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Introduction

l. Déficience intellectuelle

1. Définition et prévalence de la déficience intellectuelle

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, la déficience intellectuelle se définit par «la
capacité sensiblement réduite de comprendre une information nouvelle ou complexe, et
d’apprendre et d’appliquer de nouvelles compétences (trouble de l'intelligence). Il s’ensuit une
aptitude diminuée a faire face a toute situation de maniére indépendante (trouble du
fonctionnement social), un phénomeéne qui commence avant I’adge adulte et exerce un effet durable
sur le développement. »

La déficience intellectuelle est caractérisée par un quotient intellectuel (Ql) inférieur a 70,
des aptitudes limitées dans au moins deux comportements adaptatifs (tels que la communication,
I'interaction sociale, les usages communs, la prise en charge/responsabilité de soi...) et doit étre
décelée au cours de I'enfance, avant 18 ans. La déficience intellectuelle est diagnostiquée suite a
I’évaluation du quotient intellectuel du patient, basée sur un test qui mesure ses performances
intellectuelles, appelé I'échelle d’intelligence de Wechsler. |l existe trois échelles adaptées chacune a
un age du développement intellectuel, dont deux pour les enfants : le WISC (Wechsler Intelligence
Scale for Children, ou I'échelle de Wechsler pour les enfants de 6 a 16 ans) et le WPPSI (Wechsler
Preschool and Primary Scale of Intelligence-R, I'échelle de Wechsler pour les enfants de 4 a 6,5 ans).

Jusque dans les années 2000, les patients étaient diagnostiqués « atteints de retard mental ».
Ce terme a été progressivement puis définitivement remplacé par « déficience intellectuelle »(Dl)
(Salvador-Carulla et al., 2008). Une des justifications a ce changement vient de ce que la DI ne peut
étre considérée comme une maladie puisque cela correspond a un groupe de signes cliniques
extrémement hétérogenes, aux étiologies multiples et multifactorielles, allant de causes génétiques a
des origines nutritionnelles, métaboliques, neurotoxiques ou infectieuses. L'expression la plus
appropriée serait déficience cognitive développementale, souvent remplacée par déficience
intellectuelle. En raison de l'importance de la prévalence de cette pathologie, des nécessités
d’assistance et de médication des patients tout au long de leur vie mais aussi de I'impact social et
émotionnel sur les patients et leurs familles, cette évolution a pris une tournure officielle, avec la
signature de la loi « Rosa» en 2010 par le président américain Barack Obama aux Etats-Unis
d’Amérique.

Cette pathologie affecte 1 a 3% de la population, avec une prévalence estimée de 0.3 a 0.5%
de déficience intellectuelle séveére et de 1 a 1.5% de retard mental léger (Bassani et al., 2013). Les
impacts sociétaux et les colts économiques de cette pathologie sont extrémement élevés
(Gustavsson et al., 2011).
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2. Classifications de la déficience intellectuelle

2.1. Evaluation du quotient intellectuel

La déficience intellectuelle est profonde lorsque le Ql est inférieur a 20, sévere lorsque le QI
est compris entre 20 et 34, modérée lorsque cette valeur est comprise entre 35 et 49, et légere
lorsque le Ql est compris entre 50 et 69. Communément, la déficience intellectuelle est dite sévere
lorsque le QI est inférieur a 50 et légeére lorsque le Ql est compris entre 50 et 70 (American
Psychiatric Association, 1994) (Figure 1).

IQ Score Distribution

34% 34%

Intellectual disability

0.2% 2.3%

profound
severe

moderate
mild

0.1%

55 70 85 100 115 130 145

Figure 1. Classification des déficiences intellectuelles en fonction du quotient intellectuel.

Courbe de répartition des Ql de la population.

2.2. C(Classification syndromique et non syndromique: une
classification remise en question mais bien utile

Devant I'hétérogénéité des cas cliniques et dans le but d’identifier les causes de cette
maladie, plusieurs classifications ont été proposées dans le début des années 90. Ainsi, la déficience
intellectuelle est dite syndromique lorsque le patient présente d’autres signes cliniques associés aux
défauts cognitifs, tels que des anomalies métaboliques ou bien des caractéristiques physiques. C’'est
par exemple le cas du syndrome de Coffin-Lowry, dii aux mutations du géne rsk2 codant pour la
kinase RSK2 présentant un dimorphisme caractéristique de la face et des mains (Hanauer & Young,
2002). Lorsque le seul signe clinique est le déficit cognitif, la déficience intellectuelle est dite « non-
syndromique » (Chelly & Mandel, 2001).

Cependant, cette distinction faite entre DI syndromique et non-syndromique est remise en
guestion et est peut-étre devenue obsoléte. En effet, des le début des années 2000, la communauté
scientifique explorant la génétique de la DI observa un continuum entre retard mental syndromique
et non syndromique lié aux mutations d’un méme géne. Nous pouvons citer comme exemple rsk2,
dont la plupart des mutations sont responsables du syndrome de Coffin-Lowry. Toutefois, il a été
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identifié une mutation faux sens responsable d’une forme non syndromique (Merienne et al., 1999).
Par ailleurs, les descriptions cliniques des patients s’améliorent grace au recours a des techniques
d’analyses non invasives, permettant de dégager des caractéristiques communes a des cohortes de
patients. Ainsi, les mutations du géne codant pour I'oligophrénine, initialement décrites pour étre
responsables d’'une forme non syndromique, sont souvent responsables d’une hypoplasie
cérébelleuse.

Bien que remise en question, cette classification reste a ce jour utilisée pour caractériser une
Dl impliquant un géne nouvellement identifié. L'intérét de disposer de cette classification est, en plus
d’aider les cliniciens a identifier les causes de la pathologie chez chaque patient, de contribuer
également a la compréhension des dysfonctionnements a I’origine de la pathologie, en ayant en ligne
de mire la mise en place de stratégies thérapeutiques. Ainsi, une question importante est de savoir
si, dans le cas des DI non syndromiques, les défauts cognitifs sont dus a un dysfonctionnement
neuronal ou bien sont la conséquence d’une anomalie liée a des perturbations au cours de
I'ontogenese du cerveau. Il est évident que la réponse a cette question aura des conséquences sur
les options thérapeutiques (Cf partie « 5. Perspectives de thérapies »).

3. Causes de la déficience intellectuelle

Les causes de la déficience intellectuelles sont multiples et hétérogenes.

3.1. Causes environnementales

Des causes non génétiques affectent le développement du systéme nerveux central au cours
du développement prénatal ou pendant la petite enfance. Les facteurs environnementaux
responsables de déficience intellectuelle les plus fréquemment rapportés sont la malnutrition de la
mere au cours de la grossesse, le syndrome d’alcoolisme foetal ou bien I'exposition a d’autres
substances toxiques au cours de la grossesse, la naissance prématurée, un poids faible a la naissance,
une hypoxie/anoxie périnatale ou encore une infection virale (par le cytomégalovirus au cours de la
grossesse ou par le virus de la méningite aprés la naissance) (Chelly & Mandel, 2001 ; Ropers, 2010 ;
van Bokhoven, 2011).

3.2. Causes génétiques

L’amélioration des techniques d’investigation génétique (Krumm et al, 2014) grace a I'analyse
des copies de nombre de genes par des techniques de puces a ADN, et au séquencgage a haut débit
des séquences codantes des génes (WES) ou des génes entiers (WGS), associée aux programmes
performants des traitements de données sont en train de provoquer une mini-révolution dans
I'identification des causes des maladies psychiatriques (Figure 2) et de diminuer le nombre de causes
non identifiées (Voir par exemple Gilisen et al., 2014). La technique de WGS reste encore I'une des
plus lourdes mais posséde le plus haut taux d’identification de I'étiologie des DI. De plus, cela permet
de mettre en évidence un certain nombre d’anomalies dans les séquences non codantes, a savoir les
promoteurs, les introns et les régions non codantes en général, sans toutefois pouvoir affirmer leur
implication dans la pathologie.
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Conclusive cause No cause

12% 27% 42%

< A

Array WES WGS
n=1,489 n=100 n =50

Figure 2. Les techniques d’analyse génomique.

Puces a ADN : Array, séquencage de I'exome : WES ; séqueng¢age du génome : WGS sont en
train de faire diminuer le nombre de cas non identifiés de DI sévére. D’apreés Gilisen et al., 2014.

Les principales causes génétiques de DI sont :
Des anomalies ou aberrations chromosomiques a 'origine de 1 cas sur 7 (environ 15%) de DI
sévere. (Leonard H & Wen X, 2002).

L’aneuploidie : Le syndrome de Down ou trisomie 21 est la pathologie la plus fréquente (1 cas
sur 1000 naissances) et connue d’aneuploidie chromosomique associée a une DI. Ces aberrations du
nombre de chromosomes sont directement identifiables par établissement du caryotype ou par la
technique d’hybridation in situ en fluorescence (FISH = Fluorescent /n Situ Hybridization).

Les réarrangements de régions télomériques des autosomes touchent 2.5% des patients
atteints de DI et sont aussi détectables par la technique de FISH.

Les variations du nombre de copies (copy number variants or variations, CNV) d’un
géne consistent en des microdélétions ou des microduplications de génes. Ces variations du nombre
de copies ont une prévalence équivalente a celle des aberrations chromosomiques cytogénétiques
visibles, et concernent environ 15% des patients atteints de déficience intellectuelle (Ropers 2007,
2008, 2010). Les CNV sont identifiables par la méthode de I'hybridation génomique comparative
(array-based comparative genomic hybridization ou array CGH) et peuvent étre a l'origine des
microdélétions, comme c’est le cas pour les syndromes de Prader-Willi, d’Angelman, du syndrome de
Williams-Beuren (microdélétion dans le chromosome 7 impliquant la région comprenant le géne
codant pour la LimK1 kinase régulée par les kinases PAK), du syndrome de Smith-Magenis (délétion
du géne RA1). Les changements d’'une base ou de quelques bases dans la séquence codante des
génes et quelque fois dans des séquences introniques ou régulatrices sont aussi responsables d’'une
proportion importante de DI. Ainsi, dans le cas de I'analyse de 50 DI séveres, environ 35 % sont dus a
des SNV (Small Nucleotide Variant) alors que 25% sont dus a des CNV (Cf. Figure 3).
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3.2.1. La découverte de I'importance quantitative des mutations de novo
provoque une révolution conceptuelle

En 2011, environ 450 génes responsables de déficience intellectuelle avaient été identifiés
dont 400 a l'origine de DI syndromique et 50 associés a des DI non syndromiques (van Bokhoven,
2011). La plupart de ces mutations ont une trées faible prévalence et leurs phénotypes sont souvent
impossibles a distinguer les uns des autres. Une estimation actuelle propose que ces 400 génes
puissent représenter moins de la moitié de tous les genes impliqués dans la DI.

Comme nous venons de I'écrire, les nouvelles méthodes de séquencage a haut débit
permettent d’identifier de nouveaux genes associés a la DI. Ainsi en 2009, le séquencgage des exons
codants du chromosome X de 208 patients atteints de DI permit d’identifier neuf nouveaux génes
impliqués dans cette pathologie, dont Cask et la synaptophysine (Tarpey et al., 2009). Un nouveau
concept est la relativement haute fréquence des mutations de novo responsables de DI (Vissers et
al.,, 2010 ; Hamdan et al., 2011 ; Gilisen et al., 2014) (Figure 3). Le taux de mutation par génération
est relativement élevé chez ’homme. Ainsi, en séquencant I'exome de dix patients, ces auteurs ont
mis en évidence 9 mutations de novo, dont six sont trés probablement responsables de la pathologie.
Les mutations de novo semblent étre responsables d’un nombre trés élevé de DI, un phénoméne
sous-estimé jusqu’alors.

Une analyse récente par whole genomic sequencing de 50 patients présentant un retard
mental sévere et pour lesquels les analyses génétiques classiques et extensives n’avaient pas permis
d’identifier les causes apportent plusieurs informations intéressantes (Gilissen et al., 2014). Celles-ci
concernent I'importance quantitative des mutations de novo affectant les régions codantes qui
atteignent 60% des patients analysés contre 2% pour les formes héréditaires (Figure 3). Une autre
information est l'identification réitérée a relativement haute fréquence des génes déja connus ainsi
gue la mise en évidence de I'expression en mosaique des alleles mutés rendant I'analyse encore plus
complexe.

Conclusive dominant de novo cause (60%)
Conclusive inherited cause (2%)
No cause (38%)

Figure 3. Les mutations de novo
représentent 60% des cas de DI séveres.

. SNV
D’apres Gilisen et al., 2014.

CNV




Introduction

Une autre approche, par technique de puces a ADN, a consisté a identifier, chez des
déficients intellectuels de familles hautement consanguines en Iran, des zones génomiques de
chromosomes autosomaux, puis séquencer les exomes incriminés (Najmabadi et al., 2011). Ceci leur
permit d’analyser 136 familles, d’identifier des mutations dans 23 genes déja connus pour étre
impliqués dans la DI et surtout d’identifier 50 nouveaux génes dont les mutations sont tres
probablement responsables de la DI. Des approches similaires en choisissant des patients atteints de
formes séveres (de Ligt et al., 2012) ont permis d’identifier de nouveaux génes. Ces approches sont
toujours en cours, avec une attention particuliere sur des sélections de cohortes de patients avec des
diagnostics cliniques de plus en plus précis.

3.2.2. Mutations monogéniques et phénotypes complexes

Une autre observation émerge progressivement grace a lidentification de nombreuses
mutations monogéniques impliquées dans les maladies neurologiques ; elle concerne I'extréme
diversité phénotypique associée aux mutations d’'un méme gene, voire parfois au sein d’'une méme
fratrie. Il n’est donc pas rare de décrire des maladies pouvant ou non comprendre de I'épilepsie, de
la déficience intellectuelle, de I'autisme (Voir par exemple la revue de Merwick et al., 2012). Il y a
plusieurs explications possibles.

Les mutations peuvent induire des pertes de fonction par absence de la protéine codée par le
géne. Les mutations non-sens et un certain nombre de mutations affectant les sites régulateurs
d’épissage générent des protéines tronquées ayant perdu leur fonction. Dans le cas des mutations
faux sens, la protéine tronquée peut-étre détruite au cours de la synthése grace a un systéme
sophistiqué de contrdle de la traduction, le Non sens RNA decay NMD (Eberle & Visa, 2014). Ces
mutations conduisent donc a l'absence de la protéine. Inversement, des mutations faux-sens
peuvent étre responsables d’une perte de fonction et permettre la traduction d’une protéine stable
non fonctionnelle. Cette protéine, en plus de ne pouvoir accomplir ses fonctions, peut titrer ses
régulateurs et effecteurs par la formation de complexes protéine/protéine, et donc avoir des
interférences avec les voies de signalisation de ces protéines associées : cette mutation peut de ce
fait avoir des effets de dominant négatif. Enfin, les mutations ponctuelles faux-sens peuvent modifier
la nature des partenaires et induire ainsi un changement de voie de signalisation. Cette description
s’applique parfaitement au cas de la kinase PAK3 (cf. Tableau 1). La premiére description montrait
gue la mutation du gene n’induisait que des altérations des fonctions cognitives, indiquant que le
géne pak3 appartient aux groupes des DI non syndromiques (Allen et al.,, 1998 ; Bienvenu et al.,
2000). Plus tard, Peippo et collegues (2006) mettent en évidence d’autres signes cliniques et
proposent qu’il soit défini comme syndromique. Plus récemment, la description de la sixieme
mutation |étale a I'adolescence nous oblige a repenser ces caractérisations (Magini et al., 2014).
Enfin, il est évident que I'expression phénotypique des mutations monogéniques est dépendante du
contexte génétique dans lequel elle se trouve, ainsi que de I'existence de polymorphisme génétique
au niveau d’autres génes (GWAS, SNP, etc).

3.2.3. Mutations autosomales

Les déficiences intellectuelles autosomiques sont classées en fonction du caractére dominant
ou récessif de la mutation et sont liées a des mutations de génes portés par des autosomes (Ropers,
2008 et 2010 ; Afroze & Chaudry, 2013). La DI autosomique dominante (autosomal dominant ID =
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ADID) est le plus souvent due a des mutations qui apparaissent spontanément et qui ne seront que
rarement transmises, les patients n’ayant pas d’enfant. C'est notamment le cas des genes SYNGAP1
et STXBP1. Le géne SYNGAP1 code pour une GTPase activating de Ras (GAP) qui régule I'activation
des MAP kinases ERK et p38, contrélant ainsi I'insertion des récepteurs AMPA a la membrane de la
synapse et la régulation du cytosquelette d’actine par modulation de la phosphorylation de la
cofiline. Trois mutations de novo ont été identifiées comme étant la cause de retard mental non
syndromique autosomal (Hamdan et al., 2009). Le gene STXBP1 code pour un régulateur de la fusion
des vésicules synaptiques a la membrane présynaptique impliquant les complexes SNARES et
permettant le relargage des neurotransmetteurs. En 2009, deux mutations spontanées ont été
identifiées chez des patients atteints de retard mental sévere et d’épilepsie (Hamdan et al., 2009). En
revanche, peu de données sont connues concernant les déficiences intellectuelles autosomiques
récessives (ARID= autosomal recessive ID), et I'’émergence de ces cas de retard mental est le plus
largement observée dans les pays en développement (du Maroc a I'inde) au sein de familles
consanguines. A ce jour, une dizaine de géenes portés par des autosomes a été identifiée comme
étant impliquée dans le développement de déficience intellectuelle non syndromique autosomale,
dont le premier, PRSS12, fut mis en évidence en 2002 par Molinari et collegues (Molinari et al. 2002 ;
Afroze & Chaudry, 2013).

3.2.4. Mutations liées au chromosome X

La déficience intellectuelle liée a une ou des mutations de genes portés par le chromosome X
(nommée déficience intellectuelle liée a I’X= DILX ou X-Linked Intellectual Disability= XLID) concerne
5 a 10% des cas de DI chez 'Homme (Lubs et al., 2012) (ou 10% a 12% selon Ropers, 2010). Les
mutations responsables de retard mental lié a I’X sont localisées dans 102 génes de ce chromosome.
Les mutations de ces 102 génes sont a I'origine de 81 des 160 déficiences syndromiques connues et
de 50 retards mentaux non syndromiques. La déficience intellectuelle liée a I’X fut la premiere
identifiée et est la plus étudiée car les généticiens ont d’abord constaté que cette pathologie
affectait un plus grand nombre d’hommes que de femmes et que les mémes signes cliniques étaient
observés au sein d’'une méme famille, laissant supposer que la pathologie ségrégeait en suivant la
distribution du chromosome X (Figure 4) (Lubs et al., 2012). On peut se poser la question de savoir si
la totalité des genes du chromosome X impliqués dans la DI ont été identifiés. Par exemple, une
étude finnoise analysant des patients males met en évidence des génes déja identifiés mais avec de
nouvelles mutations (Philips et al., 2014).
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Figure 4. Localisation des génes de DI sur le chromosome X.

D’apres Lubs et al., 2012.

Il faut aussi noter que 25 a 40% des cas de déficience intellectuelle sévere et certains cas de
retard mental léger restent encore inexpliqués et sont probablement dus a une combinaison de
facteurs environnementaux et génétiques (Chelly & Mandel, 2001 ; Ropers, 2010).

4. Mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans les
déficits cognitifs

Le tres grand nombre de génes associés a des DI rend extrémement difficile de réaliser une
revue extensive des mécanismes moléculaires et cellulaires mis en jeu dans la physiopathologie
neuronale. Dans les années 90 semblaient se dégager quelques voies centrales de signalisation
comme celles des Rho-GTPases. Aujourd’hui, on peut proposer que toutes les grandes fonctions
cellulaires sont impliquées : la régulation génique et épigénétique de I'expression des genes, les
différentes étapes de la maturation des ARN et celles de leur stabilisation et dégradation, les
modifications post-traductionnelles des protéines, les localisations subcellulaires de ces derniéres
dans des complexes aux stoechiométries régulées mais aussi dans des assemblages moléculaires
structurant les épines dendritiques ou les zones synaptiques, etc. Toutefois, les constituants
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synaptiques via la régulation de leur expression et de leur activité semblent étre au centre des
mécanismes dysfonctionnant dans la DI. On peut inclure dans cette catégorie les récepteurs, les
complexes d’assemblage et de structuration de la synapse impliquant un tres grand nombre de
protéines (par exemple au sein des complexes associés aux récepteurs NMDA), les mégacomplexes
constituant les densités post-synaptiques, les protéines du cytosquelette d’actine, sans oublier celles
impliquées dans I'endocytose et I'exocytose. Ces données placent logiguement récepteurs aux
neurotransmetteurs et dynamique des épines dendritiques au centre de la problématique de la
physiopathologie synaptique. Néanmoins, certaines protéines régulant le cycle cellulaire sont aussi
impliquées dans la DI soulignant le rapport complexe entre cycle cellulaire et plasticité neuronale.

4.1. Meécanismes moléculaires

Les protéines codées par les nombreux génes responsables de déficience intellectuelle liée a
I’X sont impliquées dans quasiment toutes les fonctions de la physiologie cellulaire. 22% de ces génes
sont impliqués dans la régulation de la transcription, 19% dans des voies de transduction du signal,
15% participent au métabolisme et 15% sont impliqués dans des fonctions associées a la membrane.
Les mutations des protéines du cytosquelette, la traduction des ARN, les mécanismes de réparation
et réplication de I’ADN, la synthése des protéines et leur ubiquitination ainsi que la régulation du
cycle cellulaire mais aussi I'adhésion, concernent une minorité de génes du chromosome X (environ 3
a 5% pour chacun d’entre eux). De plus, les protéines codées par les génes de déficience
intellectuelle liée a I’X se localisent en grande partie dans le noyau (30%) et le cytoplasme (28%) ; les
membranes et les organites intracellulaires constituent les deux autres localisations subcellulaires
majeures de ces protéines (respectivement 18 et 16%) (Lubs et al., 2012).

Un autre aspect de la signalisation est que ce sont des complexes multiprotéiques qui
constituent le support de la plasticité synaptique, au sein des densités synaptiques par exemple. Des
mutations affectant la stoechiométrie de ces édifices ou la dynamique de ces assemblages auront
donc vraisemblablement un impact sur la plasticité synaptique (Ropers, 2010).

Les génes de déficience intellectuelle convergent vers des voies de signalisation centrales
impliquées dans la plasticité synaptique. Historiguement, les premiers genes identifiés étaient
localisés sur le chromosome X, bien évidemment pour des raisons de ségrégation avec un indicateur
de sex-ratio et de facilité a identifier des genes mutés sur un chromosome donné. Ceci avait conduit
certains chercheurs a s’interroger sur I'enrichissement de genes de RM sur ce chromosome, alors
gu’il est possible que cela ne soit qu’un biais lié a la nature du chromosome sexuel. Le méme biais
concerne les voies de signalisation. Historiquement, I'identification de premiers génes des formes
non syndromiques soulignait I'implication de la voie des Rho-GTPases contrélant le cytosquelette
d’actine (Chelly & Mandel, 2001 ; Ramakers, 2002). Actuellement nous pouvons affirmer que toutes
les grandes voies de signalisation semblent pouvoir étre impliquées par les génes de DI. Néanmoins,
la grande majorité des génes impliqués dans la DI contrdle la fonction synaptique ou la dynamique
des épines dendritiques (Humeau et al., 2009 ; Verpelli & Sala, 2012).

Vu I'étendue du sujet, nous décrirons brievement quelques voies de signalisation ayant un
rapport avec la voie des p21-activated kinases.
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4.1.1. La synapse et les densités post-synaptiques

De maniere étonnante, le géne codant pour la PSD95 n’a pas été trouvé associé a de la DI.
Par contre, le géne DLG3 codant pour I'isoforme SAP102 a été identifié dans plusieurs cas de DI. Il en
est de méme pour les genes de la famille Shank, dont plusieurs membres de cette famille ont été
trouvés associés a de la DI et des formes d’autisme (revue de Verpelli & Sala, 2012). Enfin, et de
maniére non exclusive, on peut dire que généralement, les genes DI participent a la régulation de la
transmission synaptique dépendante de l'activité neuronale c’est-a-dire de la plasticité synaptique
(Vaillend et al.,, 2008). Les PAK sont reliées aux densités synaptiques principalement via leur
complexe impliquant les protéines PIX et GIT, PIX étant un partenaire de Shank. Des auteurs ont
systématiquement séquencé 197 geénes impliqués dans les complexes protéiques associés aux
récepteurs métabotropiques mGIuR5 (52 protéines) et ionotropiques NMDA (185 protéines) chez des
patients atteints de DI et ont identifié des mutations de novo dans 11% de ces génes (Hamdan et al.,
2011). Ces mutations affectent les génes codant pour les récepteurs mais aussi pour les régulateurs
du trafic des récepteurs AMPA. De maniere intéressante, certains de ces genes sont aussi impliqués
dans d’autres maladies psychiatriques et contrélent les mémes voies de signalisation synaptique
(Penzes et al., 2013).

