7).
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Figure 7. Résumé des différentes étapes de I'exocytose. Au cours de I'étape 1, les vésicules synaptiques
amorcent leurs fusions. La syntaxine passe en conformation ouverte permettant sa liaison avec Munc18 et le
complexe t-SNARE se forme partiellement. Au cours de I'étape 2, le pore de fusion s'ouvre, le complexe t-SNARE
est alors compléetement assemblé. Au cours de I'étape 3, le pore de fusion se développe suite a 'action du
calcium. Dans I'étape 4, NSF et SNAP permettent le désassemblage du complexe SNARE, conduisant au recyclage
des vésicules. D’apres Stuidhof, 2013.

L'identification de ces différents mécanismes et la caractérisation des protéines impliquées
lors de la fusion ont été réalisées par Thomas Stidhof, James Rothman et Randy Schekman, ce

qui leur a valu le prix Nobel de Médecine et Physiologie en 2013 (Figure 8).

Schekman identified many of the Rothman revealed On the target membrane, SNARE proteins
genes that control intracellular that SNARE proteins “zip-up’ with specific SNARES on the cargo-
transport of the cargo-carrying mediate membrane carrying vesicle, pulling the two membranes
vesicles along the secretory fusion that precedes £—Ca® together. The membranes subsequently
pathway in yeast cells. cargo delivery. & fuse, releasing the cargo.
. . - 09 o
Secretory %

pathway

- N

Studying neurons, Sudhof described
how the cargo-release machinery
comr icates with the iated
regulatory machinery, which
includes calcium.

Figure 8. Résumé des découvertes des mécanismes et la caractérisation des protéines impliquées lors de la
fusion réalisées par Thomas Sudhof, James Rothman et Randy Schekman. (Source :http://biochimej.univ-
angers.fr/Page2/COURS/3CoursdeBiochSTRUCT/9TraficVesiculaire/1TraficVesiculaire.htm)
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2) Réseau Trans-golgien et formation des granules de sécrétion

2.1) U'appareil de Golgi, compartiment clé de la voie de sécrétion régulée

La formation des GS est initiée par bourgeonnement de la membrane du TGN. Ce mécanisme
nécessite l'intervention de protéines et de lipides membranaires, ainsi que de protéines

solubles et cytosoliques (Kim et al., 2006).

Une premiére étape préalable a la biogenése des GS est I'agrégation des différentes protéines
destinées a la voie de sécrétion régulée. Deux grandes hypotheses sont avancées quant aux
mécanismes de tri des protéines au niveau du TGN (Kelly, 1985 ; Chanat, 1993). La premiéere
correspond a un mécanisme passif, nommé « sorting by retention », c’est-a-dire que toutes
les protéines agrégées seraient adressées dans les GSI, puis les protéines non destinées a étre
sécrétées de maniere régulée seraient extraites pendant la maturation des GS soit par
bourgeonnement de vésicules issues de la voie dites « constitutive-like » (qui seraient soit
recyclées au TGN via les endosomes ou sécrétées de maniére constitutive) ou adressées aux
lysosomes grace a un récepteur d’adressage, les protéines restantes étant dirigées vers les
GSM (Figure 9A). La deuxieme hypothese soutient quant a elle un mécanisme actif, nommé
« sorting for entry », c’est-a-dire que les protéines destinées a étre sécrétées de maniere
régulée seraient triées par agrégation et interaction avec des récepteurs d’adressage insérés
dans la membrane du TGN, facilitant ainsi leur entrée dans les GSI, alors que les autres
protéines sont destinées soit a la voie de sécrétion constitutive soit aux lysosomes via d’autres
récepteurs d’adressage (Figure 9B) (Dikeakos et Reudelhuber, 2007). Au regard des derniéres
études sur les mécanismes impliqués, il semblerait que les 2 processus soient nécessaires pour

un adressage optimal des protéines vers la voie de sécrétion régulée.
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A) Modele « Sorting by
retention » : toutes les protéines sont agrégées et adressées vers les GSI ; les protéines non destinées a étre
sécrétées sont soit recyclées vers des vésicules constitutive-like (orange), ou adressées aux lysosomes (vert)
grace a un récepteur d’adressage (noir). Les protéines destinées aux GS restent dans le granule qui deviendra par
la suite mature (bleu). B) Modeéle « Sorting for entry » : les protéines (bleu) destinées au GS sont triées par
agrégation et interaction avec des récepteurs au niveau de la membrane du TGN (rouge), alors que les autres
protéines présentes au TGN sont destinées soit a la voie de sécrétion constitutive (orange) soit aux lysosomes
(vert) via des récepteurs d’adressage (noir). Adapté d’apres Tooze, 1998.

2.2) Réle des granines, du pH et du calcium dans I'agrégation des protéines

2.2.1) Présentation des granines

Les chromogranines font partie de la famille des glycoprotéines acides et solubles. Elles
constituent le composant majoritaire des GS des cellules endocrines, neuroendocrines et
neuronales. Les trois membres principaux de cette famille sont : la chromogranine A (CgA), la
chromogranine B (CgB) et la sécrétogranine Il (Sgll) parfois appelée chromogranine C. Elles
partagent des caractéristiques et des propriétés structurales communes et sont a |'origine de
I'agrégation et du tri des pro-hormones dans les GS. En effet, les chromogranines ont une forte
proportion d'acides aminés acides et une capacité élevée a lier le calcium, propriétés qui
soutiennent leur capacité a s'agréger les unes avec les autres et avec des neuropeptides dans
les conditions de faible pH et de calcium élevé caractéristiques du TGN (Elias et al., 2010). Les
chromogranines présentent également plusieurs sites dibasiques qui sont les cibles des PCs,

conduisant a la formation de peptides biologiquement actifs (Montero-Hadjadje et al., 2008)



Introduction

mais agissant également comme récepteurs de tri des agrégats induits par les chromogranines
afin de les diriger vers les GS (Elias et al., 2010). Ces phénomeénes sont possibles grace a
I'interaction des chromogranines avec des récepteurs de tri comme la carboxypeptidase E
(CPE) ou bien avec des lipides tel que le cholestérol (Hosaka et al., 2004). La diversité des
chromogranines partageant des caractéristiques structurales communes, mais avec des
fonctions possibles différentes, implique une variété de populations de granules de sécrétion
dont I'existence et la fonction restent a établir dans un type de cellule neuroendocrine donné

(Carmon et al., 2017).

Les roles des différents membres de la famille des chromogranines dans les processus
d'agrégation d’hormones, de la biogenése des granules de sécrétion et du tri des hormones
grace a leur interaction avec la membrane du TGN, ainsi que la place des chromogranines dans
I'altération de la sécrétion régulée dans des conditions physiopathologiques sont synthétisés

dans la revue ci-dessous, sa rédaction ayant constitué une partie de mes activités de these.

Revue 1 : Chromogranins as Molecular Coordinators at the Crossroads between Hormone Aggregation
and Secretory Granule Biogenesis
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Chromogranins as Molecular Coordinators
at the Crossroads between Hormone
Aggregation and Secretory Granule Biogenesis

O. Carmon, F. Laguerre, L. Jeandel, Y. Anouar, and M. Montero-Hadjadje

Abstract Chromogranins are members of a family of soluble glycoproteins shar-
ing common structural features and properties, known to be inducers of prohormone
aggregation and sorting into secretory granules. There is now increasing evidence
for a key role of chromogranins in hormone sorting to the regulated secretory path-
way, resulting from the interaction of chromogranin-induced aggregates with the
TGN membrane through either sorting receptors such as carboxypeptidase E, or
lipids such as cholesterol. These molecular interactions would contribute to the
TGN membrane remodeling, a prerequisite to the recruitment of cytosolic proteins
inducing membrane curvature and consecutive secretory granule budding. The iden-
tification of the molecular cues involved in the biogenesis of secretory granules is
currently under intense investigation. The diversity of chromogranins sharing com-
mon structural features but with possible non-redundant functions implies a variety
of secretory granule populations whose existence and function remain to be estab-
lished in a given neuroendocrine cell type.

The present chapter deals with the role of the different members of the chromo-
granin family in the processes of hormone aggregation, secretory granule biogene-
sis, and hormone sorting through their interaction with the TGN membrane. Finally,
the alteration of chromogranin secretion is described in pathophysiological condi-
tions linked to dysregulated hormone secretion.

1 Introduction

The production and release of neurohormones by neuroendocrine cells are crucial
for the coordination of the physiological functions governing organisms.
Neurohormones are molecular mediators that are stored in vesicular organelles,
called secretory granules, generated by budding of the trans-Golgi network (TGN)
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membrane. The predominant components found in secretory granules are chro-
mogranins including chromogranin A (CgA), chromogranin B (CgB) also named
secretogranin I (Sgl), secretogranin II (SgII), SgIIl, 7B2 (SgV), NESP55 (SgVI),
VGF (SgVII), and proSAAS (SgVIII), which constitute a family of soluble
phospho-glycoproteins with similar structural features that confer to these pro-
teins common functional attributes in the biogenesis of secretory granules and the
sorting of prohormones. Indeed, chromogranins exhibit a high proportion of
acidic amino acids and a high capacity to bind calcium, which support their ability
to aggregate with each other and with neuropeptides in the low pH and high cal-
cium conditions found in the TGN (Elias et al. 2010). Chromogranins also exhibit
several dibasic sites which are the targets of processing enzymes, leading to the
formation of biologically active peptides (Metz-Boutigue et al. 1993; Montero-
Hadjadje et al. 2008) but also acting as sorting receptors for chromogranin-
induced aggregates in order to direct them to secretory granules (Elias et al. 2010).
These proteins are also able to concentrate catecholamines inside the secretory
granules to control their release during the exocytotic process (Machado et al.
2010). In this chapter, we will provide a brief update on the central role of chro-
mogranins in the concomitant molecular phenomena involved in the formation of
secretory granules (molecular aggregation, sorting of hormone aggregates and
budding of the TGN membrane) and leading to the establishment of the regulated
secretory pathway in neuroendocrine cells.

2 I/ The Twenty-First Century, the Advent
of Chromogranins as Critical Regulators of Secretory
Granule Biogenesis

To date, several members of the chromogranin family are known to play an active
role in the formation of secretory granules. The pioneer study was performed using
an antisens RNA strategy to knockdown CgA expression in neuroendocrine PC12
cells, which showed a drastic reduction of secretory granule number (Kim et al.
2001). Following this initial observation, two strains of CgA knockout mice were
generated which diverged for the outcome of secretory granules but which both
exhibited hypertension due to an increase in circulating catecholamine levels
(Mahapatra et al. 2005, Hendy et al. 2006). These data suggested therefore the
existence of a link between CgA expression and the biogenesis of functional secre-
tory granules. Interestingly, disruption of the CgB gene in mice revealed a similar
phenotype in pancreatic and chromaffin cells regarding the secretory granule num-
ber, with a defective secretion of islet hormones and catecholamines (Obermiiller
et al. 2010, Diaz-Vera et al. 2010). Similarly, knockdown of SgII expression leads
to a decrease in the number of secretory granules in PC12 cells (Courel et al. 2010).
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Genetic ablation of SgIII in mice caused no apparent defects despite the ubiquitous
expression of SglIlI in neuroendocrine cells and tissues (Kingsley et al. 1990). In
Sglll-deficient AtT20 cells, the intracellular retention of CgA and proopiomelano-
cortin (POMC) were impaired, but residual adrenocorticotropic hormone (ACTH)/
POMC together with SgII were still localized to the remaining secretory granules,
and were secreted in a regulated manner (Sun et al. 2013). The role of a less known
member of the chromogranin family, VGF, in secretory granule biogenesis has
been investigated more recently (Fargali et al. 2014). In this study, VGF-knockout
mice exhibited decreased secretory granule size in noradrenergic chromaffin cells,
decreased adrenal CgB and increased plasma epinephrine leading to hypertension,
while knock-in of human VGF1-615 rescued the hypertensive knockout pheno-
type. Interestingly, knock-in of human VGF1-524, that lacks C-terminal peptide
TLQP-21, resulted in a significant increase in blood pressure and infusion of
TLQP-21 normalized hypertension. Together, these studies indicate that chromo-
granins and chromogranin-derived peptides may have redundant and non-redun-
dant roles in the regulated secretory pathway, and in the regulation of catecholamine
levels and blood pressure.

3 II/ Hormone Aggregation as the First Function Assigned
to Chromogranins

After their biosynthesis in the rough endoplasmic reticulum, chromogranins are
transported and stored as soluble glycoproteins in the TGN lumen which exhib-
its high calcium concentration (10-15 mM) and low pH (6-6.5) (Kim et al.
2006). Chromogranins share several structural properties that are conserved
during evolution, such as global acidity that enables them to bind calcium with
low affinity and high capacity (Taupenot et al. 2003). A structural analysis of
CgA revealed that in the conditions of the TGN lumen, CgA can adopt a coiled-
coil structure which promotes the initiation of a core for aggregate nucleation
(Mosley et al. 2007). Besides, CgA and CgB exhibit a N-terminal disulfide-
bonded loop which has been shown to contribute to the aggregation with prohor-
mones at low pH (Chanat and Huttner 1991, Thiele and Huttner 1998). On the
other hand, the C-terminal domain of CgA is involved in calcium/pH-dependent
homodimerization/homotetramerization (Yoo and Lewis 1993), allowing the
aggregation-mediated sorting of CgA to secretory granules (Cowley et al. 2000).
These aggregates of high molecular weight sort away prohormones from consti-
tutively secreted proteins (Dannies 2001). Homophilic or heterophilic aggrega-
tion is related to the tertiary conformation of the prohormones which direct
specific interactions to give rise to various secretory granule populations in a
same cell type (Kim et al. 2006).
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4 III/ Hormone Sorting through Interaction
of Chromogranins with the TGN Membrane

Concomitant to the process of hormone aggregation, chromogranin-induced aggre-
gates interact with the TGN membrane through either sorting receptors or lipids
(Fig. 1a). Indeed, secretogranin III (SgIIl) interacts with cholesterol in lipid rafts
(Hosaka et al. 2004) and with the modifying enzyme and membrane-associated car-
boxypeptidase E (CPE) (Hosaka et al. 2005). Since CgA has been shown to bind to
SgllI (Hosaka et al. 2002), SgIlI-cholesterol interaction results in the sorting of CgA-
induced aggregates to the granules of the regulated secretory pathway. A recent work
by Sun et al. (2013) has suggested a role for SgII as a protein with potential for sort-
ing POMC, suggesting that endocrine cells may have developed a system of redun-
dancy with multiple sorting systems that can partially or completely compensate for
each other with the ultimate capacity of ensuring hormone delivery, as also proposed
for CPE and SgIII in CgA and POMC sorting (Cawley et al. 2016).
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Fig. 1 Proposed model of chromogranin involvement in secretory granule biogenesis from TGN
compartment. (a) Chromogranins induce the remodeling of the TGN membrane by interacting
with distinct components: SgIlI interacts with CgA, cholesterol and carboxypeptidase E. CgA also
interacts with CPE. (b) At the cytosolic side of the TGN membrane, BAR proteins and stathmins
are recruited to facilitate respectively the fission and the transfer to microtubules of nascent CgA-
containing secretory granules for their transport towards the cell periphery
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Their primary sequence exhibiting several dibasic sites, chromogranins are the
substrates for intragranular prohormone-converting enzymes. Prohormone conver-
tases are associated with cholesterol-rich lipid microdomains through o helices-rich
hydrophobic domain(s) identified in their C-terminal part, thus acting as receptors
that carry chromogranin-induced hormone aggregates to secretory granules
(Dikeakos and Reudelhuber 2007).

Surprisingly, using a transcriptome/proteome-wide approach and co-
immunoprecipitation experiments, SCLIP and SCG10 stathmins, cytosolic proteins
known as regulators of microtubule polymerization, were identified as partners of
CgA (Mahapatra et al. 2008). In this study, SCLIP and SCG10 were colocalized to
the Golgi apparatus of chromaffin cells and their down-regulation altered chromaf-
fin cell granules and abolished the level of secretion of endogenous CgA, SgIl and
CgB. Other cytosolic proteins are capable of sensing, inducing, and/or stabilizing
membrane curvature through Bin/Amphiphysin/Rvs (BAR) domains which are
crescent-shaped, dimeric a-helical modules and could thus participate to secretory
granule formation (Frost et al. 2009, Rao and Haucke 2011). Recently, two mem-
bers of this family, arfaptin 1 and PICK1, were related to the biogenesis of CgA-
containing secretory granules through their binding to TGN membrane lipids
(Fig. 1b) (Gehart et al. 2012, Cruz-Garcia et al. 2013, Holst et al. 2013, Pinheiro
et al. 2014). Altogether, these data suggest that chromogranins influence the molec-
ular organization of the TGN membrane to induce the recruitment of membrane and
cytosolic proteins necessary for the budding of functional secretory granules, but
the mechanism of action and the chronology of induced molecular events remain to
be elucidated.

5 1IV/Are Chromogranins Linked to Hypersecretory
Endocrine Pathologies?

Ubiquitous distribution of chromogranins in endocrine and neuroendocrine tissue
from which they are secreted into the bloodstream, makes chromogranins useful
markers of normal and tumoral neuroendocrine cells. In fact, multiple studies have
documented the clinical value of detecting chromogranins and their derived pep-
tides in tissues and measuring their circulating levels (Taupenot et al. 2003,
Bartolomucci et al. 2011). Measurement of plasma chromogranins and derived pep-
tide levels can be used to diagnose or monitor the progression of neuroendocrine
tumors, the highest accuracy being observed in tumors characterized by an intense
secretory activity (Guérin et al. 2010, Guillemot et al. 2006, 2014). This is the case
of pheochromocytomas which are catecholamine-producing neoplasms arising
from chromaffin cells of the adrenal medulla, leading to several clinical manifesta-
tions due to the actions of excess catecholamines, such as essential hypertension.
Interestingly, the Sgll-derived peptide EM66 has been established as a valuable
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marker to distinguish benign and malignant pheochromocytomas (Yon et al. 2003,
Guillemot et al. 2006). Serum CgA has been also well documented as a marker for
sympathoadrenal activity underlying cardiovascular regulation and essential hyper-
tension (O’Connor and Bernstein 1984; Takiyyuddin et al. 1994) along with cate-
cholamines, as well as severe inflammatory diseases such as sepsis and systemic
inflammatory response syndrome (Zhang et al. 2008). Moreover, it has been shown
that CgA genetic variants may cause profound changes in human autonomic activ-
ity, and may associate with the risk of developing hypertension (Rao et al. 2007,
Chen et al. 2008), suggesting a link between CgA expression, catecholamine secre-
tion and blood pressure regulation.

Furthermore, Colombo et al. (2002) have shown that CgA expression in neo-
plastic cells affects tumor growth and morphogenesis in mouse models, suggest-
ing that abnormal secretion of CgA by neuroendocrine neoplastic cells could
affect tumorigenic processes. A very interesting study based on the comparison of
normotensive and hypertensive patients with pheochromocytoma revealed lower
urinary catecholamines and a global decreased chromaffin gene expression,
including Sgll, in tumors from normotensive patients (Haissaguerre et al. 2013).
In line with a potential link between SgII, hormone secretion and tumorigenesis,
we have recently demonstrated that SgII is expressed in prostate cancer, that its
increased levels correlate with high grade tumors and that its expression triggers
aneuroendocrine differentiation of prostatic tumor cells as revealed by the appear-
ance of secretory granules and a secretory activity. Because neuroendocrine dif-
ferentiation is associated with a poor prognosis, these data suggest that
Sgll-induced secretion may play a pivotal role in prostate cancer progression
(Courel et al. 2014).

Chromogranins seem to be also implicated in the alteration of hormone secretion
observed in the context of metabolic disorders. Indeed, CgA knockout mice display
increased adiposity and high levels of circulating leptin and catecholamines. As in
diet-induced obese mice, desensitization of leptin receptors caused by hyperlepti-
nemia is believed to contribute to the obese phenotype of these KO mice
(Bandyopadhyay et al. 2012). In small bowel Crohn’s disease, glucagon-like pep-
tide 1 and CgA-immunopositive cells were significantly increased with appreciable
mRNA increases for CgA, glucagon-like peptide 1 and Neurogenin 3, an enteroen-
docrine transcription factor, indicating an enhanced enteroendocrine cell activity
(Moran et al. 2012). In accordance, modifications of CgA-immunoreactive cell den-
sity were also observed in the small intestine epithelium of patients with irritable
bowel syndrome (IBS) after receiving dietary guidance, which may reflect a change
in the densities of the small intestinal enteroendocrine cells, suggesting the contri-
bution of their secretory activity to the improvement in the IBS symptoms (Mazzawi
and El-Salhy 2016). Furthermore, the knockout of the CgB gene in mice provoked
a reduction in stimulated secretion of insulin, glucagon and somatostatin in pancre-
atic islets, and consequently CgB-KO animals display some hallmarks of human
type-2 diabetes (Obermiiller et al. 2010).
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6 Concluding Remarks

While aggregation ability of chromogranins allows the segregation of secretory
granule cargo proteins, the anchor of the chromogranin-bound cargo proteins to the
TGN membrane as the secretory granule forms or matures seems to result from a
less universal mechanism. The study of chromogranin-expressing cells, which pos-
sess multiple types of secretory granules and thus the ability to selectively secrete
different cocktails of biologically active components (Dannies 2001), may be infor-
mative on the variety of existing chromogranin-mediated sorting mechanisms. The
identification of the membrane patches into the TGN recognized by the protein
cargo, and the understanding of their interactions with cytosolic proteins would help
to describe the transport, docking at the membrane, and exocytosis of secretory
granules. What is already known is that chromogranins and their conserved domains
are not only important for promoting the biogenesis of secretory granules, but also
for the targeting and release of hormones through the regulated secretory pathway
(Gondré-Lewis et al. 2012). These findings raise the interesting possibility that
chromogranins could be relevant factors in the formation of secretory granules,
probably by promoting the interactions between the secretory granule membrane
and cytosolic proteins. Because several studies performed on neuroendocrine cells
have provided clues regarding the redundant and non-redundant roles of chromo-
granins and chromogranin-derived peptides in the regulated secretory pathway,
non-endocrine cell models or endocrine cell models devoid of a regulated secretory
pathway expressing chromogranins could constitute useful and appropriate tools to
further characterize the molecular mechanisms by which each chromogranin con-
tributes to or establishes a regulated secretory pathway. The increasing evidence
showing that chromogranins are crucial actors impacted in many diseases related to
endocrine disruption indicates that chromogranins should be considered more than
disease markers and warrants further studies to unravel their molecular mechanism
of action and thereby to identify novel therapeutical strategies for the treatment of
various pathologies including neuroendocrine tumors, essential hypertension and/or
metabolic disorders which are increasingly affecting the populations.
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2.2.2) La chromogranine A (CgA)

Découverte dans les cellules chromaffines de la médullosurrénale bovine (Blaschko, 1967), la
CgA est la granine la plus exprimée dans les tissus endocrines et neuroendocrines et elle est
notamment présente en grande quantité dans la médullosurrénale ou elle est sécrétée avec

les catécholamines par les GS des cellules chromaffines.

La CgA (hCgA) humaine est une protéine de 439 acides aminés et d’un poids moléculaire
d’environ 50 kDa (Winkler et Fischer-Colbrie, 1992). Elle possede 10 sites dibasiques, qui sont
des sites potentiels pour le clivage protéolytique (Konecki et al., 1987), ainsi qu’une structure
hélicoidale (Mosley et al., 2007). L'organisation du gene CHGA a été étudiée chez plusieurs
especes telles que le bovin (lacangelo et al., 1991), I'humain (Mouland et al., 1994) et la souris
(Wu etal., 1991). Le géne humain CHGA codant pour la hCgA est localisé en position 14q32.12
(Bartollomucci et al., 2011). Il est organisé en 8 exons et 7 introns. L'exon | code pour la région
5’ non traduite ou 5’-UTR (Untranslated Transcribed Region) (260 pb) de TARNm de la CgA
ainsi que pour la plus grande partie du peptide signal de la CgA. Les exons II-V codent pour le
peptide vasorelaxant et cardiosuppressif vasostatine (vasostatine | : hCgA1-76) (Aardal et al.,

1993).

L’exon Ill contient des résidus cystéines hautement conservés formant le pont disulfure de la
CgA. L'exon IV contient la partie de la séquence peptidique la plus variable entre les espéces.
L’exon VII code pour la majorité des peptides biologiquement actifs de la CgA, incluant
I’hormone dysglycémique pancréastatine (PST: hCgA250-301) (Tatemoto et al., 1986), le
peptide inhibiteur de la libération des catécholamines et antihypertensif catestatine (CST :
hCgA352-372) (Mahata et al., 1997), et le peptide WE14 (hCgA324-337), qui agit comme un
auto-antigéne dans le diabéte de type | (Stadinski et al., 2010). L’exon VIII contient la partie C-
terminale de la protéine, incluant le dernier site dibasique, et la région 3’-UTR (407pb) de
I’ARNm de la CgA. Codé par une partie de I’exon VIl et VIII, on retrouve également un autre
peptide hautement conservé la serpinine (bCgA403-428), avec une homologie de 90% chez
I’humain, le bovin et la souris et environ 70% avec le poisson zebre (Koshimizu et al., 2010)

(Figure 10).
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Schéma des régions exoniques et des peptides dérivés de la CgA. Le géne humain de la CgA est organisé en 8
exons et 7 introns. Le transcript est traduit en protéine CgA avec un poids moléculaire de 48 a 52 kDa. Le clivage
protéolitique de séquence spécifique de la CgA par les pro-hormones convertases géneére plusieurs peptides
biologiquements actifs. Les chiffres romains indiquent la séquence exonique de ’ARNm et les chiffres arabes
indiquent les acides aminés dans la protéine mature sans le peptide signal. Adapté D’Amico et al., 2014.

L’organisation et la séquence des génes de la CgA et de la CgB présentent des similitudes au
niveau des régions codant pour les domaines amino- et carboxy-terminaux. En effet, leurs
premiers exons codent pour le peptide signal et leur troisieme exon code pour la région de la
protéine qui contiendra le pont disulfure (Winkler et Fischer-Colbrie, 1992). Ces analogies de
structure suggerent que les genes de la CgA et de la CgB pourraient dériver d’'un ancétre
commun (Montero-Hadjadje et al., 2008). Les genes des granines sont exprimés dans la
majorité des cellules neuroendocrines (Fischer-Colbrie et al., 1995 ; Winkler et Fischer-Colbrie,
1992). Néanmoins, I'expression de chacune des granines différe d’un type cellulaire a I'autre.

Un grand nombre d’études ont donc été menées in vivo et in vitro afin de comprendre les
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mécanismes d’expression des granines dans les cellules neuroendocrines, et notamment dans
les cellules chromaffines, cellules au sein desquelles elles ont été initialement décrites. La
sécrétion des catécholamines par les cellules chromaffines est principalement induite par des
stimuli cholinergiques et peptidergiques issus du nerf splanchnique. De fait, différentes études
ont mis en évidence une activation de la transcription des génes de la CgA, CgB et Sgll suite a
des stimuli cholinergiques et peptidergiques (Mahata et al., 2002). Ces travaux ont permis de
mettre en évidence dans les promoteurs proximaux des genes de la CgA, de la CgB et de la Sgll
des sites CRE (CAMP response element) dont la présence est essentielle pour la transcription
des genes de ces granines dans les cellules neuroendocrines. Ces études ont également permis
de caractériser les voies de transduction impliquées dans la transcription des genes des
granines suite a une stimulation. Par exemple, dans les cellules PC12, la nicotine, le PACAP
(Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide) et la sécrétine induisent la transcription
du gene codant la CgA via I'activation des protéines kinases A et C, des MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinases) et du facteur de transcription CREB (CRE-Binding protein)
(Mahapatra et al., 2003 ; Tang et al., 1998 ; Taupenot et al., 1998) (Figure 11). Par ailleurs,
I’'oestradiol est également capable d’inhiber I'expression de la Sgll et de la CgA dans les cellules
adénohypophysaires gonadotropes influengant ainsi la sécrétion de LH par ces cellules

(Anouar et al., 1991).
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Figure 11. Modéle présentant les signaux de transduction suite a une stimulation nicotinique ou peptidergique
de I'expression génique des granines et de la sécrétion de catécholamines.