4.1.2. La voie des MAP kinases ERK

De trés nombreux travaux démontrent le réle des MAP kinases ERK dans la régulation de la
plasticité synaptique. La premiére évidence de l'implication de ERK dans des mécanismes de
mémorisation date de 1998, avec des expériences de conditionnement par crainte réalisées chez le
rat. La période d’apprentissage s’accompagne d’'une augmentation de la phosphorylation de ERK2,
principalement dans I'hippocampe. L'utilisation d’inhibiteurs de I'activation des ERK conduit a
I"absence de I'apparition de cette mémoire. Depuis, I'implication de ERK a pu étre mise en évidence
dans d’autres types de mémoire, comme la mémoire spatiale (test de Morris). De maniere
concomitante, on montrait dans des cultures de neurones que les stimulations glutamatergiques
activaient les MAPK ERK. On considére a I'heure actuelle que le module Ras/ERK est I'une des
principales voies de signalisation impliquées dans la plasticité synaptique.

L'activité synaptique liée a I'activité des réseaux neuronaux induit une dépolarisation de la
membrane responsable de I'augmentation intracellulaire des influx calciques transitoires. Ceux-ci
sont décodés en fonction de leur source et de leur intensité par plusieurs senseurs protéiques
sensibles a la concentration du calcium intracellulaire. Les signaux calciques sont propagés depuis le
site de leur production dans le cytoplasme vers le noyau afin d'activer la machinerie
transcriptionnelle. En plus de la propagation du signal calcique par augmentations transitoires
calciques nucléaires, plusieurs voies prennent le relais. Les ERK sont au centre de cette voie
principalement via les nombreux facteurs d’échange régulés par le calcium. L’activation en cascade
des ERK permet leur translocation nucléaire. Les ERK nucléaires activées catalysent I'activation de
nombreux facteurs de transcription, mais régulent également la structure active de la chromatine et
la perméabilité des membranes nucléaires (Wiegert & Bading, 2011).

Plusieurs DI impliquent des genes associés a cette cascade. Nous citerons une GAP de Ras et
une kinase effectrice des ERK pour lesquelles les mutations sont responsables de syndromes cognitifs
séveres.
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La neurofibromatose de type 1 (NF1), ou maladie de Recklinghausen, est I'une des maladies
génétiques les plus fréquentes : elle touche de 1/3000 a 1/4000 individus. C'est une affection
autosomique (ou autosomale) dominante et sa pénétrance est quasi-compléte a I'dge de 5 ans. Le
géne NF1, responsable de la maladie, est localisé sur le bras long du chromosome 17 en 17q11.2. |l
s'agit d'un géne suppresseur de tumeur de grande taille (350 Kb - 60 exons) codant pour une
protéine cytoplasmique, la neurofibromine, qui possede une activité GAP de Ras. Les mutations
germinales déléteres sont réparties sur I'ensemble du géne et généralement spécifiques de chaque
famille. La fréquence des néo-mutations est particulierement élevée et prés de la moitié des patients
NF1 sont des cas sporadiques. La NF1 est caractérisée par une tres grande variabilité de son
expression clinique que I'on retrouve également au sein d'une méme famille : taches café au lait,
neurofibromes cutanés, neurofibrome plexiforme, hamartomes iriens, Iésion squelettique spécifique
(dysplasie du sphénoide, amincissement de la corticale des os longs, pseudarthrose), gliome des
voies optiques. La grande variabilité de I'expression clinique, les risques tumoraux et I'évolution
totalement imprévisible de la maladie imposent un suivi régulier des sujets atteints.

Rsk2 et le syndrome de Coffin-Lowry. Les mutations du géne RPS6KA3 (Ribosomal Protein S6
Kinase polypeptide 3) qui code pour la protéine RSK2 sont responsables du syndrome de Coffin-
Lowry (Trivier et al., 1996). Actuellement, plus de 140 mutations ont été identifiées et 80% d’entre
elles sont des mutations de novo (Jurkiewicz et al., 2010). Ces mutations sont distribuées tout le long
de la séquence et la plupart générent des protéines tronquées et inactives (Zeniou et al., 2004 ; Falco
et al., 2005). Chez les garcons, le déficit intellectuel est de modéré a sévere et s’"accompagne d’une
petite taille, de modifications du squelette au cours de la croissance (scolioses...), de mains larges et
molles, de doigts longs et pointus, de dimorphismes faciaux, de dents irrégulieres ou manquantes. Il
existe une grande variété phénotypique, sans qu’il soit facile de corréler la sévérité de la pathologie a
la nature de la mutation (Merienne et al., 1999 ; Hanauer & Young, 2002 ; Field et al., 2006). Ainsi il y
a des cas de microcéphalies et d’anomalies cardiaques. Chez les filles, le déficit intellectuel est léger,
voire absent et accompagné d’un visage large et de doigts pointus. Des cas plus rares ont révélé des
déficits intellectuels plus graves et des malformations squelettiques, faciales et des mains (Hanauer
and Young, 2002). L'hétérogénéité des symptomes rend I'évaluation de la prévalence de cette
maladie difficile mais elle est estimée entre 1/50 000 et 1/100 000 individus. Rsk2 appartient a une
famille de quatre genes codant pour les protéines RSK1 a 4 qui présentent une forte identité de
séquence de 75 a 80% (Romeo et al., 2012). Les protéines, d’environ 750 acides aminés, contiennent
deux domaines kinases non identiques partageant des caractéristiques structurales avec les kinases
du groupe AGC pour le domaine kinase N-terminal, et avec la CaM Kinase Il et 'AMPK pour le
domaine C-terminal. Le domaine kinase C-ter est activé par la voie des MAP kinases ERK, et une fois
activé, permet I'activation du domaine C-ter qui phosphoryle une série de substrats. Le domaine C-
ter n’aurait pas d’autre substrat que cette phosphorylation en cis. La phosphorylation de RSK2 lui
permet alors d’étre transloquée dans le noyau ou elle activera le complexe de transcription SRF et
peut-étre CREB. La voie de signalisation induisant cette derniére phosphorylation est d’ailleurs
altérée chez les souris KO RPS6KA3 (Schneider et al., 2011). Les principaux substrats de RSK2 sont des
facteurs de transcription comme Elk, ATF4, CREB, soulignant la fonction de RSK dans la régulation de
la transcription et dans I'activation de nombreux programmes géniques (Romeo et al., 2012). RSK2
possede aussi des substrats cytoplasmiques. Ainsi la régulation de la Phospholipase D1 par RSK2 est
impliquée dans la pousse neuritique (Ammar et al., 2013). Les protéines RSK jouent un réle dans des
fonctions diverses telles que la prolifération ou la différentiation cellulaire, la réponse au stress
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cellulaire ou I'apoptose (Blenis, 1993). RSK2 est aussi impliquée dans la régulation de la voie ERK
(Schneider et al.,, 2011). Enfin les souris KO RPS6KA3 présentent des défauts de neurogenése
embryonnaire. Ainsi, il est possible qu’une partie des symptomes observés chez les patients Coffin-
Lowry soit due a un probléeme de différenciation des précurseurs neuronaux au cours du
développement (Dugani et al., 2010). Enfin, les souris invalidées pour ce gene présentent des
anomalies structurales de la morphologie des épines dendritiques, des défauts de transmission
synaptique et des déficits dans certains tests cognitifs et de mémoire, tel qu'un défaut de
consolidation de la mémoire spatiale a long terme et dans certains tests comportementaux de peur
(Poirier et al., 2007 ; Morice et al., 2013).

Les kinases PAK sont des régulateurs de la cascade des MAP kinases ERK, soit en
phosphorylant la MEK, soit en phosphorylant la protéine Rafl au niveau de la sérine 338, un de ses
sites majeurs de régulation. L'implication de la voie PAK/ERK dans la plasticité n’a toutefois pas été
décrite.

4.1.3. Rho-GTPases, dynamiques des épines dendritiques et DI

Les GTPases de la famille Rho/Rac/Cdc42 sont au centre de nombreux processus biologiques
comprenant l'organisation du cytosquelette, I'adhésion cellulaire, la migration cellulaire, le trafic
membranaire, la polarité cellulaire et aussi des fonctions associées a des états de différenciation
comme la neuritogéneése (Cf. partie Introduction Ill). Elles participent également a la progression a
travers le cycle cellulaire et a la régulation de I’expression génique.

Les protéines Rho (pour Ras homology) ont été découvertes par hasard lors d'un clonage
chez I'Aplysie en 1987. Depuis de nombreux genes ont été caractérisés chez les mammiferes. A la
différence de Ras, ces protéines ne sont pas systématiquement et constitutivement membranaires.
Certaines le sont, d'autres sont principalement cytoplasmiques ; I'une, RhoB est localisée sur les
endosomes et Cdc42 sur le réticulum endoplasmique. Mais leur localisation peut dépendre de leur
interaction avec d'autres protéines comme les GDI, et cette localisation peut étre régulée au cours du
cycle des GTPases. La particularité de ces GDI est d’'une part, de maintenir sous forme GDP le
complexe, d’autre part, de solubiliser la GTPase. Les régulateurs de ces GTPases sont des facteurs
d’échange de la famille Dbl et des GTPase Activating Proteins de la famille RhoGAP. La situation
devient extrémement complexe dans la mesure ou il est décrit 3 GDI (GDP Dissociation Inhibitor), 8
effecteurs, 10 GAP (GTPase Activating Protein) et plus de 20 GEF (Guanine Exchange Factor). Ces GEF
possédent des caractéristiques communes, en particulier un domaine homologue a celui de DBL
(DH), responsable de I'activité facteur d'échange, associé a un domaine PH impliqué dans les
interactions avec certains lipides.

Il existe une confusion sur leur fonctionnement biologique. En effet, il est encore trop
souvent considéré que les Rho-GTPases seraient des interrupteurs dans les voies de signalisation
comme cela a été décrit pour Ras. Or, il y a de plus en plus d’arguments démontrant que pour la
plupart des Rho-GTPases, leur fonction dépend principalement de leur capacité a cycler d’'une forme
liée au GDP a une forme liée au GTP, souvent associées a des protéines différentes et localisées dans
des compartiments subcellulaires différents. Les caractéristiques de signalisation vont donc
dépendre, pour chacune des GTPases de cette famille, bien évidemment de leur régulateur
spécifique GAP, GEF et GDI, mais aussi de leur propriété GTPasique intrinséque trés variable. En
corollaire, les effecteurs de protéines dont la demi-vie sous forme active est plus longue resteront
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plus longtemps activés. Ce theme sera repris dans la discussion pour comprendre |'effet de la
mutation R67C de PAK3.

Ces protéines sont donc impliquées dans le contréle de la dynamique du cytosquelette.
Schématiquement, on peut dire que Rho contréle I'assemblage des cables d’actine ainsi que la
formation des plaques d’adhésion, que Rac régule la formation des lamellipodes alors que Cdc42
controle celle des filopodes. Les différentes GTPases de cette famille RRC sont reliées entre elles et
hiérarchisées : Cdc42 conduit a I'activation de Rac qui elle-méme entraine celle de Rho (Nobes & Hall,
1995). Le cytosquelette d’actine régule la forme des épines. Son implication dans les mécanismes de
la plasticité a été mis en évidence suite a l'identification de plusieurs genes impliqués dans le retard
mental et contrélant I'état de polymérisation de I'actine (revue de Van Galen et Ramakers, 2005)
(Figure 5). Ce sont les génes de la kinase p21-activated kinase 3 (PAK3), de I'oligophrénine OPHN1 et
de aPIX aussi appelé ARHGEF6. aPIX code pour un facteur d’échange activateur des GTPases Rac et
Cdc42 ; OPHN1 code pour une GAP désactivatrice des GTPases de la famille Rho/Rac/Cdc42 et PAK3
est une sérine/thréonine kinase effectrice des GTPases Rac et Cdc42. Ainsi les GAP et les GEF
régulent les GTPases de la famille Rac et Cdc42, celles-ci activent les kinases PAK, qui régulent les LIM
kinases, elles-mémes controlant I'état de phosphorylation de la cofiline, une petite protéine qui joue
un role clé dans la polymérisation de I’actine.
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Figure 5. Role des Rho-GTPases dans la régulation du cytosquelette d’actine et la
dynamique des épines dendritiques.

Les Rho-GTPases contrélent le cytosquelette d’actine dans les épines dendritiques mais aussi
dans la zone active. Les mutations DI affectent leurs régulateurs et effecteurs (adaptée Ba et. 2013).

Si initialement, on pensait que ces GTPases ne contrélaient que I'état du cytosquelette, il est
maintenant évident que ces GTPases participent aussi au contréle de la prolifération cellulaire,
I'altération de cette fonction pouvant alors conduire au phénotype transformé des cellules. En effet,
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plusieurs oncogénes se sont révélés étre des facteurs d’échange de ces protéines Rho comme Vav,
Dbl et Tiam. Dans certains systémes expérimentaux, I'expression de formes constitutivement actives
de Rac (V12) suffit pour induire la transformation cellulaire. De plus, Rho et Rac sont indispensables
pour I'obtention d’'un phénotype completement transformé par Ras. En effet, I'expression de formes
constitutivement inactives (N17) inhibe cette transformation induite par Ras. Ceci place donc Rho et
Rac en aval de Ras et sur des voies différentes de la cascade des MAP kinases ERK. Ces protéines sont
ainsi a la croisée de la morphologie cellulaire et du contréle de la prolifération cellulaire.

Nous décrirons quelques génes dont les mutations sont impliquées dans la DI :

Une GAP des Rho-GTPases : L'oligophrénine OPHN1 est une GAP des RhoA-GTPases. Le gene
OPHN1 qui code pour cette protéine fut le premier géne qui, associé a des défauts de signalisation
des voies des Rho-GTPases, a été reconnu impliqué dans la déficience intellectuelle. Les patients
atteints de mutations du géne OPHN1 développent un retard mental syndromique associé a des
anomalies du cervelet (le phénotype le plus récurrent étant I’hypoplasie) résultant dans chaque cas
pathologique d’une perte de fonction de la protéine (Ba et al., 2013). En 2004, Govek et collegues ont
montré que chez la souris, le knock-down de OPHN1 aboutissait a une diminution de la longueur des
épines dendritiques des neurones pyramidaux du CA1 de I'hippocampe. De plus, ils ont montré que
OPHN1 régule négativement la voie de signalisation des Rho-GTPases au cours de I'établissement de
I’épine dendritique. Enfin, cette étude a aussi mis en évidence l'interaction de OPHN1 avec HOMER,
une protéine impliquée dans la formation des épines dendritiques mais aussi dans la transmission
synaptique. (Govek et al., 2004, Nature). Une autre étude a montré que la régulation par OPHN1 de
la voie de signalisation des Rho-GTPases est dépendante de I'activité des récepteurs NMDA qui
favorise la localisation de OPHN1 dans I'épine dendritique et ainsi son interaction avec les récepteurs
AMPA. De cette maniére, OPHN1 stabilise les récepteurs AMPA a la membrane de la synapse
permettant ainsi la maturation de la synapse glutamatergique et la plasticité synaptique (Nadif Kasri
et al., 2009).

Le facteur d’échange aPIX : Les facteurs d’échange a-PIX et B-PIX (PAK-interacting exchange
factor aussi initialement appelé COOL), codés par les génes ARHGEF6 et ARHGEF7 respectivement,
possédent une activité guanine exchange facteur (GEF) spécifique des GTPases de la famille Rac et
Cdc42. La situation est en fait trés complexe puisqu’il existe plusieurs variants d’épissage pour B-PIX,
qgue PIX forme des dimeres qui n‘ont pas tous la méme spécificité vis-a-vis des GTPases et que
certaines phosphorylations modifient aussi la spécificité des GEF vis-a-vis des GTPases. Les PIX
forment des complexes trés stables avec la protéine GIT (G-protein coupled receptor kinase 2
interacting protein appelée aussi PNK). GIT posséde une activité GAP vis-a-vis de ARF impliquée dans
le trafic membranaire et dans la spinogenése (Menon et al., 2010). Les complexes PIX/GIT jouent un
role fondamental dans la régulation dynamique de la forme et des mouvements cellulaires (Frank &
Hansen, 2008). Le recrutement de GIT1 par PIX se fait grdce a une région CBD (Cat/Git Binding
Domain) présente dans toutes les isoformes de PIX. B-PIX comprend quatre variants d’épissage,
possédant tous une région T1 de 18 acides aminés responsable de I'inhibition des kinases de la
famille PAK (Feng et al, 2002). a-PIX, quant a elle, peut se trouver sous forme monomeérique ou elle
joue le role de GEF a la fois pour Rac et Cdc42. En revanche, sous sa forme dimérique, a-PIX
reconnait spécifiquement GDP-Rac (Feng et al., 2004). Par ailleurs, a-PIX contient une séquence
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favorisant I’activation des kinases PAK. Une mutation de a-PIX/ARHGEF6 a été mise en évidence dans
le premier exon de la séquence, chez des patients issus d’une famille atteinte de déficit intellectuel
accompagné de dysmorphisme et d’une perte d’audition. Cette mutation induit un épissage
alternatif aberrant de I'exon 2 et affecte le domaine d’homologie a la calponine. Cette anomalie a
pour conséquence de réduire l'interaction de a-PIX avec les filaments d’actine (Kutsche et al., 2000).
Les PIX interagissent fortement avec les kinases PAK via leur domaine SH3. Ces interactions sont
fortes et sont impliquées dans les nombreuses fonctions de PAK. Toutefois le réle d’a-PIX vis-a-vis
des PAK est peu documenté.

Une protéine d’échafaudage : CNK2 est une protéine d’échafaudage de la densité post-
synaptique des épines dendritiques (Yao et al., 2000 ; Ohtakara et al., 2002) impliquée dans la
stimulation de la voie de signalisation des MAPK (mitogen-activated protein kinase) (Roy et al., 2002).
Le géne codant pour cette protéine est localisé sur le chromosome X et il est tres fortement exprimé
dans le cerveau et plus particulierement dans I'hippocampe. CNK2 a été impliquée dans un cas de
déficience intellectuelle non syndromique (délétion des exons 1 a 15) (Houge et al., 2012). De plus, il
a été récemment montré que CNK2 permet la formation d’un complexe multi-protéique de
régulation de I'activité des Rho-GTPases Racl/Cdc42 incluant Racl, a-PIX, B-PIX, GIT1, PAK3 et Vilse
(une GTPase-Activating Protein, GAP). De par son interaction avec Vilse, CNK2 est un modulateur
spatial du cycle Rac GTP/GDP au cours de la formation des épines dendritiques. En effet, lorsque
CNK2 ne peut plus établir d’interactions avec Vilse, le ratio Rac-GTP/GDP est déséquilibré ce qui
entraine un maintien de l'activité de Rac avec, pour conséquence, des défauts de maturation des
épines dendritiques (Lim et al., 2014). Ces données récentes viennent appuyer I'ensemble des
éléments permettant d’établir une convergence vers des défauts de la voie de signalisation des Rho-
GTPases impliqués dans le développement de retard mental non syndromique.

Une kinase effectrice : PAK3. Les kinases PAK du sous-groupe | constituent les principaux
effecteurs des GTPases des sous-familles Rac et Cdc42 dans la signalisation. Le role de PAK3 dans la
plasticité synaptique et ses dysfonctionnements dans la DI seront traités dans le chapitre sur les
kinases PAK.

4.1.4. Transcription et épigénétique

Décrit en 1969, le syndrome de I’X fragile se manifeste par une altération des fonctions
cognitives supérieures, allant de simples difficultés d’apprentissage a un retard mental sévere. Le
syndrome est souvent associé a une dysmorphie faciale et a une macroorchidie chez les garcons. La
maladie touche en moyenne un homme sur 4000 et une femme sur 7000 et est la premiére cause de
DI liée a I’X. Le gene FMR1 en cause dans la maladie est localisé a I'extrémité télomérique du bras
long du chromosome X, dans un site fragile de cassure souvent observé par cytogénétique. Il s’agit
d’une anomalie due a une augmentation du nombre de répétitions du triplet CGG situé dans la
région 5’ non codante du gene FMRI1. Le nombre de répétitions peut varier d’une génération a
I'autre, d’'une personne a une autre, et au sein d’un méme individu atteint dans les différents tissus.
Une personne saine présente moins de 60 répétitions, souvent 29 ou 30; un individu en possédant de
60 a 200 est considéré comme prémuté ou porteur. Le syndrome se développe lorsque le nombre de
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répétitions dépasse 200. L'augmentation des triplets favorise une hyperméthylation des ilots CpG
situés dans le promoteur du géne FMR1, entrainant son inactivation transcriptionnelle et I'absence
de la protéine chez ces patients.

FRMP est une RNA Binding protein se liant a des ARN messagers particuliers exercant une
fonction inhibitrice de la traduction de certaines protéines, en particulier celles jouant un réle crucial
dans la formation des épines dendritiques, des densités post-synaptiques et I'élaboration des
synapses en réponse a l’activité neuronale (Wang et al., 2012). Le r6le de la protéine FMRP serait de
favoriser le décrochage des ribosomes des ARN cibles empéchant ainsi une bonne élongation des
polypeptides en cours de la synthese protéine. FRMP joue un role dans le transport des ARN
messagers régulés par I'activité neuronale qui contréle entre autres, la formation des filopodes,
étape nécessaire a la formation des nouvelles épines dendritiques, ce qui explique sans doute I'exces
d’épines observées chez ces patients (Dictenberg et al., 2008). De maniere extrémement
intéressante, il a été démontré que FRMP cible et régule la synthese de la protéine APP, tout en
controlant son expression dans les dendrites (Westmark & Malter, 2007). La stimulation des
récepteurs métabotropiques du glutamate (mGIuR) induit I'augmentation de I'expression d’APP
dépendante de la présence de FMRP, suggérant que cette derniére inhibe la traduction d’APP et la
production des peptides dérivés bioactifs dans la voie dépendante de la stimulation des récepteurs
mGluR. Ceci a conduit plusieurs auteurs a proposer un cadre conceptuel au centre duquel FRMP et
APP controélent la biosynthése de protéines clés de la plasticité synaptique (Sokol et al., 2014). FMRP
lie aussi des ARN non codants, en particulier des microARN, interférant avec les régulations de
Dicer/Argonaute et régule ainsi la traduction d’autres protéines. Une autre cible de FRMP est la
Superoxyde dismutase 1 et I'interaction avec ce messager fait intervenir un nouveau motif structural
de I’ARN. Ceci permettrait d’expliquer certaines caractéristiques phénotypiques des patients quant a
la sensibilité au stress oxydatif (Bechara et al., 2009).
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Figure 6. La protéine FRMP1 régule la traduction des protéines de I'épine dendritique.

D’aprés Doll & Broadie, 2014.
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Plusieurs théories ont été proposées et permirent de définir des cibles thérapeutiques,
aboutissant a la mise en place de plusieurs essais cliniques visant les récepteurs mGIuR5 ou les
récepteurs GABA. La premiere remarque découle des observations que la plasticité synaptique est
dépendante de la synthése protéique. Cette derniére concerne des protéines précises, en particulier
impliquées dans le fonctionnement synaptique, et peut avoir lieu au voisinage des épines
dendritiques. L’activation de mGIuR5 stimule la traduction locale de protéines synaptiques, protéines
dont la traduction par les ribosomes est controlée par FRMP ou dont les messagers sont stabilisés
par celle-ci (Bear et al., 2004). Une version plus récente suggere que FRMP joue un réle particulier
dans cette régulation dépendante de I'activité neuronale (Doll & Broadie, 2014). Nous verrons que
les kinases PAK du groupe | antagonisent les effets de FRMP et qu’un inhibiteur de PAK corrige
certains défauts structuraux et cognitifs chez la souris invalidée pour ce gene (Hayashi et al., 2007 ;
Dolan et al., 2013). En résumé, la traduction locale des protéines, constitutive ou régulée par
I'activité neuronale, implique de nombreuses protéines ; FRMP joue un réle central, peut-étre via sa
liaison a des messagers codant pour des protéines cruciales du fonctionnement synaptique comme
CamKiII, PSD95, APP, SOD1 et aussi PAK. De plus, les données récentes de génétique soulignent
I'importance des cibles de FMRP et de la voie régulée par l'activité neuronale dans plusieurs
pathologies psychiatriques, jetant les bases d’une théorie unificatrice pour ces pathologies (Figure 6).

4.2. DI, ASD et Schizophrénie, vers un continuum étiologique et
signalitique

Une idée générale tend a réunifier plusieurs maladies psychiatriques qui partagent signes
cliniques, bases génétiques et voies de signalisation. Ceci est nettement visible dans les analyses
bibliographiques et cette évolution conceptuelle est sans doute a mettre en rapport avec
|"augmentation impressionnante d’analyses génétiques menées a petite ou a tres grande échelle et
reliant ces différentes pathologies. Par exemple, le séquencage des exomes de 343 patients
présentant des symptémes autistiques (ASD) ainsi qu’'un membre de leur fratrie, montre que la
plupart des genes identifiés dans cette étude sont des cibles de la régulation par FMRP, la protéine
de I’X fragile (lossifov et al., 2012). Ainsi s’il était admis que DI et ASD présentent un spectre clinique
partiellement recouvrant, il est proposé, du moins par certains cliniciens et généticiens, que la
schizophrénie rejoigne ce groupe de maladies psychiatriques.

Le séquencage récent des exomes de plusieurs milliers de patients atteints de schizophrénie
a mis en évidence les mutations de novo affectant les genes des protéines synaptiques, en particulier
les protéines liées a la régulation du cytosquelette d’actine, autour des complexes ARC et celles dont
les messagers sont régulés par FMRP (Fromer et al., 2014 ; Purcell et al.,, 2014). Ces auteurs
soulignent qu’un certain nombre de ces génes sont aussi impliqués dans I'autisme et la DI (Figure 7).
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Figure 7. De nombreux génes sont impliqués dans différentes maladies psychiatriques.

D’aprés Fromer et al., 2014.

Ces trois pathologies se rejoignent a trois niveaux : celui des origines génétiques, celui des
voies de signalisation impliquées et enfin celui des signes psychiatriques partagés. Ce recouvrement
des pathologies n’est évidemment pas total. De maniére intéressante, tous les genes ne sont pas
impliqués dans les différentes pathologies : certains génes sont identifiés pour une indication de Dl et
d’ASD (par exemple CHDS8), d’autres sont identifiés uniquement pour la DI (SynGAP1) ou I’ASD
(DYRK1A) (Krumm et al., 2014). L'autre information extrémement importante tirée de ces données
est que la synapse apparait donc comme I'élément central de la physiopathologie de ces maladies
psychiatriques. Il est intéressant de remarquer que le nombre des synapses évolue au cours de la vie,
grace a des processus précis qui ont lieu a des moments précis au cours de la vie de I'individu
(formation et maturation des synapses au cours du développement embryonnaire et pendant
I’enfance, élimination des synapses au cours de I'adolescence, et maintien des synapses au cours de
la vie adulte) (Penzes et al.,, 2013). A ces périodes correspondent lI'apparition des différentes
pathologies : enfance et ID, enfance tardive et ASD, adolescence et schizophrénie et, plus
tardivement avec la vieillesse, émergence des symptomes de la maladie d’Alzheimer (Figure 8)
(Penzes et al, 2013).
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Figure 8. Evolution du nombre de synapses au cours de la vie.

Relation avec I’dge d’apparition des désordres psychiatriques (adaptée Penzes et al., 2013).

5. Perspectives de thérapies

Le développement du cerveau est caractérisé par une séquence de périodes dont certaines
sont critiques et les défauts de développement du cerveau ont souvent été considérés comme
irréversibles, a I'dge adulte. Cependant, les expériences réalisées dans les modeles murins des
pathologies démontrent qu’il est possible, dans certains syndromes neurologiques comme ceux de
I'X fragile, le syndrome de Rett, le syndrome de Down et la neurofibromatose de type | de corriger
dans la souris adulte certains déficits moléculaires, électrophysiologiques et comportementaux par
des manipulations génétiques et pharmacologiques. De plus, des études récentes suggerent que la
période critique de la plasticité peut étre réactivée dans le cerveau adulte par des manipulations de
I'environnement (enrichissement) ou par la pharmacothérapie. Ces études ouvrent donc des
possibilités prometteuses telles que la combinaison d’approches pharmacologiques et
comportementalistes ciblées chez I'adulte, afin d’améliorer les performances cognitives et
relationnelles des nombreux patients atteints de troubles cognitifs (revue de Castren et al., 2012).

5.1. Thérapies actuelles et résultats

Les traitements actuels ciblent en grande partie I'’environnement des enfants atteints de DI.
La mise en place de plans éducatifs particuliers a permis de pallier certains déficits, notamment chez
des enfants atteints du syndrome de Down. Pour les DI liées a des dysfonctionnements
métaboliques, I'adaptation du régime alimentaire permet d’améliorer les capacités des patients, par
exemple de ceux atteints de phénylcétonurie. Les traitements prénataux ont aussi montré leur
efficacité, comme pour les cas d’hypothyroidisme maternel. Enfin, les thérapies par remplacement
des enzymes déficitaires (ERT : Enzyme Replacement Therapy) ont permis de restaurer les capacités
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cognitives des patients pour certaines pathologies, comme par exemple le syndrome de Hurler.
Cependant, bien que ce type de thérapie restaure les fonctions métaboliques, I'ERT se révéle
insuffisante pour améliorer les déficits cognitifs (Piker & Walsh, 2013).

Les Rho-GTPases comme cibles thérapeutiques: Comme nous I'avons décrit, les Rho-
GTPases sont au centre des voies de signalisation controlant la plasticité synaptique, voies qui sont
souvent altérées dans la DI. Plusieurs études récentes montrent que des inhibiteurs des kinases en
aval des Rho-GTPases peuvent dans certains modeéles animaux améliorer certains parametres
physiologiques. Ainsi un inhibiteur des Rho kinases corrige les défauts morphologiques des épines et
les caractéristiques de la transmission synaptique (Newey et al., 2005 ; Powell et al., 2012). Des
approches similaires concernant les kinases PAK seront décrites dans la troisieme partie.

X-Fragile et thérapie : Les approches thérapeutiques les plus prometteuses chez I'adulte sont
actuellement celles visant le syndrome de I’X Fragile. La protéine FRMP régule localement la
traduction de certains acteurs de la croissance dendritique, et ceci sous controle de I'activité des
récepteurs mGIuR5. Les premiers essais utilisant des antagonistes des récepteurs mGIuR5, mais aussi
un antibiotique inhibiteur des métalloprotéases, ont permis aux patients d’améliorer leurs
comportements sociaux. (Berry-Kravis et al., 2012 ; Berry-Kravis et al., 2009 ; Leigh et al., 2013 ; Siller
& Broadie, 2012). Nous verrons aussi dans le chapitre sur les kinases PAK que leur inhibition est 'une
des voies possibles, dans la mesure ou I'inhibition des trois kinases PAK du sous-groupe | soit par un
peptide, soit par un inhibiteur chimique, supprime le phénotype des épines dendritiques anormales
dans des modeles de souris invalidées pour le gene de I’X Fragile (Hayashi et al., 2004).

Par ailleurs, d’autres essais ont porté sur le syndrome de Rett lié a des mutations de MeCP2,
une protéine de régulation de la transcription qui se lie a 'ADN. Il a été montré que MeCP2 régule
I’expression du BDNF, une neurotrophine impliquée dans le développement du cerveau et la
plasticité. La surexpression de BDNF chez les souris MeCP2-KO a permis de pallier les déficits cognitifs
observés (Chang et al., 2006). Cependant, la barriere hémato-encéphalique est imperméable au
BDNF, ce qui rend difficile les perspectives immédiates de thérapie pour les patients par le biais du
BDNF. Il a été montré que I'IGF1 (Insulin Growth Factor 1) partage un certain nombre de propriétés
et de fonctions avec le BDNF, notamment la modulation de la plasticité. Une premiére approche
thérapeutique a montré que I'lGF1 traverse la barriere hémato-encéphalique et sans effet secondaire
pour les patients, ce qui en fait un excellent candidat pour améliorer les fonctions cognitives de ceux
atteints du syndrome de Rett (Pini et al., 2012).

5.2. Vers d’autres approches

Les recherches actuelles se tournent aussi vers les microARN, dont plus de la moitié sont
exprimés dans les neurones, qui sont impliqués dans les régulations de I'expression des protéines et
de la plasticité. Leurs réles dans la régulation de I'expression des génes de DI restent encore
méconnus, cependant ils constituent une cible tres intéressante pour d’éventuelles manipulations
thérapeutiques (Picker & Walsh, 2013).
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Si les thérapies géniques et cellulaires ont pu étre envisagées pour les maladies
neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson, et bien que ces types d’approches aient
suscité un vif engouement comme stratégies thérapeutiques des déficiences intellectuelles, il semble
pourtant peu probable que de tels traitements soient un jour effectifs car il n’est pas connu de zone
spécifique du cerveau qui serait affectée et que I'on pourrait donc cibler précisément (van Bokhoven,
2011). Par ailleurs, les effets au long terme de ces thérapies ne sont pas encore assez décrits (Stone
et al.,, 2012). Cependant, une étude récente a montré que I'administration de cellules souches
mésenchymateuses par voie intra-nasale améliore les fonctions cognitives et sensorimotrices chez la
souris (Donega et al., 2013), donnant tout de méme un avenir potentiel a ces approches.

L'utilisation de drogues a été envisagée mais cette stratégie n’est pas commercialement
rentable car elle nécessite le développement d’une drogue par géne responsable de DI. Cependant,
comme de nombreux genes de DI convergent vers des voies de signalisation communes, |'utilisation
de drogues dirigées contre ces voies pourrait devenir une stratégie potentielle de thérapie afin de
toucher un plus large panel de patients atteints de déficits cognitifs (van Bokhoven, 2011).

Nous verrons plus loin que la caractérisation de la neurogenése adulte comme base
commune a un nombre important de DI pourrait ouvrir de nouvelles perspectives quant aux
développements de stratégies thérapeutiques, en particulier basées sur des approches
comportementalistes.
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Il. Neurogeneése adulte

1. Définition et historique

La neurogenese définit le processus de génération de nouveaux neurones fonctionnels a
partir de cellules souches neurales. Il a longtemps été considéré que ce processus se déroulait
uniquement au cours du développement embryonnaire et durant une courte période post-natale.
Cependant, depuis maintenant un demi-siecle, de nombreuses études ont permis de montrer que la
neurogenese perdure tout au long de la vie de l'individu, et ceci chez les différentes espéeces de
mammiféres.

En 1962, en s’interrogeant sur la cinétique de prolifération des cellules gliales aprés |ésions
du cerveau adulte chez le rat, Altman et collaborateurs montrent que des cellules gliales mais aussi
des neurones ont incorporé la thymidine tritiée administrée pour établir cette cinétique. Ces travaux
ont permis d’élaborer I'hypothése que de nouvelles cellules neuronales pouvaient apparaitre tout au
long de l'existence chez les différentes espéces de mammifere (Altman, 1962, Science). En
poursuivant ces recherches, Altman & Das montrent en 1965 que la neurogenése adulte
hippocampique persiste chez des rats agés de 8 mois, a un taux cependant inférieur a celui de la
neurogenese post-natale (Altman & Das, 1965). Depuis, de nombreuses études ont montré
I'existence de neurogenése adulte chez les différentes espéces de vertébrés. En 1984, Paton &
Nottenbohm montrent que chez le canari male, la genése de nouveaux neurones a chaque période
nuptiale accompagne l'acquisition d’un nouveau répertoire de chant, corrélant I'apparition d’une
plasticité de comportement a une neurogéne adulte (Paton & Nottenbohm, 1984). Ces cellules nées
a I'age adulte présentent une morphologie neuronale, émettent des potentiels synaptiques et des
potentiels d’action, et elles sont intégrées aux réseaux neuronaux existants. Dans les années 1990,
I’étude de la neurogenese adulte commence a prendre de I'ampleur grace a, d’une part, la mise au
point de cultures in vitro de cellules souches multipotentes dérivées de cellules souches adultes en
présence des facteurs de croissance EGF et bFGF (Reynolds & Weiss, 1992; Richards et al., 1992; Ray
et al., 1993) et d’autre part, a I'utilisation d’'un analogue de la thymidine, le bromodéoxyuridine
(BrdU) qui permet d’identifier les cellules qui se sont divisées et aussi de suivre le devenir des cellules
nouveau-nées au cours du temps (Kuhn et al., 1996). Le point culminant de ces études fut la
démonstration de l'existence de la neurogenése adulte dans I'hippocampe chez I'Homme par
Eriksson et collégues (Eriksson et al., 1998).

2. Niches neurogéniques, neurogenese régénératrice et cellules
souches de cancer

La neurogenese adulte se produit principalement dans deux zones du cerveau chez les
mammiféres : la zone sous-ventriculaire (SVZ) qui borde le ventricule latéral (LV) et la zone sub-
granulaire (SGZ) du gyrus denté (DG) de I’hippocampe (Figure 9). Cependant, il faut noter que ce
processus de génération de nouveaux neurones a aussi lieu dans d’autres zones du cerveau mais de
facon moins importante- (Feliciano & Bordey, 2013). De plus, il y a de grandes différences entre les
especes. Ainsi, comparé a la souris, I'Homme présente une neurogenése hippocampique tres
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importante, une neurogenése olfactive faible et il existe une neurogenése adulte dans le striatum
(Spadling et al., 2013 ; Ernst et al., 2014).

Figure 9. Section sagittale d’un cerveau de rongeur adulte.

Cette illustration met en évidence les deux régions restreintes qui montrent une neurogenése
adulte active : gyrus denté (DG) dans I'hippocampe (HP), ainsi que le ventricule latéral (LV), le flux
migratoire rostral (RMS), et le bulbe olfactif (OB) (adaptée de Ming & Song, 2011).

Chez les vertébrés non mammiféres, les cellules souches persistent dans de nombreux sites.
Chez les mammiferes, les cellules souches sont restreintes a des zones ou plusieurs types cellulaires,
appelées niches neurogéniques (Figure 10). Ces zones assurent un environnement physique (contact
cellule/cellule, contact cellule/matrice extra-cellulaire, contact avec le liquide épendymaire) et
procurent de nombreux signaux par des ligands membranaires (Delta/Notch ; Eph/ephrine, CAM,
Cadherines, etc), des ligands de la matrice (sur les intégrines), des facteurs neurotrophiques et des
neuromédiateurs. Les cellules souches quiescentes sont soumises a de trés nombreux signaux et de
nombreux travaux montrent que les différentes étapes de leurs genéses sont controlées par de
nombreux facteurs physiologiques comme I'apprentissage, |'exercice physique, I’activité neuronale,
ou autres comme les antidépresseurs.

Figure 10. Environnement A& o s N
. Radial glia- ial glia-
de niche dans la SVZ et la fike cell fike cell
(B cell) (Type | cell)
SGz. Transient I Nonradial
b amplifying Rest Sl ®  precursor
Représentation (C cell) . (Type  cel)
3 . . ® Neuroblast Intermediate
schématique de la niche des (A cell) ®  progenitor
& Bood cell (IPC)
cellules souches neurales de vessel (BV) @ Neuroblast
. . , (NB)
la zone sous-ventriculaire ’ E";’]ﬁ”s")’a’ w ik
(SVZ, & gauche) et de la zone d Askaks 1 R rwsita ool
. N I »  Mature
sub-granulaire  (SGZ, a / (‘3 . —» Afterinjury 2Y ?7‘%, granule cell
. . 2 - Astroc
droite). N: neurones o S O (l'\, ("} gg (N';, .y
. 7’ . e b S - .
immatures.  Adaptée de B e C =A >N i‘\\ | 1 ® Migogia
Ming & Song, 2011. 7 » ?oas N ;Jmemm"
\_ E As AN J

23




Introduction

Des travaux récents montrent qu’il existe aussi une neurogenése réactive qui se met en place
suite a des lésions cérébrales, par un processus complexe, qui peut étre soit une réactivation d’un
réservoir cryptique de cellules souches, soit une activation de cellules gliales (Revue de Robel et al.,
2011). Enfin, de nombreux travaux suggérent que la réactivation des cellules souches neurales
anormales et leur échappement aux contrbles physiologiques, a cause de mutations ou d’autres
anomalies, seraient a l'origine des cellules souches de cancer, plus précisément de celles de
glioblastome. Ceci expliquerait la grande similitude entre les cellules souches neurales adultes et
celles dites de glioblastome, ce qui pose d’énormes problemes pour définir des cibles thérapeutiques

spécifiques (Bayin et al., 2014).

Plusieurs points furent sujets a de grandes controverses ces dernieres années concernant,
entre autres, la nature des cellules souches neurales, I'importance quantitative de la neurogenéese
adulte chez I'Homme, le role de cette neurogenese adulte dans les capacités cognitives et mnésiques
chez 'Homme, et la participation de ces cellules souches a la cancérogénése de certaines tumeurs
cérébrales. Un autre aspect est bien évidemment la possibilité d’utiliser et de manipuler les cellules
souches neurales dans le but de développer des approches thérapeutiques. Ce domaine des cellules
souches embryonnaires et de celles induites (induced pluripotent stem cell) iPSC (Yamanaka, 2006)
en pleine expansion est a I'aube de trés nombreux bouleversements, voire de révolutions, tant du
point de vue fondamental que du point de vue appliqué, comme en témoigne par exemple la
fabrication d’un organoide a partir des cellules humaines (Lancaster et al., 2013).

3. Importance du phénomene chez ’'Homme

Chez I'Homme, Eriksson et collegues montrent I'apparition de nouveaux neurones par
I"analyse post-mortem d’hippocampes de patients atteints de cancer, auxquels le BrdU avait été
administré préalablement (Eriksson et al., 1998). Plus tard, une étude de Sanai et collegues en 2004
apporte les premiers éléments de connaissance concernant la neurogenése de la zone sous-
ventriculaire chez I’'Homme. Cette étude montre que l'architecture de la SVZ humaine differe de
I’organisation observée chez les autres espéces de vertébrés. Toutefois, les cellules prélevées a partir
de cerveau humain présentent in vitro les propriétés d’auto-renouvellement et de multipotence qui
sont caractéristiques des cellules souches, et sont aussi capables de se différencier en neurones en
I'absence de facteurs de croissance (Sanai et al., 2004). Cependant, cette étude a aussi entamé une
longue controverse au sujet de I'existence du flux migratoire rostral chez 'Homme. En effet, ces
auteurs ont constaté I'absence surprenante de flux migratoire de ces cellules nouveau-nées vers le
bulbe olfactif, comme c’est le cas chez les modeéles rongeurs (Sanai et al., 2004). Une seconde étude
plus récente du méme groupe confirme ce résultat (commentaire de Sanai et al., 2007; Sanai et al.,
2011) tandis que deux autres études apportent des preuves de son existence (Curtis et al., 2007 ;
réponse de Curtis et al. en 2007 au commentaire de Sanai et al., 2007 ; Wang et al., 2011).

Chez 'Homme, trois études distinctes ont montré que la neurogenése persiste jusqu’a I'age
de 18 mois dans la SVZ et le bulbe olfactif mais que cette neurogenese décroit au cours de I'enfance
pour devenir presque inexistante a I’age adulte dans le bulbe olfactif (Sanai et al., 2011 ; Wang et al.,
2011). De plus, les nouveaux neurones issus de cette neurogenése post-natale suivent
majoritairement une voie de migration vers le cortex préfrontal (Sanai et al., 2011 ). Ces données ont
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été confirmées par la publication de Bergmann et colléegues en 2012 dans laquelle ils montrent que le
bulbe olfactif humain n’intégre pas de nouveaux neurones a I’adge adulte (Bergmann et al., 2012).

La situation est tres différente pour ce qui concerne la neurogenese adulte hippocampique.
En effet, en 2013, les travaux du laboratoire de Frisen ont confirmé I'existence de la neurogenéese
hippocampique chez ’'Homme (Spalding,et al., 2013). Ce travail a utilisé la brusque augmentation en
%C dans I'atmosphere suite a des essais nucléaires dans les années 60, avec une dissémination
atmosphérique. Sa fixation par les organismes vivants a ce moment et le déclin naturel de la
radioactivité permet de dater I'’événement de fixation biologique et donc de synthese. La mesure du
€ dans I’ADN génomique permet de dater la division cellulaire et de quantifier I’age des populations
cellulaires. Utilisant cette technique trés pointue, ces auteurs ont montré qu’un tiers de la population
de neurones de I'hippocampe est appelé a étre renouvelé et que 700 nouveaux neurones sont
intégrés a I"hippocampe chaque jour, soit un turnover annuel de 1.75%. Par ailleurs, la neurogenése
hippocampique génere des nouveaux neurones a un taux assez constant au cours du vieillissement
chez 'Homme. Ces données posent la question de I'importance fonctionnelle de cette neurogenése
dans différentes fonctionnalités du cerveau (tels les comportements émotionnels ou bien les
processus d’apprentissage et de mémorisation).

Un article récent du méme groupe montre que, chez I’'Homme, les neuroblastes nouveau-nés
dans la SVZ rejoignent par migration non le bulbe olfactif mais le striatum, qui jouxte les zones sous-
ventriculaires (Ernst et al.,, 2014). Ces neurones nouveau-nés sont des interneurones et sont les
premiers atteints dans la maladie d’"Huntington.

4. Neurogenése adulte comparée chez les rongeurs et chez
'Homme

La neurogenéese adulte a été beaucoup plus étudiée chez les modéles rongeurs que chez
I'Homme. Cependant, quelques différences ont été établies entre les divers modéles.

La premiere porte sur la proportion de neurones renouvelés par la neurogenése adulte. Chez
la souris, la couche granulaire du bulbe olfactif (GCL : granule cell layer/ GrO : granule cell layer of the
olfactory bulb) est constituée de deux populations distinctes de neurones. Les neurones de la partie
externe de la GCL sont produits au cours de la neurogenese post-natale, tandis que les neurones de
la partie interne sont générés lors de la neurogenese adulte (Lemasson et al., 2005). De plus, 50% de
ces neurones apparus au cours de la neurogenese post-natale sont renouvelés par le processus de
neurogenése adulte tandis que 86.8% des neurones de la couche interne sont remplacés a I'age
adulte. En revanche, il a été montré que 10% des cellules granulaires du DG sont produites au cours
de la neurogenese adulte hippocampique mais que ce processus ne contribue pas au remplacement
des neurones (Imayoshi et al., 2008 ; Ninkovic et al., 2007). Chez 'Homme, la neurogenése adulte
dans le systéme SVZ/RMS/OB est presque inexistante (Sanai, 2011 ; Wang e al., 2011 ; Bergmann et
al.,, 2012) tandis que la neurogenése hippocampique contribue au renouvellement d’un tiers de la
population du gyrus denté (Spalding et al., 2013).

Ensuite, il a été montré que la diminution la plus importante du nombre de neuroblastes
dans le gyrus denté est observée au cours des premiers mois post-nataux chez la souris et chez
I’'Homme (Ben Abdallah et al., 2010 ; Knoth et al., 2010). Cependant, ce déclin est beaucoup plus
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marqué chez les rongeurs que chez I’'Homme. En effet, la neurogenése adulte diminue d’un facteur
10 au cours des 9 premiers mois chez la souris (Ben Abdallah et al, 2010) et d’approximativement 4
fois tout au long de la vie chez 'Homme (Spalding et al., 2013).

La troisieme différence réside dans I'impact de la neurogenése adulte sur le nombre total de
neurones du gyrus denté. Chez les différents modeles de rongeurs, il a été montré que la
neurogenése adulte permet d’accroitre le nombre de neurones du DG (Imayoshi, 2008 ;
Kempermann et al., 2003 ; Ninkovic et al. 2007). Chez 'Homme, il y a une disparition de ces neurones
au cours du vieillissement, qui n’est pas compensée par la neurogenése adulte. Les nouveaux
neurones permettraient donc de maintenir un pool de neurones présentant des propriétés
fonctionnelles spécifiques et non pas de remplacer les neurones perdus (Spalding et al., 2013) (Figure
11).
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Figure 11. Comparaison des taux de neurogenése adulte chez ’'Homme et chez la souris.

Chez I’'Homme, contrairement a la faible neurogenese adulte observée dans le bulbe olfactif
(ligne bleue), I'hippocampe continue de générer des neurones de facon soutenue au cours du temps,
avec un faible déclin a I’dge adulte (ligne rouge). Le taux de neurogenése observé chez I’Homme
adulte est comparable a celui observé chez le rongeur d’environ 9 mois (intersection des lignes verte
et rouge). Ces résultats suggerent que les études faites chez le rongeur et mettant en évidence le réle
de la neurogenése adulte hippocampique dans les fonctions cognitives (séparation de pattern) et
dans le comportement émotionnel (anxiété) peuvent également étre applicables a ’'Homme adulte.
(D’aprés Kheirbek & Hen, 2013).
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Il faut noter qu’un certain nombre de marqueurs de neurogenese validés dans différents
modeles de rongeurs, comme par exemple DCX, Nestine, Sox2, Ki67, Prox 1 et NeuN, présentent des
pattern d’expression similaires chez 'Homme permettant ainsi I'étude de la neurogenése adulte
humaine (Eriksson et al., 1998 ; Knoth et al., 2010). Ceci souligne les précautions qu’il faut prendre
avant de généraliser a partir d’'un modele expérimental. Confirmant cette remarque, le laboratoire
de Frisen vient de démontrer, toujours en utilisant cette technique de datation au **C des neurones
nouveau-nés, I'existence d’'une neurogenése adulte importante dans le striatum, neurones issus de la
zone sous ventriculaire et principalement des interneurones. De plus ces neurones nouveau-nés sont
les premiers a disparaitre au cours de I'évolution neurodégénérative de la maladie d’Huntington
(Ernst et al., 2014).

5. Mécanismes cellulaires et moléculaires de la neurogenese
adulte

5.1. La cellule souche neurale

Les caractéristiques principales de la cellule souche neurale sont par définition, la capacité a
s’auto-renouveler (c’est-a-dire a donner une cellule identique a elle-méme aprés division) et la
multipotence (capacité d’'une cellule a générer I'ensemble des différents types cellulaires apres
différenciation) (Gage, 2000). Ces deux caractéristiques ont largement été étudiées in vitro par la
mise au point de cultures de cellules prolifératives et différenciées a partir de cellules souches
adultes de rongeurs (Reynolds & Weiss, 1992 ; Richards et al., 1992 ; Palmer et al., 1995 ; Babu et al.,
2011) et d’'Homme (Kukekov et al., 1999 ; Roy et al., 2000). Cependant, les progéniteurs neuraux
cultivés in vitro en présence de facteurs de croissance peuvent se reprogrammer et acquérir des
propriétés qui n’existent pas in vivo (Palmer et al., 1999 ; Kondo & Raff, 2000 ; Gabay et al., 2003).