AC : Adenylate cyclase ; CRE : cAMP response element ; CREB : C-AMP Response Element-binding protein ; CBP :
CREB binding-protéine ; ERK : Extracellular signal-Regulated Kinases ; Chg/Sg : Chromogranine/Sécrétogranine ;
Gs : protéine G stimulatrice ; M2 : Sous-domaine du récepteur nicotinique de I'acetylcholine ; MEK : MAP kinase ;
PAC1/VPACL : Récepteur du PACAP/VIP ; p/CAF : CBP associated factor ; p/CIP : CBP interacting factor ; PKA :
Protéine kinase A, PKC : Protéine kinase C; Rafl : MAP kinase ; Rskll : protéine serine kinase Il S6 ribosomale ;
SRE : serum response element ; SRF/TCF : complexe ternaire ; TAFs : TATA-associated factor ; TBP : TATA binding
protéin ; GS : Granule de sécrétion. D’aprés Mahata et al., 2002.
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a)Modifications post-traductionnelles

Aprés leur synthese, les granines subissent de nombreuses modifications post-
traductionnelles. Le clivage du peptide signal, la formation du pont disulfure et les N-
glycosylations ont lieu dans le réticulum endoplasmique rugueux alors que les O-
glycosylations, phosphorylations et sulfatations ont lieu au niveau de I'AG (Fischer-Colbrie et
al., 1995 ; Taupenot et al., 2003 ; Winkler et Fischer-Colbrie, 1992). L’analyse de la CgA bovine
a révélé I'existence de 7 modifications de type glycosylation/phosphorylation sur cette

protéine (Strub et al., 1997) (Figure 12).

1 81 173 186 231 307 372376 431
S Y S T S S S
(!_a) (gGaINAcGaINAc (E Aﬂ)&:)
I I
Gal Gal
| |
NeuAc NeuAc

S, T et Y représentent les résidus sérine, thréonine et tyrosine. P : Sites de phosphorylation sur la Ser®?,
Tyr'73, Ser3%, Ser372 et Ser37%, GalNAc, Gal et NeuAc : sites de O-glycosylation sur la Ser'® et Thr?3l, Adapté de
Strub et al., 1997.

b) Réle de la CgA dans la sécrétion régulée

Une étude pionniére menée par Kim et collaborateurs en 2001 a permis de mettre en évidence
I'implication de la CgA dans la biogenése des GS des cellules neuroendocrines. En effet, ce
travail a montré dans un premier temps que l'inhibition de I'expression de la CgA par des
techniques d’ARN anti-sens diminue de maniere significative le nombre de GS dans des
cellules PC12 (issues d’'un phéochromocytome de rat). Il a également montré que I'expression
de la CgA dans des cellules 6T3 (variantes des cellules AtT20 dépourvues de sécrétion régulée)
augmente la sécrétion régulée de POMC et enfin que I'expression de la CgA dans un modéle
de cellules non-endocrines, la lignée de fibroblastes CV-1, induit la formation de structures

vésiculaires denses contenant la CgA (Kim et al., 2001) (Figure 13).
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Figure 13. Diminution du nombre de GS dans des cellules PC12 suite a I'inhibition de I'expression de la CgA.
Photos de cellules PC12 obtenues en microscopie électronique. L’inhibition de I'expression de la CgA dans les
cellules PC12 par des ARN anti-sens (CgA”>-5) entraine une nette diminution du nombre de GS par rapport aux
cellules controles (WT). Les fleches indiquent les GS (Kim et al., 2001).

Malosio et collaborateurs ont quant a eux montré que I'expression de la CgA dans les cellules
CV-1 n’induit pas la formation de nouvelles structures granulaires, mais que la CgA s’accumule
dans le TGN et fuit vers la voie de sécrétion constitutive (Malosio et al., 2004). Courel et
collaborateurs ont en revanche démontré que I'expression de CgA dans des cellules A35C
(clone issu de cellules PC12 dépourvues de voie de sécrétion régulée) entraine la formation
de structures granulaires a coeur dense, différentes des lysosomes, contenant la CgA et des
hormones co-exprimées, et capables de libérer leur contenu de maniéere régulée (Courel et
al., 2006). De fait, I'expression de la CgA dans les cellules non-endocrines COS7 induit la
formation de granules a cceur dense contenant la CgA mais dépourvues a la fois de VSVG-GFP,
un marqueur des vésicules de la voie constitutive, et de lamp-1, une protéine lysosomale
(Montero-Hadjadje et al., 2009). Par la suite, un modele de souris dont le géne codant la CgA
a été invalidé a permis I'observation d’une nette diminution du nombre de GS associée a un
défaut de stockage des catécholamines dans les cellules chromaffines. L'expression de la CgA
humaine dans ces souris KO permet de restaurer le phénotype neuroendocrine initial
(Mahapatra et al., 2005). Parallelement, une autre lignée de souris KO pour la CgA a été
développée par Hendy et collaborateurs, dans laquelle, de maniére surprenante, l'inhibition

de I'expression de la CgA n’induit pas d’effet notable sur la granulogenése. Les auteurs ont
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émis I’"hypothese de I'existence d’'un phénomeéne de compensation par la surexpression des
autres granines, méme si une augmentation des taux de catécholamines urinaires a été
détectée chez ces animaux, traduisant un défaut de stockage des catécholamines (Hendy et
al., 2006). Montesinos et collaborateurs ont quant a eux étudié par ampérométrie la sécrétion
de catécholamines des cellules chromaffines provenant des souris KO-CgA de Mahapatra
(Mahapatra et al., 2005) et ont montré une altération du stockage et de la sécrétion régulée
des catécholamines (Montesinos et al., 2008). Ainsi, le défaut d’expression de la CgA se

traduirait par un défaut de stockage hormonal.

En qui concerne le mécanisme d’action de la CgA, il a été montré qu’une fraction des
molécules de CgA est associée a la membrane des GS via la région N- terminale (Kang et Yoo,
1997), ce qui suggere que les agrégats CgA/hormones pourraient interagir avec la membrane
du TGN via la CgA. Par ailleurs, la déplétion du cholestérol altere la formation des GS dans la
lignée de cellules corticotropes AtT20 et dans des cellules pancréatiques de modele de souris
possédant un défaut de synthése du cholestérol (Gondré-Lewis et al., 2006). Ceci va de pair
avec le fait que le cholestérol interagisse avec des protéines jouant un réle prépondérant dans
la biogenése des GS, telles que la synaptophysine (Thiele et al., 2000), la CPE (Dhanvantari et
Loh, 2000), la Sglll (Hosaka et al., 2005), PC1/3 et PC2 (Arnaoutova et al., 2003 ; Assadi et al.,
2004). Or, dans les cellules PC12, AtT20 et B-pancréatiques, la CgA interagit avec la Sglll, ce
qui suggére que la CgA est adressée a la voie de sécrétion régulée dans un complexe
multimérique (Han et al., 2008 ; Hosaka et al., 2002, 2004, 2005). Néanmoins, le domaine
d’interaction de la CgA avec la Sglll n’est pas conservé au cours de I'évolution, et la Sglll n’est
pas exprimée dans toutes les cellules endocrines. Ainsi, 'adressage de la CgA et des hormones
avec lesquelles elle se lie impliquerait d’autres partenaires moléculaires. La CgA présente des
sites de clivage dibasiques ce qui indique qu’elle constitue un substrat des PCs. De maniére
intéressante, la mutation de ces sites de clivage provoque I'adressage de la CgA vers la voie
de sécrétion constitutive, ce qui suggere que les sites de clivage représentent des signaux
d’adressage (Brechler et al., 1996). En ce sens, I'inhibition de PC1/3 dans les cellules AtT20
bloque non seulement le clivage de la CgA, mais également sa sécrétion régulée (Eskeland et
al., 1996), et la surexpression de PC1/3 chez des patients atteints de diabéte de type 2
augmente le clivage et la sécrétion de CgA et d’insuline (Lankat-Buttgereit et al., 2008). Ainsi,

la CgA pourrait étre adressée vers le GS en cours de bourgeonnement soit par une interaction
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directe avec la membrane du TGN, soit par une interaction indirecte via la Sglll ou les PCs (Elias
et al., 2010). De plus, le domaine C-terminal de la CgA est impliqué dans ’"homo- ou I'hétéro-
dimérisation des protéines (Yoo et Lewis, 1993) permettant ainsi I'agrégation et I'adressage
des protéines aux GS (Cowley et al., 2000). Dans les conditions physico-chimiques propres au
TGN, la CgA adopte une conformation hélicoidale qui lui permet d’initier I'agrégation entre les
protéines et le bourgeonnement d’un GS (Mosley et al., 2007). Les protéines PC1/3, PC2 et
PC5/6 sont adressées aux GS grace a une hélice a située en région C-terminale, qui va leur
permettre d’interagir avec la membrane du TGN (Jutras et al., 2000). |l en est de méme pour
I’adressage de la CPE (Dhanvantari et al., 2002). En ce qui concerne la CgA, une premiere hélice
a a été identifiée en N-terminal (Taupenot et al., 2002). Puis I'analyse de la séquence de la
CgA par un algorithme de prédiction des structures secondaires a révélé une deuxiéme hélice
a en C-terminal. Ces régions sont donc des domaines potentiels d’interaction de la CgA avec
la membrane du TGN permettant son adressage dans les GS (Elias et al., 2010). La délétion
des régions N- ou C- terminales altere I'adressage de la CgA dans différents modeéles de cellules
endocrines (Courel et al., 2006 ; Hosaka et al., 2002 ; Taupenot et al., 2002). La CgA de
grenouille, qui présente une homologie de séquence avec les formes de CgA mammaliennes
au niveau de ses régions terminales, induit la formation de granules contenant la CgA dans les
cellules non-endocrines COS7. De maniere intéressante, dans cette méme étude, il a été
montré que l'expression de la CgA de grenouille dépourvue de ses régions terminales
provoque sa fuite vers la voie de sécrétion constitutive, ce qui suggere que ces régions
conservées au cours de |'évolution jouent un role majeur dans I'adressage de la CgA vers la

voie de sécrétion régulée (Montero-Hadjadje et al., 2009).

2.2.3) Role du pH et du calcium

Des études réalisées par Orci et collaborateurs ont permis de démontrer a 'aide de la
microscopie électronique la présence d’agrégats protéiques au niveau du TGN dans des
cellules endocrines (Orci et al., 1987 ; Dannies, 2012). D’autres études menées in vitro par des
études d’agrégations ou par études sur cellules (AtT20) ont également démontré que les
prohormones et les granines peuvent s’agréger entre-elles ou avec des protéines destinées a
la voie constitutive dans un milieu ol le pH est acide (Rindler, 1998 ; Sobota et al., 2009). Or il

est connu que le pH du TGN est |égerement acide (pH 6.0-6.5) (Hutton, 1982 ; Orci, 1986 ;
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Demaurex et al., 1998 ; Rindler, 1998 ; Machen et al., 2003). L’acidification du pH est permise
par des pompes a protons membranaires (V-ATPases) présentes au niveau des membranes du
TGN et des GS (Wu et al., 2001). Une étude menée par Taupenot et collaborateurs a permis
de montrer que le traitement de cellules PC12 par la bafilomycine A (inhibiteur spécifique des
V-ATPases) entraine une diminution du nombre de GS et de la sécrétion régulée (Taupenot et
al., 2005). Une étude récente implique la protéine HID-1 (protéine membranaire associée au
TGN) dans la régulation du pH du TGN. En effet, I'invalidation du géne de HID-1 par une
stratégie de CRISPR/Cas9 dans des cellules PC12 a permis a Hummer et collaborateurs de
montrer un défaut de sécrétion et de stockage de la Sgll et des monoamines dans ces cellules,
liés a une alcalinisation du pH du TGN. Ceci serait dii a une altération de la localisation de la
sous-unité a2 de la pompe V-ATPase suite a I'inhibition de I'expression de HID-1 (Hummer et

al., 2017).

Le calcium présent dans les GS est également nécessaire pour |'agrégation des protéines,
comme cela a été montré pour les PC, la CPE et les granines (Shennan et al., 1994 ; Rindler
1998, Dikeakos et al., 2009). Cependant, toutes les protéines destinées a la voie de sécrétion
régulée n'ont pas besoin de calcium pour s'auto-agréger (Cawley et al., 2000). Dans les GS, le
calcium existe a la fois sous forme libre ou liée, mais le mécanisme de transfert du calcium
dans des compartiments acides tels que les GS ou le complexe golgien n’est pas clair
contrairement a ce qui est connu chez les plantes, les levures et les protozoaires (Rosado,
2011). Les pompes calciques semblent proches des pompes ATPases calcium-dépendantes de
la membrane plasmique des cellules mammaliennes, et les échangeurs Ca%*-H* ont été perdus
dans le génome des mammiféres au cours de I'évolution. Cependant, des activités des
transporteurs de calcium ATP-dépendants Ca%*-ATPase et des échanges entre le Ca®* et les H*
ont été détectés dans des compartiments acides suggérant une possible conservation du
mécanisme, peut-étre par des homologues restant a identifier au niveau moléculaire (Patel et

Muallem, 2011).

En revanche, la libération de calcium intragranulaire est quant a elle assurée par les membres
de la famille des canaux TRP (transient receptor potential) et le récepteur a I'lP3 (Inositol (1,4,5)
—trisphosphate) (Yoo, 2011 ; Yoo et Hur, 2012). Il a été montré que la CgA et la CgB sont toutes
les deux capables d’interagir avec et d’activer le récepteur a I'lP3 au pH intra-granulaire de 5.5.

Ces granines forment des hétérotétraméres a pH acide. Les hétérotétrameres CgA/CgB
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induisent des changements de conformation des récepteurs a I'lP3 avec pour conséquence
une augmentation de I'affinité de I'lPs pour son site de liaison, engendrant une libération

accrue de calcium intragranulaire vers le cytosol (Yoo, 2000).

Ce couplage est proposé comme ayant un réle clé dans la signalisation du calcium régulée par
I'IP3 au sein du cytoplasme (Figure 14). Ainsi, le calcium présent dans le complexe golgien et
les GS, impliqué dans I'agrégation des protéines, serait une importante source pour les

mécanismes de signalisation.
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L'interaction des tétrameres
CgA/CgB avec le récepteur a I'IP3 a lieu via leurs régions N-terminales, fixation qui entraine une augmentation de
la libération de Ca%* du GS vers le cytosol. D’aprés (Yoo, 2000)

2. 3) Role des protéines membranaires et solubles en tant que signaux d’adressage

Un grand nombre de signaux a été proposé pour expliquer les mécanismes de tri et de sortie
des protéines destinées aux GS au niveau du TGN (Dikeakos et Reudelhuber, 2007). Ces
signaux sont complexes et peuvent varier selon les différents types cellulaires et protéiques.
Les protéines peuvent étre séparées en deux types, les protéines solubles/luminales et les

protéines membranaires.

Les signaux mis en évidence dans les protéines solubles sont par exemple ceux des pro-
hormones dans les cellules endocrines, du BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) dans les
neurones et des granines présentes dans ces deux types cellulaires. Les protéines

membranaires quant a elles comprennent par exemple les PC, la CPE, la phogrine et la mucine.
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Actuellement ce sont les signaux de tri des pro-hormones, des pro-neuropeptides et des
granines qui ont été les plus étudiés. Des études de mutagenese dirigée ont permis d’identifier
un motif de tri consensus tri-dimensionnel dépendant de la conformation suivante : deux
résidus acides (espacés de 12 & 15 A), exposés a la surface de la molécule, et deux résidus
hydrophobes disposés de 5 a 7 A des résidus acides. Cette conformation est nécessaire pour
le tri de la pro-opiomélanocortine (POMC), de la pro-insuline et de la pro-enképhaline vers la
voie de sécrétion régulée, ce motif étant capable d’interagir avec la CPE pour controler la
sortie de ces prohormones vers la voie de sécrétion régulée (Cool et al., 1997 ; Dhanvantari et
al., 2003). Par exemple pour la POMC, ce motif se trouve dans le pont disulfure situé dans la
région N-terminale (Cool et al., 1995). Pour la pro-enképhaline, le motif se trouve au niveau
des résidus N-terminaux 1-32 (Loh et al., 2002). Il est a noter que ce motif de tri ne peut étre
reconnu que sur des molécules ayant un modele de conformation ou une structure cristallisée
disponible, ne permettant son identification que dans un nombre limité de prohormones et

de proneuropeptides.

Par ailleurs, il a été suggéré que les résidus basiques appariés agissent comme des signaux de
tri pour cibler certains neuropeptides vers la voie de sécrétion régulée. C'est le cas par
exemple de la pro-rénine (Brechler et al., 1996), la pro-neurotensine (Feliciangeli et al., 2001),
la pro-gastrine (Bundgaard et al., 2004) et I'hormone libérant la pro-thyrotropine (Mulcahy et
al., 2006).

Ce mécanisme n’est cependant pas clair. L’hypothése retenue est que les résidus basiques de
la protéine a adresser doivent étre clivés par une des PC (qui agit normalement dans le GS a
un pH acide) avant de pouvoir étre correctement triée/retenue dans les GS. En effet, il a été
montré que la mutation d’une séquence de clivage spécifique de la furine (PC qui clive les pro-
protéines au début de la vie d’'un GS) dans un pro-peptide non destiné a la voie de sécrétion
régulée redirige ce pro-peptide vers celle-ci (Brechler et al., 1996). Divers domaines de tri ont
également été identifiés au sein de la famille des granines telles que la CgA, la CgB et les

sécrétogranines (Voir chapitre granines 2.2.1).

Pour ce qui est des protéines associées a la membrane des GS, le tri vers la voie régulée se
produit suite a leur interaction avec la membrane du TGN. Un domaine de liaison

membranaire contenant une structure en hélice a dans la région C-terminale s’est révélé
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important pour induire le recrutement de certaines enzymes vers la voie de sécrétion régulée,
comme par exemple la CPE (Zhang et al., 2003), et les pro-hormones convertases PC1 / 3
(Jutras et al., 2000 ; Lou et al., 2007) et PC2 ( Assadi et al., 2004). Dans le cas de la CPE
membranaire, le domaine de liaison traverserait la membrane du GS malgré |'absence d'une
séquence typique d'acides aminés transmembranaires (Dhanvantari et Loh, 2002 ; Zhang et
al., 2003). En effet, il a été montré que la CPE existe sous deux formes : une forme soluble,
ayant un role d’enzyme processive qui élimine les résidus lysine ou arginine en position C-
terminale des neuropeptides pour produire des hormones et des neuropeptides actifs ; et une
forme membranaire qui agit comme un récepteur pour différentes pro-hormones et pro-

neuropeptides les dirigeant ainsi vers la voie de sécrétion régulée (Ji et al., 2017) (Figure 15).
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Figure 15. Role de la CPE dans la voie de sécrétion régulée. La CPE sert de récepteur de tri pour de nombreux
neuropeptides tels que la pro-insuline, pro-enképhaline, la POMC et le BDNF. Au niveau du TGN, les conditions
de pH et de calcium activent la CPE qui va pour une partie se lier a la membrane des GS. Une fois dans les GSM,
la CPE atteint son activité maximum et une majorité de celle-ci est liée a la membrane. La CPE soluble quant a
elle clive les résidus basiques en C-ter des pro-hormones pour permettre leur maturation. Quand le GS fusionne
a la membrane plasmique, I"laugmentation du pH entraine une inactivation de l'activité de la CPE. Apres
exocytose, la CPE membranaire est recyclée au TGN grace a l'intervention de la GTPase Arf-6. D’apres Ji et al.,
2017.
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Il est clair que le tri des protéines solubles telles que les pro-hormones, les pro-neuropeptides
ou les granines pour I'entrée dans les GS nécessite une interaction avec un récepteur
membranaire au niveau du TGN. Il a été montré que la Sglll est un récepteur de tri de la CgA
lui permettant un adressage vers la voie de sécrétion régulée dans les cellules AtT20 (Hosaka

et al., 2002).

Un tel domaine de tri a également été décrit pour la POMC, la pro-insuline, la pro-enképhaline
et le BDNF. Dans la séquence du BDNF, deux résidus acides dans ce motif de tri-consensus,
présenté en début de paragraphe, interagissent spécifiqguement avec deux résidus basiques,
(R255 et K260) de la CPE, pour permettre I'adressage vers la voie de sécrétion régulée (Cool
et al., 1997). Par ailleurs, il a été montré que l'invalidation du géne de la CPE chez la souris
altere I'adressage du BDNF vers la voie de sécrétion régulée (Lou et al., 2005), le BDNF étant
alors sécrété de maniere constitutive dans les neurones corticaux et hippocampiques. La
sécrétion constitutive de pro-insuline par les ilots pancréatiques isolés de souris KO pour la
CPE est augmentée ainsi que le taux d’insuline plasmatique chez ces souris, ce qui suggere un
réle de la CPE dans le tri de la pro-insuline vers la voie de sécrétion régulée (Naggert et al.,
1995 ; Cawley et al., 2004 ; Irminger et al., 1997). Des études de tri de la POMC dans des
cellules de I'antéhypophyse de souris KO pour la CPE ont montré une sécrétion régulée
défectueuse de I'hormone corticotrope (ACTH), compatible avec I’hypothése que la CPE agisse
comme un récepteur de tri pour la POMC. Cependant, la sécrétion stimulée de POMC est
toujours observée dans ces cellules. Des travaux ont montré que la Sglll se lie a la POMC et
peut potentiellement agir comme un récepteur de tri pour la POMC (Hosaka et al., 2005).
Ainsi, la surexpression de Sglll dans les souris KO pour la CPE pourrait compenser I'absence de

CPE et agir comme récepteur pour le tri de la POMC.

Les aquaporines (AQPs) qui sont des protéines transmembranaires, peuvent également jouer
un réle dans la formation des GS. Ces AQPs permettent des échanges bidirectionnels de
molécules d’eau et contribuent ainsi a éliminer I'eau du TGN et des GS pour faciliter
I’agrégation des protéines lors du bourgeonnement et de la maturation des GS. L’AQP1 a été
décrite dans les GS des cellules hypophysaires, chromaffines et pancréatiques. Des études ont
montré que son inhibition dans la lignée de cellules adénohypophysaires AtT20 provoque une
diminution significative du nombre de GS contenant I'ACTH. De plus, les cellules

hypophysaires des souris KO pour AQP1 présentent une diminution de I'expression de la
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POMC et de ses enzymes de maturation. Ces données suggerent donc que les AQPs telles que
AQP1 sont des facteurs clés de la condensation protéique, permettant la formation de GS dans

les cellules endocrines (Arnaoutova et al., 2008).

2.4) Role des modifications post-traductionnelles dans I'adressage

Les protéines destinées a la voie de sécrétion régulée peuvent subir des N-glycosylations
durant leur transfert a travers le RE et les différents saccules de I’AG. Au niveau du TGN,
certaines protéines glycosylées (Fisher et Ungar, 2016) sont de nouveau modifiées par
sulfatation (Makowski et al., 2017). La glycosylation, phosphorylation et/ou la sulfatation des
protéines pourrait affecter les interactions protéine-protéine nécessaires a leur tri vers la voie
de sécrétion régulée. Par exemple, dans les cellules acineuses pancréatiques, la muclin est
sulfatée et O-glycosylée lui permettrait ainsi de se lier aux pro-enzymes agrégées dans le TGN
pour faciliter leur tri vers la voie de sécrétion régulée. Le blocage de la sulfatation et de la
glycosylation de la muclin inhibe le tri des pro-enzymes vers la voie de sécrétion régulée
(Boulatnikov et Lisle, 2004). Une autre molécule, le transporteur de monoamines de type 2
(VMAT2), a un domaine N-glycosylé dans la boucle luminale nécessaire pour le tri. En effet,
I'inhibition de la glycosylation de la boucle luminale conduit a une modification de I'adressage
de VMAT2 depuis les GS vers les vésicules constitutives dans les cellules PC12 (Yao et Hersh,
2007). Cependant, la glycosylation des protéines n'affecte pas toujours le tri des protéines. Le
tri de la cathepsine G vers les GS pour sa maturation, son activation et sa sécrétion ne dépend
pas de sa glycosylation (Garwicz et al., 1995). En effet, la forme mutante de la cathepsine G
(qui ne posséde pas de site de glycosylation fonctionnel) peut étre transformée en une forme
enzymatiguement active et libérée de maniére régulée par les granulocytes neutrophiles. Le
tri de la POMC et de I’ACTH n’est pas non plus affecté par l'inhibition de la glycosylation ou de
la sulfatation (Moore, 1987). De plus, le tri du facteur neurotrophique dopaminergique
cérébral (Sun et al., 2011), des enzymes lysosomales pancréatiques (Kuliawat et Arvan, 1994)
et de la rénine (Chu et al., 1990) n’est pas inhibé lorsque leur glycosylation est altérée. Ainsi,

le tri des protéines basé sur la glycosylation ne semble pas étre un mécanisme ubiquiste.

En ce qui concerne la phosphorylation des protéines en tant que facteur de tri, les avis sont
discordants. Dans les neurones cholinergiques classiquesle transporteur vésiculaire de

I’acétylcholine (VAChT) est adressé de maniére constitutive vers la membrane plasmique et



Introduction

recyclé dans des microvésicules de type synaptique (MVTS), tandis que dans les cellules
chromaffines et les cellules PC12, le transporteur vésiculaire des monoamines 2 (VMAT2) se
trouve principalement dans les GS (Fei et al., 2008). Dans les cellules PC12 déficientes en
protéine kinase A (PKA), les VMAT sont localisés dans les MVTS. Le traitement des cellules
PC12 avec un inhibiteur pharmacologique de la PKA (H89) provoque une accumulation de
VMAT dans les MVTS (Yao et al., 2004). Toutefois, bien que les VMAT subissent une
phosphorylation au niveau de leur extrémité cytoplasmique (Krantz et al., 1997), il ne semble
pas qu'elle soit réalisée par la PKA mais plutdt par la caséine kinase Il. La PKA faciliterait le tri
de VMAT vers les GS de maniere indirecte. D'autre part, la phosphorylation médiée par la PKC
d'un résidu sérine dans le domaine cytoplasmique (RSERDVLL) des VAChT empéche
I'adressage de VAChT vers les MVTS (Cho et al., 2000 ; Krantz et al., 2000). Une mutation
phospho-mimétique de la sérine en glutamate dans la queue cytoplasmique des VAChT
provoque le tri de VAChT vers les GS, peut-étre di au fait que la mutation rend le domaine de
tri de VAChT similaire a celui de VMAT2 (KEEKMAIL). Malgré ces études, il n'y a pas de preuve
claire indiquant que la phosphorylation coordonne I'adressage de VAChT et de VMAT
respectivement vers les MVTS et les GS. Dans un autre exemple, la furine, une protéine
résidente de I’AG qui entre dans des GSI, peut étre exclue des GSI par l'intermédiaire d'une
voie de sécrétion constitutive-like de type clathrine. Le domaine cytoplasmique de la furine
interagit avec la protéine adaptatrice AP-1 ou avec la protéine GGA (protéine de liaison au
facteur d’ADP-ribosylation), qui, a leur tour, recrutent un manteau de clathrine permettant
['élimination de la furine des GSI (Park et Loh, 2008). La caséine kinase Il assure la
phosphorylation de I'extrémité cytoplasmique de la furine, qui est une étape préalable a
I'interaction avec AP-1 ou GGA (Dittié et al., 1997). Par conséquent, la phosphorylation de la
furine est importante pour son tri et son élimination des GSI. En résumé, tous les résultats
présentés ci-dessus indiquent que le tri de diverses protéines depuis I’AG vers les GS est médié
par des mécanismes impliquant I'agrégation et des sighaux / domaines de tri présents au sein
des protéines interagissant avec des récepteurs de tri associés aux membranes. Ces
mécanismes sont donc dépendants des protéines présentes dans les GS, ainsi que du type

cellulaire, rendant ainsi I'analyse de ces mécanismes complexe.
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2.5) Réle des lipides membranaires

Les cellules utilisent 5 % de leurs genes pour la synthése de lipides, ceci implique gu’il y ait des
avantages évolutifs dépendants de ce répertoire lipidique complexe. Actuellement, nous
commencons a comprendre plus précisément les fonctions spécifiques des différents lipides
mais I"utilité de tous ces lipides dans les cellules eucaryotes reste a découvrir. Les lipides, en
plus de servir de barriére pour les cellules, procurent aux membranes les capacités de
bourgeonnement, de déformation, de fission et de fusion. Toutes ces caractéristiques sont
essentielles pour la division cellulaire, la reproduction et le trafic intracellulaire fonctions

indispensables pour le maintien de I'homéostasie cellulaire (van meer, 2008).