Ces cellules souches quittent I'état de quiescence, par une division asymétrique générant une
cellule qui va continuer a proliférer et une cellule souche, assurant ainsi le renouvellement du
réservoir. Cette étape d’activation cruciale est régulée par de nombreux facteurs. Ainsi Notch et les
effecteurs de sa voie de signalisation jouent un réle dans le maintien des cellules souches a I'état de
quiescence (Alexson et al., 2006; Revue par Imayoshi & Kageyama, 2011). Inversement, la
signalisation via le récepteur a I'EGF favorise I'expansion des progéniteurs. Ces deux voies
fondamentales assurent I’homéostasie du réservoir de cellules souches et sont interdépendantes
dans la mesure ou I'activation du récepteur a I'EGF induit I'ubiquitination et la dégradation de Notch
(Aguirre et al., 2010). L'asymétrie de la division qui génére une cellule souche et un progéniteur est
basée sur une réponse différentielle a I'EGF, elle-méme due a une dégradation différentielle du
récepteur a I'EGF, via la kinase DYRK1A (Ferron et al., 2010).

Les cellules issues de la SVZ possedent des caractéristiques de cellules souches : elles sont en
effet capables de proliférer au long terme et génerent différents types cellulaires au cours de la
différenciation (Reynolds & Weiss, 1992 ; Morshead et al., 1994 ; Gritti et al., 1996 ; Chiasson et al.,
1999).

En revanche, si les cellules issues du DG conservent leur capacité a proliférer et leur
multipotentialité, elles sont incapables de se renouveler et de proliférer indéfiniment. De plus, leur
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prolifération est stimulée par le bFGF et la différenciation neuronale nécessite le BDNF au cours de la
culture (Seaberg & van der Kooy, 2002 ; Bull & Bartlett, 2005 ; Clarke & van der Kooy, 2011). In vivo,
différentes méthodes de tracage des cellules ont permis d’établir le lignage cellulaire des neurones
nouveau-nés (revue de Bonaguidi et al.,, 2012). Une des ces techniques consiste a utiliser une
construction permettant de marquer quelques rares cellules souches, grace a |'expression de la
recombinase sous controle d’'un enhancer du promoteur du gene de la Nestine, et avec une seule
injection de tamoxiphene. Ainsi, Bonaguidi et collegues ont réussi a marquer quelques cellules
souches au sein de I'hippocampe et a définir les distances maximales que peuvent avoir parcouru les
cellules issues d’'une méme cellule souche neurale (NSC) (Bonaguidi et al., 2011). Ceci permet donc
de repérer les descendants d’une cellule et d’analyser leur devenir grace a des marquages
phénotypiques. Les cellules souches sont quiescentes et présentent une morphologie de cellule gliale
radiaire (RGL cell). Cette analyse clonale a permis de montrer qu’individuellement une cellule RGL
donne naissance a des neurones et des astrocytes ainsi qu’a des nouvelles cellules RGL. Si cela ne
permet pas d’affirmer que ces cellules gliales radiaires de la SGZ soient capables de se renouveler de

maniere quasiment infinie, ces résultats arguent pour un statut de cellules souches.

Les différentes théories proposées par les différents laboratoires pourraient étre unifiées
autour de I'hypothése qu’il existerait au sein de I'hippocampe plusieurs populations distinctes de
cellules aux propriétés plus ou moins prononcées de cellules souches (Bonaguidi et al., 2011).
L'analyse de la croissance des neurospheres issues du DG montre des populations discrétes de
cellules qui ne répondent pas toutes aux mémes stimuli et suggere qu’il existe plusieurs populations
distinctes de cellules souches neurales dans I'hippocampe (Walker et al., 2008).

La zone sous-ventriculaire est la principale source de neurogenése adulte chez les rongeurs.
Les cellules souches/progénitrices (neural stem/progenitors cells= NSPC) résident au niveau de la
lumiere du ventricule latéral parmi les cellules épendymaires. Ces NSPC, appelées cellules de type B,
sont quiescentes et se divisent tres lentement. Elles sont intégrées dans une organisation spatiale
précise, leur permettant d’établir des contacts avec la lumiere ventriculaire dans laquelle elles
étendent un cil primaire riche en récepteurs qui joue un réle important dans les signalisations
induites par les facteurs du ventricule mais aussi dans l'intégration des signaux mécaniques (Figure
12).
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Figure 12. Neurogenése adulte dans la zone sous-ventriculaire du ventricule latéral.

Résumé des cing stades de développement durant la neurogenése adulte dans la SVZ: (1)
I'activation des cellules radiaires gliales-like dans la zone sous-ventriculaire du ventricule latéral (LV);
(2) la prolifération de progéniteurs; (3) la génération de neuroblastes; (4) la migration de
neuroblastes dans le flux migratoire rostral (RMS) et la migration radiale des neurones immatures
dans le bulbe olfactif (OB); et (5) l'intégration synaptique et la maturation des cellules granulaires
(GC) et des neurones périglomérulaires (PG) dans le bulbe olfactif. Les expressions de marqueurs
spécifiques des différents stades sont également indiquées. GFAP: glial fibrillary acidic protein; DCX:
doublecortin; NeuN: neuronal nuclei; LTP: long-term potentiation (adaptée de Ming & Song, 2011).

Chez les rongeurs, la neurogenése sous-ventriculaire est associée a des fonctions cognitives
olfactives (reconnaissance sociale, relation mere-petit). Chez 'Homme, cette neurogenese olfactive
est de plus faible ampleur et differe en quelques points importants. Au niveau des fonctions
cognitives, son role est moindre que celui joué par la neurogenese hippocampique. En raison de
notre thématique concernant retard mental et neurogenése adulte, nous préférons décrire ici cette
derniére.

5.2. La neurogeneése hippocampique

Dans I’hippocampe adulte de mammifére, les cellules souches (NSPC) se situent dans la zone
interne de la couche granulaire (SGZ) du gyrus denté (DG) et deviennent des neurones granulaires
aprées activation et maturation. Chez la souris, la majorité des cellules nouveau-nées au cours de la
neurogenése adulte subissent un processus de mort cellulaire programmeée au cours du premier mois
apres leur naissance et 80% des progéniteurs s’orientent vers un devenir neuronal. L'utilisation de
rétrovirus infectant uniquement les cellules cyclantes a permis de marquer les progéniteurs afin de
suivre leur devenir (Zhao et al., 2006) et d’étudier I'intégration fonctionnelle des neurones nouveau-
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nés (van Praag et al. 2002). Pendant 3 a 4 semaines environ chez les rongeurs, se déroule le
processus de maturation au cours duquel les cellules nouveau-nées immatures vont acquérir une
identité neuronale de plus en plus marquée et devenir des cellules de la couche granulaire, intégrées
aux réseaux neuronaux préexistants. Chez 'Homme, ce processus est beaucoup plus lent.

Les NSPC de la SGZ, appelées aussi type 1, sont quiescentes et présentent une morphologie
de cellule gliale radiale (radial glial-like). Ces cellules projettent une extension radiale a travers la
couche granulaire. Elles expriment les marqueurs de cellules souches Nestine, Sox2 et GFAP mais
aussi Spot14 et BLBP. Leur devenir est régulé par des mécanismes permettant une homéostasie du
réservoir de cellules souches. Certaines pathologies et, chez certaines espéces, le vieillissement

affectent la taille de ce réservoir.

Ces cellules vont effectuer un certain nombre d’étapes avant de devenir des neurones
fonctionnels (Figure 13). Nous décrirons dans un premier temps les différentes étapes de la
neurogenése adulte, puis nous décrirons brievement quelques mécanismes de régulation et les voies

de signalisation les controlant.
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Figure 13. Neurogenése adulte dans le gyrus denté de I’hippocampe.

Résumé des cing stades de développement durant la neurogenése hippocampique adulte: (1)
'activation des cellules radiaires gliales-like quiescentes dans la zone sous-granulaire (SGZ); (2)
prolifération de précurseurs non radiaires et progéniteurs intermédiaires; (3) la production de
neuroblastes; (4) l'intégration des neurones immatures; et (5) la maturation des cellules granulaires.
L’expression de marqueurs spécifiques des différents stades est également indiquée. ML: molecular
layer; GCL: granule cell layer; SGZ: subgranular zone; GFAP: glial fibrillary acidic protein; BLBP: brain
lipid-binding protein; DCX: doublecortin; NeuN: neuronal nuclei; LTP: long-term potentiation (adaptée

de Ming & Song, 2011).
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Le type cellulaire 2 peut étre divisé en deux sous-types 2a et 2b (progéniteurs neuraux
intermédiaires = INP). Ces cellules sont prolifératives et le temps de leur cycle cellulaire a été estimé
a environ 14h in vivo chez la souris adulte (Mandyam et al., 2007). Au cours de la neurogenése
postnatale, la majorité de ces progéniteurs opere des divisions symétriques pour donner a nouveau
deux cellules progénitrices (45%) ou bien deux neuroblastes (neurones immatures) (45%), tandis
gu’une minorité (10%) effectue une division asymétrique pour donner un progéniteur et un
neuroblaste (Namba et al., 2011). Les cellules de type 2 migrent sur une courte distance dans la zone
interne de la couche granulaire. Ces cellules expriment les marqueurs souches Nestine et Sox2 mais
aussi Tbr2 et MCM2. Ces cellules de type 2 commencent la projection de filopodes a travers la
couche granulaire vers la couche moléculaire du DG et la projection d’un axone a travers I’hilus vers
le CA3. Ces cellules nont cependant pas encore de fonctions synaptiques intégrées au réseau
préexistant mais sont toujours activées de facon tonique par le GABA des interneurones
environnants (Ge et al., 2006).

Au cours de cette période on observe une premiere période critique dans le DG. Celle-ci a
lieu assez tot aprés la naissance des cellules et concerne une grande majorité des cellules nouveau-
nées. Cette période critique de survie a lieu au cours de la transition entre le stade progéniteur et
neuroblaste ; environ 56% des cellules nouveau-nées meurent. Les cellules mortes sont rapidement
éliminées par le processus de phagocytose effectué par les cellules de la microglie (Sierra et al.,
2010).

Au cours de la deuxieme semaine de maturation, les cellules de type 2 deviennent des
neuroblastes et sont toujours considérées immatures mais acquierent une identité neuronale plus
marquée. Ces cellules migrent un peu plus dans la couche granulaire, deviennent plus polarisées avec
la croissance de I'axone a travers I'hilus vers le CA3 (Faulkner et al., 2008 ; Toni et al., 2008) et la
projection de leurs dendrites vers la couche moléculaire du DG. Ces cellules recoivent des entrées
synaptiques GABA-ergiques lentes au niveau de leurs dendrites (Esposito et al. 2005 ; Ge et al.,,
2006). A ce stade de la maturation, le GABA exerce un effet dépolarisant (excitateur) pour ces
progéniteurs qui possedent une concentration intracellulaire en chlore tres élevée liée a I'expression
du transporteur des ions Cl-, NKCC1. Ces entrées GABA-ergiques sont indispensables a la maturation
et la survie des neurones nouveau-nés. A ce stade de la maturation , il a effectivement été montré
qgue la conversion de I'effet dépolarisant en effet hyperpolarisant (inhibiteur) cause des défauts de
développement des cellules nouveau-nées qui présentent des anomalies d’épines dendritiques et
d’intégration synaptique in vivo (Ge et al., 2006). Ces neuroblastes ne sont pas encore soumis a des
entrées glutamatergiques, comme le confirme I'absence d’épines dendritiques dans la couche
moléculaire a ce stade de la maturation (Zhao et al., 2006 ; Esposito et al., 2005).

Au cours de la troisieme semaine, les neuroblastes deviennent des neurones immatures, qui
expriment la doublecortine (DCX, une protéine cytoplasmique) et Prox1 (un facteur de transcription).
De facon extrémement surprenante, les souris KO-DCX ne présentent pas de défaut de neurogenese
adulte hippocampique tant au niveau de la prolifération et de la survie de cellules nouveau-nées qu’a
celui de leur devenir phénotypique (neuronale ou gliale) (Germain et al., 2013). Ces nouvelles cellules
granulaires immatures continuent a projeter leurs dendrites a travers la couche moléculaire et leur
axone vers le CA3. De plus, des connexions afférentes et efférentes avec le réseau neuronal
préexistant commencent a se former. Des épines dendritiques, dont la croissance et la mobilité sont
maximales a cette période (Zhao et al.,, 2006 ; Toni et al., 2007), apparaissent et forment des
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synapses avec les fibres (axones) afférents de la voie perforante venant du cortex entorhinal. La
formation des synapses résulte de la maturation de filopodes en épines dendritiques. Les filopodes
ciblent principalement des boutons axonaux formant déja une synapse avec une épine d’un autre
neurone (Toni et al, 2007). Les nouveaux neurones immatures regoivent des entrées
glutamatergiques au niveau de leurs épines dendritiques (Esposito et al., 2005 ; Ge et al., 2006 ; Zhao
et al., 2006 ; Mongiat et al., 2009). De plus, ces neurones immatures expriment le transporteur du
chlore KCC2 (responsable de I'exportation du chlore), ce qui engendre une conversion des entrées
GABA-ergiques, qui étaient jusqu’alors excitatrices (dépolarisantes), en inhibitrices
(hyperpolarisantes) (Ge et al., 2006). Les entrées GABA-ergiques mises en jeu au cours de la
neurogenése adulte partagent les mémes caractéristiques et ont les mémes propriétés
fonctionnelles que celles existantes au cours des neurogenéses embryonnaires et postnatales
(Laplagne et al., 2006). La connexion efférente s’établit de la méme fagon. Le bouton axonal (mossy
fibres bouton) de la nouvelle cellule granulaire forme une synapse avec le dendrite du neurone
pyramidal du CA3, au niveau d’une région riche en épines (thorny excrescence) libre ou déja
impliquée dans un bouton. Cette connexion efférente devient individuelle aprés deux mois de
maturation (Faulkner et al., 2008 ; Toni et al., 2008) (Figure 14).
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Figure 14. lllustration schématique de la séquence hypothétique d’événements impliqués
dans lintégration synaptique des neurones nouveau-nés a l'age adulte dans le réseau
glutamatergique.

Panneau haut : Un filopode d’un neurone nouveau-né (vert) est attiré par une synapse pré-
existante entre un bouton axonal (bleu) et un autre neurone (rouge). Quand les filipodes se stabilisent
et maturent sous forme d’épines dendritiques, un bouton multi-synaptique est formé.
Progressivement, I’épine du neurone nouveau-né augmente en taille, et I’épine provenant d’un autre
neurone se réduit jusqu’a se rétracter, changeant le bouton multi-synaptique en bouton mono-
synaptique. Panneau bas : en arrivant dans la région CA3, les fibres moussues projettent sur les
dendrites des cellules pyramidales. Aprés environ un mois, les fibres moussues contactent les
protrusions tortueuses, certaines d’entre elles étant partagées avec des neurones pré-existants
(adaptée de Toni & Sultan, 2011).
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A quatre semaines, les nouveaux neurones matures présentent toutes les caractéristiques
morphologiques des cellules granulaires du DG. lls projettent des dendrites arborant des épines
jusqu’a la couche externe de la couche moléculaire et des axones dans le CA3. De plus, les nouveaux
neurones expriment NeuN (Neuronal Nuclei) et Proxl. Cependant, la maturation des cellules
nouveau-nées se prolonge entre 2 a 4 mois apres la naissance de la cellule. Les connexions efférentes
deviennent pleinement matures en 8 a 16 semaines (Faulkner et al., 2008).

Plusieurs autres voies majeures régulent la neurogenese adulte. Ainsi I'activation de voie
canonique de Whnt, l'inhibition de la dégradation de la beta-caténine, favorisent la prolifération des
progéniteurs (revue par Zhang et col., 2011). De maniere intéressante, les travaux du groupe
d’Olivier Raineteau montrent que Wnt contrdle la neurogenése de populations cellulaires favorisant
le lignage vers le phénotype neuronal et la production de futurs neurones glutamaergiques, dans des
sous-domaines de la zone ventriculaire (Azim et al., 2014). De méme Sonic hedgehog via une
signalisation de Smoothened au niveau du cil primaire, est impliqué dans la prolifération des
progéniteurs (au moins pour la SVZ) (Han et al., 2008).

6. L’activité neuronale régule la neurogenéese adulte

6.1. Dans I’hippocampe

Les neurones immatures vont, au cours de leur maturation, exprimer successivement
différents types de canaux ioniques et de sous-unités de récepteurs aux neurotransmetteurs qui leur
conferent des sensibilités spécifiques a I’activité neuronale environnante.

Ainsi les jeunes neuroblastes expriment le canal chlore NKCC1 qui favorise I'entrée de Chlore,
rendant ainsi les cellules hyperexcitables. Dans ces cellules, I'ouverture du canal du récepteur GABA,
provoque un flux sortant d’ions chlorure déplagant le potentiel de membrane vers une valeur plus
dépolarisée et pouvant atteindre le seuil de déclenchement d’un potentiel d’action sodique (Ben Ari
et al., 2007).

En 2009, une étude a montré qu’une seconde période critique de survie dépendante de
I'activité des récepteurs au NMDA se produit trois semaines apres la naissance des nouveaux
neurones, a cette méme période ol ces cellules commencent a établir des synapses et a recevoir des
entrées glutamatergiques. La survie ou la mort de ces cellules seraient influencées par les
informations qu’elles regoivent, conférant un réle particulier a ces cellules dans les processus
d’apprentissage et de mémorisation au moment de leur intégration dans les réseaux préexistants
(Tashiro et al., 2006). Dans ce méme moment, les nouvelles cellules granulaires présentent une
période critique de la potentialisation a long terme au cours de leur maturation c’est-a-dire un seuil
d’induction de la LTP plus faible et une amplitude de LTP plus importante en réponse a des
stimulations (Schmidt-Hieber et al.,, 2004; Ge et al., 2007). La méme étude a montré que cette
période critique est dépendante de I'expression de la sous-unité NR2B des récepteurs au NMDA.
L'inhibition pharmacologique de cette sous-unité NR2B abolit totalement la LTP dans ces neurones
nouveau-nés mais pas dans les neurones matures (Ge et al.,, 2007). Cette période critique de
plasticité synaptique pourrait faciliter I'intégration fonctionnelle de ces nouveaux neurones afin
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d’établir des modifications a long terme du réseau préexistant (Ramirez-Amaya et al., 2006; Wiskott
et al., 2006) mais aussi conférer un avantage a ces nouveaux neurones pour établir et stabiliser des
connexions afférentes et efférentes (Tashiro et al., 2006; Toni et al., 2008). Ainsi, cette propriété

particuliere des nouvelles cellules granulaires pourrait participer a la plasticité neuronale de
I’hippocampe (Ge et al., 2008) (Figure 15).
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Figure 15. Intégration synaptique des nouveaux neurones granulaires du gyrus denté de
I’hippocampe de souris adulte.

D’apres Ge et al., 2008

Une étude plus détaillée de ce phénomene a permis de montrer que les neuroblastes issus
des mémes cellules souches montrent des niveaux de différenciation différents le long de I'axe
septo-temporal de I'hippocampe, avec des vitesses de maturation plus rapide du coté temporal
(Piatti et al., 2011). La stimulation de la neurogenése adulte par I'activité physique a un effet plus
prononcé sur la maturation des neurones coté septum, si bien que sous ces conditions, les deux
populations évoluent avec la méme cinétique. En jouant sur I'expression de canaux ioniques
rectificateurs Kir2.1, ces auteurs montrent le réle de I'activité électrique dans les processus de
maturation des neurones. Une autre étude a analysé le développement des épines dendritiques dans
les neurones nouveau-nés en fonction d’'une induction de la LTP une a deux semaines avant I'analyse,
et ceci a différents stades de la différenciation des neurones nouveau-nés (Ohkawa et al., 2012). Ils
constatent que cette stimulation a des effets tres différents suivant le niveau de maturation du
neuroblaste ; les cellules dgées de 12 et 21 jours montrent une augmentation du nombre d’épines ou
un élargissement des synapses, respectivement, alors que les cellules agées de 16 jours répondent
par une diminution de la densité des épines. Ceci démontre aussi qu’il existe une fenétre temporelle
de régulation de la maturation des neurones nouveau-nés par |'activité neuronale. De plus, les
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neurones immatures, de par leur excitabilité accrue, sont recrutés en plus grand nombre lors de
|'activation des réseaux neuronaux (Marin-Burgin et al., 2012). Ceci suggére que les différents profils
d’activation entrant dans le gyrus puissent étre décodés par le recrutement spécifique des
différentes classes d’age des populations de neurones nouveau-nés.

De maniére tres intéressante, il a été montré que les états d’anxiété, de stress associés a des
états dépressifs affectent la neurogenese adulte, principalement dans I’hippocampe qui est une des
structures du cerveau impliquée dans la dépression, et que le traitement chronique avec des
antidépresseurs stimule fortement la neurogenése hippocampique (David et al., 2010).

6.2. Modulation de la neurogenése adulte hippocampique par la
sérotonine et la dopamine

Les neurones sérotoninergiques du noyau du raphé dorsal envoient des projections dans le
gyrus denté et la signalisation liée a la sérotonine est impliquée dans la régulation de I"humeur
(Jacobs et al., 2000). L'augmentation de la transmission sérotoninergique régule positivement la
neurogenése dans I’hippocampe, comme I'ont montré deux études dans lesquelles des traitements
antidépresseurs agissant sur les transporteurs de la sérotonine provoquent une augmentation de la
neurogenése (Malberg et al., 2000 ; Santarelli et al., 2003).

De méme, la diminution de la dopamine entraine la réduction de la prolifération des
progéniteurs neuraux dans la SVZ et la SGZ chez la souris. Cette prolifération réduite des précurseurs
se retrouve aussi chez les patients atteints de la maladie de Parkinson, suggérant que le déreglement
du systéeme dopaminergique conduit a une altération de la neurogenése adulte chez ces patients
(Hoglinger et al., 2004). Une autre étude a montré que la dopamine diminue la capacité des
nouveaux neurones a exprimer une LTP. La dopamine serait un régulateur important de I'activité des
nouveaux neurones liée aux informations pergues par les connexions afférentes dans I’hippocampe
(Mu et al., 2011).

6.3. Dans la zone sous-ventriculaire et dans le bulbe olfactif

En 2009, I'équipe de P-M Lledo montre que les nouveaux neurones de la couche granulaire
du bulbe olfactif présentent une période critique entre 2 et 8 semaines apres leur naissance pendant
laquelle ils possedent une potentialisation a long terme (LTP) améliorée (Nissant et al., 2009). Cette
fenétre de temps correspond a celle pendant laquelle les neurones nouveau-nés opérent des
modifications dépendantes de I'expérience en réponse a un stimulus odorant (Magavi et al., 2005).

En 2005 et 2008, deux études établissent I’existence d’une période critique pour la survie des
nouveaux neurones, entre 14 et 30 jours apres la naissance de ces cellules (Yamaguchi & Mori, 2005 ;
Mouret et al. 2008). Ces nouveaux neurones sont localisés principalement dans les couches internes
de la couche granulaire, et leur survie et élimination sont influencées par I'apprentissage. A ce méme
moment, les synapses se forment et les nouveaux neurones commencent a recevoir des entrées de
glutamate. Au cours de cette période, la survie des nouvelles cellules granulaires est dépendante de
I’expérience sensorielle (Mouret et al., 2008). De plus, il a été montré que I'apoptose des nouveaux
neurones est plus importante en période post-prandiale. Ces données suggerent aussi que cette
réorganisation structurale des circuits neuronaux par la mort des cellules nées au cours de la
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neurogenése adulte lors de la période post-prandiale est influencée par les expériences sensorielles
vécues durant les périodes de veille (Yokoyama, 2011). Une autre étude introduit I'existence d’une
autre période critique de survie. Au cours de leur migration dans le flux rostral migratoire (RMS), les
neuroblastes commencent a exprimer les récepteurs au NMDA. La libération de glutamate par les
astrocytes environnants, I'expression et la signalisation liée a ces récepteurs sont indispensables a la
régulation de I'apoptose des cellules nouveau-nées. Le blocage pharmacologique ou la perte de
fonction des récepteurs au NMDA, et plus particulierement de la sous-unité NR1, provoquent une
augmentation de la mort cellulaire dans le RMS. Cette perte de fonction n’est que partiellement
compensée par l'expression des autres sous-unités des récepteurs au NMDA (Platel et al., 2010).
L'ensemble de ces données montre que les neurones nés au cours de la neurogenése adulte dans le
BO participent aux processus d’apprentissage et de mémorisation.

La survie, la maturation et l'intégration des cellules nouveau-nées, aussi bien dans le bulbe
olfactif que dans le gyrus denté, sont dépendantes des activités neuronale et synaptique locales.