2.5.1) Structure lipidique de la membrane golgienne

Une grande partie de la synthése des lipides a lieu au niveau de I'AG. Plus spécifiquement,
I’AG des mammiféres est spécialisée dans la synthese des sphingolipides, et produit des
sphyngomyélines, des glucosylcéramides, des lactosylcéramides et des glycosphingolipides
(Futerman et Riezman, 2005), tous ces lipides étant principalement destinés a étre exportés
vers la membrane plasmique. La production des sphingolipides semble avoir un réle important
pour le transfert de protéines et de lipides membranaires entre le réticulum endoplasmique
(RE), la membrane plasmique et les endosomes/vacuoles par l'intermédiaire des radeaux
lipidiques (Zhou et Blom, 2015). La derniere étape de synthese de la phosphatidylcholine
(PtdCho) peut s’effectuer a la fois dans le RE et I’AG. L'isoenzyme spécifique de I’AG pourrait
guant a elle avoir un role spécifique pour réguler les mécanismes de sécrétion en controlant
les niveaux de Diacylglycérol (DAG) dans ce compartiment (Henneberry et al., 2002), le DAG
ayant un réle important pour les phénoménes de formation de vésicules au niveau du TGN
(Xie et al, 2015). La composition lipidigue membranaire des différents compartiments

cellulaires rapportée par van Meer en 2008 est reportée dans la figure ci dessous (Figure 16).
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Figure 16. Sites de synthése lipidique et composition des membranes cellulaires en lipides. La composition
lipidique des différentes membranes varie en fonction des compartiments. Les données sont exprimées en
pourcentage de phospholipide total (PL) chez les mammiféres (bleu) et les levures (bleu clair). Le rapport du taux
de cholestérol (CHOL, chez les mammiferes) et de l'ergostérol (ERG, dans la levure) par rapport aux
phospholipides est également indiqué. Le panneau principal montre le site de synthese des principaux
phospholipides (bleu) et des lipides impliqués dans les voies de signalisation et de reconnaissance des organites
(rouge). Les principaux glycérophospholipides présents dans le réticulum endoplasmique (RE) sont la
phosphatidylcholine (PtdCho, PC), la phosphatidyléthanolamine (PtdEtn, PE), le phosphatidylinositol (Ptdins, Pl),
la phosphatidylsérine (PtdSer, PS) et l'acide phosphatidique (PA). En outre, I'ER synthétise le Cer, le
galactosylcéramide (GalCer), le cholestérol et I'ergostérol. Le RE et les goutellettes lipidiques participent tous
deux a la synthese de I'ester stérylique et du triacylglycérol (TG). La lumiére de Golgi est le site de synthése de la
sphingomyéline (SM), des glycosphingolipides complexes (GSL) et de la synthése de la levure inositol
sphingolipide (ISL). La PtdCho est également synthétisée dans le Golgi, et peut étre couplée a la sécrétion de
protéines au niveau de son précurseur le diacylglycérol (DAG). Environ 45% des phospholipides dans les
mitochondries (principalement la phosphatidylethanolamine PtdEtn, le PA et la cardiolipine (CL)) sont synthétisés
de maniere autonome par celle-ci. Le BMP (bis (monoacylglycéro) phosphate) est un phospholipide majeur dans
les membranes internes des endosomes tardifs. Pl (3,5) P2, phosphatidylinositol- (3,5) -bisphosphate; Pl (4,5) P2,
phosphatidylinositol- (4,5) -bisphosphate; Pl (3,4,5) P3, phosphatidylinositol- (3,4,5) -trisphosphate; PI4P,
phosphatidylinositol-4-phosphate; R, lipides restants; S1P, sphingosine-1-phosphate. D’aprés van meer, 2008.
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2.5.2) Réle des lipides dans la formation des GS

Suite a la formation des agrégats protéiques et a leur interaction avec la membrane du TGN,
cette derniere doit se courber pour pouvoir initier le bourgeonnement d’un GSlI. Les lipides
membranaires jouent un role prépondérant dans ce processus. Dans la revue présentée ci-
dessous nous avons détaillé les dernieres évidences impliquant le role des lipides durant la
formation des GS, le recrutement et les étapes de I'exocytose. Nous avons mis en lumiére
I’"hypothése selon laquelle les lipides jouent un role important dans les fonctions de biogenése
des GS, la maturation, le recrutement et les étapes de fusion membranaire. Ces effets incluent
la régulation de différentes protéines que ce soit au niveau de leur distribution ou bien de leur
activité mais également en modulant directement la topologie membranaire. Un grand
challenge actuel est de comprendre les différentes fonctions des lipides durant la vie d’un GS.
Nous avons choisi de présenter cette revue dans ce manuscrit car elle contient un résumé des
connaissances actuelles sur le role des lipides dans la voie de sécrétion régulée et sa rédaction

a également constitué une partie de mes activités de these.

Deux lipides nécessaires au bourgeonnement des vésicules constitutives ou des GS au niveau
du TGN, I'acide phosphatidique (PA) et le cholestérol (Siddhanta et Shields, 1998 ; Wang et al.,

2000) sont plus particulierement évoqués dans la suite de ce paragraphe.

Revue 2 : Lipids implicated in the journey of a secretory granule : from biogenesis to fusion
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Abstract

The regulated secretory pathway begins with the formation of
secretory granules by budding from the Golgi apparatus and
ends by their fusion with the plasma membrane leading to the
release of their content into the extracellular space, generally
following a rise in cytosolic calcium. Generation of these
membrane-bound transport carriers can be classified into three
steps: (i) cargo sorting that segregates the cargo from resident
proteins of the Golgi apparatus, (i) membrane budding that
encloses the cargo and depends on the creation of appropriate
membrane curvature, and (iii) membrane fission events allow-
ing the nascent carrier to separate from the donor membrane.

This article is part of a mini review series on

These secretory vesicles then mature as they are actively
transported along microtubules toward the cortical actin network
at the cell periphery. The final stage known as regulated
exocytosis involves the docking and the priming of the mature
granules, necessary for merging of vesicular and plasma
membranes, and the subsequent partial or total release of the
secretory vesicle content. Here, we review the latest evidence
detailing the functional roles played by lipids during secretory
granule biogenesis, recruitment, and exocytosis steps.
Keywords: exocytosis, lipid, membrane, microdomain,
secretion, secretory granule budding.

J. Neurochem. (2016) 137, 904-912.

Chromaffin cells (ISCCB Meeting, 2015).

The secretory pathway is an essential cellular activity that
requires synthesis, modification, sorting, and release of
secretory proteins/molecules outside cells, as well as trans-
port of cell surface components. These proteins are first
created on endoplasmic reticulum (ER)-bound ribosomes and
translocated into the ER lumen, where they are folded,
assembled, and N-glycosylated (Braakman and Bulleid
2011). Cargo proteins (either membrane associated or
soluble) are conveyed from the ER exit sites to the entry
side of the Golgi apparatus and then successively pass
through the different Golgi stacks, where the proteins
undergo maturation and processing (Wilson et al. 2011).
At the trans-Golgi network (TGN), proteins are sorted into
specific vesicular carriers for transport and distribution to
their ultimate destinations, including the endolysosomal
system and the plasma membrane, by the constitutive or
regulated exocytosis pathway (Gerdes 2008). On one side, all
cell types recycle membranes, proteins, and extracellular
matrix components through constitutive secretory vesicles
that are transported directly to the cell surface where they
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fuse with the plasma membrane in the absence of any kind of
stimuli. On the other side, the regulated pathway is a
trademark of specialized secretory cells, such as neurons,
endocrine, and exocrine cells, and requires the accumulation
of the secretory material into dedicated organelles, the
secretory granules (Vazquez-Martinez et al. 2012). The latter
are transported through the cytoplasm toward the cell
periphery, where they are exocytosed after stimulation of
the cell (Burgess and Kelly 1987).

In addition to the function of important protein players in
the journey of a secretory granules, lipids also contribute to
key steps. Cell membranes are indeed composed of a broad
spectrum of lipids with specific properties that can directly
influence membrane topology, dynamics, and tasks. In
addition, the lipid composition and transbilayer arrangement
vary strikingly between organelles and there is compelling
evidence that the collective properties of bulk lipids
profoundly define organelle identity and function (Holthuis
and Menon 2014). Of particular interest are changes in the
physical properties of the membrane that are directly under
the control of lipids, and mark the transition from early to late
organelles in the secretory pathway. These include bilayer
thickness, lipid packing density, and surface charge. Here,
we highlight the latest evidence supporting the notion that in
addition to the collective action of bulk lipids, specific minor
lipids directly control directionality and functionality of the
secretory pathway.

Lipids and biogenesis of secretory granules

Lipids involved in formation of budding sites at the TGN
membrane

The biogenesis of secretory granules destined for the
regulated secretory pathway begins like other transport
vesicles by active budding at the TGN membrane. This
process needs several concomitant events: the sorting of
cargo and membrane components, the membrane curvature,
and the recruitment of cytosolic proteins. A role for lipids
in the formation of post-Golgi carriers has long been
proposed, including their interactions with enzymes and
other membrane-associated proteins. The development of
cellular lipidomic approaches (especially mass spectrome-
try) has revealed (i) that the Golgi membrane of the
mammalian cell contains the same lipids as those found in
the plasma membrane, but in different proportions and (ii)
that the two leaflets of the Golgi membrane bilayers
display specific lipid compositions, sphingolipids being
enriched in the lumenal leaflet, whereas phosphatidylserine
(PS) and phosphatidylethanolamine are concentrated in the
cytosolic leaflet (van Meer and de Kroon 2011). Beside
these lipids, the recruitment of enzymes at the cytosolic
face of the TGN membrane contributes to its remodeling
through the generation of lipid metabolites, such as
diacylglycerol (DAG), phosphatidic acid (PA), and phos-
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phoinositides (Ha et al. 2012). These lipids play a central
role in the formation of secretory granules. For instance,
the accumulation of PA in the TGN membrane is a key
factor for the budding of secretory granules (Siddhanta and
Shields 1998). At low pH and high calcium concentrations,
PA adopts a conical shape that favors changes in
membrane topology (Kooijman et al. 2003). DAG also
exhibits a conical shape and its accumulation in the TGN
membrane has been found to facilitate membrane curvature
leading to the budding of secretory granules (Asp et al.
2009).

The Golgi membrane also exhibits a dynamic lipid
asymmetry, with the ability of cholesterol, DAG, and other
glycerophospholipids to translocate spontaneously or in P4-
ATPase-stimulated manner (Tang ef al. 1996). Flippases
generally maintain lipid asymmetry, but their lipid transfer
activity between the two leaflets can also potentially lead to
membrane curvatures that drive the budding of post-Golgi
vesicles (Leventis and Grinstein 2010).

Cells are able to maintain differences in lipid composition
between their organelles despite the lateral diffusion of lipids
in cellular membranes. The physical differences between
glycerolipids and sphingolipids make them segregate in the
presence of cholesterol (Marsh 2009). In the Golgi mem-
brane, for example, domains with different lipid composi-
tions are targeted with unique transmembrane proteins into
separate secretory vesicles. This segregation of lipids and
proteins forms the sorting mechanism which cells use to
maintain the specific composition of their membranes (van
Meer et al. 2008). Originally, lipid self-organization was
considered to be the major driving force behind lateral
membrane organization. The formation of such functional
lipid micro- or nano-domains in the bilayer remains difficult
to visualize because of the lack of effective lipid probes to
study molecule dynamics in living cells. Although this self-
organization plays an essential role, it is plausible that
membrane proteins influence lipid organization, and con-
versely that protein function and clustering are under the
control of lipids. Notwithstanding the so-called ‘lipid rafts’ in
Golgi membrane have been predicted to regulate the function
and clustering of proteins involved in the budding of
secretory granules (Surma et al. 2012).

Lipids involved in protein recruitment at the budding sites
The enrichment of secretory granule membrane in sphin-
golipids and cholesterol suggests their participation in the
formation of functional microdomains involved in the
budding of these organelles from the Golgi membrane
(Wang and Silvius 2000). Lipid microdomains are implicated
in the sorting of proteins destined for the regulated secretory
pathway (Tooze et al. 2001), as they possess the ability to
attract peripheral proteins such as carboxypeptidase E
(Dhanvantari and Loh 2000), prohormone convertase PC2
(Blazquez et al. 2000), and secretogranin III (Hosaka et al.
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2004). These proteins act as chaperones by tethering soluble
or aggregated proteins to the secretory granule membrane
(Dikeakos and Reudelhuber 2007). In secretory cells, lipid
microdomains also attract aquaporins (AQP), which are
transmembrane proteins that remove water, thereby allowing
the condensation of aggregated granule proteins in the TGN
(Arnaoutova et al. 2008). In the low pH and high calcium
conditions found in the Golgi compartment, members of a
family of soluble proteins called chromogranins induce
aggregation of proteins destined to the regulated secretory
pathway (Montero-Hadjadje er al. 2008). TGN acidification
is achieved by proton pumps of the vacuolar H-ATPase (V-
ATPase) family (Schapiro and Grinstein 2000). Interestingly,
Li et al. (2014) have demonstrated that the signaling lipid
phosphatidylinositol 3,5-bisphosphate (PI(3,5)P2) is a sig-
nificant regulator of V-ATPase assembly and activity.
Furthermore, phosphoinositides on the cytosolic surface
recruit organelle-specific effector proteins of vesicle traffick-
ing and signal transduction (Di Paolo and De Camilli 2006).
For example, the serine/threonine protein kinase D (PKD) is
recruited by binding to DAG and the GTPase ARF1, and this
promotes the production of phophatidylinositol 4-phosphate
(PI(4)P) by activating the lipid kinase PI(4)-kinase ITIB. At
the TGN, PI(4)P can recruit lipid transfer proteins, such as
oxysterol-binding protein 1 and ceramide transport protein
that control sphingolipid and sterol levels, respectively.
Ceramide transport protein-mediated transport of ceramide to
the TGN has been proposed to increase the local production
of DAG, which is converted into PA and lysophosphatidic
acid; all these lipids being necessary for fission of secretory
vesicles. PKD also regulates the recruitment of Arfaptin-1 (a
Bin/amphiphysin/Rvs domain protein) to PI(4)P at the TGN
membrane (Cruz-Garcia et al. 2013). In this study, Arfaptin-
1 also appears important for the sorting of chromogranin A, a
member of the chromogranin family, to the regulated
secretory pathway in human BON carcinoid tumor cells.
These results suggest that DAG-dependent PKD recruitment
is crucial for the biogenesis of secretory granules. Indeed,
PKD-mediated Arfaptin-1 phosphorylation is necessary to
ensure the fission of secretory granules at the TGN of
pancreatic B cells (Gehart ef al. 2012). Such a role is
compatible with previous reports showing that other cellular
components, such as chromogranin-induced prohormone
aggregates are important for driving TGN vesicle budding
after their association with membrane rafts (Gondré-Lewis
et al. 2012).

The journey of secretory granules begins

Hormone precursors, along with other proteins of the
regulated secretory pathway in neuroendocrine cells, are
sorted and packaged into immature secretory granules that
bud off from the TGN. These organelles are rapidly
conveyed to the cell periphery through their interaction
with microtubules via kinesin motors (Park et al. 2009).

The maturation process comprises an acidification-depen-
dent processing of cargo, condensation of the secretory
granule content, and removal of lipids and proteins not
destined for mature secretory granules. The acidification
process occurs along the regulated secretory route resulting
in a decrease in pH from the TGN (6.5-6.2), to immature
secretory granules (6.3-5.7), and finally to mature secre-
tory granules (5.5-5.0). In chromaffin cells, an increase in
the proton pump density and a diminution in proton
permeability of the granule membrane allow a pH drop
(Apps et al. 1989). Moreover, the selective V-ATPase
inhibitor bafilomycin Al demonstrated the role of acidifi-
cation on trafficking of specific granule proteins through
the regulated secretory pathway in PC12 cells (Taupenot
et al. 2005), a process potentially under the control of
phosphoinositide levels.

During maturation in endocrine and exocrine cells,
granules decrease in size as their content undergoes
condensation, along with the concomitant efflux of Na*,
K*, CI™, and water from the granules. Water removal is
ensured by the lipid microdomain-associated AQP. AQP1 is
found in secretory granules of pituitary and chromaffin cells,
as well as in synaptic vesicles and pancreatic zymogen
granules, whereas AQPS5 is found in parotid gland secretory
vesicles (Ishikawa efr al. 2005; Arnaoutova et al. 2008).
They facilitate condensation of granular content during
maturation. Upon their arrival at the cell periphery, secretory
granules are trapped in the dense cortical actin network.
Myosin Va together with Rab3D regulate distinct steps of
the granule maturation, with an essential role of myosin Va
in membrane remodeling (Kogel and Gerdes 2010) and a
crucial function of Rab3D in the cargo processing (Kogel
et al. 2013). Interestingly in yeast, oxysterol-binding protein
Osh4p-recruited PI(4)P and Rab proteins are in association
with a myosin V type (Myo2p) in the membrane of secretory
compartments and are implicated in vesicle maturation
(Santiago-Tirado et al. 2011).

Membrane remodeling also induces a decrease of the size
of secretory granules. The presence of a clathrin coat on
patches of secretory granule membrane causes shrinkage of
material, mediated by the clathrin adaptator protein (AP)-1
(Dittie et al. 1996). As a result, membrane proteins like
vesicle-associated membrane protein 4 (VAMP4), furin, and
mannose 6-phosphate receptors, which have a canonical AP-
1-binding site in their cytosolic domain, are present in
immature secretory granules, but not anymore in mature
secretory granules (Klumperman et al. 1998; Teuchert et al.
1999; Hinners et al. 2003). AP-1 accumulates at the
cytosolic face of TGN membrane likely through PI(4)P
interaction (Wang et al. 2003). Their transport along micro-
tubules toward the cortical actin, a step that has not been
linked to lipid yet, and the concomitant granular modifica-
tions result in the maturation and storage of secretory
granules, competent for exocytosis.
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Lipids and exocytosis of secretory granules

And the journey of secretory granules ends

The final stage of the secretory pathway is regulated
exocytosis, a well-defined multistep process triggered by an
exocytotic stimulus (Pang and Suidhof 2010). The molecular
machinery underlying regulated exocytosis involves assem-
bly of a tripartite soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein receptor (SNARE) complex between
plasma and granular proteins as well as accessory proteins
(Jahn and Fasshauer 2012). Extensive work over the last two
decades has also shed light on the importance of lipids in the
exocytosis process. In the following sections, the major
contributions of membrane lipids for each step of secretory
granule exocytosis will be described.

Lipids involved in formation of exocytotic sites and the
docking step

Mature granules, once tethered, are recruited to exocytotic
sites and this represents the initial contact between secretory
granules and plasma membrane. Some lipids, such as
cholesterol, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PI1(4,5)
P2), and sphingolipids are clustered in ordered microdomains
in plasma membrane, also called membrane rafts. Biochem-
ical and high-resolution imaging observations indicate that
these detergent-resistant microdomains serve to concentrate
and regulate SNARE proteins, arguing for the constitution of
active exocytotic sites (Salatin et al. 2005). Spatial definition
of exocytotic sites is cholesterol dependent, as depletion of
cholesterol from the plasma membrane negatively affects
cluster integrity and results in reduced secretory activity by
neuroendocrine cells (Lang et al. 2001). Furthermore, we
have demonstrated that PI(4,5)P2-enriched microdomains
co-localize with SNARE clusters and docked secretory
granules from analysis of immunogold labeled plasma
membrane sheets (Umbrecht-Jenck ez al. 2010).

PI(4,5)P2 plays a critical role in translocating secretory
vesicles to the plasma membrane (Wen et al. 2011), but also
binds and regulates a large subset of proteins involved in the
docking step, and therefore plays an essential role in granule
recruitment at exocytotic sites (recently reviewed by Martin
2015). For instance, by modulating actin polymerization, PI
(4,5)P2 controls actin-based delivery of secretory vesicles to
exocytotic sites (Trifard et al. 2008). Moreover, PI(4,5)P2
clusters organized by syntaxin-1A could act as a platform for
granule docking in membrane rafts (Honigmann et al. 2013).
Studies in chromaffin cells have demonstrated that generation
of microdomains is positively regulated by recruitment of
annexin A2, a calcium- and PI(4,5)P2-binding protein
present at docking sites near SNARE complexes (Chas-
serot-Golaz et al. 2005; Umbrecht-Jenck et al. 2010). Using
3D electron tomography, we have recently shown that
annexin A2 generates lipid domains sites by connecting
cortical actin and docked secretory granules to active fusion
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sites (Gabel et al. 2015). The actin-bundling activity of
annexin A2 promotes the formation of ganglioside GM1-
enriched microdomains, increases the number of morpho-
logically docked granules at the plasma membrane, and
controls the number and the kinetic of individual exocytotic
events.

Altogether, these findings raise the possibility that exocy-
totic sites are defined by specific lipids, such as cholesterol
and PI(4,5)P2, that contribute to sequestering or stabilizing
components of the exocytotic machinery. There are also
indications that other lipids contribute to the establishment of
exocytotic sites. For instance, PS resides mostly in the
cytosolic leaflet of plasma membrane in unstimulated
conditions. However, during exocytosis of secretory granules
in numerous secretory cell types, notably neuroendocrine
cells, PS translocates to the outer leaflet (Vitale er al. 2001).
An ultrastructural analysis has recently demonstrated that PS
is externalized in the vicinity of the docking sites of secretory
granules, although the functional relevance of this PS
externalization for fusion is still under debate (Ory et al.
2013). Another lipid implicated in regulated exocytosis is
PA. Silencing of the PA-producing enzyme phospholipase
D1 (PLD1) and the ectopic expression of a catalytically dead
PLD1 form in chromaffin cells affected the number of
exocytotic events, as revealed by capacitance recordings and
carbon fiber amperometry (Zeniou-Meyer et al. 2007). In
line with these observations, PA has recently been proposed
to regulate docking in sea urchin eggs (Rogasevskaia and
Coorssen 2015). Finally, analysis of plasma membrane
SNARE microdomains in chromaffin cells by total internal
reflection fluorescent microscopy suggests that exogenous
addition of the polyunsaturated fatty acid arachidonic acid
(AA) enhances docking of granules (Garcia-Martinez et al.
2013). Thus, investigations using novel high-resolution
imaging techniques combined with acute modifications of
individual lipid composition in a given membrane will
probably further elucidate the contribution of lipids to the
organization of the exocytotic platform.

Lipids regulating molecular mechanisms of priming steps

Priming steps depend on molecular events, essentially
involving SNARE complex assembly, and are necessary to
render vesicles fusion competent (Klenchin and Martin
2000). There is also growing evidence that lipids are
implicated in priming, as indicated by lipid reorganization
provoked by inositol kinases and lipases during this step.
Phosphoinositides such as PI(4,5)P2 seem to be key
regulators of secretion, not only by regulating the docking
step but also by controlling the size and refilling rate of the
readily releasable pool of granules. Electrophysiological
studies modulating PI(4,5)P2 levels and using over-
expressed PI(4,5)P2 fluorescent probes revealed that a high
level of PI(4,5)P2 in chromaffin cells positively modulates
secretion by increasing the size of the primed vesicle pool,
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whereas the constants of the fusion rate were not affected
(Milosevic et al. 2005). In agreement with this concept, we
recently found that the HIV protein Tat sequesters plas-
malemmal PI(4,5)P2 in neuroendocrine cells and subse-
quently reduces the number of exocytotic events, without
significantly affecting the kinetics of fusion (Tryoen-Toth
et al. 2013). Moreover, in vitro experiments using liposomes
have previously reported that PI(4,5)P2 can recruit priming
factors such as calcium-activator protein for secretion
(CAPS), which facilitates SNARE-dependent fusion (James
et al. 2008). However, it seems that a well-regulated balance
between plasmalemmal PI(4,5)P2 synthesis and breakdown
is mandatory for exocytosis. Indeed, DAG production
through hydrolysis of PI(4,5)P2 by phospholipase C is
crucial for exocytosis in mast cells (Hammond et al. 2006).
As for PI(4,5)P2, DAG formation is essential for priming,
leading to activation of protein kinase C and Munc-13, which
then modulate the function of syntaxin-1A (Sheu ez al. 2003;
Bauer et al. 2007).

On the granule membrane, phosphoinositides have also
been implicated in priming. For instance, experiments on
permeabilized chromaffin cells have shown that synthesis of
phosphatidylinositol-3-phosphate (PI(3)P) on secretory gran-
ules positively regulates secretion. Formation of PI3P is
mediated by an isoform of phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K), PI3K-C2a, particularly enriched on chromaffin
granule membranes, suggesting that PI3K-C2a production
of PI(3)P has a specific role in the ATP-dependent priming
phase of exocytosis (Meunier et al. 2005). Genetic and
pharmalogical inhibition of PI3K-C2a activity resulted in a
complete inhibition of secretion, suggesting that PI(3)P
synthesis is necessary for exocytosis to occur (Meunier et al.
2005). This notion has been validated by experiments
showing that stimulation of exocytosis up-regulated PI(3)P
levels on granules, whereas enzymatic conversion of PI3P in
PI(3,5)P2 negatively affected exocytosis (Osborne et al.
2008; Wen et al. 2008). A similar effect on insulin secretion
has been reported in pancreatic B cells with impaired PI3K-
C2a activity (Dominguez et al. 2011). Taken together, PI(3)
P production by PI3K-C2a on chromaffin granule membrane
can be proposed to act as an essential priming signal for
secretory granules, although the effectors directly involved
remain to be characterized. Altogether these observations
suggest that phosphoinositide metabolism is finely regulated
to control the number of fusion-competent granules.

Other lipids have recently emerged as additional modula-
tors of the priming step. AA, a polyunsaturated fatty acid of
the omega-6 family has been described to potentiate
exocytosis from chromaffin cells (Vitale er al. 1994, 2010;
Latham et al. 2007). In vitro assays on protein interactions
have revealed that AA can directly interact with SNAREs,
like syntaxin-la or syntaxin-3, and potentiate their assembly
with SNAP-25 (Darios and Davletov 2006). Interestingly,
this effect of AA on SNARE complex formation in vitro can

be reproduced by other omega-3 and omega-6 fatty acids,
suggesting that polyunsaturated lipids may physiologically
regulate SNARE complex assembly by targeting syntaxin
isoforms (Darios and Davletov 2006). Along this line, work
with snake phospholipase acting as neurotoxin substantiates
the notion that free fatty acids and lysophopholipids promote
neurosecretion (Rigoni et al. 2005). Furthermore, production
of sphingosine, via hydrolysis of vesicular membrane
sphingolipids, also facilitated SNARE complex assembly
by activating the vesicular SNARE synaptobrevin (Darios
et al. 2009). Finally, in vitro fusion assays have demon-
strated that PA binds syntaxin-1 and promotes SNARE
complex assembly (Lam et al. 2008; Mima and Wickner
2009).

'Fusogenic lipids' for membrane merging and release of
content
Many observations are in agreement that lipids have also a
crucial role in the fusion reaction. Thus, the most widely
accepted lipidic model for membrane fusion is the stalk pore
model, defined by the merging of cis-contacting monolayers,
leading to a negatively curved lipid structure called a stalk
(Chernomordik and Kozlov 2008). During exocytosis, the
outer leaflet of the granule and the inner leaflet of the plasma
membrane seemingly form the stalk. As a result of differ-
ences in the geometry of lipids, lipid composition of
membranes presumably influences the structure of the stalk
and subsequently efficacy of exocytosis. Theoretically, cone-
shaped lipids such as cholesterol, DAG, or PA, which have
intrinsic negative curvatures when found in the inner (cis)
leaflets of contacting bilayers could promote fusion. On the
contrary, inverted cone-shaped lipids (PS, gangliosides, or
lysophospholipids) are supposed to be present in the outer
(trans) leaflets. This concept has been partially validated
using reconstituted fusion assays and directly by adding
lipids to cell cultures. These results indicate that PA, DAG,
and cholesterol, may promote fusion by changing the
spontaneous curvature of membranes (Ammar et al. 2013).
PA is present in the inner leaflet of the plasma membrane,
but presumably in very small quantities in resting conditions.
Based on the pivotal role of this lipid in exocytosis (Bader
and Vitale 2009), the visualization of local formation of PA
has been a recurring issue. Use of PA-specific probes
coupled to ultrastructural analysis allowed us to visualize PA
accumulation at the plasma membrane in stimulated chro-
maffin cells, near morphological docking sites (Zeniou-
Meyer et al. 2007). Moreover, silencing of PLDI1 has
suggested that PA production is necessary to facilitate
membrane fusion after early steps of exocytosis, probably by
modifying membrane topology in the proximity of docking
sites. In favor of this model, extracellular lyso-phosphati-
dylcholine (LPC) application partially rescued secretion from
PLDI1-depleted cells (Zeniou-Meyer et al. 2007). PLDI1
activity at the plasma membrane, and subsequently PA
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synthesis during exocytosis, is itself regulated by PI(4,5)P2
(Du et al. 2003). As PA is also an essential co-factor of
PISK, which produces PI(4,5)P2, a positive feedback loop
for the synthesis of these two lipids may be activated during
exocytosis (Cockcroft 2009).