7. Neurogeneése adulte et mémoire

Les recherches actuelles sur la relation entre la genese de nouveaux neurones et les
fonctions mnésiques sont axées autour de deux grandes questions réciproques, a savoir le role de la
neurogenése adulte dans les processus d’apprentissage et de mémorisation, et l'influence de

I"apprentissage sur la neurogenése adulte. Plusieurs méthodes récurrentes pour I'étude de la relation
entre neurogenése adulte et mémoire sont décrites dans I'encart ci-dessous. L’hippocampe est
sectorisé en deux zones qui sont impliquées de facon différentielle dans |'adaptation des
comportements. L’hippocampe dorsal (ou septal) a un réle préférentiel dans les processus
d’apprentissage et de mémorisation tandis que I'hippocampe ventral (ou temporal) est plus
particulierement impliqué dans les comportements émotionnels (Bannerman et al., 2004). Nous ne
traiterons donc que du réle de I'hippocampe septal dans les processus d’apprentissage et de

mémorisation.

Taches comportementales et neurogenése adulte.

Trois taches comportementales dépendantes de I'hippocampe permettent I'étude de la
neurogene adulte. L'épreuve du clignement palpébral conditionné dans la version « trace » est une
épreuve de mémoire associative au cours de laquelle 'animal établit une association simple entre un
stimulus conditionnel (un son ou une lumiére) a un stimulus conditionné (un choc péri-orbital) dont
les présentations sont espacées par un intervalle de temps. La piscine de Morris est une épreuve de
mémoire spatiale au cours de laquelle les individus doivent établir des associations multiples entre
les indices présents dans I'environnement afin de construire une représentation mnésiques de
I'espace, dans le but de localiser et rejoindre une plateforme immergée. L'expérience de peur
conditionnée au contexte est une épreuve de mémoire contextuelle émotionnelle au cours de
laquelle les animaux associent un choc électrique au contexte dans lequel il est recu et qui conduit a
I'expression d’une réponse d’'immobilisation (freezing) lors de la réexposition a ce méme contexte.
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Dés 1967, Altman & Das formulent I’hypothése que les neurones nouveau-nés au cours de la
neurogenése adulte hippocampique pourraient étre impliqués dans certains aspects du
comportement qui se développent et s’établissent a I'age adulte (Altman & Das, 1967). En 1997,
Kempermann et collegues montraient une corrélation entre la stimulation de la neurogenése adulte
hippocampique et I'amélioration des capacités mnésiques. Depuis, de nombreuses études montrent
I'implication de la neurogeneése adulte hippocampique dans les fonctions cognitives en décrivant une
corrélation entre les taux de prolifération et de survie des cellules nouveau-nées, et les performances
comportementales obtenues au cours des différentes taches dépendantes de I'hippocampe. Par
exemple, une meilleure performance dans I'épreuve du clignement palpébral a été corrélée a une
augmentation de la prolifération (Lemaire et al.,, 1999) et de la survie (Leuner et al.,, 2004) des
cellules granulaires nouveau-nées chez la souris. Cependant, I'épreuve de la piscine de Morris
apporte des résultats tres divers. Les études de Kempermann & Gage en 2002 chez la souris et de
Drapeau et collegues chez le rat en 2003, montrent en utilisant le test de la piscine de Morris une
corrélation positive entre I'apprentissage spatiale et le nombre de nouveaux neurones. De nombreux
autres exemples corrélent différents types de mémoires a la neurogenése hippocampique (pour
revues Aimone & Gage, 2011 ; Koehl & Abrous, 2011).

7.1. Manipulations expérimentales de la neurogeneése et effets sur les
performances mnésiques.

Différentes méthodes d’étude de I'implication de la neurogenése adulte hippocampique dans
les processus d’apprentissage et de mémorisation ont été développées. Le traitement avec un anti-
mitotique, le MAM (pour methylazoxymethanol acetate) fut la premiére approche pharmacologique
développée en 2001 par Shors et collegues (Shors et al., 2001). Les résultats obtenus sont
hétérogenes. En effet, les souris traitées présentent des déficits comportementaux dans les épreuves
de clignement palpébral et de peur conditionnée au contexte mais en revanche, le traitement de
provoque pas d’altérations des performances mnésiques dans le test de la piscine de Morris (Shors et
al., 2001, 2002). L'équipe de Serge Laroche a par ailleurs montré que ce traitement ne modifie pas
non plus les performances dans le test de reconnaissance d’objet alors qu’il bloque I'amélioration
des performances associées a I'élevage en environnement enrichi (Bruel-Jungerman et al., 2005). De
plus, en raison de I'effet anti-mitotique du MAM sur I'ensemble des cellules de I'individu (et non
uniguement sur les progéniteurs neuraux) mais aussi de ses effets toxiques, les résultats sont
difficiles a interpréter (Dupret et al., 2005). Pour parer a ces problemes, de nouveaux agents
pharmacologiques sont a présent employés comme le 5-Fluorouracil (Mustafa et al., 2008), le
témozolomide (Garthe et al., 2009) ou encore I’AraC (cytosine arabinoside ; Mak et al., 2007). Ces
agents altérent la mémoire de travail et la navigation spatiale.

L'irradiation totale ou partielle de I’hippocampe constitue la seconde approche d’étude de la
causalité entre neurogenése adulte et mémoire. Cette technique permet de cibler I’hippocampe et
d’épargner la neurogenése dans les autres zones du cerveau (Santarelli et al. 2003 ; Snyder et al.
2005 ; Clelland et al., 2009). L'irradiation engendre des déficits dans la réponse de peur conditionnée
au contexte (Saxe et al., 2006). L'épreuve de mémoire spatiale a donné des résultats plus divers. Il a
été montré que lirradiation aux rayons X de souris agées de 2 mois provoque des déficits
d’apprentissage et de mémorisation spatiale dans le test du labyrinthe de Barnes (plateforme
circulaire et éclairée percée de trous; un seul de ces trous permet a I'animal de s’enfuir; I’'animal
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utilise les indices spatiaux situés dans la piece pour situer et mémoriser la localisation de ce trou)
mais pas dans le test de la piscine de Morris (Raber et al., 2004). D’autres études montrent
également que l'irradiation ne provoque pas d’effets sur l'acquisition d’'une tache de mémoire
spatiale (Madsen et al., 2003 ; Snyder et al., 2005 ; Meshi et al., 2006 ; Saxe et al., 2006). Une autre
étude réalisée sur des souris dgées de 3 mois a montré des résultats exactement opposés a ceux
obtenus par Raber et collégues (Rola et al., 2004). De plus, Snyder et collegues montrent des déficits
de rétention a long terme suite a I'irradiation (Snyder et al., 2005).

Bien que dans I'ensemble, le traitement au MAM et lirradiation affectent la mémoire
associative sans perturber la mémoire spatiale, il ressort tout de méme une certaine disparité dans
les résultats obtenus par ces deux méthodes qui générent de nombreux effets secondaires
(inflammation et toxicité). Ceci pourrait étre di a I'absence d’une technique d’ablation spécifique de
la neurogenese adulte dans le DG. Dans ce but, la génération de lignées transgéniques de souris
permettant de cibler une sous-population particuliere de cellules pourrait préciser les fonctions des
cellules nées au cours de la neurogenése adulte dans les processus d’apprentissage et de
mémorisation. Les souris GFAP-TK sont le premier modele transgénique créé dans ce domaine. Chez
ces souris, I'injection de ganciclovir provoque |'ablation des progéniteurs neuraux exprimant la GFAP
(Garcia et al., 2004) et il a été montré que I'absence de neurogenése adulte provoque une diminution
du temps d’'immobilisation (freezing) au cours du test de peur conditionnée au contexte (Saxe et al.,
2006). Depuis, plusieurs autres modeles d’ablation de la neurogenése ont été créés comme les souris
Nestin/Bax (induction de la mort cellulaire des précurseurs exprimant la nestine inductible par
traitement a la doxycycline ; Dupret et al., 2008), les souris TIx”*/CRE®® (blocage de la prolifération
cellulaire ; Zhang et al., 2008), le modéle NSE-DTA/NesCRE™"™ (induction de la mort des précurseurs
neuraux apres injection de tamoxiféne ; Imayoshi et al., 2008). Ces modeles murins de déplétion de
la neurogenése adulte présentent généralement des déficits de mémoire spatiale et mais
développent des réactions hétérogenes dans les tests de peur conditionnée au contexte. Un dernier
modele d’altération de la maturation des cellules nées au cours de la neurogenése adulte (mutation
du géne PC3tis21) montre des déficits dans les épreuves de peur conditionnée au contexte et de
mémoire spatiale (Farioli-Vecchioli et al., 2008, 2009).

7.2. Role de Ila neurogenése adulte hippocampique dans la
consolidation de la mémoire

La neurogenése adulte hippocampique ne jouerai pas seulement un réle dans I'acquisition et
la mémorisation de nouvelles données mais participerait aussi a la consolidation de cette mémoire
(Kitamura et al., 2009). Il a été montré que les nouveaux neurones agés de 3 a 4 semaines sont
nécessaires dans I'acquisition de nouvelles informations spatiales mais aussi la consolidation de la
mémoire spatiale dans I'épreuve de la piscine de Morris (Farioli-Vecchioli et al., 2008). De plus, chez
le rat, le blocage spécifique de la neurogenese adulte par inhibition de la voie Wnt, particulierement
impliquée dans la genése des nouveaux neurones, provoque des déficits de consolidation de la
mémoire spatiale, dans le test de la piscine de Morris (Jessberger et al., 2009)
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Figure 16. La régulation de la neurogenése adulte peut moduler les processus
d’apprentissage et de mémorisation.

D’apres Lafenetre et al., 2011.

7.3. Régulation de la neurogeneése adulte par I'apprentissage

Les taches d’apprentissage peuvent réguler de fagon distincte les différentes étapes de la
neurogenése adulte. L'apprentissage dans I'épreuve de la piscine de Morris peut étre divisé en deux
phases : la « phase précoce » au cours de laquelle les animaux apprennent la tache, et la « phase
tardive », au cours de laquelle les animaux maftrisent la tache. L’équipe de Nora Abrous a montré
qgue la phase précoce de I'apprentissage ne modifie pas le taux de prolifération des progéniteurs
tandis qu’elle provoque une augmentation de la survie ainsi qu’une complexité accrue de
I'arborisation dendritique des neurones nouveau-nés (Dobrdssy et al., 2003 ; Dupret et al., 2007 ;
Tronel et al., 2010). Par ailleurs, la réalisation de meilleures performances au cours de la phase
tardive de l'apprentissage induit une augmentation de la survie des cellules produites avant
I"apprentissage et provoque l'apoptose de celles nées au cours de la phase précoce de cet
apprentissage. Cependant, les résultats portant sur la phase tardive sont contradictoires (Ambrogini
et al., 2004 ; Dobrossy et al., 2003). Enfin, il a aussi été observé une augmentation de la prolifération
au cours de la phase tardive de I'apprentissage permettant d’apporter un pool de nouveaux
neurones a I’hippocampe (Anderson et al., 2011 ; Dupret et al., 2007).

Ces résultats montrent qu’il pourrait exister une fenétre critique de temps, entre une et deux
semaines apres la naissance des cellules, pendant laquelle ces nouvelles cellules pourraient étre
influencées par les processus d’apprentissage. Cette période critique est concomitante a celle ou les
cellules nouveau-nées commencent a se différencier et a recevoir des entrées glutamatergiques.
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L’'ensemble de ces résultats souligne la relation étroite et réciproque entre la neurogenese
adulte et les processus cognitifs : la neurogenese adulte participe a I'apprentissage hippocampo-
dépendant et aux processus de mémorisation tandis que les expériences d’apprentissage et de
mémorisation interviennent dans la régulation de la prolifération mais aussi de la survie et de
I'intégration des neurones nouveau-nés.

8. Neurogeneése adulte et physiopathologie de la mémoire

8.1. \Vieillissement

Plusieurs revues récentes font le point de nos connaissances sur la relation entre anomalies
de la neurogenése adulte et défauts cognitifs (Lazarof & Mattson, 2010 ; Winner et al., 2011 ; Braun
& Jessberger, 2014). De nombreux arguments suggerent que la diminution de la neurogenése adulte
avec I'age, bien que moins prononcée chez 'Homme que chez les rongeurs, est vraisemblablement
une des causes du déclin cognitif accompagnant le vieillissement (Lazarof & Marr, 2013) (Figure 17).
Les mécanismes et les populations cellulaires affectés sont peu connus. Il est possible que ce soit
I’ensemble des mécanismes qui soit plus ou moins dégradé.
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cell cycle
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Increased proliferation and
c quiescence differentiation
NPC TSignals suppressing
self renewal.
NSC Neuron — .
4 Trophic factors.
Loss of NSC by
conversion to \L Vasculature.
Suppression of astracytes
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U N PC

—

Figure 17. Mécanismes possibles expliquant la neurogeneése réduite liée a I'age.

Cette figure décrit les déficits lies a I'dge ou les facteurs supresseurs interférant avec la
neurogenése. Il n’est pas clairement identifié quel mécanisme est le plus important et il s’agit
probablement d’une combinaison de facteurs multiples. NSC, neural Stem Cells ; NPC, neural
progenitor cells ; X indique une réduction dans la voie (adaptée de Lazarov & Marr, 2013).
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8.2. Maladie d’Alzheimer

Il est évident que le role de la neurogenese adulte se pose de maniere cruciale dans la
maladie d’Alzheimer. L'hippocampe est une structure particulierement vulnérable aux dommages a
des stades précoces de la maladie d'Alzheimer (AD). Bien qu’il y ait de nombreuses observations
suggérant fortement cette relation de causalité entre défaut de neurogenése adulte chez les patients
AD et déficits de mémoire, la démonstration rigoureuse d’un lien causal n’a pas encore été obtenue
(Mu & Gage, 2011). Plusieurs genes impliqués dans I'AD régulent la neurogenése adulte. La protéine
APP et ses différents fragments protéolytiques jouent des rbles dans la prolifération, la survie et la
différenciation des futurs neurones. On observe dans certains modeles de souris transgéniques
(double mutation APP swedish et mutation du géne de la préseniline 1) des anomalies de division des
progéniteurs (Demars et al., 2010). De méme dans les souris de la lignée Tg2576 qui montrent des
déficits cognitifs et I'apparition de dépots de plaques amyloides dans le cerveau adulte, Claire
Rampon et collaborateurs mettent en évidence une altération du gyrus, avec un défaut de
maturation des neurones nouveau-nés (Krezymon et al., 2013).

8.3. Déficience intellectuelle

Les premieres données concernant DI et neurogenése adulte ont été obtenues pour les trois
formes syndromiques les plus fréquentes, a savoir de syndrome de Down, celui de Rett et de I'X
Fragile (Revue de Pons-Espinas et al., 2013). MeCP2 joue un role dans la maturation des neurones
nouveau-nés ; la perte de fonction de MeCP2 induit un retard dans leur maturation avec une
réduction du développement dendritique accompagné de défauts d’expression de génes (Smrt et al.,
2007). Des résultats obtenus avec des cellules souches pluripotentes induites (iPSC) provenant de
patients atteints du syndrome de Rett montrent que ces résultats peuvent étre étendus a ’'Homme
(Kim et al., 2011). Pour I’X Fragile, dans les modeles animaux, I'absence d’expression de FMRP1 induit
une augmentation de la prolifération associée a une diminution de la différenciation neuronale et
une augmentation de celle gliale (Luo et al., 2010). En utilisant un systéeme de délétion inductible,
Guo et collegues montrent que I'engagement phénotypique vers une différenciation gliale se fait au
détriment de la différenciation neuronale (Guo et al., 2011). Dans le bulbe olfactif, les souris KO ont
une augmentation de la densité des épines qui présentent une morphologie normale. Par contre, en
inactivant I'expression du gene fmr1 par silencing, Scotto-Lomassese et collegues montrent que les
épines, toujours présentes avec une densité élevée, sont plus longues mais regoivent une inervation
glutamatergique normale (Scotto-Lomassese et al., 2011). Ces travaux suggérent que la protéine
FRMP1 n’est pas nécessaire pour la mise en place des structures mais qu’elle I'est pour leur
régulation dynamique par I'activité neuronale ou par les autres systémes de régulation.
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Figure 18. Anomalies de neurogenése adulte hippocampique dans le syndrome de Rett et
I’X fragile.

D’aprés Pons-Espinas et al., 2013.

Enfin, notons qu’il n'y a pas encore de description de l'implication d’un géne de DI non
syndromique dans la neurogenese adulte.

42



Introduction

lll. Les p-21 activated kinases dans la signalisation
neuronale

Les p2l-activated kinases (PAK) sont des effecteurs importants et parmi les mieux
caractérisés de la voie de signalisation des Rho-GTPases Racl et Cdc42 (cell division cycle 42). Les
kinases PAK ont été identifiées dans le cytosol des cellules du cerveau de rat (Manser et al., 1994 ;
Manser et al., 1995) et constituent un groupe de sérine/thréonine kinases trés conservé (Dan et al.,
2001). Deux sous-groupes | et Il de ces kinases ont été établis en fonction de leurs caractéristiques
structurales et de leurs mécanismes de régulation (Eswaran et al., 2008). Le groupe | comprend les
kinases PAK 1 a 3 qui présentent entre elles une forte identité de séquence, tandis que les PAK 4 a 6
constituent le groupe Il et ne présentent que 40% d’identité de séquence avec les PAK 1 a 3 (Bokoch,
2003 ; Arias-Romero & Chernoff, 2008). Alors que le mécanisme de régulation des kinases du groupe
I fait intervenir une conformation monomérique permettant une inhibition en cis, celui des kinases
du groupe | fait appel a des dimeéres qui générent des interactions inhibitrices en trans (Eswaran et
al., 2008). Les PAK des deux sous-groupes présentent des propriétés biochimiques et des
localisations subcellulaires trés distinctes, suggérant des mécanismes fondamentalement différents
entre les deux groupes (Abo et al., 1998; Cotteret et al., 2003; Cotteret and Chernoff, 2006).

Cette partie sera consacrée aux descriptions structurales et fonctionnelles des kinases PAK
du sous-groupe |, dont fait partie PAK3. Parmi ces trois kinases, PAK1 et PAK3 sont fortement
exprimées dans le cerveau. De plus en plus de données montrent leur implication dans la mise en
place du cerveau et dans le fonctionnement neuronal avec en corollaire, leur implication dans les
pathologies neurologiques, incluant les maladies neurodégénératives et psychiatriques ainsi que les
tumeurs du cerveau (revue de Kreis & Barnier, 2009).

1. Structure

1.1. Domaine de régulation

La partie N-terminale des kinases PAK du sous-groupe | constitue une région régulatrice et
présente plusieurs sous-régions. Le domaine de liaison aux Rho-GTPases sous leur forme liée au GTP
(p21 binding domaine = PBD) permet I'activation des kinases PAK (Sells & Chernoff, 1997 ; Lei et al.,
2000 ; Manser et al., 1994 ; Lu et al.,, 1997 ; Bokoch et al., 1998). Le PBD est formé de 40 acides
aminés dont 16 d’entre eux constituent la séquence consensus et minimale de liaison aux Rho-
GTPases, appelé le domaine CRIB (Cdc/Rac Interaction Binding ; Burbelo et al.,, 1995). Les autres
acides aminés du domaine PBD contribuent a renforcer I’affinité de PAK pour Racl et Cdc42 (Knaus
et al., 1998 ; Sells & Chernoff, 1997 ; Lei et al., 2000 ). Le PBD présente 88% d’identité de séquence
entre PAK1 et PAK2, et 90% entre PAK1 et PAK3. Les spécificités d’interactions des différentes
kinases PAK avec les différents membres de la famille des GTPases de la famille Rac et Cdc42 ne sont
pas connues. Toutefois, mon équipe a montré que PAK3 lie in vitro préférentiellement la GTPase
Cdc42 plutét que Racl et que l'intersectine, un activateur spécifique de Cdc42, active plus PAK3 que
ne le fait Tiam, un GEF spécifique de Racl (Kreis et al., 2007). Par ailleurs, I'un des inhibiteurs des
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kinases PAK, I'lPA3 empéche I'activation des kinases PAK en se liant au domaine de fixation des Rho-
GTPases (Deacon et al., 2008 : Viaud & Peterson, 2009).

Plusieurs motifs riches en proline (PXXP) sont impliqués dans des interactions avec des
domaines SH3 de partenaires protéiques. Les adaptateurs Nck2 et Grb2 permettent le recrutement
des kinases PAK a la membrane, et les facteurs d’échange PIX, régulateurs de I'activité des GTPases
de la famille Rac et Cdc42, permettent le recrutement des kinases PAK au niveau des adhésions
focales (Galisteo et al., 1996 ; Bokoch et al., 1996, Puto et al., 2003 ; Bagrodia et al., 1998 ; Manser et
al., 1998). Ces séquences d’interaction protéine/protéine sont trés conservées entre les PAK 1, 2 et 3
(Bokoch 2003). Toutefois, la séquence du premier domaine riche en proline qui permet I'interaction
avec les adaptateurs Nck présente des différences a I'origine de spécificité d’interaction. Ainsi PAK3
interagit préférentiellement avec l'adaptateur Nck2 et cette interaction est impliquée dans la
régulation de la transmission synaptique exercée par PAK3 (Thévenot et al.,, 2011). Enfin Grb2
interagit spécifiguement avec PAK1 qui possede une séquence riche en proline additionnelle, dans
son domaine régulateur.

Le PBD, présent sur les kinases PAK des sous-groupes | et Il, chevauche le domaine d’auto-
inhibition (autoinhibitory domaine : AID). Seules les kinases PAK 1 a 3 possedent le domaine AID dont
la fonction est d’inhiber le domaine kinase situé a I'extrémité C-terminale. Les études structurales
par cristallographie ont montré que ce domaine AID est constitué de 3 sous-domaines (Lei et al.,
2000). Le domaine de dimérisation (Di) se situe dans la partie N-terminale du domaine AID et est
constitué de 8 acides aminés. Ce domaine Di interagit avec le domaine Di d’une autre kinase PAK,
formant ainsi un feuillet B qui stabilise les dimeres. La formation de diméres, via leurs domaines Di,
participe a la régulation de I'activité catalytique des PAK. Le domaine « autoinhibitory switch » (IS),
constitué de 3 hélices a et d’un feuillet B, vient interagir, a I'état inactif, avec le grand lobe du
domaine kinase, permettant au segment inhibiteur de la kinase (Ki, positionné en C-terminal du
domaine AID) de venir se loger dans le site catalytique de son partenaire lors de la dimérisation) afin
d’inhiber son activité (voir partie I11.2.1.) (Lei et al., 2000 ; Parrini et al., 2002) (Figure 19).

Figure 19. Schéma des Région régulatrice Région catalytique
différentes régions fonctionnelles e T R L R R e s 25
des kinases PAK du groupe I. ooy

1 | 248 544

La région régulatrice amino- [T | _
terminale contient un domaine de - petit lobe grand lobe

laison
liaison aux GTPases (PBD: p21- a Nck
binding domain), plusieurs régions 65 108 146
riches en prolines (rectangles gris) et
un domaine auto-inhibiteur AID ,Di\ IS
(auto-inhibitory ~ domain). Le 19,92 131
domaine auto-inhibiteur se subdivise Demains auc-nhiisur (AB)

en 3 régions : Di (dimerisation interface), IS (inhibitory switch) et Kl (kinase inhibitory) qui permettent
la dimérisation et l'inhibition du domaine catalytique. La numérotation des acides aminés fait
référence a la séquence de PAK3. Adaptée de Lei et al., 2000.
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La région catalytique située a I'extrémité C-terminale porte I'activité kinase des kinases PAK.
En son extrémité N-terminale, le domaine kinase est constitué d’un petit lobe, et d’un grand lobe en
C-terminal (Figure 19). Le petit lobe est constitué d’un feuillet B et de deux hélices a tandis que le
grand lobe comporte uniquement des hélices a. L'agencement tridimensionnel des deux lobes définit
une cavité correspondant au site catalytique de la kinase (Lei et al., 2000 ; Parrini et al., 2002). Les
trois kinases PAK du sous-groupe | présentent aussi une forte identité de séquence pour le domaine
kinase, 93% d’identité entre PAK1 et PAK2, et 95% entre PAK1 et PAK3 (Arias-Romero & Chernoff,
2008). Le mécanisme par lequel les kinases PAK phosphorylent leurs substrats reste encore a ce jour
a élucider bien que les séquences concensus des sites de phosphorylation par PAK aient été décrites
(Arias-Romero & Chernoff, 2008) (Figure 20).

Group | Pak1l (i jmm 0 el bl ) kinase
Pak2 || = PBD-AID (o Kinase
(88%) (93%)
Pak3 o) PBD-AID! | 0 kinase
(90%) (95%)
Group Il  paks PED SIS Kkinase
Pak5 PBD " (] Kkinase
(72%) (54%)
Pak6 PBD ) () Kkinase
(60%) (54%)
- :i_)D :j;:::;‘:r::::n U Proline nch region D PiXbinding site I Acidicregion

Figure 20. Comparaison structurale des kinases PAKs des groupes | et Il.