In conclusion, the local accumulation of different fuso-
genic lipids, such as PA, PI(4,5)P2, DAG, and cholesterol at
or near granule docking sites may have a synergistic effect on
membrane curvature and thereby promote fusion. However,
the precise localization of these lipids during the course of
the fusion pore formation, expansion, and closure remains
elusive and requires significant advances in imaging tech-
niques and lipid sensors. Finally, a novel mass spectrometry
method has recently revealed that saturated free fatty acids
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are actively generated in stimulated neurosecretory cells and
neurons (Narayana et al. 2015), but at present it is not known
if these fatty acids have a direct role in exocytosis or if they
are degradation products of fusogenic lipids.

Ending the journey or a new beginning?

Membrane fusion during exocytosis can occur through three
different modes in secretory cells, depending on the phys-
iological demand: kiss and run, cavicapture, or full-collapse
fusion. After full-collapse fusion of the granules upon
stimulation, the secretory granule membrane components
can be entirely recycled by a clathrin-mediated compensatory
endocytotic process (Ceridono et al. 2011). Molecular
mechanisms underlying the preservation of granule mem-
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Fig. 1 Model highlighting the importance of lipids from secretory
granule biogenesis to fusion. (a) The regulated secretory pathway from
the Golgi apparatus to the plasma membrane. Immature secretory
granules (ISG) are transported along microtubules from the trans-Golgi
network (TGN) up to the cortical actin. During their active transport they
are converted into mature secretory granules (MSG). (b) Lipids
involved in the journey of secretory granules. Specific minor lipids
directly control directionality and functionality of the regulated secretory

Extracellular medium

(b)

pathway. Conical lipids include cholesterol, diacylglycerol, phospha-
tidic acid, and phosphatidylethanolamine. Inverted conical lipids
include lysophospholipids and PI(4,5)P2. Omega-6 and omega-3
forms of polyunsaturated fatty acids (PUFA) are released in the
cytosol by phospholipases. Membrane microdomains enriched in
cholesterol, gangliosides, and sphingolipids are highlighted at the
budding membrane of the TGN and at the exocytotic sites of the
plasma membrane.
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brane identity after fusion with plasma membrane remains
unclear, but it has been proposed that specific lipid
microdomains might contribute to prevent diffusion of
granular components. Hence, exo-endocytosis coupling leads
then to recycling of post-exocytotic internalized granule
membrane back to the Golgi apparatus, starting a new life for
the secretory granule (Houy et al. 2013). Recently lipids
generated upon exocytosis have been proposed to contribute
to the exo-endocytosis coupling (Yuan et al. 2015).

Conclusion

Lipids undoubtedly appear to contribute to almost every step
along the regulated secretory pathway from the biogenesis of
secretory granules to the exocytosis process (Fig. 1). How-
ever, despite the important advances in our understanding,
many important answers remain far beyond our reach. The
contribution of individual molecular lipid species is not
known. Addressing this issue will require following the
dynamics of individual lipid species at the nanometric scale,
an aspect that may be achieved through the development of
mass spectrometric imaging. Clearly this remains one of the
most challenging issues in modern cell biology, given the
large number of lipid molecules to analyze. Probing the
physiological relevance of these lipids in different secretory
processes is another challenging aspect for the near future.
Indeed there is no doubt that an alteration of the fine cellular
lipid balance, either as a consequence of an alteration of lipid
metabolism or a bad diet, could contribute to dysfunction of
the secretory pathway. On the other hand, determining the
influence of lipid shape to membrane topology during the
different steps of membrane remodeling across the secretory
pathway will probably require better in vitro modeling of the
different steps involved.
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Introduction

a) Le cholestérol

Le cholestérol joue un réle majeur dans le bourgeonnement des GS. Les membranes du TGN
et des GS en sont particulierement riches. Au niveau du TGN, il s’associe a des
glycosphingolipides pour former des microdomaines qui seraient a lorigine du
bourgeonnement des GS (Dhanvantari et Loh, 2000). De plus, l'inhibition de la synthése de
cholestérol dans les cellules hypophysaires AtT20 altére la formation des GS, les « cceurs
denses » s’accumulant au niveau du TGN. La formation des GS est restaurée aprés ajout de
cholestérol (Wang et al., 2000). La structure conique du cholestérol permet, d’induire une
courbure négative de la membrane pour favoriser le bourgeonnement et également favoriser
le maintien de la structure des microdomaines (Bacia et al., 2005 ; Rog et Vattulainen, 2014).
Dans des modeles de souris présentant des maladies génétiques caractérisées par un défaut
de synthese du cholestérol telles que le syndrome de Spitz-Lemli-Opitz ou la lathostérolose, il
a été observé une diminution du nombre de GS au niveau des cellules du pancréas, de
I"hypophyse et des glandes surrénales. De plus, les GS du pancréas exocrine de ces animaux
présentent des anomalies morphologiques dues a I’'augmentation de la rigidité membranaire

de ces organites (Gondre- Lewis et al., 2006).

b) L'acide phosphatidique

L'acide phosphatidique (PA) ou 1,2-diacyl-sn-glycero-3-phosphate est le plus simple des
diacyl-glycérophospholipides et le seul avec une téte de phosphomonoester. Le PA est
composé de trois parties distinctes. La base de la molécule est un groupement glycérol formé
de trois atomes de carbone. Les carbones 1 et 2 sont liés a I'aide de groupes esters a deux
chaines d’acides gras formant la partie hydrophobe du lipide. Les chaines d’acides gras
peuvent varier en longueur avec une chaine allant de 14 a 22 atomes de carbone (Pettitt et
al., 2001), et selon le nombre de doubles liaisons présentes dans la chaine de carbones (degré
de saturation). Chez les mammiféres, I'acide gras en position 1 est généralement saturé (C16:0
ou C18:0), alors que I'acide gras en position 2 est variable (de 14 a 22 carbones et de 0 a 6
insaturations). Le troisieme carbone est lié a un groupe phosphate de charge négative formant

une petite téte hydrophile (Figure 17).
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L’acide phosphatidique
est composé d’un glycérol + 2 acides gras + acide phosphorique. D’apres Valenzuela et Valenzuela , 2013.

Le PA est présent en quantité limitée dans les membranes biologiques, mais il est pourtant
crucial pour la survie des cellules. Ceci est lié a son role central dans la synthese des
glycérophospholipides, mais aussi a ses diverses fonctions dans le recrutement et la
translocation des protéines, le remodelage du cytosquelette, la dynamique de la membrane,
la signalisation cellulaire et le trafic membranaire. La phospholipase D (PLD) possede des
propriétés de transphosphatidylation et I'emploi d’un alcool primaire permet alors de bloquer
ses réponses physiologiques en formant un phosphatidylalcool, le produit formé reflétant

ainsi I'activitéde la PLD et montrant spécifiquement son implication (Cook et Wakelam, 1992).

En effet, I'inhibition de la synthése de PA altére la morphologie de I'AG, et diminue
significativement la sécrétion d’hormone de croissance (GH) dans les cellules
adénohypophysaires GH3 (Siddhanta et al., 2000). Le PA est produit principalement a partir
de la phosphorylation du diacylglycérol (DAG) par la DAG kinase ou a partir de I’hydrolyse de
la PtdCho par la PLD (Figure 18).
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Acide phosphatidique

. Il existe trois voies principales
de synthése d’acide phosphatidique (PA), dont deux ayant un réle dans les phénomenes de trafic membranaire
: la voie de la DAG (diacylglycerol) kinase et la voie de la phospholipase D (PLD). La premiere voie permet la
phosphorylation du DAG en PA, et la seconde permet quant a elle I'hydrolyse de la phosphatidylcholine en PA.
La troisieme voie, dirigée par la LPA acyltransférase, permet la production de PA a partir d’acide
lysophosphatidique, mais son réle dans la sécrétion basale ou régulée n’est pas démontré a ce jour.

Le DAG est présent au niveau de la membrane du TGN et participe a la formation des vésicules
de la voie de sécrétion constitutive (Yeaman et al., 2004), mais son role dans la formation des
GS n’est pas encore défini. Des expériences menées dans les cellules hypophysaires GH3
montrent que I'augmentation des taux de PA par la stimulation de la DAG kinase ou de la PLD1
provoque une augmentation significative des phénomenes de bourgeonnement des GS
(Siddhanta et Shields, 1998). Le PA a une structure cylindrique a pH neutre, mais il adopte une
structure conique en condition de pH acide et de forte concentration en calcium (Kooijman et
al., 2003). Cette structure conique permettrait d’induire une courbure négative de la
membrane du TGN, ce qui la déstabiliserait et faciliterait le bourgeonnement des GS (Figure

19).
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Une bicouche lipidique composée de
lipides avec des structures géométriques variables telles que les cylindriques (gris), les coniques (turquoise) et
les cOnes inversés (orange) est représentée. Dans des conditions physiologiques, toutes les formes représentées
de lipides peuvent étre situées a la fois dans les feuillets externe et interne d'une membrane. La génération d'une
déformation membranaire uniquement basée sur des structures lipidiques intrinséques est visualisée dans les
trois encarts, avec des courbures positives, neutres et négatives. L'accumulation d'une structure géométrique
distincte des lipides et son influence sur la topologie de la membrane est illustrée. Pour des raisons de clarté,
seule I'accumulation de lipides dans un feuillet de membrane est montrée. D’aprés Schubert et Rémer, 2015.

3) Protéines cytosoliques et formation des granules de sécrétion
3.1) Role des GTPases

Les GTPases ou petites protéines G sont une classe importante d’enzymes qui catalysent
I’"hydrolyse de la guanosine triphosphate (GTP) pour donner une guanosine diphosphate (GDP)
et un ion phosphate. Les GTPases sont des protéines cytosoliques ayant un réle important
dans la régulation de toute une pléiade de processus subcellulaires, dont la formation des GS.
Ces protéines ont un cycle d’activation/désactivation qui dépend de leur liaison au GTP/GDP,

respectivement.

Les GTPases des familles Arf et Rab jouent un role important dans le bourgeonnement des
vésicules de sécrétion. La GTPases de type Arfl interagit avec FAPP-PI4P pour favoriser le
bourgeonnement des vésicules constitutives au niveau de I'appareil de Golgi (Santiago-Tirado
et Bretcher, 2011). Les protéines de la famille Arf (Arfl et Arf6 notamment) favorisent la
courbure membranaire par l'insertion deleur hélice a dans le feuillet cytosolique de la
membrane plasmique (Lundmark et al., 2008). En ce qui concerne Arfl, ce processus est

accentué par la dimérisation de la rotéine induite par sa liaison au GTP. (Beck et al., 2008).
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Pour les GTPases de la famille Rab, deux membres Rab2 et Rab6, sont impliqués dans le
bourgeonnement de la membrane de I’AG. Chez C.elegans, unc-108 (équivalent de Rab2 chez
les mammiferes) est localisée dans le corps cellulaire des neurones, mais pas a la synapse. Elle
colocalise avec des marqueurs de I'appareil de Golgi mais pas avec ceux du RE. Le mutant
d’Unc108/Rab2 présente des déficits de déplacement, ainsi que des tailles variables des GS au
sein des neurones peptidergiques. Leurs GS sont légerement plus volumineux, mais le
nombre, le diametre et leur capacité a sécréter leur contenu ne sont pas différents de ceux
des neurones d’organismes sauvages. Cependant, méme si les GS mutants ont un contenu
normal de neuropeptide, des études indiquent que 2/3 du contenu des GSI, a la fois soluble
et membranaire sont déplacés vers les endosomes. Il semble que le déficit d’'unc108 ne touche
pas a la formation des GSI, mais plutot dans sa fonction coopérative avec son effecteur RIC-
19, et serait impliqué dans la rétention du contenu des GS pendant leur maturation (Edwards
et al., 2009 ; Sumakovic et al., 2009). Par ailleurs, Rab6 a été montrée comme induisant la

fission de vésicules de transport au niveau de I'appareil de Golgi (Miserey-Lenkei et al., 2010).

Des études plus récentes ont révélé I'implication de différentes protéines cytosoliques dans
la formation des GS. Par exemple, le complexe EARP (endosome-associated recycling protein)
et son partenaire EIPR-1 (Topalidou et al.,, 2016), ainsi que la protéine adaptatrice AP-3
(Asensio et al., 2010 ; Sirkis et al., 2013) et une protéine associée a AP-3, VPS41 (Vacuolar
protein soting-associated protein 41) (Asensio et al., 2013), ont été impliqués dans le tri du
cargo protéique vers les GS. D’autre part, la protéine BAR arfaptin-1 (Arf-1) a été proposée
comme influengant la taille des GS contenant I'insuline en régulant la scission du GS par la
protéine Arf-1 au niveau du TGN (Gehart et al., 2012). De plus, d’autres protéines a domaine
BAR, Pickl et ICA69, sont capables d’interagir avec les GSI pour réguler leur nombre et leur

taille (Cao et al., 2013 ; Holst et al., 2013).

3.2) Réle des protéines du manteau

Des observations de cellules endocrines en microscopie électronique ont montré que la
clathrine pouvait étre impliquée dans le bourgeonnement des vésicules constitutives et des
GS au niveau du TGN (Tooze et Tooze, 1986). La liaison du «manteau» de clathrine autour des
vésicules constitutives et des GS se fait par I'intermédiaire de protéines adaptatrices telles

gqu’AP-1 ou GGA (Dittié et al., 1996 ; Kakhlon et al., 2006). La liaison d’AP-1 avec les GSI est



Introduction

régulée par Arfl dans les cellules neuroendocrines PC12 (Dittie et al., 1996). De nombreuses
autres protéines cytosoliques, présentant un domaine de liaison a AP-1 ou GGA sont
susceptibles de participer a la formation du manteau de clathrine lors de la granulogenése.
C'est le cas notamment de la protéine PACS-1 (phosphofurinacidic cluster sorting protein-1)
qui permet la liaison d’AP-1 sur les acides aminés acides de la région cytosolique de la furine,
protéine enchassée dans la membrane du TGN (Crump et al., 2001), ou encore I'epsine-R qui

lie le phosphatydilinositol-4-phosphate, la clathrine et AP-1 (Mills et al., 2003).

Un role a également été montré pour la protéine AP-3 pour la formation des GS au niveau du
TGN, I'inhibition de son expression par une stratégie d’ARN interférent dans des cellules PC12
entrainant des défauts de taille, de morphologie et une diminution du nombre de GS (Asensio
et al., 2010). Un étude plus récente montre également que l'invalidation du géne codant pour
AP-3 chez la souris entraine un défaut de la sécrétion des peptides tels que l'insuline et le
glucagon dans les cellules pancréatiques de ces souris (Sirkis et al., 2013). Il a également été
montré que la protéine VSP41 (Vacuolar protein sorting-associated protein 41) est associée a
AP-3 pour la formation des GS. L'absence de VSP41 entraine également un défaut de
sécrétion, et des défauts du nombre et de la morphologie des GS ainsi que de la composition

membranaire (Asensio et al., 2013).

3.3) Rble des myosines

Miserey-Lenkei et collaborateurs ont montré en 2010, que Rab6 s’associe a la myosine |l et a
la F-actine pour favoriser la fission de compartiments post-golgiens aprés leur
bourgeonnement depuis le TGN dans les cellules Hela. L'inhibition de I'expression de la
myosine Il et de la dépolymérisation des filaments d’actine alterent le processus de fission, et
font apparaitre des structures tubulaires, marquées par Rabé6 et liées au TGN. A ce phénotype,
s’ajoute une nette diminution du nombre de compartiments marqués par Rab6. Rab6 est donc
un effecteur de la myosine Il et de la F-actine. Il semblerait que la myosine Il, en interagissant
avec l'actine, favorise la traction des vésicules en cours de bourgeonnement pour ensuite les
diriger vers les microtubules, ou elles seront prises en charge par les moteurs moléculaires

tels que la kinésine 1 (Miserey-Lenkei et al., 2010).
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La F-actine entoure la face cytoplasmique du complexe golgien et a été proposée comme
ayant un role dans la sortie des vésicules a partir du TGN (Godi et al., 1998 ; Fucini et al., 2000 ;
Dubois et al., 2005 ; De Matteis et Luini, 2008 ; Miserey-lenkey et al., 2010). Dans les cellules
AtT20, il a été montré un recrutement de la F-actine et de y-adducine (protéine cytosolique
associée a I'actine, liant la calmoduline) dans la région péri-golgienne, la protéine y-adducine
étant capable d’interagir avec la queue cytoplasmique de la CPE, et avec des GS contenant la
POMC/ACTH des AtT20 (Lou et al., 2010). La mutation de I'extrémité C-TER de la y-adducine
induit la perte de son interaction avec la CPE et une désorganisation de la F-actine, ce qui
entraine I'inhibition de la libération de la POMC/ACTH et I’accumulation de la POMC au sein
du complexe golgien. Une diminution du nombre de GS (contenant POMC/ACTH) est
également observée. La y-adducine permettrait donc de recruter la F-actine au niveau des GSI

pour faciliter leur fission au TGN (Lou et al., 2013).

Ainsi, les protéines cytosoliques joueraient également un role important dans le

bourgeonnement des GS a partir du complexe golgien.
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Dans les étres pluricellulaires, la communication cellulaire est basée sur la sécrétion d’un
important arsenal de molécules bioactives nécessaires a I’homéostasie de I'organisme. Un
défaut de sécrétion hormonale peut étre en lien avec de nombreuses pathologies telles que
les tumeurs neuroendocrines, I'hypertension artérielle et certains troubles métaboliques,
comme le diabéte. Ainsi la compréhension des mécanismes impliqués lors de la sécrétion
hormonale représente un enjeu majeur afin d’appréhender I'origine des défauts de sécrétion,

d’améliorer la prise en charge des patients, et de mettre au point de nouvelles thérapies.

Dans cette optique, I'équipe dans laquelle j'ai réalis¢é ma these cherche a identifier les
mécanismes moléculaires des granines permettant la formation de GS dans les cellules
neuroendocrines. Lors de mon projet de thése, nous nous sommes particulierement
intéressés au mode d’action de la CgA en raison de son expression ubiquiste dans les tissus
spécialisés dans la sécrétion hormonale, et du nombre croissant d’études montrant que la CgA
est un facteur clé de la biogenese des GS. Le clonage de la CgA de grenouille au sein du
laboratoire puis la comparaison de sa séquence avec celle de ses orthologues chez de
nombreux vertébrés a mis en évidence la conservation des régions N- et C-terminales de cette
protéine au cours de I'évolution (Montero-Hadjadje et al., 2008; Turquier et al., 1999). En
2009, Montero-Hadjadje et collaborateurs ont montré que I’expression de la CgA de grenouille
dans les cellules non-endocrines de singe COS7 est suffisante pour induire un phénotype
endocrine-like, caractérisé par la présence de structures vésiculaires denses aux électrons,
contenant la CgA ainsi que des hormones co-exprimées. Ces structures nouvellement
synthétisées sont mobiles, différentes des vésicules de la voie constitutive et des lysosomes,
et capables de libérer leur contenu suite a une stimulation. Cette fonction granulogénique
n’est efficace qu’en présence des régions terminales conservées au cours de I’évolution. En
effet, I'expression d’'une forme mutante de la CgA de grenouille, dépourvue de ses régions
terminales, ne permet pas la formation des structures vésiculaires a coeur dense, la CgA mutée
étant alors adressée par défaut vers la voie de sécrétion constitutive, de méme que les

hormones co-exprimées (Montero-Hadjadje et al., 2009 ; Elias et al., 2010) (Figure 20).
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dirigé vers les vésicules constitutives en absence d’expression de la CgA de grenouille (fCgA) dans les cellules
COS7. B) L'expression de la fCgA induit son agrégation avec le NPY et son chargement dans des granules de
sécrétion. C) La délétion des régions terminales conservées de la fCgA altére ses fonctions granulogéniques, et
provoque une fuite de la fCgA et du NPY vers la voie de sécrétion constitutive. D’apreés Elias et al., 2010.

Les granules formés suite a I'expression de la CgA dans les cellules COS7 étant capables de
libérer leur contenu de fagon régulée, les travaux menés au sein de I’équipe ont ensuite porté
sur la caractérisation de la dynamique de ces granules et I'analyse de leur protéome afin
d’appréhender le mécanisme d’action de la CgA dans I'établissement de la voie de sécrétion
régulée. Dans cette optique, une lignée de cellules COS7 exprimant de maniere stable la CgA
a été développée. A partir de ces cellules, les granules ont été purifiés par fractionnement
subcellulaire puis leur protéome a été analysé par spectrométrie de masse LC-MS/MS. Ce
modele cellulaire présentant I'avantage de n’exprimer que la CgA comme granine, il a permis
de s’affranchir de I'expression des autres granines généralement co-exprimées dans les
cellules neuroendocrines, et d’identifier les partenaires moléculaires de la CgA dans le
contréle de la voie de sécrétion régulée (Elias et al., 2012). Cette analyse protéomique a
permis de mettre en évidence différents partenaires potentiels de la CgA dont un moteur
moléculaire, la myosine 1b, et I'actine sur lesquels nous avons choisi de nous concentrer pour
la premiére partie des travaux de ma these. En effet, I'implication de la myosine 1b et de
I'actine filamenteuse venait d’étre démontrée dans le bourgeonnement de structures au
niveau de l'appareil de Golgi des cellules non-endocrines Hela par I'équipe d’Almeida et

collaborateurs (Almeida et al., 2011). (Figure 21). Ainsi, nous avons entrepris de rechercher le
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role de ce complexe actomyosine dans le bourgeonnement des GS au sein des cellules

neuroendocrines.

La myosine 1b est impliquée dans le
bourgeonnement de structures tubulaires a partir de la membrane du TGN dans des cellules Hela, en
interagissant avec les filaments d’actine afin d’induire la courbure membranaire et initier le bourgeonnement.
D’apres Almeida et al., 2011

Ainsi, la formation des GS serait dirigée d’'une part par la CgA, une protéine soluble résidente
de la lumiére du TGN, et d’autre part par des protéines cytosoliques. De ce fait, la suite de
mon projet de thése a été consacrée a I'étude des partenaires de ces protéines localisés au
niveau de la membrane du TGN (Figure 22). En effet, différentes études ont mis en avant la
capacité de la CgA a interagir avec les membranes. D’une part, il a été montré que la région
N-terminale de la CgA est associée a la membrane des GS (Kang et Yoo, 1997). D’autre part,
comme expliqué précédemment, mon équipe d’accueil a démontré que la CgA contrdle
I’adressage d’hormones vers les GS ainsi que la formation des GS via ses régions N- et/ou C-
ter (Montero-Hadjadje et al, 2009). De maniére intéressante, ces domaines terminaux
possedent des hélices a conservées au cours de |’évolution, structures qui pourraient
permettre l'interaction de la CgA avec les membranes (Elias et al., 2010). Différentes études
confortent cette hypothese, puisque des peptides dérivés de la CgA possédant cette
conformation en hélice a sont capable d’interagir avec des lipides membranaires. C'est le cas
de la vasostatine | avec la phosphatidylserine (PS) sur des monocouches de PtdCho,
phosphatidylethanolamine (PE) et PS analysées a I'aide de film de Langmuir (Blois et al., 2006),
et de la catestatine qui interagit avec la PtdCho dans des micelles de DOPC analysés par

dichroisme circulaire et RMN (Résonance magnétique nucléaire) (Sugawara et al., 2010).
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Ainsi la seconde partie de ma these a porté sur la caractérisation de la capacité de la CgA a
interagir avec des lipides membranaires spécifiques. Notre attention s’est particulierement
portée sur I'acide phosphatidique du fait de son role crucial dans la voie de sécrétion régulée

(Chen et al., 1997 ; Siddhanta et Shields, 1998 ; Zeniou-meyer et al., 2007).
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membrane du TGN serait capable d’induire un réarrangement de celle-ci ce qui provoquerait un recrutement de
protéines cytosoliques, le tout entrainant le bourgeonnement des GS (Partie I). La CgA interagirait avec les lipides
de la membrane golgienne pour induire son réarrangement et ainsi sa courbure selon les propriétés des lipides

recrutés (Partie I1).
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RESULTATS : Article 1

La myosine 1b et la F-actine sont impliquées dans la biogenése des
granules de sécrétion

Sci Rep. 2017 Jul 12;7(1):5172

Dans de précédents travaux mon équipe d’accueil a développé une lignée de cellules COS7
exprimant de maniere stable la CgA (COS7-CgA), leurs granules de sécrétion (GS) ont été
purifiés et leur protéome analysé par spectrométrie de masse LC-MS/MS. Parmi les protéines
identifiées, I'attention de I'équipe s’est focalisée sur I'actine et la myosine 1b (Myolb), une
protéine motrice liée a I'actine. En effet en 2011, Almeida et collaborateurs ont montré que
la myosine 1b permet le bourgeonnement de vésicules de transport a partir du TGN dans les
cellules Hela (Almeida et al., 2011). Dans le présent article, notre objectif a été de rechercher
I'implication de la myosine 1b dans la biogenése de granules contenant la CgA. Dans cette
optique, en utilisant une stratégie d’ARN anti-sens, nous avons montré que I'inhibition de
I’expression de la Myo1lb induit une diminution du nombre de GS contenant la CgA, a la fois
dans le modéle de COS7-CgA, mais également dans les cellules neuroendocrines PC12.
Associée a cette diminution, une dérégulation de la sécrétion a été constatée au sein de ces
cellules. Ces travaux ont également montré un recrutement de la Myolb et des filaments

d’actine au niveau de I'appareil de golgi lors de la formation des granules de sécrétion.
Objectifs :

v" LUinhibition de I'expression de la myosine 1b a-t-elle un impact sur la formation des
granules contenant la CgA ?

v" LUinhibition de I'expression de la myosine 1b influence-t-elle la sécrétion régulée de
CgA?

v’ Les filaments d’actine sont-ils impliqués, par I'intermédiaire de la myosine 1b, dans le

bourgeonnement des granules contenant la CgA ?
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Hormone secretion relies on secretory granules which store hormones in endocrine cells and release
them upon cell stimulation. The molecular events leading to hormone sorting and secretory granule
formation at the level of the TGN are still elusive. Our proteomic analysis of purified whole secretory
granules or secretory granule membranes uncovered their association with the actomyosin components
myosin 1b, actin and the actin nucleation complex Arp2/3. We found that myosin 1b controls the
formation of secretory granules and the associated regulated secretion in both neuroendocrine cells and
chromogranin A-expressing COS7 cells used as a simplified model of induced secretion. We show that
F-actin is also involved in secretory granule biogenesis and that myosin 1b cooperates with Arp2/3 to
recruit F-actin to the Golgi region where secretory granules bud. These results provide the first evidence
that components of the actomyosin complex promote the biogenesis of secretory granules and thereby
regulate hormone sorting and secretion.