Les PAKs du groupe | possédent une trés forte identité de séquences entre elles,
particulierement au niveau de leur domaine kinase. Le groupe |, contrairement au groupe Il posséde
des domaines de liagison a Nck, Grb2 et PIX, ainsi qu’un domaine d’auto-inhibition (Arias-Romero &
Chernoff, 2008,).

1.2. PAKS3 et ses variants d’épissage

L'épissage alternatif joue un réle important dans la complexité fonctionnelle produite par le
génome. Plus de la moitié des genes code pour plusieurs variants d’épissage et, en moyenne, un
géne code pour trois protéines. Par exemple, le géne Dscam de drosophile code pour plus de 64 000
especes moléculaires. Enfin, des anomalies de I'épissage alternatif sont impliquées dans de
nombreuses pathologies. L'épissage alternatif supporte aussi des fonctions cellulaires et est impliqué
dans les mécanismes de la plasticité neuronale.

Mon équipe a mis en évidence deux exons alternatifs pour le gene pak3, dénommés b et c et
localisés entre les exons 2 et 3. Cette insertion touche le chevauchement entre le domaine PBD et le
domaine IS de la région régulatrice. Ces exons b et c codent pour des inserts de 15 et 21 acides
aminés respectivement. Quatre protéines PAK3a, PAK3b, PAK3c et PAK3cb sont codées par le géne
pak3 (Rousseau et al., 2003 ; Kreis et al., 2008). Les deux exons b et ¢ sont apparus successivement
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au cours de I'évolution. L'exon c apparait avec les tétrapodes et I'exon b avec les mammiféres
uniquement. Les différents variants d’épissage sont exprimés a divers niveaux dans les neurones des
le développement embryonnaire (Kreis et al., 2008). Dans le cerveau adulte, ils sont relativement trés
exprimés. Ainsi PAK3b est détecté a un niveau identique a PAK3a dans le cerveau adulte de souris
alors que Pak3cb est plus faiblement détecté, et PAK3c tres faiblement exprimé (Kreis et al., 2008)
(Figure 21).

A. B.
Regulatory domain Kinase domain PAKS3 Apparent MW
1 92/93 544
cb \ / 72 kDa
] c —_— — 69 kDa
e "'B b —— @ ~—— 68 kDa
a—" T 65kDa

Figure 21. pak3 code pour quatre variants d’épissage PAK3a, PAK3b, PAK3c et PAK3ch.

(A) Représentation schématique de la protéine PAK3. Les inserts c et b se localisent dans la
région d’interaction avec les GTPases et au début du domaine d’auto-inhibition, dans le domaine IS.
(B) Représentation de I'abondance relative de chaque protéine dans le cerveau de souris, selon leur
poids moléculaire apparent. Les isoformes a et b sont les plus abondantes, ¢ étant la moins exprimée
(Kreis et al., 2008).

L'insertion des exons b et c dans le domaine de régulation modifie profondément les
propriétés biochimiques et fonctionnelles des variants d’épissage. D’'une part, le domaine AID de
PAK3b n’inhibe pas I'activité kinase de PAK3a (Rousseau et al., 2003). D’autre part, lorsque les
différents variants sont exprimés dans des fibroblastes, PAK3a requiert I'activation par Cdc42 tandis
que PAK3b, c et cb sont constitutivement actives. Les insertions au niveau de la zone de
chevauchement entre les domaines PBD et AID conférent une affinité moindre pour les Rho-GTPases
et déstabilisent la conformation de la région régulatrice, levant I'inhibition du domaine kinase par le
domaine AID. Cette activité kinase constitutive est mesurable in vitro et aussi observable in vivo dans
les fibroblastes transfectés avec les différents variants d’épissage a, b, ¢ et cb comme en témoigne
une trés nette diminution du nombre d’adhésions focales et d’importants changements
morphologiques. L'ensemble de ces résultats suggere fortement que les différents variants
d’épissage pourraient avoir des fonctions cellulaires distinctes (Rousseau et al., 2003 ; Kreis et al.,
2008). Notons que ces variants d’épissage sont localisés dans différents compartiments
subcellulaires, comme cela a été montré par des expériences de fractionnement réalisées a partir de
lysats de cerveau. Certains variants sont enrichis dans la fraction contenant les densités post-
synaptiques alors que d’autres co-purifient avec la fraction enrichie en éléments pré-synaptiques
(Combeau et al., 2012). La présence des variants d’épissage est une spécificité de PAK3 comparée
aux autres membres de cette famille, bien que chez 'Homme, deux ARN messagers produits par
I’épissage alternatif aient été identifiés pour PAK1. Cependant, il n’y a aucune donnée sur les
propriétés biochimiques et fonctionnelles de ces deux variants de PAK1 (Kreis & Barnier, 2009).
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2. Régulations

2.1. Modele de trans-inhibition

Les expériences de cristallographie de Lei et collegues ont montré que PAK1 forme des
homodimeéres par l'interaction des domaines régulateurs de deux kinases (Lei et al., 2000). Depuis, il
a été montré que les homodimeres et hétérodiméres de ces kinases (PAK1 et PAK3) existent in vivo
(Parrini et al., 2009 ; Combeau et al., 2012). La formation de ces dimeres constitue un des éléments
clés de la régulation de I'activité de ces kinases, en les maintenant dans un état inactif. Les études
réalisées sur PAK1 de Lei en 2000 et de Parrini en 2002 ont montré, d’une part, que deux kinases
PAK1 s’associent par l'interaction de leur domaine de dimérisation Di. Toutefois, cette séquence
n’est pas indispensable pour la dimérisation. D’autre part, ces études ont mis en évidence que les
parties N-terminale et C-terminale de chacune des kinases interagissent entre elles fortement et que
les acides aminés arginine 438 et lysine 439 du grand lobe du domaine kinase ainsi que la leucine 107
du domaine IS sont indispensables a cette interaction. Ainsi, le domaine IS est replié sur le grand lobe
du domaine catalytique ce qui favorise le positionnement du domaine Ki dans le sillon du site
catalytique. Le domaine Ki de chaque kinase interagit avec le site catalytique de son partenaire, ce
qui induit une trans-inhibition de I’activité de I'autre monomere (Lei et al., 2000 ; Parrini et al., 2002).

En ce qui concerne PAK3, nous avons démontré que PAK3a peut aussi former des
homodimeéres et que la leucine 102 du domaine IS, I'arginine 436 et la lysine 437 du grand lobe du
domaine kinase sont aussi les acides aminés clés de la formation de ce complexe dimérique
(Combeau et al., 2012). Les kinases PAK du sous-groupe | présentant de fortes identités de séquence,
PAK1 et PAK3 peuvent théoriquement s’associer sous forme de complexes hétérodimériques (Parrini
et al., 2002). Nous avons démontré qu’effectivement PAK3 forme des hétérodiméres avec PAKI.
Toutefois, de maniére extrémement surprenante, nous avons observé que PAK3a s’associe
préférentiellement sous forme hétérodimérique avec PAK1, que sous forme d’homodimeére. Grace a
I’obtention de sera spécifiques, nous avons montré |’existence de ces hétérodimeres dans le cerveau
de souris adulte. L'insertion des séquences codées par les exons alternatifs affecte légerement
I’hétérodimérisation avec PAK1 et trés fortement ’lhomodimérisation avec PAK3a. Cependant, la co-
transfection de PAK1 avec PAK3a ou PAK3b a révélé que I'hétérodimérisation avec PAK1 régule
I'activité kinase de PAK3a mais pas celle de ses variants d’épissage (Combeau et al., 2012). D’autres
mécanismes de régulation, comme la régulation post-transcriptionnelle ou bien la dégradation des
protéines, pourraient intervenir dans la modulation de I'activité constitutive des variants d’épissage
de PAK3 (Figure 22).
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Figure 22. Modeéle de trans-inhibition des kinases PAK.

A : Modéle de trans-inhibition symétrique de PAK3a par PAK1. La formation d’hétérodimeres
PAK1/PAK3a permet d’inactiver chaque partenaire, puis le recrutement de Cdc42 permet de dissocier
le dimére, de libérer le domaine kinase et donc d’activer chaque partenaire. B : Modéle de trans-
inhibition asymétrique des variants d’épissage de PAK3 par dimérisation avec PAK1. La dimérisation
de PAK1 avec PAK3b, c, ou cb permet d’inhiber leur domaine kinase. PAK1 est ainsi également inhibée
car elle ne peut étre phosphorylée par les variants d’épissage. Ce complexe est dissocié par le
recrutement de Cdc42 et permet ainsi a chaque kinase de phosphoryler son partenaire afin de
I'activer (adaptée du mémoire de thése G. Combeau).

2.2. Activation par les Rho-GTPases Racl et Cdc42

Les Rho-GTPases sont de petites protéines G et constituent une sous-famille des Ras. Elles
interviennent dans de nombreuses fonctions nécessaires a la vie cellulaire, en aval de stimuli
extracellulaires. RhoA, Racl et Cdc42 sont les trois membres principalement étudiés de cette famille.
Les Rho-GTPases cyclent entre un état dit actif lorsqu’elles sont liées au GTP, et dit inactif lorqu’elles
sont liées au GDP. L’activation des Rho-GTPases est finement régulée par les Rho GEF (Guanine
Exchange Factor) et le retour a I'état GDP est effectué par les Rho GAP (GTPase Activating Protein).
Les Rho-GTPases possédent un mécanisme propre de régulation impliquant les GDP Dissociation
Inhibitors (GDI). Les GDI interagissent avec les formes GDP des GTPases de la famille Rho. Il existe
trois génes, GDI1 avec une expression ubiquitaire, GDI2 restreint aux cellules hématopoiétiques et
GDI3 exprimé dans le cerveau, les poumons et les testicules. Les RhoGDI sont cytoplasmiques. Les
GDI inhibent la dissociation du GDP, c’est a dire qu’ils stabilisent les Rho-GTPases sous leur forme liée
au GDP. De plus, les GDI assurent la solubilisation des formes liées au GDP en masquant la queue
lipidigue N-ter des GTPases de la famille Rho/Rac /Cdc42 a l'intérieur de leur poche hydrophobe. Les
trois GDI interagissent avec certains membres des Rho-GTPases. Ainsi GDI1 interagit avec RhoA, Rac
et Cdc42 alors que GDI3 interagit avec RhoG et RhoB. Les activités des RhoGDI sont régulées. La
phosphorylation RhoGDI par PAK1 peut servir de rétrocontrole positif pour permettre une activation
soutenue de Rac, dans des processus tels que la mobilité cellulaire (DerMardirossian et al., 2004).

Au sein des complexes dimériques, la séquence consensus CRIB est exposée a la surface des
kinases ce qui permet le recrutement des Rho-GTPases. L'étude de Parrini et collegues en 2009 a
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montré que l'activation de PAK1 est séquentielle. Les homodiméres de PAK1 sont recrutés a la
membrane et acquiérent ainsi une conformation semi-ouverte. Les résidus sérine 199 et 204 peuvent
alors étre phosphorylés mais ce n’est pas le cas de la thréonine 423 située dans le site catalytique. La
kinase est alors encore inactive. Cet état favorise la liaison aux Rho-GTPases induisant un
changement de conformation qui achéve d’activer les kinases du dimére par trans-phosphorylation
des thréonines 423 de chacun des domaines catalytiques par I'autre kinase (Parrini et al., 2009)
(Figure 23).

Figure 23. Mécanismes d’activation des PAK du groupe I.

a) Conformation auto-inhibée. Les PAK sont sous forme d’homodiméres. Le domaine IS
(inhibitory switch) s’associe au grand lobe et stabilise la forme inactive du domaine kinase. b) La
liaison des GTPases sous forme active permet de dissocier le dimére et de déplier le domaine IS. Ainsi
le domaine Kl (kinase inhibitory) n’occlut plus le domaine catalytique et la boucle activatrice est
libérée. La trans-phosphorylation de la T421 active la kinase. c) Une fois la T421 phosphorylée, la
kinase s’auto-phosphoryle sur plusieurs sites sérines (PS: phosphosérine). Ces modifications
empéchent la kinase de basculer dans une forme inactive. Adaptée de Lei et al., 2000.

Les kinases PAK du groupe | possédent aussi une région polybasique riche en acides aminés
chargés positivement. Les travaux du groupe de Peterson montrent que cette région interagit avec
les phosphatidylinosides diphosphates PIP, qui sont des co-activateurs puissants des kinases PAK.
Plus précisément, les GTPases et les phosphatidylinositols sont tous deux nécessaires pour induire le
changement de conformation de la kinase et, de ce fait, PAK nécessite que les deux voies Rho-
GTPases et PIP, soient activées pour qu’elle soit recrutée a la membrane et a son tour activée. La
kinase PAK est ainsi un détecteur de coincidence, de simultanéité dans I’activation des deux voies
(Malecka et al., 2013). Cette séquence polybasique est présente dans les trois kinases du sous-
groupe |. De maniére intéressante, la mutation de DI R67C de PAK3 est localisée dans cette séquence
et pourrait affecter ce mécanisme de régulation par les lipides.

2.3. Recrutement membranaire

Le recrutement membranaire des kinases PAK joue un réle important dans leur activation et
s’effectue par deux voies impliquant deux partenaires des kinases PAK. Dans le cytosol, les kinases
PAK interagissent avec le second domaine SH3 des adaptateurs protéiques Nckl et Nck2, via leur
premier motif riche en proline (Bagrodia et al., 1995 ; Bokoch et al., 1996 ; Galisteo et al., 1996).
Cependant, PAK3 se lie préférentiellement a Nck2 in vitro et in vivo (Thévenot et al., 2011). Via leur

49



Introduction

domaine SH2, les adaptateurs Nck sont capables de se lier aux résidus tyrosines phosphorylés de
certains ligands et récepteurs membranaires, comme les récepteurs a activité tyrosine kinase ou les
éphrines (Bokoch, 2003, Xu et al., 2009). Suite a I'activation de ces ligands et récepteurs, Nck/PAK
avec le récepteur permet le rapprochement de PAK a la membrane, ce qui favorise son activation par
les Rho-GTPases. Le recrutement par Nck pourrait étre ciblé pour réguler 'activation de PAK, comme
cela a été montré pour le complexe PAK1/Nckl dans I'angiogenése (Kiosses et al., 2002) (Figure 24).

PAK peut aussi étre recrutée a la membrane via un motif riche en proline non-canonique par
I'intermédiaire de PIX (Manser et al., 1998 : Bagrodia et al., 1998). PIX interagit également fortement
avec GIT via le domaine SHD de GIT (Spa2 homology domain) (Zhang et al., 2003 ; Zhang et al., 2005).
Au niveau des adhésions focales, GIT interagit avec la Paxiline. Ainsi, le complexe PAK/PIX/GIT
permet le rapprochement de PAK a la membrane et son activation par les Rho GTPases. De plus, PIX
a une activité GEF et participe donc a la liaison de Racl ou Cdc42 (Manser, et al., 1998 ; Kutsche et
al., 2000 ; Baird et al., 2005). Le complexe PIX/GIT joue un rdle important dans la plasticité
synaptique en interagissant avec Shank (Park et al., 2003) (Figure 24).
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Figure 24. Les deux voies de recrutement membranaire de PAK.

Apreés activation du récepteur tyrosine kinase (RTK), la kinase PAK est recrutée a la membrane
via I'adaptateur Nck. Cette localisation de PAK permet son activation par les GTPases, ancrées a la
membrane. Une deuxiéme voie de recrutement a la membrane implique le facteur d’échange PIX qui
amene PAK au niveau des adhésions focales. Adaptée du mémoire de P. Kreis.

Les données récentes du groupe de Peterson impliquant les lipides membranaires comme co-
activateurs, pose la question de savoir si, d’'une maniére générale, les kinases PAK nécessitent deux
phénomeénes simultanés, d’une part un recrutement membranaire, et d’autre part une interaction
avec le domaine PBD pour induire le changement conformationnel permettant la transactivation de
la kinase. Certains partenaires suffisent-ils a effectuer ces deux actions ? Toutes les combinaisons
entre recruteur et activateur existent-elles? Comment relier ce modele a celui du dimére
asymétrique ? Toutes ces questions montrent que les mécanismes intimes de la régulation des
kinases PAK sont loin d’étre compris, un point pourtant important au regard des recherches
entreprises pour identifier des inhibiteurs de ces kinases dans des approches thérapeutiques en
cancérologie.
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Bien que la majorité des études des mécanismes de régulation et d’activation aient été
réalisées sur PAK1, les fortes identités de séquence entre les différentes kinases PAK du sous-groupe
| ont permis d’extrapoler ces mécanismes a PAK2 et PAK3. Nous verrons plus loin qu’il existe des
particularités pour PAK3 qui interagit préférentiellement avec Cdc42 et Nck2, possede des inserts
dans la région cruciale du domaine de régulation et présente aussi des préférences dans la formation
d’hétérodimeéres.

3. Expression tissulaire et localisation subcellulaire des kinases
PAK

Au niveau tissulaire, PAK1 est localisée dans le cerveau, la rate et le muscle, tandis que PAK2
est ubiquitaire. PAK3 est la kinase du sous-groupe | a étre exprimée plus spécifiquement dans le
cerveau (Arias-Romero & Chernoff, 2008). Dans le cerveau, PAK1 et PAK3 sont exprimées dans le
cortex (couche IV et couches I, lll et V respectivement) et dans I"hippocampe (Manser et al., 1994 ;
Manser et al.,, 1995 ; Allen et al., 1998). PAK3 est de plus exprimée dans I'amygdale et le bulbe
olfactif (McPhie et al., 2003). Au niveau cellulaire, PAK1 et PAK2 sont exprimées dans les neurones,
les astrocytes et enrichies dans les oligodendrocytes. Des expériences de RT-PCR a partir de cultures
de neurones et d’astrocytes ont montré que PAK3 est exprimée principalement dans les neurones
(Kreis et al., 2008). Ce résultat a été confirmé par d’autres auteurs par des approches
transcriptomiques (Cahoy et al., 2008 ; Liu et al., 2012). Dans le cerveau adulte, PAK3 s’exprime dans
les régions principalement composées par les cellules post-mitotiques (Allen et al., 1998).

Au niveau subcellulaire, dans les neurones, PAK1 et PAK3 copurifient avec les densités post-
synaptiques (Hayashi et al., 2004 ; Combeau et al., 2012). Les analyses immunohistochimiques
montrent que PAK3 posséde un marquage discret avec un enrichissement sous forme de « puncta »,
au niveau des densités post-synaptiques et du cytoplasme des épines dendritiques (Rex et al., 2007).
Mon équipe a observé qu’effectivement, PAK3 est enrichie au niveau des densités post-synaptiques
et des zones riches en actine dans les épines dendritiques, alors que PAK1 présente une localisation
plus diffuse dans I'épine (Combeau et al., 2012). Toutefois, les kinases PAK1 et PAK3 co-localisent
partiellement dans les épines dendritiques. Les formes actives/phosphorylées des kinases PAK sont
principalement localisées dans les dendrites et au niveau de la densité post-synaptique (PSD)
(Hayashi et al ., 2004 ; Zhang et al., 2005). Les différents variants d’épissage de PAK3 sont exprimés
dans les neurones (Rex et al., 2007 ; Combeau et al., 2012).
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4. Fonctions cellulaires des kinases PAK

4.1. Régulation du cytosquelette d’actine

Les kinases PAK sont les principaux effecteurs des Rho-GTPases, régulateurs clés du
cytosquelette d’actine. Ce réle de régulateur intervient donc aussi dans les processus de polarité, de
migration et d’adhésion cellulaire.

Un des mécanismes de régulation du cytosquelette d’actine par les kinases PAK est la voie de
la LIM kinase 1 (LIMK1), qui est I'un des principaux effecteurs des kinases PAK. La phosphorylation
par les kinases PAK active la LIMK1, laquelle peut alors phosphoryler la cofiline, qui devient alors
inactive et inhibe ainsi la dépolymérisation des filaments d’actine (Arber et al.,, 1998 ; Yang et al.,
1998 ; Edwards et al., 1999). Ainsi, la voie de signalisation Rho-GTPases/PAK participe a la formation
et a la stabilisation du cytosquelette d’actine au sein de structures comme les lamellipodes ou les
filopodes.

Les kinases PAK régulent aussi le cytosquelette d’acto-myosine par l'intermédiaire de
I'activité de la myosine qui interagit avec I'actine. Les kinases PAK phosphorylent la Myosin Light
Chain Il (MLC, chaine régulatrice) et ainsi I'activent. Parallelement, les PAK peuvent inhiber la voie de
la MLC en phosphorylant la MLCK (MLC Kinase, kinase activatrice de la MLC) (Bokock, 2003 ; Zhao &
Manser, 2005). Au niveau neuronal, ce mécanisme de régulation du cytosquelette d’actine fait
intervenir les partenaires protéiques PIX et GIT, les Rho-GTPases et PAK dans la formation et la
stabilisation des épines dendritiques (Zhang et al., 2005). Les kinases PAK peuvent aussi phosphoryler
la MLC VI qui intervient dans le trafic membranaire et la migration cellulaire (Buss et al., 1998).

Les kinases PAK ciblent, de plus, des protéines de réarrangements du cytosquelette d’actine.
La Filamine A (FLNa) est phosphorylée par PAK1, et ainsi activée, controle la stabilité du
cytosquelette en le connectant a la membrane. Par ailleurs, FLNa peut se lier au domaine PBD de
PAK1 et réguler de cette maniere son activité, effectuant un feedback positif (Szczepanowska, 2009 ;
Vladamudi et al., 2002). PAK1 régule aussi le complexe Arp2/3 qui contréle la complexification du
cytosquelette (nucléation et ramification). La phosphorylation de la sous-unité p41-ARC de ARP 2/3
favorise I'association de ce complexe dans le lamellipode d’une cellule en migration (Dummler et al.,
2009).

4.2. Régulation de I’expression génique

Au sein de la cellule, les kinases PAK stimulent des voies de signalisation impliquées dans la
régulation de I'expression génique. PAK1 intervient dans la régulation de I'expression génique par le
biais de la voie des MAP Kinases (Mitogen-Activated Protein kinase) ERK et I'activation de JNK (JUN
N-terminal Kinase). Cette voie de signalisation est la mieux décrite et permet la phosphorylation et la
translocation nucléaire de certains facteurs de transcription (Kumar et al., 2006). PAK1 régule aussi
d’autres facteurs de transcription, tel le facteur nucléaire kB (NFkB). Elle active par liaison les
récepteurs aux hormones stéroides et aux récepteurs nucléaires androgenes. Les kinases PAK
peuvent, elles aussi, étre transloquées au noyau et réguler ainsi directement la transcription.
Cependant, la mise en évidence de trois séquences de localisation nucléaire pour PAK1 et de
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seulement une pour PAK2 et PAK3 suggére qu’il s’agit d’une spécificité de PAK1 (Li et al., 2002 ; Singh
et al., 2005).

De par leur activation par de multiples voies de signalisation, les kinases PAK permettent
I'intégration des différents signaux et participent a de nombreux processus cellulaires comme la
polarité cellulaire, la migration, la prolifération, la transformation cellulaire mais aussi I'apoptose
(Bokoch, 2003).

4.3. PAK et cancer

Les kinases PAK sont fréquemment associées au développement de cancers en raison de
leurs roles dans la prolifération, la migration, la régulation du cytosquelette d’actine et la survie
cellulaire. Plusieurs revues récentes résument nos connaissances a ce sujet (Eswaran et al., 2009 ; Ye
& Field, 2012 ; Radu et al., 2014). Synthétiquement, la surexpression des genes pakl et pak4 ainsi
que la variation du nombre de copies de ces deux genes sont les caractéristiques les plus communes
observées dans de nombreux cancers. pakl est surexprimé dans les cancers du sein, du foie et du
colon (Dummler et al., 2009 ; Kumar et al., 2006). L’expression de PAK1 peut aussi étre controlée par
des microARN comme le microARN-7, un mécanisme pouvant étre dérégulé dans certains cancers
(Reddy et al., 2008 ; Ye & Field, 2012). PAK1 peut étre aussi activée par la présence de mutations
dans des activateurs des Rho-GTPases, en particulier des mutations activatrices des GEF. Notons
aussi leur activation suite a l'invalidation des GAP de Ras, en particulier les neurofibromatoses. Enfin,
il est intéressant de noter que PAK3, a deux exceptions prés qui demandent confirmation, n’a jamais
été trouvée associé a des cancers (Liu et al., 2010 et Greenman et al., 2007).

5. Fonctions neuronales des kinases PAK, roles dans la plasticité

5.1. Plasticité, synapses et épines dendritiques

La plasticité synaptique est la modification de l'efficacité de la transmission synaptique
faisant suite a I'activité synaptique, c’est-a-dire que cela correspond a la capacité des synapses a
modifier la transmission synaptique en fonction de leur histoire, de leur activité.

Ce concept fut découvert par Bliss et collegues, en 1973 en montrant qu’une stimulation a
haute fréquence de la voie perforante de I'hippocampe entraine une augmentation persistante de
I’efficacité de la transmission synaptique dans le gyrus denté. Cette augmentation, qui se maintient
plusieurs jours, a été dénommée « potentialisation a long-terme » ou LTP. Elle a depuis été mise en
évidence au niveau de tres nombreuses synapses. Trés rapidement, ce phénoméne initialement
décrit par des méthodes électrophysiologiques est apparu pouvant étre le support physiologique de
I'apprentissage et de la mémoire. Depuis, les bases moléculaires et cellulaires de la plasticité
synaptique ont été largement étudiées, mais il reste encore beaucoup de questions sans réponse.

La plasticité peut étre analysée a plusieurs niveaux d’échelle : au niveau synaptique, au
niveau de I'épine dendritique, au niveau d’un neurone, au niveau d’un réseau neuronal. |l existe aussi
une échelle de temps correspondant a des mécanismes différents, impliquant des courants ioniques
de sodium dans les premieres millisecondes, des entrées calciques dans les quelques secondes, des
translocations de protéines, des phosphorylations dans les premieres minutes, des syntheses
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protéiques locales et enfin dans les premiéres heures une régulation génique avec activation
transcriptionnelle.

Nous décrirons quelques propriétés de la plasticité synaptique qui met en jeu des
mécanismes structuraux et fonctionnels des synapses et des épines dendritiques.

La synapse est une structure fonctionnelle composée de deux parties, d’une part I'élément
présynaptique correspondant a la zone active ou les vésicules vont libérer leur contenu et d’autre
part, la zone post-synaptique, largement pourvue de récepteurs aux neurotransmetteurs
synaptiques, eux méme organisés grace a la densité post-synaptique. Entre ces deux zones, la fente
synaptique est aussi un espace structuré, traversée par des réseaux moléculaires de
récepteurs/ligands transmembranaires et autres protéines transmembranaires homophiliques (Eph
et ephrine, neurexines et neuroligines, N-Cadherine, N-Cam, etc) qui assurent la cohésion régulée
entre les éléments pré et post-synaptiques. La synapse est souvent entourée de prolongements
gliaux qui jouent un role important dans la recapture des neurotransmetteurs, dans la libération de
neuromodulateurs et dans d’autres mécanismes pouvant aussi étre impliqués dans la plasticité. Nous
ne décrirons que la synapse excitatrice glutamatergique, caractérisée entre autre par la présence
d’une structure dense aux électrons accolée au c6té post-synaptique de la synapse, dénommée
densité post-synaptique. La densité post-synaptique a une forme de disque d’environ 200-500 nm de
diametre et une épaisseur d’environ 60 nm. Cette taille varie toutefois suivant I'identité du neurone,
et son histoire, mais aussi de l'activité électrique du réseau neuronal. Elle comprend la partie
membranaire post-synaptique et la zone sous membranaire et est constituée de plusieurs centaines
de protéines correspondant a des récepteurs, des protéines d'échafaudage, des protéines de
signalisation, et des protéines du cytosquelette d’actine. Les principales protéines composant la
densité post-synaptique sont la Calcium-calmoduline kinase Il et la PSD95. La densité présente une
structure hétérogene, asymétrique dans son épaisseur et selon I'axe radial. Ainsi, les récepteurs
NMDA sont plus centraux alors que les AMPA sont relativement répartis de maniere homogéne.
Toutefois la répartition asymétrique des récepteurs au glutamate est en relation avec leur devenir
puisque les récepteurs centraux sont fortement ancrés aux protéines d’échafaudage, les
périphériques étant plus sujet a I'internalisation. Verticalement, on observe aussi une asymétrie dans
la distribution de protéines : la PSD-95 est a la surface alors que Shank est plus interne. La CaMKII se
trouve elle sur la face interne cytoplasmique de la structure. La densité est fortement relié au
cytosquelette d’actine via sa face interne grace aux protéines cortactine et a-actinine. La structure
des densités post-synaptiques est dynamique. Ainsi des expériences de stimulation a haute
fréquence induisant une LTP s’accompagne d’une augmentation de la taille de la densité post-
synaptique, principalement due au recrutement des molécules de la CamKIl. De méme, des
expériences de FRAP montrent un rapide turn-over de la F-actine au voisinage de la densité dans les
épines, ainsi que de I'a-actinine et la cortactine.

La plasticité repose sur deux grandes familles de récepteurs au glutamate que sont les
récepteurs AMPA et les récepteurs NMDA. Le glutamate libéré par la terminaison synaptique va
activer les récepteurs AMPA et ouvrir les canaux permettant une entrée d’ions sodium et une sortie
d’ions potassium. Ceci va provoquer une légere dépolarisation de la membrane plasmique, qui passe
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de -80mV a -40mV, ce qui va permettre de levée de blocage par l'ion magnésium qui inhibe
I’ouverture du récepteur NMDA. Son ouverture va permettre une entrée massive de calcium qui va
étre le déclencheur de nombreux événements et en particulier I'activation de plusieurs kinases. Le
signal calcique est extrémement complexe (canaux calciques, réserves calciques, etc.). Le calcium
intracellulaire module quasiment toutes les fonctions neuronales, allant des réponses a trés court
terme aux réponses a long terme. Le nombre des récepteurs synaptiques AMPA et NMDA est régulé
par de nombreux mécanismes tels que |’exocytose adressant les récepteurs a la membrane,
I’endocytose retirant les récepteurs de la membrane, le recyclage des vésicules, la mobilité de
surface distribuant les récepteurs entre zone synaptique et zone extra-synaptique, leur biosynthése
et dégradation. Chacun de ces processus est régulé par des voies de signalisation dépendant de
I’activité neuronale, mettant en jeu un certains nombres de kinases.

Le deuxieme élément important est I'épine dendritique qui correspond a un domaine
fonctionnel du neurone et qui est le support structural des synapses excitatrices glutamatergiques.
Les épines sont de petites protrusions a la surface des dendrites, constituées d’une téte et d’un cou,
tres riche en actine. Les densités post-synaptiques sont localisées dans la téte de I'épine. Il est
maintenant largement admis que la morphologie et la dynamique des épines dendritiques sont
étroitement liées a la plasticité synaptique. Plusieurs classifications des épines ont été établies
d’apres leur forme. Les petites épines évoluent rapidement, par exemple dans des expériences de
potentiation a long terme, alors que les grosses synapses sont beaucoup plus stables et voient leur
morphologie évoluer sur des lapses de temps beaucoup plus longs (de un mois a une année).
Certaines hypothéses associent des fonctions spécifiques a ces différents types de synapses.

L’activité neuronale favorise la formation et la maturation des épines dendritiques. Ainsi in
vivo, les neurones de striatum présentent un grand nombre d’épines. Cependant, une fois en culture
les épines disparaissent, excepté si on ajoute a la culture des neurones corticaux générant un signal
électrique. D’autres études ont démontré I'effet d’'une stimulation électrique sur la polymérisation
de l'actine. Par exemple, la profiline est recrutée au niveau des épines dendritiques suite a une
activation des récepteurs. Cette stimulation, obtenue également par libération répétée de
glutamate, a pour conséquence un élargissement stable des épines dendritiques (Matsuzaki et al.,
2004 ; Richards et al., 2005). Cette modification morphologique des épines est en partie due a
I'invasion de I'épine par les microtubules sous I'effet de I'activité neuronale (Hu et al., 2008 ; Gu et
al.,, 2009). Ceci favorise le recrutement de polyribosomes permettant une traduction locale des
protéines nécessaires a une réponse rapide suite a un stimulus (Ostroff et al., 2002). Les
microtubules favorisent également le recrutement de mitochondries dont le role est encore mal
compris (Li et al., 2004).

In vivo, I'activité neuronale est indispensable a la régulation de la dynamique des épines
dendritiques. Cette dynamique se traduit par le fait que certaines épines dendritiques se rétractent
tandis que d’autres apparaissent (Figure 25). Les voies de signalisation qui controlent le
cytosquelette d’actine joue un role important dans la mise en place et le remodelage des épines
dendritiques et des densités post-synaptiques. Ces voies impliquant épines et densités sont tres
largement intriquées et conditionnent le nombre de récepteurs synaptiques au glutamate.

Enfin, de plus en plus d’études démontrent qu’une altération de cette plasticité synaptique
est a l'origine de nombreux déficits neurologiques et intellectuels (Nadif Kasri et al., 2009) et de

55



Introduction

nombreux travaux ont démontré le role central du cytosquelette d’actine sur la dynamique des
épines dendritiques et I'expression synaptique des récepteurs ionotopiques au glutamate (voir revue
de Penzes et al., 2014). Ainsi, les premiéres anomalies morphologiques d’épines dendritiques
associées a des cas de déficience intellectuelle furent rapportées en 1974 par Purpura. Ainsi, chez
des patients atteint du syndrome de I'X fragile, les épines présentent un cou fin et allongé et une téte
de taille plus importante. Cette étude fut une des premiéres a avancer I’hypothése d’une relation
entre anomalies structurales des épines et défauts cognitifs observés chez les patients (Figure 25).

Les kinases PAK sont des effecteurs des GTPases de la famille Rac et Cdc42 et participent a la
formation et a la maturation des épines dendritiques ainsi qu’a la dynamique structurale des densités
post-synaptiques.
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Figure 25. Morphologie des épines dendritiques et déficience intellectuelle.

A. Représentation schématique de la structure d’un neurone. B. Morphologie des épines
dendritiques. C. Microscopie électronique d’une synapse avec accumulation de vésicules de
neurotransmetteur en pré-synaptique et fort marquage de la densité post-synaptique. D. Illustration
de dendrites apicales de neurones pyramidaux du cortex cérébral humain. Dendrite d’un enfant de 6
mois (panel haut) ; dendrite d’un enfant de 10 mois atteint de déficience intellectuelle (panel bas) : les
épines sont anormalement longues, fines et tordues avec une densité modifiée (Purpura, 1974). E.
Effet de Iextinction de [I'expression de pak3 par utilisation d’un siRNA sur des tranches
organotypiques : diminution de la densité et augmentation de la longueur des protrusions (Boda, et
al., 2004).
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5.2. Role des kinases PAK dans la plasticité synaptique

Différentes approches ont été menées pour étudier le réle des kinases PAK dans la plasticité
synaptique. La premiere évidence de leur rdole fut apportée par le laboratoire de Tonegawa qui
exprima le domaine auto-inhibiteur de PAK3 sous contréle du promoteur de la CamKIl pour inhiber
les kinases PAK du sous-groupe | dans le cerveau antérieur post-natal conduisant a des anomalies de
moprhologie des épines dendritiques et des défauts de LTP (Hayashi et al., 2004). Peu apres,
Dominique Muller montrait, en exprimant dans des tranches organotypiques d’hippocampe les
formes mutées de PAK3, que cette kinase joue un rOle dans la plasticité synaptique et Ia
morphogénese des épines dendritiques (Boda et al., 2004). Pour analyser le réle des kinases PAK
dans la formation des épines, le laboratoire d’"Horwitz transfectait des formes actives ou inactives des
kinases PAK1 et PAK3 dans des neurones d’hippocampe en culture (Zhang et al., 2005). Enfin, les
invalidations des genes pak3 et pakl démontrerent des rbles discrets des kinases PAK dans la
morphologie neuronale et la plasticité (Meng et al., 2005 ; Asrar et al., 2009). Mon équipe, de méme,
démontra que les différentes mutations du géne PAK3 responsables de DI affectent spécifiquement
certaines étapes de la spinogéneése (initiation versus maturation) (Kreis et al., 2007).

Dans cette partie, je me consacrerai a détailler le role de PAK1 dans la plasticité synaptique
et la physiologie neuronale, et je reviendrai plus en détail sur les fonctions neuronales de PAK3 dans
la partie Il1.6.

5.3. Role de la kinase PAK1 dans la morphologie des épines
dendritiques

Les kinases PAK sont des effecteurs majeurs de la voie des Rho-GTPases impliquées dans la
régulation du cytosquelette d’actine, mise en jeu au cours de la morphogenese et la restructuration
des épines dendritiques. Ainsi, I'’étude de Hayashi et collegues en 2004 a révélé que l'activité
neuronale stimule l'activation des kinases PAK au niveau de I'épine dendritique. De plus, en
exprimant spécifiqguement le domaine auto-inhibiteur des kinases PAK dans les hémispheres et dans
I'hippocampe, cette étude montre que l'inhibition des trois kinases PAK1/2/3 entraine un déficit
d’épines a la surface des dendrites ainsi que des défauts morphologiques de ces derniéres. Ces
épines dendritiques sont de longueur plus petite avec une téte plus grande présentant une densité
post-synaptique (PSD) « perforée » (c’est-a-dire, une téte d’épine présentant deux PSD). Ainsi, les
kinases PAK jouent un réle majeur dans la morphogenése des épines dendritiques (Hayashi et al.,
2004).

Dans des tranches organotypiques d’hippocampe de rat, I'équipe de Dominique Muller a
montré que le knock-down de PAK1 n’induit pas de modification de la densité ni de la morphologie
des épines dendritiques. L'expression d’une forme constitutivement active de PAK1 (gain de
fonction) engendre une augmentation du nombre d’épines présentant une petite téte. Ce phénotype
n’est que partiellement sauvé par la co-transfection avec un ARN interférent de PAK3 suggérant un
role spécifique de chacune de ces deux kinases dans ce processus (Boda et al., 2008).
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Toutefois, I'invalidation du géne pakl chez la souris engendre un phénotype assez faible. Les
souris présentent un cerveau de taille normale, sans anomalie structurale des régions du systeme
nerveux central. Les neurones ne présentent pas de défauts numéraires et morphologiques des
épines dendritiques matures et des synapses. Cependant, ces épines matures présentent des défauts
de régulation de la cofiline dépendante de I'activité des récepteurs au NMDA. Cette dérégulation
entraine une diminution de l'actine filamenteuse au niveau des épines dendritiques. Ces résultats
suggerent que PAK1 est un intermédiaire important de la régulation du cytosquelette d’actine liée a
I’activation de I'épine via les récepteurs NMDA (Asrar et al., 2009).

Afin de mieux comprendre les fonctions coordonnées de PAK1 et de PAK3, I'’équipe de Z. Jia a
créé le double knock-out (DK) de ces deux kinases. Si les souris DK naissent avec un cerveau de taille
normale, celui-ci ne se développe pas de la méme facon que celui du WT apres la naissance. Les
souris DK présentent une microcéphalie a maturité, et les analyses IRM ont révélé que toutes les
régions cérébrales sont sous-développées, en particulier le cortex frontal (préfrontal) et
I’"hippocampe. Ce phénotype est d{i a une compaction plus dense des cellules, qui possedent aussi un
soma plus petit. Dans I"hippocampe, les neurones DK émettent des axones et des dendrites moins
longs que ceux des WT, et I'arborisation dendritique est moins élaborée. De plus, les dendrites
possedent principalement des filopodes (épines immatures) a leur surface, indiquant que PAK1 et
PAK3 sont nécessaires a la maturation des épines. Par ailleurs, les épines matures présentent une
PSD plus large que chez les WT et la densité de synases est moins importante. L’analyse moléculaire
a révélé que ces neurones présentent un défaut de cofiline phosphorylée et d’actine filamenteuse. La
cofiline sous sa forme phosphorylée est inactive et la polymérisation de I'actine est régulée par le
ratio de la cofiline active/inactive. Ainsi, chez les souris DK, le défaut de cofiline phosphorylée
entraine une augmentation de I'activité de la cofiline qui dépolymérise les filaments d’actine, ce qui
explique la diminution d’actine filamenteuse. Cette dérégulation du cytosquelette d’actine explique
les défauts morphologiques des épines observés chez ces souris (Huang et al., 2011).

Par des expériences menées dans des cellules d’hippocampe en culture, Zhang et collegues
ont disséqué la voie de signalisation impliquée, montré que le facteur d’échange PIX permet
I'activation de Racl et que la ou les formes actives de PAK se concentre(nt) au niveau des densités
post-synaptiques. L'expression de formes mutées de PAK1 comme de PAK3 affecte la densité des
épines matures (Zhang et al., 2005). Ces auteurs placent la MLC en aval dans cette voie. Des travaux
plus récents montrent que Shank contrdle I’expression synaptique des récepteurs NMDA via la voie
Rac/PAK/cofiline/Actine (Duffney et al., 2013), suggérant d’ailleurs un lien entre autisme et cette voie
de signalisation.

5.4. Role des kinases PAK dans la plasticité

Les altérations morphologiques observées chez les différents mutants sont associées a des
déficits fonctionnels de plasticité synaptique. Chez les souris exprimant le domaine auto-inhibiteur
des PAK, les neurones corticaux des couches II/Ill présentent une augmentation de la transmission
synaptique et une transmission bidirectionnelle modifiée (avec une augmentation de la LTP et des
défauts de LTD) (Hayashi et al., 2004). La souris KO PAK1 montre une sévére diminution de la LTP
(Asrar et al., 2009). Les souris DK PAK1 et PAK3 ont une transmission synaptique améliorée mais
présentent une forte modification de la plasticité synaptique bidirectionnelle (une réduction de la
LTP et de la LTD). Ces résultats suggerent que les anomalies morphologiques observées provoquent

58



Introduction

d’importants déficits de plasticité et de transmission synaptique, qui pourraient contribuer aux
défauts d’apprentissage et de mémorisation observés chez ces souris DK (Huang et al., 2011). Ces
données montrent que les kinases PAK, et en particulier les kinases PAK1 et PAK3, jouent chacune un
role dans la plasticité, que ce role est vraisemblablement spécifique a chacune des kinases, bien que
I’on ne connaisse pas précisément les mécanismes moléculaires impliquant chacune de ces kinases.
De méme, les deux grandes voies Actine et CREB semblent impliquées, mais les démonstrations
rigoureuses du role de chacune des kinases PAK dans ces voies et le lien avec les défauts de plasticité
restent a établir.
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Figure 26. Les kinases PAK sont au centre d’une voie qui régule la plasticité.

Organisation des protéines de signalisation dans les processus de plasticité synaptique. (A) La
majorité des protéines de signalisation sont reliées a Shank et PSD-95 et participent directement ou
indirectement a la polymérisation de I'actine. Beaucoup d’entre elles sont des régulateurs des Rho-
GTPases. Les protéines PAK servent de lien avec la voie de signalisation de I'actine. (B) En cas de
rétraction ou d’élimination de [’épine, d’autres protéines de signalisation permettent la
déstabilisation des réseaux d’actine (adaptée Tada et Sheng, 2006).
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5.5. Role des kinases PAK dans I’apprentissage et la mémorisation

Les kinases PAK sont impliquées dans la régulation de la plasticité synaptique, via leur réle
dans le contrble du cytosquelette d’actine, et PAK3 est responsable de déficience intellectuelle chez
I'Homme. Ainsi, les études ont cherché a associer les défauts morphologiques et ceux de la plasticité
a des déficits comportementaux.

Au niveau comportemental, les souris transgéniques exprimant le AID des kinases PAK dans
I’"hippocampe et le cortex ne sont pas plus sujettes a I'anxiété que les souris controles. Elles ne
présentent pas de défaut locomoteur et sensorimoteur, ni de déficit d’apprentissage et de mémoire
spatiale. Cependant, ces souris montrent des défauts de consolidation de cette mémoire spatiale a
long terme (21 jours apres apprentissage) (Hayashi et al., 2004).

Le test de comportement du labyrinthe surélevé a révélé que les souris DK pour PAK1 et
PAK3 sont plus anxieuses. Dans ce test, elles explorent moins les bras ouverts (avec vue sur le vide)
du labyrinthe que les WT. De plus, ces souris DK présentent des capacités d’apprentissage et de
mémorisation tres altérées. Apres 3 jours d’entrainement, ces souris parcourent une plus grande
distance avant de rejoindre la plate-forme dans le test de la piscine de Morris (Huang et al., 2011).
Ces résultats sont étonnants car aucune des souris simple KO PAK1 ou PAK3 ne présente des déficits
cognitifs aussi forts. Ceci suggere fortement que PAK1 et PAK3 ont des fonctions redondantes dans
I'adaptation du comportement, ou qui peuvent étre compensées par la seconde kinase suite a
I’'absence de la premiére.

Concernant la souris KO PAK3, je reviendrai en détail sur les anomalies cellulaires,
biochimiques et comportementales qu’elle présente dans la partie | des résultats.

6. Fonctions neuronales spécifiques de PAK3

6.1. Implication dans la déficience intellectuelle : les mutations de
PAK3

Le gene pak3 (p21l-activated kinase) a longtemps été considéré comme appartenant a la
classe de génes responsables de DI non syndromique. A ce jour, six mutations ont été identifiées.
Seule une d’entre elles est située dans la région régulatrice, quatre autres sont localisées dans le
domaine catalytique et une, localisée dans un intron ne permet vraisemblablement pas la synthese
d’une protéine stable (Figure 27 et Tableau 1). La premiére mutation du géne pak3 a été identifiée
par le laboratoire de Christopher Walsh (Allen et al., 1998). Cette mutation consiste en une
substitution de base C en base T, ce qui change le codon CGA qui code pour un résidu arginine en
position 419, en un codon TGA codant pour un codon STOP. Il en résulte une protéine tronquée dans
son domaine catalytique avec une perte de I’activité kinase et une perte de la thréonine T421 qui est
un site d’autophosphorylation suite a I’activation par Racl/Cdc42. Cette protéine tronquée est
toujours capable de se lier a Racl et Cdc42, in vitro. Les patients porteurs de cette mutation non-sens
sont atteints de déficience intellectuelle légere a modérée. De plus, cette premiere étude de
mutation de PAK3 rapporte aussi I'absence de signes physiques (ou manifestations minimes)
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associée a cette mutation R419X. Un seul homme atteint de la mutation R419X présente une
microcéphalie avec cependant une architecture normale du cortex et de I'hippocampe, sans autre
anomalie phénotypique au niveau du cerveau ou d’autres parties du corps. Ceci permit de classer le
retard mental associé a une mutation de PAK3 dans la catégorie des déficiences intellectuelles non
syndromiques.

La deuxieme mutation de pak3 fut identifiée en 2000 par le laboratoire de Jamel Chelly
(Bienvenu et al., 2000). Il s’agit aussi d’une substitution de base dans I’exon codant 2, conduisant une
substitution de la cystéine par I'arginine en position 67. Cette mutation provoque la perte du site de
restriction Hhal . Cette mutation faux-sens est localisée dans la région régulatrice de la kinase, juste
en amont du domaine de liaison aux Rho-GTPases Racl et Cdc42. Elle est présumée diminuer
I'interaction avec ces Rho-GTPases et réduire ou invalider 'activation de PAK3 (Bienvenu et al.,
,2000). Les patients présentent un retard mental modéré a sévere sans autre signe clinique associé.
Jusgu’a la récente mise en évidence d’une nouvelle mutation de pak3, la mutation R67C était
considérée comme celle provoquant le phénotype le plus sévére chez 'Homme. Cette mutation
diminue fortement la liaison a la GTPase Cdc42 ainsi que son activation par celle-ci (Kreis et al.,
2007).

La mutation A365E fut la troisieme observée en 2003 au sein d’une famille australienne sur 6
générations. La mutation consiste en une substitution de base C en A ce qui provoque un échange
d’acide aminé en position 365 de la kinase. Le résidu alanine (hydrophobe) est remplacé par un
résidu glutamate (acide fort). Ce changement de nature de I'acide aminé dans une région tres
conservée de la kinase pourrait provoquer une déstabilisation locale de la structure de la protéine
affectant ainsi le domaine catalytique, ce qui pourrait provoquer la pathologie. Les patients ne
présentent pas d’autres signes cliniques que le retard mental lui-méme. Les évaluations cognitives
ont révélé des Ql compris entre 60 et 80, soit une déficience intellectuelle légere chez les patients
atteints de cette mutation. Cependant certains hommes possedent des oreilles de taille un peu plus
grande que la normale. Les patients ont présenté une ou plusieurs anomalies du développement
cognitif telles qu’un retard d’apprentissage, du développement de la marche et du langage, des
défauts d’interactions sociales sans pour autant empécher une insertion professionnelle (Gedeon et
al, 2003). Cette mutation abolit completement I'activité kinase (Kreis et al., 2007).

La mutation W446S fut identifiée en 2007. Cette mutation faux-sens dans I'exon 7 par
substitution d’'une base G en C engendre I'échange de I'acide aminé tryptophane en sérine en
position 446 dans le domaine kinase. Elle est supposée invalider I'activité catalytique. Cette mutation
affecte aussi les femmes hétérozygotes porteuses de la mutation, contrairement aux trois études
précédentes ol seuls les hommes mutés sont atteints de retard mental. Les patients présentent une
déficience intellectuelle légére a modérée, une téte de petite taille ou une microcéphalie, des
grandes oreilles, des défauts d’apprentissage et d’élocution, et quelques désordres psychiatriques
(défauts de I'attention, agitation, anxiété, agressivité) (Peippo et al., 2007).

En 2008, une mutation dans I'intron 6 a été identifiée par Rejeb et colléegues. Cette mutation
entraine un décalage du cadre de lecture ; il en résulte 'apparition d’un codon stop prématuré en
position 128, dans la région régulatrice de PAK3. La protéine synthétisée possede alors 128 acides
aminés. Cette mutation entraine donc une perte de fonction de la kinase. Les signes cliniques
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associés a cette mutation sont une déficience intellectuelle modérée, des défauts d’élocution,
qguelques signes physiques (une petite téte ou microcéphalie, un petit nez, une grande bouche avec
des lévres étalées) et des désordres psychiatriques (Rejeb et al., 2008).