Besides the constitutive secretory pathway which is involved in the renewing of plasma membrane and extra-
cellular matrix in all eukaryotic cell types, a regulated secretory pathway is specialized in hormone release in
endocrine cells. The vesicular membrane structures at the origin of these secretory pathways, called constitutive
vesicles and secretory granules respectively, arise by budding from the trans-Golgi network (TGN) membrane.
However, the molecular mechanisms linking hormone sorting, TGN membrane and secretory granule formation
are still poorly understood. Like all biological membranes, the TGN membrane is composed of a specific lipid
and protein mix resulting in a proper lateral organization that supports the function of the TGN compartment’.
Membrane-interacting cytosolic proteins are necessary to the dynamic morphology and to the functional organ-
ization of the TGN membrane, and include for example enzymes involved in the phospholipid remodeling? or
proteins with Bin/Amphiphysin/Rvs domains capable of sensing and/or stabilizing membrane curvature®*. Actin
and its associated motors have also been shown to interact with the TGN membrane and to modulate its topol-
ogy, as demonstrated for myosin II which promotes the fission of constitutive secretory vesicles®, and myosin 1b
which induces the formation of post-Golgi carriers in HeLa cells®. Interestingly, proteomic studies of secretory
granules identified many actin-interacting proteins, including myosins”#, which could contribute to the control
of different steps of endocrine secretion. Among these, myosin VI has been shown to control secretory granule
exocytosis’ whereas myosin 1b has currently no known function in endocrine cells.
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Since myosin 1b binds to F-actin through its motor domain and to membrane phosphoinositides probably
through its pleckstrin homology motif'®!! on the one hand, and on the other, facilitates the extraction of tubular
structures under conditions of increasing membrane extension'?, we postulated that this myosin and associated
F-actin are good candidates to regulate the early steps of secretory granule formation in endocrine cells. In the
present study, we observed the occurrence of myosin 1b (Myolb) in the TGN area and on immature secretory
granules of endocrine cells, and found that depletion of Myo1b using small interfering RNA (siRNA) significantly
reduces (i) the number of secretory granules, (ii) regulated secretion and (iii) the distribution of F-actin in the
Golgi region. In fact, F-actin depolymerization and Arp2/3 complex inhibition phenocopied the effect of Myolb
down-regulation on secretory granule formation. Collectively these results show for the first time the implication
of the actomyosin system in the biogenesis of secretory granules and thus in hormone sorting through the regu-
lated secretory pathway in endocrine cells.

Results

Myosin 1b is associated with the trans-Golgi network and immature secretory granules in neu-
roendocrine PC12 cells.  We first analyzed the expression and distribution of myosin 1b (Myo1b) in neu-
roendocrine PCI12 cells. Western blot analysis of PC12 cell lysates and purified secretory granules revealed the
cofractionation of Myolb and VAMP?2 (vesicle-associated membrane protein 2), a specific marker of secretory
granule membrane (Fig. 1a). Analysis of Myo1b distribution in PC12 cells by confocal microscopy coupled to
immunofluorescence (IF) revealed that this protein is associated with 47 4- 18% of secretory granules labeled
with chromogranin A (CgA), a marker of secretory granules (Fig. 1b). Using antibodies raised against TGN46,
a marker of the trans-Golgi network, and against furin, a prohormone convertase mainly localized in immature
secretory granules just after their budding from the TGN membrane, we observed that Myo1b is mainly located
in the TGN area (Fig. 1c) and in 89 4 8% of immature CgA-containing secretory granules (Fig. 1d). Together,
these results show that Myo1b is associated with secretory granules at the level of the TGN, most likely to promote
the budding of immature secretory granules.

Myosin 1b controls the biogenesis of secretory granules. To demonstrate the implication of Myolb
in the biogenesis of secretory granules, we used the neuroendocrine PC12 cells as well as a simplified model con-
sisting of COS7 cells expressing CgA which has been shown to induce secretory granule-like structures in these
cells® 3. Myosin 1b gene silencing in these cells was achieved through a home-designed short interfering RNA
(Myo1bH siRNA) validated in the study of Almeida et al.®, which affords a strong reduction in Myolb expres-
sion. Indeed, transfection of this siRNA significantly reduced Myolb expression in both COS7-CgA (Fig. 2a)
and PC12 (Fig. 2b) cells. This decrease in Myolb expression did not alter CgA expression in PC12 cells (Fig. 2c),
thus ruling out the possibility of an effect of Myo1b through altered CgA expression. Under these conditions and
using confocal microscopy coupled to IF, we observed a significant reduction in the number of CgA-containing
granules in both PC12 (Fig. 2d) and COS7-CgA (Fig. 2e) cells. This result shows that Myo1lb could play a key
role in the formation of secretory granules. We then investigated whether Myolb knockdown alters the for-
mation of secretory granules at the TGN level by fast time-lapse imaging of COS7 cells expressing CgA-GFP,
using a spinning disc-equipped confocal microscope. Five hours after cell transfection, we observed numerous
CgA-GFP-containing granules around the Golgi area moving towards the cytoplasm in control siRNA-treated
cells (Fig. 3a; Movie 1), and we found that the number of CgA-GFP granules generated was significantly reduced
in Myolb siRNA-treated cells (Fig. 3b,c; Movie 2). Moreover, in the latter case, the granules generated moved
faster than those observed in control cells treated with a scramble siRNA (Fig. 3d; Movies 1, 2). Thus, the absence
of Myolb alters not only the number but also the dynamics of CgA-GFP containing vesicles, which suggests
together with the distribution data described above that the motor protein is involved in the initiation of secretory
granule formation from the Golgi complex.

Myosin 1b depletion increases basal secretion.  Given the impact of Myolb expression on the number
of secretory granules, we analyzed the effect of this myosin on the secretory competence of PC12 and COS7-CgA
cells using CgA release as an index of the regulated secretory pathway. This analysis showed that Myo1b knock-
down results in increased basal release of CgA in both cell models (Fig. 4a,b). We also studied the distribution of
CgA in the constitutive and the regulated secretory pathways in the absence of Myolb. Using an antibody raised
against collagen III, a protein of the extracellular matrix of fibroblasts which is addressed to the constitutive secre-
tory pathway, we found that Myolb down-regulation provokes a significant increase in the number of vesicular
organelles containing both collagen III and CgA (Fig. 4c). These results indicate that CgA is misrouted to the con-
stitutive secretory pathway in the absence of Myo1b, leading to its increased release in basal conditions. Together,
these data show that Myo1b controls secretory protein sorting toward the regulated pathway.

Actin and actin-related proteins are also required for the biogenesis of secretory granules. In
addition to those previously identified through proteomic characterization of whole secretory granules®, further
analysis of purified secretory granule membranes revealed the occurrence of several other F-actin components,
effectors and regulators with known functions at the level of the Golgi complex (Table 1). Among these proteins,
Arp2/3 and actin cytoplasmic 1 and 2 have been reported to promote the formation of post-Golgi carriers by
regulating membrane remodeling at the TGN in HeLa cells®, suggesting that actin could cooperate with Myo1b at
the level of the TGN membrane to regulate secretory granule formation. To determine the role of F-actin in secre-
tory granules biogenesis, we depolymerized F-actin using latrunculin B and inhibited actin nucleation mediated
by the Arp2/3 complex using CK-666, in COS7-CgA and PC12 cells. F-actin depolymerization led to a signifi-
cant decrease in the number of CgA granules (up to 50% and 10% in COS7-CgA and PC12 cells, respectively)
(Fig. 5a,b), thus revealing a key function of F-actin in the regulation of secretory granule formation. IF analysis of
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Figure 1. Myosin 1b is associated with the trans-Golgi network and secretory granules in PC12 cells. (a)
Cropped and color inverted blots showing protein expression levels of myosin 1b (Myolb) and VAMP2 in a
PC12 cell lysate and secretory granule-containing fraction. (Full image of each tested protein are reported in
Supplementary Figure S1). (b—d) PC12 cells were immunolabeled with anti-TGN46, Myolb, CgA and furin
antibodies. (b) Representative confocal microscopy sections throughout the cell show a partial overlap of
Myolb and CgA-containing secretory granules (47 & 18%, with a 0.409 Pearson correlation coefficient, from
three independent experiments, n = 39 cells). (c) Representative confocal microscopy sections throughout the
cell show an overlap of Myo1b labeling and a TGN marker. (d) Representative confocal microscopy sections
throughout the cell show an overlap of Myolb and CgA-containing immature secretory granules labeled by
furin (89 + 8%, from three independent experiments, n =66 cells). Scale bar represents 10 um.
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Figure 2. Myosin 1b depletion reduces the biogenesis of CgA-containing granules in PC12 and COS7 cells.
(a—c) Protein extracts were analyzed by immunoblotting. Cropped blots showing protein expression levels of
Myo1b and tubulin in lysates of COS7-CgA cells (a) or PC12 cells (b), non-transfected (lane 1), transfected
with control siRNA (lane 2) or myosin 1b siRNA (lane 3). (¢) Cropped blots showing protein expression levels
of CgA and tubulin in lysates of PC12 cells, non-transfected (lane 1), transfected with control siRNA (lane 2)

or myosin 1b siRNA (lane 3). Histograms represent a semi-quantitative analysis of the amount of myosin 1b or
CgA found in cells transfected with control siRNA or myosin 1b siRNA from three independent experiments.
*P < 0.05 (Mann-Whitney test). (Full-length blots of each tested protein are reported in Supplementary

Figure S2). (d) PC12 cells were transfected with control siRNA or Myo1lb siRNA, fixed, immunolabelled with
anti-CgA and GM130 antibodies, and analyzed by confocal microscopy. Representative confocal microscopy
sections throughout the cells are shown. The scale bar represents 10 um. The number of CgA granules in PC12
cells transfected with control siRNA or Myo1lb siRNA was quantified and expressed as mean + s.e.m. from three
independent experiments (n =36 cells). ****P < 0.0001 (Student’s t -test with Welch’s correction). (e) COS7-
CgA cells were transfected with control siRNA or Myo1lb siRNA, fixed, immunolabelled with anti-CgA and
GM130 antibodies, and the distribution of CgA was analyzed by confocal microscopy. Representative confocal
microscopy sections throughout the cells are shown. The scale bar represents 10 um. The number of CgA
granules in COS7-CgA cells, transfected with control siRNA or myosin 1b siRNA, was quantified and expressed
as mean + s.e.m. from three independent experiments (n =43 cells). ****P < 0.0001 (Mann-Whitney test).
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Figure 3. Myolb depletion alters the number and the velocity of CgA granules. COS7 cells were first
transfected with control siRNA (a) or myosinlb siRNA (b), and 24 h later with a plasmid encoding CgA-

GFP. CgA-GFP carriers were monitored 5h later at 37 °C by time-lapse imaging using spinning-disc confocal
microscopy (see Movies 1 and 2). The first frames of representative movies (that cover 3.5 s) revealing the
sequence of events of granule formation are shown. White boxes indicate the enlarged TGN region shown in
image sequences. The right image in each panel corresponds to the enlarged region showing granule trajectory
(in blue) along the image sequence, using the ‘manual tracking’ plugin of Image J. The arrow head indicates the
position of the granule at the beginning of the tracking. The white line delimitates the Golgi region and the grey
zone corresponds to part of the nucleus. The scale bars represent 10 um. The red arrows indicate the position
of the tracked granule every 150 ms. (c) The number of CgA-GFP granules was quantified, and expressed as
mean + s.e.m. from three independent experiments (n=20-24 cells). ****P < 0.0001 (Mann-Whitney test).
(d) The mean velocities were calculated as the cumulated displacement of the granule from the location of its
first observation to the end of the observation period with respect to the time of observation, and expressed as
mean + s.e.m. from three independent experiments (N = 14-19 cells, n =22-69 granules). *P < 0.05 (Mann-
Whitney test).

the Arp2/3 p34 subunit distribution confirmed that CK-666 treatment inhibits the recruitment of Arp2/3 com-
plex and F-actin to the Golgi region (Fig. 6a). Inhibition of Arp2/3 complex also provoked a significant reduction
in the number of secretory granules (up to 50% in COS7-CgA and PC12 cells) (Fig. 6b,c). Taken together, these
observations demonstrate that Arp2/3-dependent recruitment of F-actin in the Golgi area is required for the
regulation of secretory granule biogenesis.
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Figure 4. Myosin 1b depletion leads to CgA leakage through the constitutive secretory pathway. Quantification
after Western blot analysis of CgA secretion and content from COS7-CgA cells (a) and PC12 cells (b),
transfected with control or myo1b siRNA, in basal or 2mM Ba*"-stimulated conditions. Normalized CgA
release in the medium relative to total CgA (medium + cell content) is determined. The values represent the
means +£ s.e.m. from four independent experiments. *P < 0.05 (Mann-Whitney test). (c) COS7 cells were
transfected with control siRNA or Myolb siRNA and with a plasmid encoding CgA-GFP, fixed, immunolabeled
with anti-collagen IIT or Myo1b antibody, and the distribution of CgA was analyzed by confocal microscopy.
The scale bar represents 10 um. The number of CgA-GFP/collagen III colocalized structures in COS7-CgA cells,
transfected with control or myosin 1b siRNAs, was quantified and expressed as percentages of CgA/collagen

III colocalized structures relative to total CgA granules. The values represent the means +s.e.m. from three
independent experiments (n =45 cells). **P < 0.01 (Student’s t-test with Welch’s correction).
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Name Access number | Function References
Actin cytoplasmic 1 P60709 Golgi-derived transport carrier biogenesis and Golgi-to-ER 25
Actin cytoplasmic 2 P63261 protein transport 26
Associated to actin filaments and involved in TGN budding 6
Actin related protein 2/3 complex subunit 2 | 015144
TGN budding ”
Cofilin-1 P23528 Signalling pathway that regulates actin assembly in neuronal
Profilin P35080 Golgi membranes. 28
Secretory carrier membrane protein 3 014828 Golgi-derived transport carrier biogenesis and Golgi-to-ER 29

protein transport

Table 1. F-actin components, effectors and regulators, with known functions at the Golgi complex, identified
in the membrane fraction of purified granules from COS7-CgA cells. Identification was based on human
sequences, as well as those of other mammalian species. Only proteins that were identified with one or more
high scoring peptides from Mascot were considered to be true matches. “High scoring peptides” corresponded
to peptides that were above the threshold in Mascot (P < 0.05) searches. The table shows a non-redundant list of
the proteins and the reference to the Uniprot-access number used in database searches (http://uniprot.org).

Myosin 1b promotes the recruitment of Arp2/3-dependent F-actin to the Golgi area. Myolb has
the ability to interact with actin via its motor domain and with the membrane via its pleckstrin homology motif''.
Using Myolb siRNA and the Arp2/3 inhibitor CK-666, we investigated the impact of Myolb and Arp2/3 com-
plex on F-actin distribution in the Golgi area of COS7-CgA cells. Fluorescent phalloidin and GM130 antibody
allowed the analysis of actin distribution around the Golgi area. Analysis of line scans of fluorescence intensity
taken through the cell showed that Myo1b depletion and Arp2/3 inhibition lead to F-actin decrease in the Golgi
area (Fig. 7a). Quantification of actin and Golgi complex colocalization showed that both Myo1b knockdown
and Arp2/3 complex inhibition lead to a 50% decrease in actin occurrence at the Golgi complex (Fig. 7b). These
results show that blockade of Arp2/3 complex phenocopies Myolb knockdown and that both Myolb and Arp2/3
complex are involved in the recruitment of F-actin to the Golgi area in secretory cells.

Discussion

Secretory granules are key organelles allowing regulated hormone release in endocrine cells. Although consider-
able efforts have been devoted to understand the molecular events underlying secretory granule formation, the
complex mechanisms that allow the specific sorting of hormones and the budding of secretory granules remain
incompletely understood. It has been proposed that the sorting of peptide hormones through the regulated secre-
tory pathway is controlled by chromogranins, which aggregate with peptides in the TGN lumen and function as
the core around which budding of secretory granules is initiated from the TGN membrane'. In a previous study,
we used a simplified model of CgA-induced vesicles in COS7 cells to identify potential effectors of granulogenesis
through proteomic analysis of the newly formed granules. This analysis allowed the identification of a panel of
cytosolic proteins interacting with actin, including myosins®, some of which have been associated with vesicular
formation and exocytosis. Indeed, we identified myosin VI which is known to be involved in the regulated exocy-
tosis of neuroendocrine cells > 1¢ and in the maintenance of the Golgi morphology!”. We also identified Myo1b,
which has been shown to have an anchoring role that allows TGN membrane deformation through its attachment
to the actin cytoskeleton, leading to the biogenesis of post-Golgi carriers in HeLa cells®. A more detailed analysis
by mass spectrometry of proteins associated with the membrane of newly formed granules allowed us to identify
Arp2/3 complex and actin cytoplasmic 1 and 2, which could act in concert with myosins to regulate the forma-
tion of secretory granules in endocrine cells. Although several studies reported the implication of myosins and
F-actin in the trafficking and exocytosis of secretory granules'®, the role of these multi-functional proteins in the
formation of secretory granules has never been reported. We found that Myolb is associated with the TGN and
immature secretory granules in PC12 cells, indicating that Myo1b could affect the early stages of secretory granule
biogenesis by inducing the budding of immature vesicles from the TGN membrane. When Myolb expression
is knocked down, the number of secretory granules is significantly reduced, thus pointing out a possible direct
role of this protein in the formation of secretory granules. In addition, time-lapse imaging revealed that Myolb
depletion impacts the dynamics of the formed granules. Since our previous studies showed that constitutive ves-
icles move faster than CgA-induced granules in COS7 cells®, our present observations suggest that the absence
of Myo1b leads to misrouting of CgA toward the constitutive secretory pathway. In support of this finding, we
observed higher basal secretion and a higher number of CgA-containing constitutive vesicles when Myolb was
knocked down. Taken together, these data strongly support a role of Myo1b in the biogenesis of functional secre-
tory granules underlying hormone regulated release in endocrine cells.

In addition to myosins, we found that Arp2/3 complex and F-actin are associated to secretory granule mem-
branes. But more than controlling the integrity of the Golgi complex, F-actin, together with Arp2/3, has been
shown to mediate the effect of Myolb on TGN membrane deformation in HeLa cells, as Myo1b actively tethers
and orients polymerizing F-actin to generate the required mechanical force®. In the present study, we demonstrate
for the first time that F-actin controls the biogenesis of secretory granules, most likely via its recruitment to the
Golgi region through Arp2/3 activation. Indeed, the Arp2/3 complex binds to actin and was shown here to exert
an active role in secretory granule formation, potentially by providing de novo actin tracks for membrane curva-
ture, as demonstrated during secretory granule exocytosis'>?°. Therefore, Myo1b depletion or Arp2/3 inhibition
could disrupt the interaction between the TGN membrane and F-actin, hampering secretory granule formation.
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Figure 5. F-actin is required for the biogenesis of secretory granules. COS7-CgA cells (a) and PC12 cells

(b) were treated using DMEM alone (control) or supplemented with latrunculin B. They were labeled with
fluorescent phalloidin (F-actin), immunolabeled with anti-CgA antibody and analyzed by confocal microscopy.
Projected images of 26 0.3 um-thick confocal sections throughout the cells are shown. The scale bar represents
20 um. The number of CgA granules in control and treated cells was quantified and expressed as mean + s.e.m.
from three independent experiments (n =30 cells). *P < 0.05, ****P < 0.0001 (Mann-Whitney test).

These results suggest that the actomyosin complex could contribute to secretory granule biogenesis by triggering
membrane deformation, which could be stabilized in the nascent secretory granule by cytosolic BAR proteins,
such as the protein interacting with C kinase 1 or arfaptin-1%"?2, before the recruitment of scission proteins that
will give rise to immature secretory granules.

The present work represents the first evidence that Myo1lb and F-actin are involved in secretory granule for-
mation and in the establishment of the regulated secretory pathway. The action of the actomyosin complex could
require its recruitment at the TGN to induce membrane remodeling, a mandatory process for the biogenesis
of secretory granules. Additional studies will be needed to establish the molecular mechanisms promoting the
recruitment of actomyosin complex to the TGN membrane in order to trigger secretory granule biogenesis.

Materials and Methods

Cell culture.  African green monkey kidney fibroblast-derived COS7 cells (American Type Culture Collection;
CRL 1651), wild type (COS7-WT) and stably expressing CgA (COS7-CgA) developed previously®, were main-
tained in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma-Aldrich) supplemented with 5% heat-inactivated
fetal bovine serum (Life Technologies), 100 U ml~! penicillin and 100 pg ml~! streptomycin (Life Technologies),
and 300 pg ml ! geneticin (G-418 sulfate, Life Technologies) to maintain selection in COS7-CgA cells, at 37°C
in 5% CO,. Rat pheochromocytoma PC12 cells (American Type Culture Collection; CRL 1721) were routinely
grown in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma-Aldrich) supplemented with 5% sterile-filtered
fetal bovine serum (Sigma-Aldrich), 10% sterile-filtered HyClone Donor Equine serum (Thermo Scientific), 100
U ml™! penicillin and 100 ug ml~! streptomycin (Life Technologies), 1% L-glutamine (Life Technologies), at 37°C
in 5% CO,. Most experiments with PC12 cells were performed on cells plated onto 10 ug ml~! poly-D-lysine
(Sigma) coated 15-mm round glass coverslips in 24-well plates. For IF and live experiments, COS7-WT cells
were transfected with 0.8 ng of DNA encoding GFP-tagged human CgA (CgA-GFP)?® and 2 pl Lipofectamine
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Figure 6. Arp2/3 complex activation is required for the biogenesis of secretory granules. (a) COS7-CgA

cells were treated with DMSO alone (control) or with the Arp2/3 inhibitor (CK-666). The distribution of the
Arp2/3 complex and F-actin was assessed by immunofluorescence with anti-p34 antibody and by fluorescent
phalloidin, respectively, and was analyzed by confocal microscopy. A single focal medial plane of GM130
(magenta), p34 (red) and F-actin (green) distribution is shown. Scale bar represents 20 pm. COS7-CgA cells
(b) and PC12 cells (c) were treated with DMSO alone (control) or with the Arp2/3 inhibitor (CK-666). They
were immunolabeled with anti-CgA antibody and analyzed by confocal microscopy. Representative confocal
microscopy sections throughout the nucleus are shown. The scale bar represents 20 um. The number of CgA
granules in cells treated with DMSO alone (control) or with the Arp2/3 inhibitor (CK-666) was quantified and
expressed as mean + s.e.m. from three independent experiments (n =40 cells). ****P < 0.0001 (Student’s t -test
with Welch’s correction).

2000 (Invitrogen) per well (24-well plate or Matteck) according to the manufacturer’s protocol. Four or five hours
after the beginning of transfection, the culture medium was replaced by supplemented DMEM, and cells were
additionally cultured for 24-48h for IF experiments.

Myosin 1b knockdown. For transient Myolb knockdown, a home-designed Myolb siRNA (MyolbH
siRNA, 5'-GCTTACCTGGAAATCAACAAG-3’) (Sigma Proligo) was used as previously described®. A
non-targeting siRNA pool designed by Dharmacon-Thermo Scientific has been used as control siRNA. The
non-targeting pool contains 2 siRNA which respectively reduces EGFR mRNA by ~50% and targets firefly lucif-
erase. COS7 cells were transfected with 10nM siRNA and 1 pL of Lipofectamine RNAimax (Life Technologies)
per well, in 24-well plate, according to the manufacturer’s protocol. PC12 cells were transfected with 30 nM
siRNA, following the same protocol. Four hours after the transfection, the medium was replaced by supplemented
DMEM, and cells were cultured for 48 h. Transfected cells were then analyzed by SDS-PAGE and Western blotting
for Myo1b or CgA levels or fixed for IF.
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Figure 7. Myosin 1b knockdown and depletion of the Arp2/3 complex reduce F-actin distribution in the
Golgi area. (a) COS7-CgA cells were either transfected with control siRNA or Myo1b siRNA, or treated with
the Arp2/3 inhibitor CK-666. F-actin and the Golgi complex were labeled with fluorescent phalloidin and
immunolabelled with GM130 antibody, respectively, and cells were analyzed by confocal microscopy. Projected
images of 20 0.3 um-thick confocal sections throughout the cells are shown. The scale bar represents 20 pm.
The fluorescence intensities along the white lines indicated in the merged pictures were quantified using the
line scan mode of Leica software. Line scans taken through the cell are plotted in graphs in the right side of

the corresponding images. (b) The localization of F-actin in the Golgi region was quantified and expressed as
mean + s.e.m. from four independent experiments (n =22 cells). ****P < 0.0001 (Student’s t -test with Welch’s
correction).
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Drugtreatments. Arp2/3 complex was inactivated by incubating cells in DMEM supplemented with 100 uM
DMSO-dissolved CK-666 (Sigma-Aldrich) for 1h at 37°C, 5% CO,. Actin filaments were depolymerized by incu-
bating cells in DMEM supplemented with 2.5 uM latrunculin B (Calbiochem, La Jolla, CA) for 45min at 37 C, 5%
CO,. Under these conditions, microtubules were not significantly affected (data not shown).

Secretion analysis. COS7 cells stably expressing CgA were cultured in 24-well plates, extensively washed
with phosphate buffered saline and subsequently incubated in calcium secretion buffer (150 mM NaCl, 5 mM
KCl, 2mM CaCl2, 10mM HEPES, pH 7.4) (basal release of CgA) or in barium secretion buffer (150 mM NaCl,
5mM KCl, 2mM BaCl2, 10mM HEPES, pH 7.4) (stimulated release of CgA) for 15 min, at 37°C in 5% CO,.
Secretion media were collected, cleared by centrifugation (5 min, 14,000g, 4°C) and stored in Laemmli buffer
for further analysis. Cells were lysed in NP40 cell lysis buffer (Invitrogen) containing protease inhibitor cock-
tail (Roche), and centrifuged (15min, 15,000, 4°C). Then, proteins from the supernatant were denatured in
Laemmli buffer. Secretion media and cell homogenates were analyzed by Western blotting.

Antibodies. Primary antibodies used were monoclonal anti-synaptobrevin 2 (104211 from Synaptic system;
1:5,000); monoclonal a-tubulin (T5168 from Sigma; 1:5,000); rabbit polyclonal anti-CgA (EL-35)?* (1:500 for
IF, 1:1,000 for Western blotting); goat polyclonal anti-CgA (sc-23556 from Santa Cruz Biotechnology inc; 1:
200); rabbit polyclonal anti-Myolb (HPA 013607 from Sigma prestige antibodies; 1:200 for IF, 1:250 for Western
blotting); mouse monoclonal anti-GM130 (610822 from BDBiosciences; 1:1,000); rabbit polyclonal anti-furin
(Ab3467 from Abcam; 1:200); sheep polyclonal anti-human TGN46 (AHP500 from AbD serotec; 1:500); rab-
bit polyclonal anti-p34-Arc/ARPC2 (07-227 from Millipore; 1:400); goat anti-type III collagen (1330-01 from
Southern Biotech; 1: 200). For IF, secondary antibodies used were Alexa 488-conjugated donkey anti-rabbit
IgG; Alexa 594-conjugated donkey anti-rabbit IgG; Alexa 647-conjugated donkey anti-rabbit IgG; Alexa
488-conjugated donkey anti-mouse IgG; Alexa 488-conjugated donkey anti-goat IgG; Alexa 594-conjugated don-
key anti-goat IgG; Alexa 594-conjugated donkey anti-sheep IgG; Alexa 647-conjugated donkey anti-mouse IgG
(Invitrogen; 1:500). For Western blotting, anti-rabbit, anti-mouse and anti-goat secondary antibodies conjugated
to horseradish peroxydase (Santa Cruz biotechnologies; 1:2,000) were used.

Protein electrophoresis and Western blotting. Cells were harvested by scraping, homogenized, and
proteins were separated by SDS-PAGE followed by Western blotting. Membranes were incubated in a blocking
buffer containing 5% non-fat dry milk in phosphate-buffered saline containing 0.05% Tween 20 (Sigma) (PBS-T)
for 1 h at room temperature, and overnight with primary antibodies at 4 °C. Then, membranes were washed for
45 min with PBS-T. Blots were subsequently incubated for 1h with appropriate HRP-conjugated secondary anti-
body in blocking buffer. Membranes were washed for 45 min with PBS-T. Immunoreactive proteins were detected
by chemiluminescence (Pierce Biotechnology). Quantification was performed using Image] software (Wayne
Rasband National Institutes of Health) and Image Lab software (Bio-Rad). The mean intensity of each individual
band of interest was calculated after background value subtraction. For validation of siRNA transfection, values
were normalized to the mean intensity of the loading control band for each sample (a-tubulin). For secretion
studies, values of released CgA in the medium were normalized to those of total CgA (medium + cell content).

Immunofluorescence labelling.  Cells cultured onto coated glass coverslips were transfected as described
above and fixed with 4% paraformaldehyde in PBS at room temperature for 15min. Cells were permeabilized and
blocked for 30 min with 0.3% Triton X-100 in PBS containing normal donkey serum (1:50) and 1% BSA. Cells
were then incubated for 2h at room temperature with primary antibodies, and, after washing with PBS, for 1 h
with secondary antibodies. Phalloidin-FITC (Invitrogen, 500 nM) was used to detect actin filaments. Nuclei were
stained with DAPI (Molecular probes #D3571, 1 ug ml ™). To verify the specificity of the immunoreactions, the
primary or secondary antibodies were substituted with PBS.

Image acquisition. Confocal microscopy was carried out with a TCS-SP8 upright confocal laser scanning
microscope equipped with 63 oil immersion objective (NA = 1.4; Leica, Microsystems). Alexa 488 and GFP
were excited at 488 nm and observed in a 505-540 nm window. Alexa 594 was excited at 594 nm and observed in
a 600-630 nm window. Alexa 647 was excited at 633 nm and observed in a 650-700 nm window. For dual color
acquisition, images were sequentially acquired in line scan mode (average line = 2). Overlays were performed
with post acquisition Leica Confocal Software functions to obtain the presented snapshots. Golgi exit of granules
was monitored by time-lapse fluorescence microscopy using a spinning-disc confocal microscope. This micros-
copy was carried out with a Yokogawa CSU-22 spinning-disc head on a Nikon TE-2000 U microscope equipped
with a 100x NA 1.4 oil immersion objective and a Coolsnap HQ2 camera, a NanoScanZ piezo focusing stage
(Prior Scientific) and a motorized scanning stage (Marzhauser). This microscope was steered with Metamorph
7.1 (Universal Imaging Corporation). The fast scan mode at 512 x 512 pixel resolution was used. Video sequences
were acquired at 5 frames s~ (100-200 ms exposures).

Post-acquisition analysis. The extent of colocalization of two labels was measured using the
“Colocalization” module of Imaris 7.6.5. 64-bit version (Bitplane AG, www.bitplane.com). This program ana-
lyzes plan of confocal sections acquired in two channels. Imaris colocalization analyzes the entire confocal plan
by measuring the intensity of each label in each pixel. The program uses an iterative procedure to determine an
intensity threshold (in the 0-255 scale of pixel intensity) for each of the two labels. Pixels with intensities above
this threshold are considered to be above the background. A pixel is defined as having colocalization when the
intensities of both labels are above their respective thresholds. The extent of colocalization was expressed by
Pearson coeflicient in pixels with colocalization. The Pearson coefficient is a number between+ 1 and —1, with
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positive values indicating a direct correlation, negative values indicating an inverse correlation, and values near 0
indicating no correlation. In this case, the Pearson coefficient measures the correlation between the intensities of
the two labels only in the pixels with colocalization. The following procedure was used to measure colocalization.
A computer folder containing the stack of confocal sections for the two labels was generated by the Leica TCS-SP8
confocal microscope. This folder was opened with Imaris and converted into an Imaris file. A broad region of
interest (ROI) was defined as all the pixels in which the intensity of one of the labels was above a pixel intensity
defined in the 0-255 scale. Once the thresholds were set, the program outputs a canal of colocalization with
channel statistics containing the Pearson coeflicient. Then with the tool ‘spots detection’ on Imaris, the number of
spots in each label (A, B and ‘coloc’ channel) was quantified to determine the percentage of colocalised granules.
Spots statistics are automatically computed for each spot object. To each spot belongs a spatial position along the
x- and y-axis, as well as the intensity of the point it represents. The spot object is available to model point-like
structures in the data. It provides a procedure to automatically detect point-like structures, an editor to manually
correct detection errors, a viewer to visualize the point-like structures as spheres, and statistics output. The ren-
dering of the TGN surface was obtained using the Imaris ‘surface’ tool.

For the quantification of the number of CgA granules (Figs 2, 3, 5 and 6), the number of objects in the cyto-
plasm was counted automatically using the Imaris ‘spots’ function and a size filter (estimated xy diameter) of
0.5 pum. For the quantification of F-actin in the Golgi region, the Golgi region was first outlined on the plane
showing more GM130 staining; then F-actin was thresholded and the overlapping pixels between the two struc-
tures was calculated with the Imaris ‘coloc’” function. The distributions of GM130 and F-actin were analysed using
post acquisition ‘line scan’ mode of the Leica Confocal Software. For the analysis of live cell images, each granule
in the Golgi area was identified after background correction by ND-Safir software?* (Inria Rennes). The mean
velocity of detected granules was determined using the ImageJ “manual tracking” tool.

Subcellular fractionation.  Cells were collected in PBS and sedimented by centrifugation at 400 g for 5 min
at 4°C. The cell pellet was disrupted by 5 pull/push through a 21- and then a 25-gauge needles attached to a
syringe, in ice-cold buffer (0.32 M sucrose, 20 mM Tris-HCI, pH 8; 1 mlg™! of cells). The resulting lysate was
centrifuged at 800 g for 30 min at 4 °C. Post-nuclear supernatants were centrifuged at 20,000 g for 20 min at 4°C.
Pellets containing dense core granules were centrifuged on a multi-step gradient of 1 to 2.2 M sucrose (1, 1.2, 1.4,
1.6, 1.8, 2 and 2.2 M sucrose; 5 ml steps), at 100,000 ¢ for 12h at 4°C. All gradient steps were collected from the
top of the tube in 5ml fractions, and analyzed by western blotting to check the granule-containing fractions and
to verify their purity. The recovered granule fractions were used for liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry analysis.

Proteomic analysis. The fraction containing CgA granules purified from COS7-CgA cells was diluted
in Buffer A (20 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl and Complete Inhibitors (Roche)). The sample was submitted
to two freeze-thaw cycles, sonicated for 1 min in a cold water bath and centrifuged at 50,000 g for 1.5h at 4°C
to separate soluble from insoluble material. In order to precipitate soluble proteins, the soluble fraction was
diluted in 4 volumes of cold (—20°C) acetone and incubated for 4h at —20 °C before centrifugation at 13,000 ¢
for protein precipitation. On the other hand, the pellet containing the insoluble material was carefully washed
twice with cold buffer A and incubated in 200 ul of Buffer A containing 1% n-dodecyl-beta-maltoside and 0.4%
amidosulfobetaine-14 detergents in order to efficiently solubilize membrane proteins. After 2h of incubation
under soft agitation at 4°C, the extract was centrifuged for 10 min at 13,000 ¢ and the proteins contained in the
supernatant were precipitated using standard chloroform/methanol method. Then, proteins were reduced, alky-
lated and separated by 1D- gel electrophoresis. Finally, proteins were cleaved in gel by trypsin and identified by
liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry.

Statistical analysis. Data were analyzed with the Prism program (GraphPad Software). All secretion exper-
iments were repeated at least four times using the non-parametric Mann-Whitney U test. For the quantification
of the number of CgA granules, statistical significance was determined by Student’s t —test with Welch’s correction
or Mann-Whitney U test. Values are expressed as means =+ s.e.m., and the level of significance is designated in the
figure legend as follows: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001.
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RESULTATS : Article 2

L’'interaction entre la chromogranine A et I’acide phosphatidique
contribue a la biogenése des granules de sécrétion

Article en préparation qui sera soumis dans Embo Journal

Dans l'article précédent nous avons démontré |'implication du complexe actomyosine dans le
bourgeonnement de GS contenant la CgA a partir du TGN. Dans le présent article, nous avons
montré en utilisant des membranes de mitrocellulose sur lesquelles sont adsorbés les
principaux lipides membranaires que la CgA est capable d’interagir avec [I'acide
phosphatidique (PA). Une analyse lipidomique par LC-MS/MS nous a permis de caractériser
plus précisément deux espéces de PA majoritaires (PA 36 :1 et PA 40 :6) dans les membranes
granulaire et golgienne. En utilisant des modeles de liposomes, nous avons pu montrer que la
CgA est capable d’interagir spécifiquement avec ces especes de PA et d’entrainer des
déformations membranaires. La comparaison de la séquence de la CgA avec celles des
protéines liant le PA a permis de prédire la présence d'un domaine de liaison au PA dans le
motif hélicoidal en C-terminal (hCgA352-381), et nous avons démontré que ce fragment
présente une affinité de liaison pour le PA (36:1). En outre, nous avons démontré que
I'inhibition de I'activité PLD1 en utilisant des approches pharmacologiques et d’invalidation de
gene altere de maniére significative le nombre de GS et la sécrétion régulée dans les cellules

neuroendocrines.
Objectifs :

v La CgA est-elle capable d’interagir avec des lipides membranaires ?

v" Uinteraction entre la CgA et le PA permet-elle un remaniement et/ou une
déformation membranaire ?

v La CgA posséde-t-elle dans sa séquence une zone d’interaction spécifique avec le PA ?

v LUinhibition de I'expression du PA a-t-elle un impact sur la formation des GS et sur la

sécrétion régulée ?
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Chromogranin A - phosphatidic acid interaction contributes to
secretory granule biogenesis

ABSTRACT

Chromogranin A (CgA) is a soluble glycoprotein that has been proposed to mediate the
biogenesis of secretory granules at the level of the trans-Golgi Network (TGN). Previous
studies have shown that PA controls the regulated secretory pathway. Using a lipid overlay
assay, we show that CgA interacts with phosphatidic acid (PA). By LC-MS/MS, we characterize
PA (36:1) and PA (40:6) as predominant PA species in the Golgi apparatus and secretory
granule membranes of secretory cells, and using liposome and GUV models, we demonstrate
that CgA interacts with these identified PA species and is able to induce membrane
deformation of PA (36:1)- and PA (40:6)-enriched GUVs. Comparison of CgA sequence with
those of PA-binding proteins predicted the presence of a PA-binding domain in the C-terminal
helicoidal motif (CgAssz-3s1), which is indeed able to bind PA (36:1)-enriched liposomes.
Furthermore, we demonstrate that depletion of PLD1 activity using pharmacological and gene
silencing approaches significantly alter the number of secretory granules and regulated
secretion in secretory cells. These results suggest that CgA controls secretory granule
biogenesis by directly interacting with PA at the TGN to induce membrane remodeling and

curvature necessary for secretory granule budding.

Key words: chromograninA/phosphatidic acid/TGN membrane/organelle biogenesis/hormone
secretion
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INTRODUCTION

Secretory granules are vesicular and membrane surrounded organelles which constitute the
regulated secretory pathway in secretory cells, allowing hormone release in endocrine cells as
an example. Secretory granules are formed by budding from the trans-Golgi network (TGN)
membrane. It is well established that molecular remodeling at this level is an important process
for secretory granule budding (Tanguy et a/, 2016), but the identity of molecular actors, the
chronology of their intervention and their mechanisms of action are not fully elucidated. In
addition to important protein players, TGN membrane is composed of a broad spectrum of
lipids with specific properties that profoundly define its identity and function (Holthuis &
Menon 2014). Membrane proteins influence lipid organization, and conversely protein function
and clustering are under the control of lipids, leading to the formation of TGN membrane
microdomains that have been predicted to regulate the function and clustering of proteins
involved in the budding of secretory granules (Surma et a/, 2012). As an example, the regulated
production and organization of sphingomyelin, which assembles with cholesterol to generate
microdomains in the membranes, has been demonstrated to be crucial to the biogenesis of
transport carriers at the Golgi membranes (Duran et al/, 2012). Besides the TGN membrane
components, luminal and cytosolic molecular components also influence membrane
organization. Among the luminal components, chromogranin A (CgA) is a soluble glycoprotein
known as a key actor of the RSP involved in hormone aggregation and the biogenesis of
secretory granules (Kim et a/, 2001; Carmon et al/, 2017). In previous studies, we have shown
that CgA can induce the formation of secretory granule-like structures in a model of non-
endocrine cells, confirming its important role in granulogenesis (Montero-Hadjadje et al, 2009;
Elias et al, 2012). However, the mechanism of action of CgA at the level of the TGN membrane

that leads to the formation of secretory granules is still unknown. The first indication for a role
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of CgA at the TGN level is relative to the acidic nature of the protein that confers the ability to
aggregate with neuropeptides in the TGN lumen (Chanat & Huttner 1991). Besides these
soluble aggregates, a fraction of CgA was found to be tightly associated with the membrane of
secretory granules via its N-terminal region (Kang & Yoo 1997), suggesting that CgA/hormone
aggregates might interact with TGN membrane. In vitro and in vivo studies revealed that
depletion of cholesterol altered secretory granule biogenesis (Dhanvantari & Loh 2000;
Gondre-Lewis et al, 2006). Moreover, cholesterol has been shown to interact notably with
secretogranin 111 (Sglll) (Hosaka et al, 2005). In PC12, AtT20, and pancreatic 3 cells, SgIII has
been shown to interact with CgA, which therefore targets CgA aggregates to the RSP (Hosaka
et al, 2002, 2004). However, the CgA domain of interaction with SgIII (CgAa41-109) is not fully
conserved through evolution and SgllI is not expressed in all cell types, indicating that various
mechanisms of hormone sorting mediated by CgA remain to be elucidated. In a previous study,
we showed that CgA controls the biogenesis of secretory granules and CgA sorting to the Golgi
apparatus through its conserved N and/or C-terminal regions (Montero-Hadjadje et al, 2009).
Interestingly, these regions exhibit a conserved a-helix motif, suggesting a potential interaction
with membranes (Elias et al, 2010). Supporting this hypothesis, CgA-derived peptides with
such helical conformation have been demonstrated to interact with membrane lipids. Thus, the
conserved N-terminal peptide vasostatin I (hCgAi.76) interacts with phosphatidylserine in
monolayers of phosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine and phosphatidylserine as
analyzed by Langmuir film balance apparatus (Blois et al, 2006), and catestatin (hCgA3s2372)
binds to phosphatidylcholine in dodecylphosphocholine micelles analyzed by circular
dichroism and NMR spectroscopy (Sugawara et al, 2010). As it is now well established that
membrane lipid properties define organelle identity and function, we hypothesised that an
interaction between CgA and certain lipid(s) of the TGN membrane could facilitate the

formation of functional secretory granules. In the present study, we first show that recombinant
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CgA can interact notably with the membrane lipids phosphatidic acid (PA) and
phosphoinositides adsorbed on a nitrocellulose sheet. Since PA has been shown to control the
RSP (Siddhanta & Shields 1998, Zeniou-Meyer et al, 2007), we focused our attention on this
phospholipid. After secretory granule and Golgi membrane purification from endocrine cells,
we identified several common PA species and demonstrated that CgA from cell extracts
specifically interacts with these PA species when included in liposomes. Moreover, using giant
unilamellar vesicles enriched with these PA species, we observed that CgA induces membrane
deformation. Furthermore, as Golgi PA is predominantly generated from phosphatidylcholine
hydrolysis by PLD1 (Freyberg et al, 2001, 2003) and that PLD1 is an important component of
the regulated secretory pathway (Chen et al, 1997; Siddhanta et al, 2000; Vitale et al, 2001),
we demonstrated that PA depletion, through pharmacological inhibition of PLD1 as well as
PLDI1 gene silencing, altered secretory granule formation and regulated secretion in endocrine

cells.

Results

Chromogranin A interacts with PA and phosphoinositides

Due to the presence of two helicoidal motives in its N- and C-terminal conserved regions (Fig.
1A) (Elias ef al, 2010), we first analyzed the capacity of CgA to interact with membrane lipids.
A lipid overlay assay was performed by incubating recombinant CgA on a nitrocellulose sheet
where different membrane lipids were adsorbed. Using an antibody raised against CgA, this
overlay assay revealed that CgA interacts with phosphatidic acid (PA) and phosphoinositides
(PIP, PIP; and PIP3) (Fig. 1B). Quantification of the CgA-lipid interaction signals from three

independent experiments showed that CgA preferentially interacts with PA (Fig. 1C).
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Predominant PA species are common in Golgi and secretory granule membranes from CgA-

expressing cells

As a first approach to demonstrate the implication of PA/CgA interaction in the biogenesis of
secretory granules, we analyzed and compared the PA composition of Golgi and secretory
granule membranes from neuroendocrine PC12 cells and from COS7-CgA cells, a simplified
model consisting of COS7 cells expressing CgA which has been shown to induce CgA-
containing secretory granule like structures (Delestre-Delacour et al, 2017; Elias et al, 2012;
Montero-Hadjadje ef al/, 2009). Secretory granule membranes were purified using a protocol of
subcellular fractionation described in a previous study (Elias et al, 2012) and Golgi membranes
were purified by sucrose gradient centrifugation. Purified membranes were collected in 1.4 M
sucrose fraction for secretory granules and 2.0 M sucrose fraction for Golgi (Fig. 2A), and their
PA composition was analyzed by LC-MS/MS. This study revealed the enrichment of total PA
in secretory granule membrane compared to Golgi membrane (Fig. 2B). Furthermore, detailed
lipidomics analysis revealed the predominance of some specific PA species in COS7-CgA cells,
i.e. PA (36:1), PA (38:2), PA (38:6) and PA (40:6) (Fig. 2C). Then, we compared the Golgi
membrane of COS7-WT and COS7-CgA cells to examine the potential effect of CgA
expression on the PA content. We observed that they exhibit the same predominant PA species,
i.,e. PA(36:1), PA (38:2) and PA (40:6) (Fig. 3A). We also compared the presence of PA species
between secretory granules from COS7-CgA and neuroendocrine PC12 cells, which revealed
the presence of the same PA species, i.e. PA (36:1), PA (38:2) and PA (40:6) (Fig. 3B).
Together, these results suggest that a recruitment of PA at the Golgi membrane of CgA-
expressing cells occurs for the biogenesis of secretory granules and that some predominant PA

species have a key role in this process.
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Chromogranin A interacts with predominant PA species identified in Golgi and secretory
granule membranes and provokes membrane deformation of GUVs enriched with these PA

species

We used a liposome flotation assay to test the interaction between CgA from COS7-CgA cell
extracts and the predominant identified PA species. We incubated COS7-CgA cell extracts with
liposomes of different lipid composition and we separated the interacting protein using multi-
step gradient sucrose (Fig. 4A). Following the flotation assay, the different fractions were
analyzed by western blotting and for the presence of CgA using a specific antibody (Montero-
Hadjadje et al, 2002). This analysis revealed a specific interaction between CgA and PIP»-
enriched liposomes, and between CgA and liposomes enriched with some PA species identified
by previous lipidomics analysis, i.e. PA (36:1), PA (36:2) and PA (40:6) (Fig. 4B), but not with
liposomes enriched with PC, PS, or PA (36:0), in accordance with the previous results obtained
using lipid strips (Fig. 1B,C). These results demonstrate that endogenous CgA interacts
specifically with predominant PA species identified in Golgi and secretory granule membranes
from CgA-expressing cells. To examine the membrane dynamics following the interaction
between CgA and PA, we developed a model of giant unilamellar vesicles (GUVs) enriched in
PA, whose formation is assisted by PVA gel. We incubated PA-enriched GUVs containing a
fluorescent lipid with CgA, and we analyzed their morphology using confocal microscopy. The
formed GUVs exhibited a diameter ranging between 5 and 50 pm. After image acquisitions
during Imin, we observed that the fluorescence is homogeneously distributed around GUVs
and that only a few budding events occurred in control condition (Fig. 4C,D). However, in the
presence of 2 uM CgA, a marked fluorescence concentration in a limited membrane domain of
several GUVs was observed just before a budding event and the resulting small vesicle
formation (Fig. 4C,D). Thus, addition of CgA to PA-enriched GUVs provoked a significant

increase in the number of budding events.
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CgA sequence exhibits a putative PABD within a helicoidal motif

Analysis of the C-terminal helix residues of CgA revealed positively charged and hydrophobic
amino acids that could contribute to PA binding (Fig. 5A). Bioinformatics predicted that this
CgA region adopts an amphipathic helix conformation with five charged residues (arginine)
sequestered in one side of the helix, whereas the other side of the helix is enriched with three
hydrophobic residues (tryptophane, phenylalanine, leucine) (Fig. 5B). Interestingly, the model
of CgA-PABD confirmed that this domain displays an alpha helix when its structure was
examined using MacPyMol software (shown as a ribbon, Fig. 5C).

In an attempt to characterize this putative PABD of CgA, we prepared GST fusion proteins
containing the C-terminal helicoidal motif of CgA: fragments 352-381, 352-372 and 373-381.
To monitor PA binding of the three GST-CgA fragments in a lipid environment, we used a
semi-quantitative in vitro assay using NBD-labeled liposomes (Kassas et al, 2017). The binding
of fluorescent liposomes (5% PE-NBD, 85% PC, 10% PA (36:1)) to GST-CgA fragments
linked to GSH-Sepharose beads was monitored by fluorimetry. When comparing PA binding
to the three CgA fragments, it appeared that fragment 352-381 is by far the most potent PA
sensor (Fig. 5D). The binding of the PA-containing liposomes was greatly reduced using the
fragment 352-372 corresponding to catestatin peptide and was almost abolished using the
fragment 373-381. These data indicate that the whole sequence corresponding to the putative

PABD is involved in the CgA/PA interaction.
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Inhibition of PLD-mediated PA synthesis alters the biogenesis of secretory granules, CgA

sorting and secretion

To demonstrate the implication of Golgi PA in the biogenesis of secretory granules, we altered
PLD-mediated PA synthesis since Golgi PA is predominantly generated from
phosphatidylcholine hydrolysis by PLD1 (Freyberg et al, 2001, 2003). When we treated WT
COS7 and COS7-CgA cells with the an inhibitor of the PLD pathway called FIPI (5-Fluoro-2-
indolyl des-chlorohalopemide), we observed, using confocal microscopy coupled to IF, that
while no effect was observed on the cell morphology (Fig. 6A,B), there is a significant
reduction of the number of CgA-containing granules in COS7-CgA cells (Fig. 6B,C). When we
treated PC12 cells in the same conditions, we also observed a trend toward a reduction of the
number of CgA-containing granules (Fig. 7A,B) although the difference was not significant.
Interestingly, in mice lacking PLD1 gene, we observed by electron microscopy a significant
reduction of the number of secretory granules as well as an apparent granule deformation in
chromaffin cells (Fig. 7 C,D). Since PLDI is the predominant PLD isoform found at the Golgi
level (Freyberg et al, 2001, 2003), these results reinforce the notion that Golgi membrane PA

is involved in secretory granule biogenesis.

Given the impact of the inhibition of PLD-mediated PA synthesis on secretory granule
biogenesis, we investigated the effect of this inhibition on the secretory competence of COS7-
CgA (Fig. 8A) and PC12 (Fig. 8B) cells using ionomycin-stimulated CgA release as an index
of the regulated secretory pathway. This analysis revealed that PLD inhibition leads to an
increase in basal release of CgA in both cell models (Fig 8A,B), without affecting CgA
expression in COS7-CgA (Fig. 8C) and PC12 (Fig. 8D) cells nor that of Sgll and CgB in PC12
cells (Fig. 8D). These results suggest that PA is essential for CgA sorting within the regulated

secretory pathway.
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DISCUSSION

Although many efforts have been deployed to identify the molecular mechanism at the origin
of secretory granule formation, many aspects of this process remain to be elucidated. The
biogenesis of secretory granules depends on TGN membrane dynamics that rely on interactions
of cytosolic proteins with molecular components of the TGN membrane, such as microtubule-
associated motor proteins and actin-based motors which are key factors in membrane
deformation leading to the budding of post-Golgi carriers (Yamada et al, 2014). The TGN
soluble protein, Sglll, has also been shown to interact with membrane cholesterol to control
secretory granule biogenesis (Hosaka et a/, 2005), but this chromogranin family member is not
ubiquitously expressed in neuroendocrine cells.

Here, we report the ability of the helicoidal soluble glycoprotein CgA to bind PA and
phosphoinositides first by using a lipid-overlay assay. Since PA is crucial for the biogenesis of
secretory granules (Siddhanta & Shields 1998), we analyzed the PA composition of Golgi and
secretory granule membranes from COS7-CgA and PC12 cells by mass spectrometry, and we
observed a PA enrichment in the secretory granule membrane, further indicating that PA is
involved in the biogenesis of CgA-containing secretory granules. Moreover, this analysis
revealed the predominance of several common PA species, including mono- and poly-unsatured
forms, i.e. PA (36:1), PA (38:2) and PA (40:6). Using liposome models enriched with distinct
phospholipids including these PA species, we observed that CgA preferentially interacts with
PA (36:1) and PA (40:6), and that CgA is able to provoke membrane deformation of PA (36:1)
or PA (40:6) enriched artificial membranes. These results confirm the binding ability of CgA

to PA and support of the idea that CgA/PA (36:1) or PA (40:6) interaction play a key role in
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the membrane deformation process necessary for SG budding. To characterize the PABD of
CgA, we compared the CgA helicoidal motifs with those of other proteins with PABD, notably
the phosphodiesterase PDE4A1 which is known to bind Golgi PA (Kassas et al, 2017). This
analysis led to the prediction of a PABD in the C-terminal helicoidal region of CgA, CgAses-
381, which includes the C-terminal sequence of catestatin (CgA3zsz-372). Using PA-enriched
liposomes, we observed that the CgAss2-331 sequence binds to PA (36:1), at a similar level to
that of PDE4A1 in the same experimental conditions (Kassas et al, 2017), in contrast to CgAss-
372 corresponding to catestatin which exhibited a weak interaction. The CgA-PABD could allow
hydrophobic residue insertion into lipid bilayers and direct ionic interaction between basic
residues and several molecules of PA. These data suggest that CgA may participate to TGN
remodeling by interacting with predominant PA species. This interaction could induce the
formation of PA-enriched microdomains. The accumulation of PA which exhibits a conical
shape enables membrane bending (Kooijman et al/, 2003) that could be at the origin of TGN
membrane curvature and consequent secretory granule budding. Since the major source of
Golgi PA is the conversion of PC by the enzymatic activity of PLD, we decided to interfere
with the PA synthesis pathway within neuroendocrine cells using two strategies. First, we used
pharmacological inhibition of PA synthesis in COS7-CgA and PC12 cells which provoked an
impairment of secretory granule biogenesis. Besides, since PLD1 isoform is predominant in the
Golgi apparatus (Freyberg et al, 2001, 2003), we analyzed and compared the subcellular
morphology of chromaffin cells from WT and PLD1-lacking mice, which also revealed a
significant decrease of SG number. Interestingly, this reduction in SG could be associated to an
alteration in the shape of these organelles, as also observed previously in chromaffin cells from
CgA KO mice (Pasqua et al, 2016), suggesting that PLD1 depletion phenocopies CgA
deficiency regarding the impact on secretory granule biogenesis. These observations strongly

suggest that CgA and PA are two complementary molecular actors involved in the formation
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of secretory granules in neuroendocrine cells. Associated to this structural alteration, we
observed that the inhibition of PLD-mediated PA synthesis increases basal release of CgA in
COS7-CgA and PCI12 cells, indicating that PLD-derived PA is essential for CgA sorting
through the regulated secretory pathway.

Altogether, our data yielded a comprehensive view of the secretory granule biogenesis
in neuroendocrine cells. We propose that CgA binds to TGN PA to provoke membrane
remodeling and curvature to initiate secretory granule budding, concomitantly or prior to the
recruitment of other cytosolic proteins such as the acto-myosin 1b complex (Delestre-Delacour
et al,2017) or arfaptins (Cruz-Garcia et al, 2013). Future studies are needed to confirm CgA/PA
interaction in relation with microdomain formation and secretory granule biogenesis using
super-resolution techniques that would allow the observation and the analysis of these processes

at the level of the TGN membrane in living neuroendocrine cells.
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Materials and Methods

Cell culture

African green monkey kidney fibroblast-derived COS-7 cells (American Type Culture
Collection ; CRL 1651) stably expressing CgA developed previously (Elias et al, 2012) were
maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco, Thermo Fisher
Scientific) supplemented with 5% heat-inactivated fetal bovine serum (Sigma - Aldrich), 100
U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin (Gibco, Thermo Fisher Scientific), and 300 pg/ml
geneticin (G-418 sulfate, Life Technologies, Inc, UK) to maintain gene resistance selection, at
37°C in 5% CO,. Rat pheochromocytoma PC12 cells (American Type Culture Collection ; CRL
1721) were routinely grown in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco, Thermo
Fisher Scientific) supplemented with 5% sterile-filtered fetal bovine serum (Sigma-Aldrich),
10% sterile-filtered HyClone Donor Equine serum (GE Healthcare, Life Sciences), 100 U ml™!
penicillin and 100 pg ml! streptomycin (Gibco, Thermo Fisher Scientific), 1% L-glutamine
(Gibco, Thermo Fisher Scientific), at 37°C in 5% CO.. Most experiments with PC12 cells were
performed on cells plated onto 10 pg ml! poly-D-lysine (Sigma - Aldrich) coated 15-mm round

glass coverslips in 24-well plates.

Animals

PId1™" mice have been described previously and were housed and raised at Chronobiotron
UMS 3415 (Ammar et al, 2015). All experiments were carried out in accordance with the
European Communities Council Directive of 24th November 1986 (86/609/EEC) and resulting
French regulations. Accordingly, all experimental protocols were approved by the CREMEAS
local ethical committee. Every effort was made to minimize the number of animals used and

their suffering.
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Proteins and antibodies

Recombinant CgA (human chromogranin A 19-457aa, His tag, E.coli, ATGP0323, Atgen
global) was used for lipid strip and GUVs experiments.

Primary antibodies used were goat polyclonal anti-CgA (Santa-Cruz Biotechnology inc.; sc-
23556) (1:200), rabbit polyclonal anti-CgA (WE-14; Montero-Hadjadje et al, 2002) (1:1,000),
rabbit polyclonal anti-CgA (RV31.4; Montero-Hadjadje et al, 2009) (1:1,000), rabbit
polyclonal anti-Sgll (EM66; Anouar et al, 1998) (1:1,000), goat polyclonal anti-CgB (Santa-
Cruz Biotechnology inc.; sc-1489) (1:1,000), mouse monoclonal anti-GM 130 (BDBiosciences)
(1:1,000), mouse monoclonal anti-CALR (Sigma-Aldrich, clone 1G11-1A9) (1:1,000), mouse
monoclonal ant-GLUD1 (Sigma-Aldrich; clone 3C2) (1:500), rabbit monoclonal anti-ZO-3
(Cell signaling; D57G7) (1:1,000), mouse monoclonal anti-PCNA (Santa-Cruz Biotechnology;
s¢-25280) (1:500), mouse monoclonal anti-a-tubulin (Sigma-Aldrich; T5168) (1:5,000). For
IF, secondary antibodies used were Alexa 488-conjugated donkey anti-rabbit IgG; Alexa 594-
conjugated donkey anti-mouse IgG (Invitrogen) (1:500). For Western blotting, anti-rabbit, anti-
mouse and anti-goat secondary antibodies conjugated to horseradish peroxydase (Thermo

Fisher Scientific) (1:5,000) were used.

Protein-lipid binding assay

Membrane lipid strips (P-6002, Echelon Biosciences) were saturated in PBS-T buffer (0,1%
v/v Tween 20 in PBS) supplemented with 3% fatty acid-free BSA for 1 h at room temperature,
and then incubated with 500 ng/ml recombinant human purified CgA diluted in this buffer for
an additional h at room temperature. After several washes with PBS-T, the membranes were
incubated with anti-WE-14 antibody (1:1,000) 1 h at RT in the saturation buffer. After washing

with PBS-T, membranes were incubated with a secondary antibody coupled to horseradish
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peroxydase (Thermo Fisher Scientific) and visualized by enhanced chemiluminescence.
Densitometric analysis was performed to determine the relative affinity of CgA binding to

various phospholipids.

Liposome and giant Unilamellar vesicle formation

Liposome flotation and binding ssays

Lipids solubilized in chloroform were purchased from Avanti Polar Lipids. Liposome mixtures
were prepared in mass ratios composed of 90% DOPC, 5% PE-NBD, and 5% PS, P1(4,5)P>, PA
mix or PA species (36 :1, 36 :2, 40 :6 or 36 :0). Lipids were dried in a stream of nitrogen and
kept under vacuum for at least 2 h. Dried lipids were then suspended in liposome-binding buffer
(LBB: 20 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,) by three freeze and thaw cycles
and were extruded using a Mini-Extruder (Avanti) through polycarbonate track-etched
membrane filters to produce liposomes of 200 nm in diameter. The liposomes were then diluted
(1:10) and incubated with 30 pg of COS7-CgA extract during 20 min. Then samples were
centrifuged at 200,000 g (1 h at 4°C) on a multi-step gradient sucrose. To determine the
association of CgA with liposomes, the fractions were collected after centrifugation, and the
presence of CgA was revealed using western blot analysis of the different fractions.

To quantify liposome binding to GST-CgA-PABD linked to GSH-Sepharose beads, GST and
GST-PABD constructs (330 pmol) bound to GSH beads were washed once with 1 ml of LBB
medium before incubation for 20 min in the dark at room temperature and under agitation with
liposomes containing a 10-fold molar excess of PA relative to the quantity of GST proteins in
a final volume of 200 ul of LBB. Beads were washed three times with 1 ml of ice-cold LBB
and collected by centrifugation at 3000 rpm for 5 min. Liposome binding to the PABD was
estimated by measuring the fluorescence at 535 nm with a Mithras fluorimeter (Berthold).

Triplicate measurements were performed for each condition. Fluorescence measured with GST
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linked to GSH-Sepharose beads alone was between 3 and 4 A.U. and was subtracted from

sample measurements.

Giant unilamellar vesicle preparation

DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), PA (36:1) (1-stearoyl-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphate), PA (40:6) (1-stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phosphate) and
PE-NBD (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-
yl)) were purchased form Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL) and used without further
purification. Giant unilamelar vesicles (GUVs) were prepared by polyvinyl acetate (PVA, MW
145000, purchased from VWR International, Fontenay-sous-Bois, France) — assisted swelling.
Briefly, Teflon plate was cleaned twice with 99% ethanol. A 5% (w/w) solution of PVA was
prepared by stirring PVA in water while heating at 90 °C. PV A-coated substrates were prepared
by spreading 100—300 ul of PVA solution on a clean Teflon plate, and dried for 30 min at 80°C.
10-20 pl of lipid mixture (96% of DOPC, 4% of PA (36:1) or (40:6) and 1% of PE-NBD)
dissolved in chloroform (1 mg/ml) was spread on the dried PVA film and placed under vacuum
over-night at room temperature to evaporate the solvent. A chamber around the drops of lipids
was formed with Vitrex and filled with 100 mM sucrose and 150 mM NaCl solution during 3
h at room temperature, allowing the formation of GUVs with a suitable size. Next, the buffer
containing GUVs is recovered using a rib with a wide tip to not destroy the GUVs, and
deposited in LabTek wells (LabTek I non-separable, on glass coverslip, 4 culture chambers,
Nunc), which were previously coated with a 1 mg/ml BSA solution. To allow the sedimentation
of GUVs, we added the same volume (100 pl) of a solution containing 90 mM glucose and 15
mM NaCl in LabTek wells. The sedimentation of the GUVs takes place for about 1 h at room

temperature.



Artcile 2 (en préparation)

To test the effect of CgA on the GUV membranes, we added CgA in GUV-containing Labtek
wells at a final concentration of 2 pM just before the beginning of confocal microscopy

acquisitions.

Secretion analysis

COST7 cells stably expressing CgA and PC12 cells were cultured in 6-well plates, extensively
washed with PBS and subsequently incubated in control secretion buffer (150 mM NaCl, 5 mM
KCI, 10 mM HEPES, pH 7.4) (basal release of CgA) or in ionomycin secretion buffer (150 mM
NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl2, 2 uM ionomycin 10 mM HEPES, pH 7.4) (stimulated release
of CgA) for 15 min, at 37°C in 5% COz. Secretion media were collected, cleared by
centrifugation (5 min, 4,000 rpm, 4°C), extracted by 10% trichloroacetic acid and stored in
Laemmli buffer for further analysis. Cells were lysed in NP40 cell lysis buffer (Sigma - Aldrich)
containing protease inhibitor cocktail (Roche), and centrifuged (15 min, 14,000 rpm, 4°C).
Then, proteins from the supernatant were denatured in Laemmli buffer. Secretion media and

cell homogenates were analyzed by Western blotting.

Immunofluorescence labelling

COS7-CgA and PC12 cells were cultured in 24-well plates (Costar® 24 Well Clear TC-Treated
Multiple Well Plates, Corning), onto coated glass coverslips and fixed with 4%
paraformaldehyde (Sigma — Aldrich) in PBS at room temperature for 15 min. Cells were
permeabilized and blocked for 30 min with 0.3% Triton X-100 (Thermo Fisher Scientific), in
PBS containing 5% normal donkey serum (Sigma — Aldrich) (1:50) and 1% BSA (Bovine
Serum Albumin, Sigma — Aldrich)). Cells were then incubated for 2 h at room temperature with
primary antibodies, and, after washing with PBS, for 1 h with secondary antibodies. Nuclei

were stained with DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole, Molecular probes #D3571, 1 pug ml
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1. To verify the specificity of the immunoreactions, the primary or secondary antibodies were

substituted with PBS.

Protein electrophoresis and Western blotting

Cells were harvested by scraping, homogenized, and proteins were separated by SDS-PAGE
followed by Western blotting. Membranes were incubated in a blocking buffer containing 5%
non-fat dry milk in phosphate-buffered saline containing 0.5% Tween 20 (Sigma - Aldrich)
(PBS-T) for 1 h at room temperature, and overnight with primary antibodies at 4°C. Then,
membranes were washed for 45 min with PBS-T. Blots were subsequently incubated for 1 h
with appropriate HRP (Horse Radish Peroxidase)-conjugated secondary antibody (Thermo
Fisher Scientific) in blocking buffer. Membranes were washed for 45 min with PBS-T.
Immunoreactive proteins were detected by chemiluminescence (BioRad Biotechnology).
Quantification was performed using Image Lab software (5.0 build 18, 2013 version, Bio-Rad
Laboratories). The mean intensity of each individual band of interest was calculated after
background value subtraction. For secretion studies, values of released CgA in the medium

were normalized to those of total CgA (medium + cell content).

Image acquisition

For GUVs experiments, real-time videomicroscopy was carried out with an inverse confocal
microscope TCS-SP5 AOBS (Acousto-Optical Beam Splitter), equipped with pulsed white light
laser (WLL) and with a 63X oil immersion objective (Leica Microsystems). PE-NBD was
excited at 463 nm and observed in a 510-550 nm window. Images were acquired at a speed of
one frame per 2 s during 1 min.

For immunocytochemistry experiments, confocal microscopy was carried out with a TCS-SP8

upright confocal laser scanning microscope equipped with 63X oil immersion objective
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(NA=1.4; Leica, Microsystems). Alexa 488 and GFP were excited at 488 nm and observed in
a 505-540 nm window. Alexa 594 was excited at 594 nm and observed in a 600—630nm
window. For dual color acquisition, images were sequentially acquired in line scan mode
(average line = 2). Overlays were performed with post acquisition Leica Confocal Software

functions to obtain the presented snapshots.

Subcellular fractionation

Cells were collected in PBS and sedimented by centrifugation at 400 g for 5 min at 4°C. The
cell pellet was disrupted by 5 pulls/pushes through a 21- and then a 25-gauge needle attached
to a syringe, in ice-cold buffer (0.32 M sucrose, 20 mM Tris-HCI, pH 8; 1 ml g! of cells). The

resulting lysate was centrifuged at 800 g for 30 min at 4°C.

Golgi membrane purification

Pellets containing Golgi membranes were suspended in 1.4 M sucrose. The homogenate was
deposited on a succession of 2 ml 1.6, 1.8, 2.0 and 2.2 M sucrose cushions and then covered
with 2 ml 1.2 and 1 M sucrose cushions and 10 ml 0.32 M sucrose cushion, all sucrose cushions
containing 10 mM Tris-Hcl at pH 7.4. The extracts were then centrifuged at 10,000 g for 18 h
at 4 ° C. The different fractions were collected in hemolysis tubes and kept at -20°C. An aliquot
of each fraction was used for the localization of Golgi apparatus by Western blot using specific

plasma membrane, Golgi, nucleus, mitochondria and endoplasmic reticulum antibodies.
Secretory granule purification

Post-nuclear supernatants were centrifuged at 20,000 g for 20 min at 4°C. Pellets containing
dense core granules were centrifuged on a multi-step gradient of 1 to 2.2 M sucrose (1, 1.2, 1.4,

1.6, 1.8, 2 and 2.2 M sucrose; 5 ml steps), at 100,000 g for 12 h at 4°C. All gradient steps were
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collected from the top of the tube in 5 ml fractions, and analyzed by western blotting to check
the granule-containing fractions and to verify their purity. The recovered granule fractions were

used for liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry analysis.

Lipidomic analysis

Total lipids from cell samples were extracted by the method of Bligh and Dyer (1959). Extracts
were mixed with chloroform/methanol (4:1), vortexed for 10 s, and left under agitation for 1 h
at 4 °C. After a 5-min centrifugation at 13,000 rpm, the organic phase (150 pl) was recovered
and analyzed by mass spectrometry (UPLC/MS/MS) on an Acquity UPLC system (Waters)
coupled to a Quattro Premier XE triple quadrupole MS system (Waters Micromass). The sample
(3 pl) was injected into an Acquity UPLC BEH HILIC Amide pre-column (2.1 X 5 mm, 1.7-
um particle size), coupled to a Waters Acquity UPLC BEH Amide column (2.1 x 100 mm, 1.7-
um particle size) and maintained at 28 °C. The column was eluted with a mixture of 99.5%
acetonitrile, 0.5% ammonium hydroxide (A) and 80% acetonitrile, 19.5% water, 0.5%
ammonium hydroxide (B). The flow rate was 0.4 ml-min~! using the following elution protocol:
93% A for 2 min, followed by the gradient, 93 to 60% A in 1 min, 60 to 50% A in 0.5 min, and
50 to 40% A in 1.5 min. The composition of the mobile phase was then returned to initial
conditions as follows: 40-50% A in 2 min, 50-80% A in 2.5 min, 80-93% A in 0.5 min and
maintained in 93% A for 2 min. UV spectra were recorded from 200 to 500 nm. The system
was run by Mass-Lynx software (version 4.0). The ESI source was used in positive and negative
mode with a capillary voltage of 3.4 kV; RF lens was at 0 V; resolution (LM1, HM1, LM2, and
HM2) was 15; ion energy was 1 and 2:0.5. Source and desolvation temperatures were 135 and
400 °C. Flow rates of nitrogen for nebulizer and desolvation were 50 and 90 liters-h™!. Pressure
of the argon collision gas was 3.0-10~° mbar. Full scan, selected ion recording, and daughter

scan mode were used for qualitative analyses. Quantitative PA analyses were made based on
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MS/MS multiple reaction monitoring (MRM) as described (Shui et al, 2010). Briefly, MRM
transitions for individual PAs were determined using PA standards (Avanti Polar Lipids,
Alabaster, AL). The PAs were identified as deprotonated parent ions [M — H]; cone energy
was optimized for each PA and set to 44 V. The predominant daughter fragment ions were then
used for quantitative MRM analysis. After optimization, the collision energy was set to 44 V.

MRM transitions and specific retention times were used to selectively monitor PA.

Statistical analysis

Data were analyzed with the Prism program (GraphPad Software). All secretion experiments
were repeated at least three times using the non-parametric Mann-Whitney U test. For the
quantification of the number of CgA granules, statistical significance was determined by
Student’s ¢ —test with Welch’s correction or Mann-Whitney U test. Values are expressed as
means + s.e.m., and the level of significance is designated in the figure legend as follows: *
P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<(0.0001. For the quantification of CgA signal in lipid
strip experiments, statistical significance was determined by an Anova one-way analysis of
variance test with Bonferroni’s comparison test. Values are expressed as means + s.e.m., and

the level of significance is designated in the figure legend as follows: *** P<0.0001.

Post-acquisition analysis

The following procedure was used to measure the number of CgA granules and Golgi area. A
computer folder containing the stack of confocal sections for the two labels was generated by
the Leica TCS-SP8 confocal microscope. This folder was opened with Imaris and converted
into an Imaris file. A broad region of interest (ROI) was defined. Then with the tool 'spots

detection' on Imaris, the number of spots in canal of interest was quantified. Spots statistics are
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automatically computed for each spot object. To each spot belongs a spatial position along the
x- and y-axis, as well as the intensity of the point it represents. The spot object is available to
model point-like structures in the data. It provides a procedure to automatically detect point-
like structures, an editor to manually correct detection errors, a viewer to visualize the point-

like structures as spheres, and statistics output.
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Figure legends

Figure 1. CgA preferentially binds to PA.
A Human CgA sequence showing conserved regions corresponding to vasostatin |, WE14,
catestatin and EL35 peptides, and regions that could lead to o-helical conformation

(between arrows), suggesting their function as membrane binding domains.

B Protein-lipid overlay assay in the presence of recombinant CgA (500 ng/ml) using
commercial membrane strips where are adsorbed 100 pmol/spot of the following lipids:
triglyceride, diacylglycerol (DAG), phosphatidic acid (PA), phosphatidylserine (PS),
phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylcholine (PC), phosphatidylglycerol (PG),
cardiolipin, phosphatidylinositol (Pl), phosphatidylinositol 4-phosphate [PI(4)P],
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate [PI(4,5)P:], phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate
[P1(3,4,5)P3], cholesterol, sphingomyelin, or 3-sulfogalactosylceramide (sulfatide). The
resulting membrane was immunostained for CgA detected by a WE14 antibody and

revealed using a chemiluminescence kit.
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C Quantification of CgA from experiments described in (A). Plotted are means of binding
expressed as percentage normalized to control (blank) + s.e.m. (n= 3). ***P < 0.0001,

Anova one-way analysis of variance test with Bonferroni’s comparison test.

Figure 2. Identification of PA species in Golgi and secretory granule membranes from COS7-

CgA cells.

A Secretory granule and Golgi membranes were purified by subcellular fractionation using
centrifugation on sucrose gradient. Each fraction was collected and analyzed using SDS-
PAGE and several antibodies raised against ER (anti-CALR, 70 KdA), mitochondria (anti-
GLUD1, 55 Kda), nucleus (anti-PCNA, 36 Kda), plasma membrane (anti ZO-3, 140 Kda), Golgi
(anti-GM130, 130 Kda) and SG (anti-RV29.4, 70 Kda).

B Total PA level was measured in fractions of secretory granule (SG) and Golgi membranes
from COS7-CgA cells by duplicate UPLC/MS/MS analysis of two samples (each containing

200 pg of protein) from each fraction.

C The levels of distinct PA species were measured in fractions of secretory granule (SG) and
Golgi membranes from COS7-CgA cells by duplicate UPLC/MS/MS analysis of two samples
(each containing 200 ug of protein) from each fraction. The acyl chain composition of each
species is shown on the x axis. The y axis shows the abundance of each species as a

percentage of total PA in the sample.

Figure 3. Same predominant PA species are found in Golgi and secretory granule membranes
from COS7-WT, COS7-CgA and PC12 cells.
A PA levels were measured in fractions of Golgi membranes from COS7-WT or COS7-CgA cells

by duplicate UPLC/MS/MS analysis of two samples (each containing 200 pg of protein) from
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each fraction. The acyl chain composition of each species is shown on the x axis. The y axis
shows the abundance of each species as a percentage of total PA in the sample.

B PA levels were measured in secretory granule-containing fractions from PC12 or COS7-CgA
cells by duplicate UPLC/MS/MS analysis of two samples (each containing 200 pg of protein)
from each fraction. The acyl chain composition of each species is shown on the x axis. The

y axis shows the abundance of each species as a percentage of total PA in the sample.

Figure 4. CgA interacts with the identified PA species and provokes membrane deformation.
A Schematic representation of the liposome flotation assay approach used to study the

interaction of CgA from COS7-CgA cell extracts with PA species.

B Detection of CgA in the different fractions (Top (T), Medium (M), Bottom (B)) obtained from
liposome assays. COS7-CgA cell extracts were incubated with liposomes containing 5%
NBD-PE, 85% of DOPC, and 10% of the indicated phosphatidylcholine (PC),
phosphatidylserine (PS), phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2), a commercial
phosphatidic acid (PA) or distinct species of PA (PA 36:0, PA 36:1, PA 36:2, PA 40:6). Thirty
ug of protein from each fraction were run on SDS-PAGE and immunoblotted with the CgA-

derived WE14 antibody.

C Effect of CgA on PA-containing GUVs. Fluorescent GUVs (96 % DOPC, 4 % PA (36:1) and 1 %
PE-NBD) were incubated whithout (control) or with CgA (2 uM CgA). GUV budding was
observed by live confocal microscopy during 1 min. Representative confocal microscopy

sections throughout the GUVs are shown. The scale bar represents 30 um.

D Quantification of membrane budding of PA-containing GUVs shown in panel (C) (n=3; 50

GUVs per condition). ***P <0.001, Mann-Whitney test. Means + s.e.m. are plotted.
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Figure 5. CgA interacts with PA through a putative PABD.

A Human CgA sequence showing a region of 18 amino acids (hCgAsea-381), encompassingg a
positive charge cluster and hydrophobic residues that could adopt ana-helical

conformation, suggesting its function as PA-binding domain (PABD).

B PA binding profile of the putative human CgA-PABD. Amphipathic a-helix projection of the
core 18 amino acids of the PABD of CgA obtained with Heliquest software. Arrow indicates

hydrophobic moment.

C Model of the putative human CgA-PABD. Ribbon corresponds to the a-helix. Structure was

examined using MacPyMOL (v1.74).

D Characterization of the PA binding capacity of human CgA through the putative PABD.
Semi-quantitative fluorescent liposome assays with PA-containing fluorescent liposomes
(5% PE-NBD, 85% DOPC, 10% PA (36:1)) and GST-CgA-PABD constructs linked to GSH-
Sepharose beads. The binding of liposomes with CgA-PABD constructs was monitored by
fluorimetry. Results are presented as means + S.D. (of triplicate measurements pooled from

three experiments, *P <0.05; **P <0.01; and ***P < 0.001).

Figure 6. PLD inhibition alters the biogenesis of CgA secretory granules in COS7-CgA cells.

A WT COS7 cells were treated or not with 75nM FIPI for 6h, fixed and immunolabelled with
anti-GM130 antibody. Representative confocal microscopy sections throughout the cells

are shown. The scale bar represents 17 um.
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B COS7-CgA cells were treated or not with 75nM FIPI for 6h, fixed and immunolabelled with
anti-GM130 and anti-CgA antibodies. Representative confocal microscopy sections

throughout the cells are shown. The scale bar represents 17 um.

C Quantification of the number of CgA secretory granules shown in panel (C) (n=2; 20 cells

per condition). ***P <0.001, Mann-Whitney test. Means + s.e.m. are plotted.

Figure 7. PLD depletion alters the biogenesis of secretory granules in PC12 cells and in

chromaffin cells.

A PC12 cells were treated or not with 75nM FIPI for 6h, fixed, immunolabelled with anti-CgA
and anti-GM130 antibodies, and the distribution of CgA was observed by confocal
microscopy. Representative confocal microscopy sections throughout the cells are shown.

The scale bar represents 17 pum.

B Quantification of the number of CgA secretory granules shown in panel (D) (n=2; 20 cells

per condition). Mann-Whitney test. Means + s.e.m. are plotted.

C Electron microscopy analysis of chromaffin cells from WT (control) and PLD17" mice. The

scale bars represent 2 um.

D Quantification of the number of secretory granules (SG) shown in panel (A) (n=6 mice per
condition; 50 cells per mouse adrenal medulla). *P<0.05 (Mann-Whitney test).

Means £ s.e.m. are plotted.
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Figure 8. PLD inhibition alters basal secretion in COS7-CgA and PC12 cells.

A Western blot analysis of CgA content and secretion from COS7-CgA cells, treated or not
with 75nM of FIPI, in basal or 2 uM ionomycin-stimulated conditions. Lower panel shows
quantification of experiments shown in upper panel. Normalized CgA release in the
medium relative to total CgA (medium + cell content) is determined. Means * s.e.m. from

four independent experiments are plotted. *P < 0.05 (Mann-Whitney test).

B Western blot analysis of CgA content and secretion from PC12 cells, treated or not with
75nM of FIPI, in basal or 2 uM ionomycin-stimulated conditions. Lower panel shows
quantification of experiments shown in upper panel. Normalized CgA release in the
medium relative to total CgA (medium + cell content) is determined. Means * s.e.m. from

four independent experiments are plotted. *P < 0.05 (Mann-Whitney test).

C Western blot analysis of CgA content from COS7-CgA cells, treated or not with 75nM of FIPI.
Upper panel shows a representative Western blot, where immunoreactive bands of 70 and
55 kDa corresponding to the CgA protein and tubulin respectively are detected. Lower
panel shows the quantification of the relative amount of CgA protein. Tubulin was used as
a loading control. Means + s.e.m. from three independent experiments are plotted (Mann-

Whitney test).

D Western blot analysis of CgA, CgB and Sgll proteins from PC12 cells, treated or not with
75nM of FIPI. Upper panel shows a representative Western blot, where immunoreactive
bands of 70, 115, 85 and 55 kDa corresponding to CgA, CgB and Sgll proteins and tubulin
respectively are detected. Lower panel shows the quantification of the relative amounts of
granin proteins. Tubulin was used as a loading control. Meansts.e.m. from three

independent experiments are plotted (Mann-Whitney test).
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DISCUSSION

L’enjeu de ces travaux de these vise a comprendre les mécanismes moléculaires impliqués lors
de la biogenése des granules de sécrétion (GS) au sein des cellules neuroendocrines. Lors de
la sécrétion neuroendocrine, le contenu destiné aux GS est trié et concentré dans des régions
spécifiques du TGN de par I'action de différentes protéines telles que les granines, la CPE et
les V-ATPases. Le bourgeonnement des GS a partir de la membrane du TGN est dépendant de
constituants membranaires tels que le cholestérol et le PA, mais également d’un certain
nombre de protéines cytosoliques telles que des kinases, des GTPases et des protéines du
manteau. La maturation des GS est facilitée par I'acidification via des V-ATPases et la
condensation du contenu par élimination d’eau via I'intervention d’aquaporines. Par la suite,
les GS sont emmenés vers la périphérie cellulaire ou aura lieu I'exocytose. Ces derniéres
années des efforts considérables ont été réalisés pour comprendre les mécanismes
moléculaires impliqués dans la formation des GS, et notamment le bourgeonnement des GS
au niveau du réseau trans-golgien, ces mécanismes conduisant in fine a la sécrétion des

hormones.

Lors de mes travaux de thése, je me suis particulierement intéressée au role de laCgA et ala
recherche de ses partenaires moléculaires dans la régulation de ces mécanismes, afin
d’approfondir les connaissances actuelles sur les modalités de la sécrétion hormonale. Ces
études sont d’autant plus importantes que de nombreuses pathologies sont en lien avec une
dérégulation de la sécrétion telles que les troubles métaboliques (diabéte), I’hypertension, les
tumeurs d’origine neuroendocrine (phéocromocytome, paragangliomes...) ou encore les
maladies neurodégénératives (sclérose latérale amyotrophique, maladie d’Alzheimer...). Les
travaux que j'ai menés au cours de ma these s’inserent dans un projet plus global de I’équipe
de recherche de mon laboratoire d’accueil qui s’intéresse aux mécanismes de la
différenciation neuroendocrine et I'impact de son altération dans le développement des

pathologies sus-citées afin de proposer de nouvelles pistes thérapeutiques.

Les granines sont des glycoprotéines acides et solubles qui constituent le composant

majoritaire des GS des cellules endocrines, neuroendocrines et neuronales. Les différents
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membres de cette famille (CgA, CgB, Sgll, Sglll...) partagent des caractéristiques et des
propriétés structurales communes et sont connues pour étre a I'origine de I'agrégation et du
tri des pro-hormones dans les GS. Néanmoins, une telle diversité de granines suggere qu’elles
possederaient des fonctions différentes, ce qui implique une variété de populations de GS
dont I'existence et la fonction restent a établir dans un type de cellule neuroendocrine donné.
Par ailleurs, au sein des cellules neuroendocrines, plusieurs granines sont co-exprimées, avec
potentiellement des propriétés granulogéniques communes. De plus, certaines études ont
montré que la perte de certaines fonctions d’une granine dont |’expression a été altérée peut
étre compensée par la sur-expression d’autres granines, comme par exemple au sein des
cellules chromaffines de souris dont le géne codant la CgA a été invalidé (Mahapatra et al.,
2005 ; Montesinos et al., 2008). Durant mes travaux de thése, nous nous sommes focalisés sur
la CgA qui est la granine la plus exprimée dans les tissus endocrines et neuroendocrines et
dont les fonctions dans la granulogenése et la régulation de la sécrétion hormonale ont été
rapportées (Kim et al., 2001 ; Mahapatra et al., 2005 ; Courel et al., 2006 ; Hendy et al., 2006 ;
Montero-Hadjadje et al., 2009).

Afin d’étudier les mécanismes d’action de la CgA en s’affranchissant du role compensateur
des granines potentiellement co-exprimées, mon équipe d’accueil a développé un modele
cellulaire simplifié suite a certaines observations réalisées lors d’études précédentes. En effet,
I'expression de la CgA dans une lignée de cellules non endocrines COS7 induit la formation de
structure granulaires ayant les propriétés morphologiques et fonctionnelles d’authentiques
granules de sécrétion (Montero-Hadjadje et al., 2009 ; Elias et al., 2012). Ainsi, a partir d’une
lignée de cellules COS7 exprimant de maniére stable la CgA (COS7-CgA), les GS ont été purifiés
par fractionnement subcellulaire dans le but d’en analyser le protéome. Ce modéle cellulaire
simplifié nous a ainsi permis I'identification d’un panel de protéines cytosoliques interagissant
avec l'actine, telles que des moteurs moléculaires, mais aussi des GTPases, et des protéines
liant le calcium (Elias et al, 2012). De maniére trés intéressante, certaines protéines
identifiées ont été décrites dans le protéome des GS de cellules neuroendocrines comme par
exemple la myosine Ic (Gauthier et al., 2008), mais également les annexines et la myosine 9
(Wegrzyn et al., 2007). D’autres protéines identifiées sont impliquées dans la voie de sécrétion
régulée des cellules neuroedocrines comme |’annexine A2 (Chasserot-Golaz et al., 2005) et la

myosine VI impliquées dans la régulation de I'exocytose des cellules neuroendocrines
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(Majewski et al., 2010 ; Tomatis et al., 2013 ; Yano et al., 2006) et dans le maintien de la
morphologie golgienne (Sahlender et al., 2005), ou encore les GTPases Arf5 et Arf 6 qui
interagissent avec les GS pour contréler leur trafic dans les cellules neuroendocrines (Vitale et
al., 2002 ; Sadakata et al., 2010). Plusieurs protéines impliquées dans les interactions entre
actine et membrane plasmique (telles que I'ezrine, la radixine, la moésine, I'a-actinine) ont
également été identifiées. Or plusieurs études ont montré que ces protéines participent a
I'arrimage des GS aux sites d’exocytose de la membrane plasmique des cellules endocrines
suite a une stimulation (Bretscher, 1999 ; Lopez et al., 2010 ; Malacombe et al., 2006). Cette
analyse protéomique des structures granulaires induites par I'expression de la CgA dans des
cellules non-endocrines crédibilise le modele cellulaire développé en tant que modele

neuroendocrine simplifié pour I’étude du mécanisme d’action moléculaire de la CgA.

La biogenese des GS dépend de la dynamique de la membrane du TGN, et plus
particulierement des lipides au niveau de microdomaines particuliers (Dhanvantari et Loh,
2000), ceci pouvant étre di a I'interaction de protéines luminales ou cytosoliques avec des
composants moléculaires de la membrane du TGN. Parmi les protéines cytosoliques, les
moteurs moléculaires liant les microtubules ou l'actine, sont des facteurs clés de la
déformation entrainant la formation de compartiments post-golgiens (Yamada et al., 2014).
Parmi ces protéines cytosolique, la myosine 1b a été montré comme étant capable d’intéragir
avec PIP; (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) (Komaba et Coluccio, 2010). Parmi les
protéines luminales du TGN, un membre de la famille des granines, la Sglll, a été montré
comme interagissant avec le cholestérol membranaire pour contréler la biogenése des GS
(Hosaka et al., 2005), mais cette protéine n’est pas exprimée de maniére ubiquiste dans les
cellules neuroendocrines. Un des objectifs de ma these a été de rechercher le(s) partenaire(s)
moléculaire(s) membranaire(s) de la CgA afin de démontrer sa capacité d’interaction avec la

membrane du TGN.

La CgA interagit avec I'acide phosphatique

Plusieurs études ont suggéré que la CgA est susceptible d’interagir avec les membranes de par
la présence d’hélices a dans sa séquence. Notamment, les travaux de Dondossola et
collaborateurs ont montré que la vasostatine-1 (VS-1), peptide dérivé de la région N-terminale

conservée de la CgA, est capable de lier la membrane de fibroblastes via sa structure en hélice



Discussion

o (Dodonssola et al., 2010). Une étude in silico de la séquence de la CgA a permis de prédire
que la région C-terminale présente également une structure en hélice a (Elias et al.,, 2010).
Mon équipe d’accueil ayant démontré dans des travaux antérieurs que les régions terminales
conservées de la CgA jouent un réle majeur dans la formation des granules contenant la CgA
(Montero-Hadjadje et al., 2009), nous avons étudié la capacité de la CgA a lier les lipides

membranaires et I'impact de cette interaction sur la biogenése de GS.

Dans cette partie de ma thése, nous avons commencé par démontrer le potentiel de la CgA a
lier le PA en utilisant des membranes de nitrocellulose sur lesquelles sont adsorbés plusieurs
lipides membranaires. Le PA étant crucial pour la biogenese des GS (Siddhanta et Shields
1998), nous avons analysé la composition en PA des membranes golgiennes et granulaires des
cellules COS7-CgA et PC12 par spectrométrie de masse LC-MS/MS équipée d’une colonne
d’affinité pour le PA et nous avons observé un enrichissement du PA au niveau des membranes
granulaires, confirmant ainsi I'implication du PA dans la biogenése des GS contenant la CgA.
De plus, cette analyse a révélé la prédominance des mémes formes de PA, dont des formes
mono- et poly-insaturées : PA (36:1), PA (38:2) et PA (40:6). Le développement de liposomes
enrichis avec différents phospholipides incluant ces espéeces de PA nous a permis d’observer
une interaction spécifique de la CgA avec le PA (36:1) et le PA (40:6). De plus, le
développement de liposomes géants composés de ces mémes especes lipidiques nous a
permis de montrer que la CgA provoque une déformation de membrane enrichie en PA (36:1)
ou PA (40:6). L'ensemble de ces résultats démontre la capacité de la CgA a se lier aux espéces
de PA prédominantes présentes dans les membranes golgiennes et granulaires de nos
modeles cellulaires et avancent le réle central de I'interaction CgA/ PA (36:1) ou PA (40:6) dans
les mécanismes de déformation membranaire. Dans le but de caractériser le domaine
d’interaction de la CgA au PA (PA-binding domain ou PABD), nous avons comparé la structure
de la CgA avec celle de protéines ayant un PABD, notamment la phosphodiestérase PDE4A1
qui interagit avec le PA golgien (Kassas et al., 2017). Cette analyse a révélé la présence d’un
site potentiel d’interaction au PA dans la région C-terminale de la CgA, CgAsss-381, qui inclut la
séquence C-terminale de la catestatine (CgAssz-372). A I'aide de liposomes enrichis en PA, nous
avons observé que la CgAss-3s1 se lie au PA (36:1), ce qui n’est pas le cas de la catestatine. De
plus, le domaine CgA-PABD prédit (CgAsss-331) pourrait permettre l'insertion de résidus

hydrophobes dans les bicouches lipidiques et une interaction ionique directe entre les résidus
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basiques et différentes molécules de PA. Ces résultats suggerent que la CgA participe au
réarrangement de la membrane du TGN en interagissant avec les especes de PA présentes, ce
qui induirait un microdomaine enrichi en PA. Cette accumulation de PA possédant une forme
conique faciliterait la formation de courbures membranaires (Kooijman et al., 2003)

préalables au bourgeonnement des GS.

La source majeure de PA a la membrane golgienne provenant de la PC suite a I'activité de la
PLD1 (Freyberg et al., 2001), nous avons opté pour I'inhibition de la synthése de PA dans nos
modeles cellulaires en utilisant une stratégie pharmacologique et une stratégie par
invalidation génique. L’inhibition pharmacologique de la synthese de PA dans des cellules
COS7-CgA et PC12 provoque une diminution du nombre de GS. L'isoforme PLD1 de la PLD
étant prédominante au niveau de |'appareil de Golgi (Freyberg et al., 2001, 2003), nous avons
par ailleurs analysé et comparé la morphologie subcellulaire de cellules chromaffines
provenant de souris sauvages et de souris dont le géne de la PLD1 est invalidé. Cette stratégie
nous a permis d’observer une diminution significative du nombre de GS, ce qui confirme les
résultats obtenus selon I'approche pharmacologique. De maniére intéressante, cette
diminution serait associée a une malformation de ces organites, ce qui est également observé
dans les cellules chromaffines des souris dont le géne de la CgA a été invalidé (Pasqua et al.,
2016), suggérant que la PLD1 phénocopie la CgA en terme de régulation de la formation des
GS. Ces observations indiquent que la CgA et le PA sont 2 acteurs moléculaires impliqués dans

la formation des GS dans les cellules neuroendocrines.

Associées a ces altérations structurales, nous avons observé que I'inhibition de la PLD entraine
une augmentation de la sécrétion basale de CgA par les cellules COS7-CgA et PC12, indiquant
que le PA formé via I'action de la PLD est essentiel pour I'adressage de la CgA vers la voie de

sécrétion régulée.

Ainsi, I'ensemble de ces résultats apporte une nouvelle vision de la mécanistique impliquée
dans la biogenése des GS. Nous proposons que la CgA en se liant au PA de la membrane du
TGN provoquerait un réarrangement et une courbure membranaire pour initier le
bourgeonnement des GS. A la suite ou de maniere concomittante a ces événements
membranaires, nous avons émis I’hypothése que des protéines cytosoliques pouvaient étre

recrutées, telles que les arfaptines (Cruz-Garcia et al., 2013) ou le complexe acto-myosine 1b,
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identifié a la membrane des GS dans une étude précédente de mon équipe d’acceuil (Elias et
al., 2012). L'autre partie de ma these a d’ailleurs porté sur le role du complexe acto-myosine

1b dans la formation des GS.

La CgA provoque le recrutement du complexe acto-myosine 1b pour assurer la
formation des granules de sécrétion

Parmi les protéines identifiées lors de I'analyse du protéome des structures granulaires
induites par la CgA, la myosine 1b a retenu notre attention du fait de son intervention au
niveau du TGN pour réguler la formation et assurer le trafic de compartiments post-golgiens
vers la membrane plasmique dans des cellules Hela (Almeida et al., 2011). Une étude plus
spécifique du protéome de la membrane de ces GS a permis l'identification du complexe de
nucléation de I'actine Arp2/3 et de I'actine cytoplasmique. Différentes études ayant montré
I'implication des myosines et de I'actine filamenteuse (F-actine) dans le trafic et I'exocytose
des GS (Meunier et Gutiérrez, 2016), nous avons décidé de rechercher le réle de la myosine
1b, de la F-actine et du complexe Arp2/3 dans la formation des GS dans les cellules
neuroendocrines. Nous avons ainsi démontré que la myosine 1b est associée au TGN et aux
GSI dans les cellules neuroendocrines PC12, suggérant que la myosine 1b interviendrait des
les premiers stades de la biogenéese des GS en permettant le bourgeonnement des GSI a partir
de la membrane du TGN. Par ailleurs, I'inhibition de I’expression de la myosine 1b provoque
une diminution significative du nombre de GS, ce qui renforce I'idée d’un role direct de cette
protéine dans la formation des GS. De plus, des expériences d’imagerie en time-lapse ont
révélé que l'inhibition de I'expression de la myosine 1b dans les cellules COS7-CgA augmente
la vitesse de déplacement des structures contenant la CgA, qui se rapproche ainsi de celle des
vésicules constitutives dans ces cellules (Elias et al., 2012). Ces résultats suggérent que
I’'absence de myosine 1b, en altérant la formation des GS, entraine une fuite de la CgA vers les
vésicules de la voie de sécrétion constitutive. Une redirection de la CgA vers les vésicules de
la voie constitutive a déja été démontrée suite a un défaut de sortie de la CgA vers les GS (Han
et al., 2008). Cette hypothése est renforcée par I'observation d’un nombre de vésicules
constitutives contenant la CgA et d’une sécrétion basale de CgA plus élevée en absence de
myosine 1b. Dans cette étude, nous avons également montré pour la premiére fois que la F-

actine et le complexe Arp2/3 sont recrutés a la région golgienne de cellules a phénotype
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neuroendocrine, et controleraient ainsi la biogenese des GS, la déplétion de la myosine 1b ou
du complexe Arp2/3 perturbant I'interaction entre la F-actine et la membrane du TGN ainsi
que la formation des GS. Le complexe Arp2/3 exercant un réle actif dans I'exocytose des GS
en permettant la formation de nouveaux filaments d’actine (Gasman et al., 2004 ; Wen et al.,
2011), nous pouvons suggérer que le recrutement du complexe Arp2/3 a la membrane
golgienne permet la formation de nouveaux filaments d’actine entrainant la déformation
membranaire nécessaire a la formation du GS Cette hypothése est renforcée par I'étude d’
Almeida et collaborateurs (2011) qui a montré qu’en plus de maintenir l'intégrité du complexe
golgien, la F-actine avec Arp2/3 collaborent avec la myosine 1b pour contrdler la déformation
de la membrane golgienne dans les cellules Hela, la myosine 1b formant et orientant
activement la polymérisation de la F-actine pour générer la force mécanique requise. Ainsi, le
complexe acto-myosine pourrait contribuer a la biogenése des GS en initiant la déformation
de la membrane golgienne, portion de membrane qui pourrait par la suite étre stabilisée par
des protéines BAR cytosoliques, telles que la protéine C kinase 1 (PICK 1) ou la protéine
arfaptine (Holst et al., 2013 ; Gehart et al., 2012), avant le recrutement d’une protéine de
scission qui permettra la formation du GSI. Nos travaux constituent la premiere évidence
d’une implication du complexe acto-myosine 1b dans la formation des GS et I’établissement
de la voie de sécrétion régulée. Le complexe acto-myosine recruté a la membrane golgienne
pourrait induire ou résulter d’'un remodelage de la membrane, un processus nécessaire a la
biogenése des GS. De nouvelles études seront nécessaires pour établir les mécanismes
moléculaires induisant le recrutement du complexe acto-myosine a la membrane du TGN puis

I'initiation du bourgeonnement des GS (Figure 23).
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Figure 23. Schéma hypothétique du mode d’action du PA et du complexe acto-myolb dans la formation des
GS au niveau du TGN. Dans I'hypothese 1 les deux partenaires sont recrutés de maniere concomittante (A) pour
permettre la déformation de la membrane du TGN (B) puis la formation d’un GSI ( C). Dans I’'hypotheése 2, la CgA
interragirait avec le PA entrainant un réarrangement de la membrane du TGN (A’), puis le complexe acto-myolb
serait recruté pour faciliter le bourgeonement du GS (B’) et par la suite sa formation (C).
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Implication des mécanismes moléculaires de la formation des GS dans la
compréhension de la physiologie et de la physiopathologie de la sécrétion hormonale

La distribution ubiquitaire des granines dans les tissus endocrines et neuroendocrines a partir
desquels elles sont secrétées dans la circulation sanguine, fait des granines des marqueurs de
I'activité des cellules neuroendocrines saines et tumorales. En effet, un grand nombre
d’études ont documenté la valeur clinique de détecter les granines et leurs peptides dérivés
dans les tissus et de mesurer leurs taux circulants (Taupenot et al., 2003 ; Bartolomucci et al.,
2011). Cette mesure des granines et des peptides dérivés peut étre utilisée pour diagnostiquer
ou contrOler la progression des tumeurs nueroendocrines, la meilleure précision étant
observée dans des tumeurs avec une intense activité sécrétrice (Guérin et al., 2010 ; Guillemot
et al., 2006, 2014). Par ailleurs, des taux élevés de CgA sont présents dans le sang de patients
atteints de maladies cardiovasculaires, gastro-intestinales et inflammatoires, avec des
implications diagnostiques et pronostiques également chez ces patients (Corti et al., 2018).
Dans le cas des phéochromocytomes, qui sont des tumeurs de la médullosurrénale, les
catécholamines sont hypersécrétées, ce qui conduit a plusieurs manifestations cliniques,
parmi lesquelles notamment I'hypertension artérielle. La CgA circulante a également été bien
documenté en tant que marqueur de I'activité sympatho-surrénalienne, les taux de sécrétion
de CgA étant corrélés a la stimulation sympatho-surrénallienne (O'Connor et Bernstein, 1984 ;
Takiyyuddin et al., 1994). D’autre part le suivi des taux de CgA chez des patients atteints de
maladies infectieuses séveres telles que le sepsis et le syndrome de réponse inflammatoire
systémique serait un marqueur pronostic pour la survie des patients, des taux élevés étant en

corrélation avec un faible taux de survie (Zhang et al., 2008).

De plus, il a été démontré que les variants du gene de la CgA peuvent provoquer de profonds
changements dans |'activité du systéme nerveux parasympathique et étre associés au risque
de développer de I'hypertension (Rao et al., 2007 ; Chen et al., 2008), suggérant un lien entre
I'expression de CgA, la sécrétion de catécholamines et la régulation de la pression artérielle.
De plus, Colombo et al (2002) ont montré que l'expression de CgA dans les cellules
néoplasiques affecte la croissance tumorale et la morphogenése dans des modeles de souris
nudes, suggérant qu'une sécrétion anormale de CgA par des cellules néoplasiques

neuroendocrines pourrait affecter les processus de tumorigenése (Colombo et al., 2002). Une
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étude tres intéressante basée sur la comparaison de patients normotendus et hypertendus
atteints de phéochromocytome a révélé une diminution du taux de catécholamines urinaires
et une diminution globale de I'expression du géne de la Sgll, dans les tumeurs de patients
normotensifs (Haissaguerre et al., 2013). En lien potentiel entre la Sgll, la sécrétion hormonale
et la tumorigeneése, il a été démontré que la Sgll est surexprimée dans le cancer de la prostate
proportionnellement au grade de la tumeur, et que son expression déclenche une
différenciation neuroendocrine des cellules tumorales, avec l'apparition de GS et d’une
activité sécrétrice. La différenciation neuroendocrinne étant associée a un mauvais pronostic
vital, ces données suggerent que la sécrétion induite par la surexpression de la Sgll peut jouer

un role central dans la progression du cancer de la prostate (Courel et al., 2014).

D’autres molécules de la voie de sécrétion régulée sont également impliquées dans le
développement de pathologies comme par exemple les lipides. Des souris dont des genes
codant pour la synthése de cholestérol ont été invalidés présentent des défauts au niveau de
leurs GS. Pour le modéle murin du syndrome de Smith-Lemli-Opitz, caractérisé par des
anomalies congénitales multiples, un déficit cognitif ainsi que des troubles comportementaux,
I'invalidation du gene Dhcr7 (7-Dehydrocholesterol Reductase) entraine une augmentation du
nombre de GS avec une morphologie aberrante au sein des cellules acineuses pancréatiques
ainsi qu’une diminution du nombre de GS au niveau de I’hypophyse, du pancréas et des
glandes surrénales. Cette diminution est également observée pour le modéle murin de
I’athérosclérose dont le gene Sc5d (Sterol-C5-Desaturase) est invalidé. Ces données suggérent
gue l'altération de la synthese du cholestérol entraine un dysfonctionnement de la voie de

sécrétion régulée (Gondré-Lewis et al., 2006).

Un autre exemple est le cas du syndrome de Coffin-Lowry qui est un trouble neurologique rare
caractérisé par un retard psychomoteur et de croissance, une dysmorphie faciale, des
anomalies digitales et des déformations squelettiques progressives chez les patients. Cette
pathologie est due a une mutation au niveau du géne RPS6KA3 (Ribosomal Protein S6 Kinase
A3) codant pour la protéine RSK2, qui, en condition physiologique, a la capacité de
phosphoryler la PLD1, qui, a son tour, hydrolyse la PtdCho en PA. Ainsi, lorsque la protéine
RSK2 est mutée, la PtdCho n’est plus hydrolysée en PA, entrainant une absence de PA, qui
serait a l'origine de I'absence de fusion des vésicules synaptiques avec la membrane plasmique

(Zeniou-Meyer et al., 2010).



Discussion

Ainsi, le role de la voie de sécrétion régulée est montré dans de nombreuses pathologies,
faisant intervenir différentes molécules a plusieurs niveaux de cette voie de sécrétion.
L'implication des molécules régissant la voie de sécrétion régulée dans différentes pathologies
ne cesse d’évoluer avec de nouvelles études tres régulieres montrant a quel point leur réle
dans les différents troubles doit étre important. Il est donc essentiel de comprendre les
différents mécanismes moléculaires impliqués dans la mise en place de la voie de sécrétion
régulée pour pouvoir comprendre au mieux le réle de ces différentes molécules et leurs liens

en conditions physiologiques et physiopathologiques pour permettre a terme une meilleure

prise en charge des patients.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La compréhension des mécanismes permettant la mise en place de la voie de sécrétion
régulée au sein des cellules neuroendocrines est essentielle pour appréhender I'origine des
dérégulations rencontrées dans un certain nombre de pathologies en lien avec un défaut de
la sécrétion hormonale. Dans ce contexte, mes travaux de these s’inscrivent dans un projet
visant a comprendre le role de la CgA et a identifier ses partenaires moléculaires dans le
controle de la sécrétion hormonale. En effet, mes travaux ont donc porté sur 2 axes de
recherche, le premier étant I'étude du réle du complexe acto-myosine 1b et le deuxieme
I’étude de 'interaction de la CgA avec les lipides de la membrane du TGN dans la formation

des GS, organites clés permettant la libération hormonale.

Dans mon équipe d’accueil, une étude a montré que I'expression de la CgA dans les cellules
non-endocrines COS7 est suffisante pour induire la formation de structures vésiculaires ayant
les caractéristiques de GS (Montéro-Hadjadje et al., 2009 ; Elias et al., 2012). L’analyse par
spéctrométrie de masse du protéome des granules formés suite a I'expression de la CgA a
permis d’identifier plusieurs protéines cytosoliques ayant ou non un role déja établi dans la
voie de sécrétion régulée des cellules neuroendocrines. Parmi les protéines au rble encore
inconnu, nous nous sommes intéressés a la myosine 1b et a I'actine au regard de leur
implication dans la formation de compartiments a partir de la membrane golgienne dans les
cellules non-endocrines Hela (Almeida et al., 2011). Nos travaux sur des cellules
neuroendocrines PC12 nous ont permis de mettre en évidence que le complexe acto-myosine
1b est impliqué dans les stades précoces de la granulogenése en participant au
bourgeonnement des GS. Des études complémentaires sont nécessaires pour établir les
mécanismes moléculaires permettant le recrutement du complexe acto-myolb a Ia

membrane du TGN pour initier le bourgeonnement et la formation des GS.

Le bourgeonnement des GS étant dépendant des réarrangements au niveau de la membrane
du TGN, le deuxieme axe de ma thése a porté sur I'étude de la capacité de la CgA a interagir
avec les lipides membranaires. Nous avons ainsi pu mettre en évidence une liaison privilégiée
de la CgA avec |'acide phosphatidique, qui s’est avérée essentielle au bourgeonnement des GS
contenant la CgA. De maniere intéressante, I'analyse par spectrométrie de masse du lipidome

des membranes granulaire et golgienne a révélé un enrichissement de la membrane des GS
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en acide phosphatidique. Bien qu'’il existe de nombreuses especes d’acide phosphatidique au
sein d’une cellule, la comparaison du lipidome des GS de cellules PC12 avec celui des GS des
cellules COS7-CgA a révélé une composition semblable. Ces résultats placent donc encore une
fois la CgA au coeur de I'acquisition de la compétence endocrine. Nous avons également
montré que I'inhibition de la production de PA entraine une diminution du nombre de GS ainsi
gu’une augmentation de la sécrétion basale de CgA, probablement liée a une fuite vers la voie
de sécrétion constitutive. Ainsi, ces résultats révelent que le PA est un lipide crucial dans
I'initiation du bourgeonnement des GS contenant la CgA et, par conséquent, dans la mise en
place de la voie de sécrétion régulée. La suite du projet, se concentre actuellement sur la

recherche du domaine d’interaction de la CgA avec le PA.

D’autre part, en collaboration avec I'équipe du Pr P.Y. Renard (CNRS UMR 6014, Mont-Saint-
Aignan), la CgA a été couplée a I'Alexa 488, afin de visualiser |'interaction entre la CgA et le PA
sur des modeles de liposomes géants (giant unilamellar vesicles ou GUVs). Ces modeles nous
permettront également de mesurer l'interaction entre le PA et la CgA—-Alexa 488 par
spectroscopie a corrélation de fluorescence (FCS), technique détectant les variations
d’intensité de fluorescence consécutives a I'interaction entre la CgA fluorescente et le PA au

niveau de la membrane des GUVs.

Afin d’étudier cette interaction a I’échelle de la membrane golgienne au sein de cellules
neurosécrétrices vivantes, il nous faut développer un PA qui s’insére a la membrane golgienne
et qui permette d'y mesurer 'interaction CgA-PA. Dans le cadre de la collaboration établie
avec les organo-chimistes de 'UMR 6014 CNRS COBRA (Mont-Saint-Aignan), des sondes PA
biocompatibles sont en cours de synthése. Les analogues des différentes espéces de PA
synthétisés seront caractérisés in vitro sur des GUVs a l'aide de protéines recombinantes
interagissant avec ces PA afin de tester I'efficacité et la biocompatibilité de ces sondes suite a
leur incorporation dans la cellule vivante. Ces sondes possedent une fonction azoture qui
permettra de greffer différents groupements. Le greffage de groupements fluorescents
permettra de vérifier la perméabilité cellulaire et la biodistribution de ces analogues de PA. Le
greffage de groupements photoactivables permettra, suite a une illumination ciblée, d’induire
des interactions covalentes entre les analogues de PA situés a la membrane golgienne et les
protéines avoisinantes. Ainsi nous pourrons déterminer par spectrométrie de masse si la CgA

fait partie des protéines intéragissant avec le PA.
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En parralléle, des analyses a I'aide d’un microscope a force atomique (AFM) de la formation
de microdomaines suite a I'interaction de la CgA avec le PA sont en cours. En effet, les GUVs
enrichis en PA permettront la formation de bicouches supportées sur lesquelles seront
analysés les effets de I'addition de CgA. La composition de la membrane des GUVs pourra
s’approcher de la composition de la membrane golgienne afin de renforcer la caractérisation

de l'interaction entre la CgA et le PA dans des conditions physiologiques.

Pour la suite du projet, en collaboration avec I'équipe du Dr Nicolas Vitale (UPR 3212 CNRS,
Strasbourg), il est envisagé par mon équipe d’accueil d’acquérir des souris possédant une
inactivation du géne PLD1 (knock-out). L’analyse des cellules de la médullosurrénale de ces
souris est envisagée afin de déterminer si I'absence de PLD1, et par conséquent I'absence de
PA généré par cette voie, ont des répercussions sur la localisation de la CgA dans ces cellules.
Les cellules chromaffines pourront étre mises en culture, afin d’étudier leur morphologie
subcellulaire ou encore de mesurer leur capacité sécrétoire. Il est également envisagé de
réaliser des xénogreffes de cellules PC12, cellules chromaffines tumorales, sur ces souris KO
PLD1, différentes études ayant montré que I'inactivation de PLD1 ainsi que le traitement avec
un inhibiteur pharmacologique de la PLD entrainent une diminution de la néovascularisation,
de la croissance des tumeurs ainsi que du développement métastatique suite a la xénogreffe
de cellules tumorales chez la souris (Chen et al., 2012 ; Kang et al., 2015). Le phénotype des
cellules tumorales pourra étre comparé avant et aprés traitement afin de déterminer si I'effet

de la PLD1 est médié par la régulation de la sécrétion neuroendocrine.

Cette these a contribué a la compréhension des mécanismes d’action de la CgA dans le
controle de la formation des granules de sécrétion. L’élucidation des mécanismes
moléculaires ainsi que de la chronologie des événements impliqués dans la mise en place de
la voie de sécrétion régulée dans un contexte physiologique et pathologique est un enjeu
important pour le développement de nouvelles cibles thérapeutiques pour la prise en charge
des patients atteints de troubles liés a la sécrétion hormonale, tels que les tumeurs
neuroendocrines, I'hypertension artérielle et des maladies métaboliques comme le diabete,

qui constituent des problemes de santé publique majeurs.
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