Trés récemment, une sixieme mutation faux-sens a été identifiée dans le domaine kinase. La
substitution d’une base G par une base T entraine I'échange de l'acide aminé lysine en résidu
asparagine, en position 389 de la kinase. Cette mutation abolit I’activité kinase et confére un effet
dominant-négatif a cette protéine PAK3-K389N. Les patients porteurs de cette mutation sont atteints
de retard mental sévére associé a des anomalies structurales du cerveau (agenese du corps calleux,
hypoplasie du cervelet), des déficits cognitifs et moteurs (faible développement de la marche et du
langage) et des anomalies dermatologiques (ichtyose). Cette mutation confere donc le phénotype le
plus fort de déficience intellectuelle associée a d’autres signes cliniques et permet de situer le géne
PAK3 au centre du continuum entre DI syndromique et non syndromique (Magini et al., 2014).
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Figure 27. Les six mutations de PAK3.

Une seule des 6 mutations est localisée dans la région régulatrice ; les 5 autres abolissent le
domaine kinase.

La description des six familles portant les mutations dans le gene pak3 suggere fortement
que PAK3 est impliquée dans les mécanismes cellulaires et moléculaires qui sous-tendent les
fonctions cognitives. Si initialement on pouvait penser que les formes de DI attachées a ce gene
seraient non syndromiques, force est de constater qu’il existe une relation complexe entre la nature
de la mutation et les phénotypes des patients qui restent toutefois assez homogenes pour une méme
mutation, au sein d’'une méme généalogie (Cf Introduction partie I). L'approche menée dans mon
équipe a permis de montrer les différences biochimiques générées par ces mutations. Enfin, on peut
remarquer qu’en dépit des fortes identités de séquence que partagent PAK1 et PAK3, la perte de
fonction de PAK3 ne semble pas étre totalement compensée par les autres kinases du sous-groupe |,
suggérant le role spécifique de PAK3 dans la plasticité synaptique.
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Références Allen et al., Bienvenu et al.,  Gedeon etal., Peippo et al., Rejeb et al., Magini et al.,

1998 2000 2003 2007 2008 2014
Mutation Truncating Missense Missense Missense Frame- shift Missense

¢.1255C>T ¢.199C>T ¢.1049C>A ¢.1337G>C c.276+4A>G c.1167G>T

p.R419X p.R67C p.A365E p.W4465 p.K389N
Number of patients 4 6 13 5 2 2 (+ 1 fetus)
examined (N)
Mental retardation ~ Mild 4/4 Moderate Borderline Mild 2/5 Mild 2/2 Severe 2/2
(n/N) 5/6 to mild 13/13
Stature Normal range Normal Normal Normal range Normal range Normal range

Range range
Small head size 4/4 NR NR 4/5 2/2 2/2
(n/N)
Appearance Long ears 1/4  Unspecific Long ears 7/13 Long ears 4/5 Long ears 2/2 Long ears 2/2
(n/N) High palate 1/13  High palate 5/5 High palate 2/2
Prominent High bridged nose
nose 1/13
Oral motor NR Poor and Inarticulate Poor and inarticulate speech 4/5 Poor and inarticulate Poor speech 2/2
feature (n/N) Inarticulate speech 1/13 Open mouth appearance 4/5 Speech in 2/2
speech 4/6 Prolonged/persistent drooling 5/5 Appearance 1/2
Behavioural/ 2/4 None 3/13 5/5 2/2
psychological
problems (n/N)
Neurological ) None None Epilepsy 1/13 Epilepsy 1/5 Epilepsy 1/2 Epilepsy 2/2
symptoms (n/N Chronic hydrocephaly 1/5 Corpus callosum
Shuffling gate 2/5 agenesis 2/2
Cerebellar hypoplasia
2/2

Neuropsychological  Not Unspecific Not Impaired spatial cognitive skills Impaired spatial cognitive Ichtyosis
profile (n/N) available available and deficits in attention and skills and deficits in

executive functions 4/4

attention and executive

functions 1/2

Tableau 1. Caractéristiques cliniques des patients hommes atteints de déficience
intellectuelle liée aux différentes mutations du gene pak3.

Les mutations R67C et K389N provoquent les cas de retards mentaux les plus séveéres.

Quelques cas d’épilepsie (5 sur les 32 patients) et plusieurs défauts dysmorphiques ont été observés

chez certains patients, en particuliers des anomalies faciales et une téte de plus petite taille que la

moyenne. La derniére mutation identifiée provoque des anomalies structurales du cerveau.
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6.2. PAKS3 et plasticité synaptique

Comme exposé dans la partie d’introduction 1.3.2.4 sur la déficience intellectuelle, trois
génes portés par le chromosome X appartiennent a la voie de régulation du cytosquelette d’actine de
I’épine dendritique. Ces genes codent pour I'oligophrénine (une GAP de Rho, Rac et Cdc42), PIX (une
GEF) et PAK3. De nombreuses études ont montré I'importance de ces protéines dans la morphologie
des épines dendritiques et la régulation de la plasticité.

En amont de PAK3, les régulateurs de Racl et Cdc42 participent aux processus de régulation.

Le knock-down de I'oligophrénine-1 dans des tranches organotypiques d’hippocampe de rat
induit une réduction de la taille des épines dendritiques. OPHN1 régule négativement I'activation des
Rho-GTPase et permet ainsi de maintenir la taille des épines dendritiques (Govek et al., 2004).

Les études du groupe de Horwitz ont montré que le complexe GIT/PIX/PAK3 permet
I'activation de la kinase PAK3 par Racl et Cdc42, en la recrutant a la membrane (Zhang et al., 2005).
Ce module de signalisation régule la morphologie des épines dendritiques par l'intermédiaire de
I'activation de la MLC, phosphorylée par PAK3. La mise en évidence de cette voie a été effectuée par
des expériences de knock-down et de sauvetage du phénotype sur tranches organotypiques
d’hippocampe de rat ou de culture de neurones transfectés. Par expression de formes mutantes dans
des tranches organotypiques, il a été montré que quel que soit I'élément de cette voie de
signalisation qui fasse défaut, les neurones présentent des anomalies de densité et de morphologie
des épines dendritiques et des synapses, démontrant ainsi I'importance de cette voie (Nodé-Langlois
et al., 2006).

La suppression de lI'expression de PAK3 par la méthode de I'ARN interférent dans des
tranches organotypiques de rat entraine une augmentation du nombre de filopodes et d’épines
présentant une petite téte (épines immatures) et une réduction du nombre d’épines présentant une
large téte (épines matures) (Boda et al. 2004 ; Boda et al., 2008). PAK3 serait donc impliquée dans
I’étape d’initiation de formation de I'épine dendritique. En accord avec cette hypothése, mon équipe
avait montré que PAK3 interagit préférentiellement avec Cdc42 plutét que Racl (Kreis et al., 2007).
Cdc42 est la GTPase qui contréle la formation des filopodes, une des premiéres étapes dans la
formation des épines en explorant le voisinage du dendrite, en établissant les premiers contacts avec
des éléments présynaptiques et en répondant fortement a des signaux attractifs et de signalisation
(Scott et al., 2003). Cdc42 est spécifiquement localisée et activée au niveau de I'épine dendritique
suite a une stimulation par le glutamate (Murakoshi et al, 2011). De plus, la mutation R67C, qui
supprime l'activation par la voie Cdc42, diminue la densité des épines, peut-étre au niveau de leur
initiation (Kreis et al., 2007).

De méme, les mutations DI qui affectent I'activité kinase induisent un défaut de maturation
des épines, suggérant que PAK3 est impliquée dans plusieurs étapes de la synaptogénese (Kreis et al.,
2007). Ainsi, une autre étude récente montre que PAK3 est un régulateur négatif de la croissance des
épines dendritiques et que ce réle est dépendant de I'activité synaptique. La stimulation de I'épine
permet le recrutement de PAK3 a la téte de I'épine, ce qui participe a la stabilisation a long terme de
I’épine stimulée (Dubos et al., 2012). Certains des mécanismes impliquant PAK3 sont indépendants
de la régulation du cytosquelette d’actine. Ainsi, I'interaction PAK3/Nck2, qui régule la transmission
synaptique, le fait sans lien avec la dynamique des épines. Elle pourrait passer par une voie couplant
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Nck2, GIT1 et les éphrines B, et réguler I'expression des récepteurs AMPA a la synapse (Thévenot et
al., 2011 ; Essman et al., 2008).

La souris invalidée pour le géne pak3 (Meng et al., 2005) présente un phénotype cognitif
assez léger sans signe d’altération du cytosquelette d’actine. Tres étonnamment, alors que les
mutations de PAK3 entrainent, chez 'Homme, une déficience intellectuelle modérée a sévere
associée a des défauts d’apprentissage et des désordres psychiatriques, ces souris ne présentent pas
de défaut phénotypique majeur. Aucune anomalie de développement et de macrostructure des
différentes régions du cerveau n’a été constatée. Les neurones de ces souris KO ne présentent de
surcroit aucun défaut morphologique des épines dendritiques et des synapses, ni du cytosquelette
d’actine. Par ailleurs, I'expression et I'activation des différents intermédiaires (LIMK, cofiline) de la
voie de régulation du cytosquelette d’actine ne sont pas affectées. Cependant, ces neurones
présentent tout de méme un léger défaut d’'un sous-type de LTP (de late-phase LTP, L-LTP), associé a
une tres forte diminution de la phosphorylation de la serine 133 du facteur de transcription CREB
(cAMP-responsive element binding protein), facteur qui est impliqué dans |'établissement de la L-LTP
et de la mémoire. Au niveau comportemental, ces souris présentent un léger déficit de mémorisation
dans le test d’aversion gustatif mais aucun autre phénotype comportemental (Meng et al., 2005).
L'absence d’un phénotype fort chez la souris invalidée pour pak3 a suggéré I'existence de processus
de compensation par les autres kinases PAK du sous-groupe |, intervenant dans la régulation de la
plasticité et des processus d’apprentissage et de mémorisation. Toutefois, il apparait de plus en plus
évident que dans certains cas, dans certaines pathologies neurologiques, les modeles souris ne
récapitulent que partiellement ou faiblement les défauts développementaux, neurodégénératifs,
cognitifs ou comportementaux observés chez I’'Homme. Nous verrons qu’un examen plus approfondi
de cette souris KO réalisé par nos collaborateurs et auquel j'ai participé, réveéle un phénotype plus
complexe qui, au moins pour certains points, rappelle les descriptions cliniques des patients (Farley
et al, en préparation).

Concernant les effets des mutations de déficience intellectuelle sur la formation des dimeres,
il a été montré que la mutation R67C ne modifie pas I’'hétérodimérisation avec PAK1. Chez les
patients porteurs de la mutation R67C, la conservation de l'interaction entre PAK3-R67C et PAK1
pourrait donc maintenir PAK1 dans un état inactif. Le phénotype relativement sévere associé a la
mutation R67C pourrait donc étre di a un défaut d’activation de PAK3 auquel s’ajouterait une perte
d’activation de PAK1. Il a aussi été montré que les mutations A365E et R419X du domaine kinase
abolissent l'interaction avec PAK1, favorisant ainsi la formation d’homodimeéres de PAK1 et
n’impactant donc pas la régulation de son activation. Ainsi, certaines mutations de PAK3 pourraient
agir par effet dominant négatif sur PAK1 et les défauts cognitifs associés a ces mutations seraient liés
a des défauts de signalisation imputables a PAK1 et a PAK3 (Combeau et al., 2012)

L'une des questions posées est de savoir s’il existe une compensation ou des fonctions
communes entre les kinases neuronales PAK1 et PAK3. Par exemple, la co-transfection d’'une forme
constitutivement active de PAK1 et d’'un ARN interférent de PAK3 suffit a sauver I'effet du knock-
down de PAK3. Cependant, I'expérience inverse ne rétablit pas parfaitement le phénotype obtenu
suite a l'extinction de I'expression de PAK1 (Boda et al., 2008). Les études in vivo des différents
modeles murins knock-out (simple et double) de PAK1 et PAK3 viennent corroborer I'existence de
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phénomeénes de compensation entre les PAK du sous-groupe |, au moins chez la souris. En effet,
certains déficits (morphologie des épines dendritiques, défauts fonctionnels et comportementaux)
sont absents chez les souris simple KO (Meng et al, 2005 ; Asrar et al., 2009) mais les souris DK
PAK1/PAK3 présentent des phénotypes séveéres aux mémes niveaux d’analyse (Huang, Zhou et al.,
2011). Ceci suggére que chacune des kinases peut étre compensée par les fonctions de I'autre kinase
dans les souris simple KO mais que la synergie de leurs fonctions est indispensable au
développement des épines et des synapses impliquées dans les fonctions synaptiques qui sous-
tendent les processus d’apprentissage et de mémorisation. Cependant, ce phénomene
compensatoire a été tres peu étudié dans le cas des mutations de PAK3 responsables de déficience
intellectuelle chez 'Homme.

La voie de signalisation impliquant I'OPHN1, PIX, GIT, Cdc42 régule I'activité kinase de PAK3.
La liaison de PAK3 a Cdc42, de méme que la régulation de son activité par OPHN1 et PIX/GIT,
semblent jouer un role précis dans la formation des épines dendritiques stables et matures, par des
mécanismes impliquant I'activité neuronale. Si certaines données suggerent fortement un réle
important de PAK3 dans la régulation du cytosquelette d’actine et la morphologie des épines
dendritiques, d’autres éléments suggerent qu’il existe des voies indépendantes de I'actine.

De maniére intéressante, mais sans que |'on puisse distinguer s'il s’agit de fonction des
kinases PAK ou d’une isoforme neuronale précise, deux articles récents montrent que PAK intervient
dans une voie impliquant les récepteurs au glutamate. L'inhibition de I'expression de Shank3 par ARN
interférant diminue les courants NMDA via une voie impliquant Racl et PAK (Duffney et al., 2013).
Shank se localise a I'extrémité des filaments d’actine, et, peut-étre via son complexe avec GIT/PIX,
active Rac et PAK, tout en interagissant indirectement avec les récepteurs NMDA. De méme, SAP102,
un membre de la famille de PSD95, régule les courants AMPA en contrdlant le trafic de ces
récepteurs, via une voie Ephrine/PAK (Murata & Constentine-Paton, 2013). Ceci n’est pas sans
rappeler les travaux du laboratoire d’Ampero-Palmer (Essman et al., 2008 ; Segura et al., 2007)
montrant le role des complexes GIT/ephrine et Nck2/GIT dans la croissance des épines et la
stabilisation des récepteurs AMPA a la synapse. De méme, les travaux de mon équipe soulignent le
role spécifique du complexe Nck2/PAK3 dans la régulation de ces courants (Thévenot et al., 2011).

6.3. Role développemental dans la migration

Au cours du développement embryonnaire, les interneurones GABA-ergiques du cortex sont
générés par des progéniteurs dans les zones prolifératives du subpallium. Les interneurones
immatures migrent de facon tangentielle depuis le subpallium vers le cortex. Dans le cortex, la
migration devient radiale et les cellules migrent alors vers la plaque corticale ou elles prennent leur
position définitive et se différencient en interneurones.

L'étude de Cobos et collegues du laboratoire de Rubenstein, en 2007 a montré que les
facteurs de transcription DIx1 et DIx2 favorisent la migration tangentielle des interneurones
immatures en inhibant la croissance de I'axone et des dendrites. Cette inhibition de la croissance
neuritique est réalisée par I'intermédiaire de PAK3 dont I'expression est réprimée par DIx1 et DIx2 au
cours de la migration. Enfin, DIx1 et DIx2 sont indispensables au bon positionnement et a la survie
des interneurones GABA-ergiques dans la plaque corticale (Cobos et al., 2007). En accord avec ces
données, I'étude de Dai et collegues en 2014 a révélé que DIx1 réprime |'expression de PAK3 dans les
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neurones pyramidaux et les interneurones de I'hippocampe, permettant ainsi la régulation de
I'arborisation dendritique et de la morphologie des épines (différenciation terminale) de ces
neurones (Dai et al., 2014).

Une étude récente réalisée par I'équipe de Christine Métin, en collaboration avec mon
équipe, a montré le role majeur de PAK3 dans la migration des interneurones corticaux au cours du
développement. PAK3 est impliquée dans la distribution des cellules de I'éminence ganglionnaire
médiane (EGM) au cours de développement du cortex. En effet, les différentes formes de PAK3
exprimées dans les cellules (kinase-dead, constitutivement active, ou incapable de lier les Rho-
GTPases) induisent un retard de migration et des défauts de distribution des cellules de 'EGM dans
la plaque corticale et la SVZ. Ceci est d{ a une vitesse de migration plus faible, au suivi de trajectoires
anormales lié a des défauts numéraires et morphologiques (longueur, inversement de polarité et
nombres de croisement) des projections neuritiques. Enfin, les cellules exprimant les différentes
formes de PAK3 montrent des défauts de translocation du noyau nécessaire a la migration des
cellules (Viou et al., en révision).

Il est intéressant de noter que PAK1 joue aussi un réle important dans la migration des
interneurones corticaux au cours du développement du systéme nerveux central (Causeret et al.,
2009). Cependant, ni les simples KO PAK1 ou PAK3, ni le double KO PAK1/PAK3 ne présentent de
défaut structural de cerveau a la naissance (Asrar, 2009 ; Huang et al., 2011). L’étude de la migration
de ces interneurones dans le modéle double KO PAK1/PAK3 permettrait de mieux caractériser les
fonctions de PAK1 et de PAK3 au cours du développement embryonnaire et post-natal.

6.4. Role dans la sortie du cycle cellulaire et la différenciation
neuronale

Souopguy et collegues ont analysé, dans le but d’identifier les génes impliqués dans la voie
proneurale qui controle le déterminisme neuronal des progéniteurs neuraux, les territoires
d’expression des genes exprimés a ce stade de développement et ont ainsi sélectionné I’homologue
du geéne pak3 chez le xénope (Souopgui et al., 2002). Son territoire d’expression est similaire a celui
de la neurogénine. En utilisant des morpholinos ou des formes constitutivement actives car
adressées a la membrane de PAKS3, ils démontrent que I'expression de pak3 est inhibée par Notch
mais activée par la neurogénine, et que PAK3 contrble la sortie des phases prolifératives des
précurseurs et leur différenciation en neuroblastes. Plusieurs travaux indépendants confirment ce
role lors de la différenciation des neurones sensitifs de la larve du xénope (Park et al., 2011). Dans un
autre systéme, au cours du développement embryonnaire du pancréas, Gérard Gradwhol et
collegues montrent que PAK3, dont I'expression se trouve stimulée par la neurogénine, est aussi
impliquée dans I'arrét de la prolifération des précurseurs des cellules béta du pancréas (Piccand et
al., 2014). Ces données suggéerent que PAK3 pourrait posséder ces fonctions, a savoir le contréle de la
sortie du cycle cellulaire et la régulation de la différenciation neuronale, dans différents types
cellulaires au cours du développement embryonnaire. Les mécanismes moléculaires par lesquels
PAK3 controle cette étape ne sont pas connus.
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En conclusion, PAK1 et PAK3 jouent plusieurs rbles dans les différentes étapes de la mise en
place des épines et des synapses ainsi que dans leur plasticité structurale et fonctionnelle.
Néanmoins, il demeure que la régulation du trafic des récepteurs synaptiques, via la dynamique des
épines sous contrble du cytosquelette d’actine et des densités synaptiques, constitue le support de la
plasticité synaptique dont les défauts permettent d’expliquer les déficits cognitifs associés aux
mutations de PAK3 chez les patients atteints de déficience intellectuelle. Les mécanismes
moléculaires, les voies de signalisation et les fonctions propres a chacune des kinases PAK1 et PAK3
sont loin d’étre élucidés. Plusieurs autres fonctions de PAK3 ont été caractérisées principalement au
cours du développement embryonnaire. On ne connait pas actuellement les conséquences de ces
fonctions développementales sur les capacités cognitives adultes, ni si PAK3 pourrait avoir des
fonctions similaires qui impacteraient aussi le fonctionnement cérébral chez I'adulte.

68



69

RESULTATS



Résultats

Objectifs de mon travail de these

Je présenterai mon travail de thése en deux parties. Dans la premiére partie intitulée « Role
de PAK3 dans la physiologie neuronale», jai étudié les mécanismes moléculaires et cellulaires par
lesquels la kinase PAK3 régule la plasticité synaptique. Un objectif que nous nous étions fixé était de
débuter I'analyse des fonctions d’un gene impliqué dans la déficience intellectuelle dans un animal
modele, afin de mener des études intégrées. J'ai donc eu la responsabilité de mettre en place la
lignée de souris pak3 KO que mon équipe venait de recevoir. J'ai établi un certain nombre de
protocoles et de tests afin de contréler |'élevage et de mettre en place les techniques d’extraction
d’ADN de queues de souris et de génotypage par PCR. La lignée, la méthodologie utilisée ainsi que les
controéles que j'ai effectués sont présentés dans « Matériels et Méthodes ». Grace a cette souris KO,
j’ai pu analyser le role de la kinase PAK3 dans la différenciation neuronale en comparant les
caractéristiques de la différenciation des neurones d’hippocampe mutés et normaux (partie 1.1). J'ai,
par ailleurs, participé a la caractérisation de deux mécanismes de signalisation spécifique de PAK3.
Ainsi, j’ai analysé le role de I'interaction entre PAK3 et I'adaptateur Nck2 dans la spinogénése et la
synaptogénese (partie 1.2). Et j'ai également réalisé les expériences de biochimie confirmant que les
hétérodimeres entre PAK1 et PAK3, que mon équipe avait identifiés, peuvent se faire aussi avec des
protéines douées d’activité kinase (1.3). Enfin, j’ai participé a la caractérisation phénotypique de la
souris pak3-KO. Le but était d’entreprendre I'étude des défauts de structures du cerveau et
d’ultrastructure des épines dendritiques, afin de les relier a la physiologie neuronale et aux
caractéristiques cognitives et comportementales des souris KO, travaux réalisés par Cyrille Vaillend et
Séverine Farley (Partie 1.4).

La seconde partie concerne I’étude du rdle de la kinase PAK3 dans la neurogenése adulte. J'ai
initié ce sujet au sein de mon équipe et avec I'aide de nombreux collaborateurs et collaboratrices. J'ai
de plus pris en charge la nouvelle lignée Knock-in que mon équipe a générée et venait de recevoir.
Nous avons tout d’abord analysé I'expression de pak3 dans les cellules souches en présence de
facteurs de croissance et suite a leur retrait (Partie 2.1). Ceci nous a conduit a suspecter un réle de
PAK3 dans la biologie des cellules souches, ce que nous avons analysé sur des cellules invalidées pour
le géne pak3 et permis de mettre en évidence un réle important de PAK3 dans certaines étapes de la
prolifération et différenciation de ces cellules (Partie 2.2). Nous avons ensuite cherché a savoir
comment les mutations de déficience intellectuelle affectent le réle de PAK3 dans la neurogenése
adulte. Nous présenterons la nouvelle souris knock-in pour la seule mutation de PAK3 a préserver
I'activité kinase mais toutefois responsable d’'un des phénotypes les plus séveres chez les patients
(Partie 2.3). Nous avons analysé la prolifération des cellules souches et progéniteurs ainsi que leur
devenir (Partie 2.4). Nos résultats démontrent pout la premiére fois I'implication d’'une mutation non
syndromique dans la neurogenese adulte.
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I. Rodle de PAK3 dans la physiologie neuronale

1. Role de PAK3 dans la neuritogenése, la spinogenese et la
synaptogeneése des neurones d’hippocampe

1.1. Neuritogenése.

Les kinases PAK jouent un role important dans la croissance axonale (Robles et al., 2005 ; Xu
& Henkemeyer, 2009). De plus, alors que PAK1 contrdle la spécification axonale (Jacobs et al., 2007)
PAK3 joue un rdole dans la neuritogenése (Cobos et al., 2007). Pour ces raisons, nous avons trouvé
étonnantes les données de Meng qui montrent que l'invalidation du gene pak3 n’entraine pas
d’altération de la différenciation morphologique des neurones d’hippocampe. Nous avons envisagé
I’hypothese que la mutation du gene induise un délai dans le décours temporel de la différenciation
de ces cellules et, de ce fait, les défauts de différenciation seraient passés inapercus lors de I'analyse
de Meng. Nous avons donc recherché une différence entre les neurones KO-pak3 et les neurones

sauvages au cours de leur KO pak3- WT
différenciation. Pour cela, des
neurones KO et WT, isolés a partir de
cerveaux prélevés sur des embryons
E18, sont mis en culture pendant 7 DIV
jours, 14 jours et 21 jours, avant
d’étre analysés. Nous avons réalisé
deux marquages, I'un des dendrites
grace a une immunofluorescence
MAP2, [lautre des cobnes de
croissance par un marquage de
I’actine filamenteuse (actine-F) par la
phalloidine. Les protocoles se P
rapportant a cette partie sont
détaillés dans le « matériels et
méthodes ».

Figure 28. Mise en place des
dendrites durant les stades précoces

de développement.
DIv21

Les neurones de souris mutée (KO pak3- a
gauche) et sauvage (WT a droite) sont
fixés 7 (DIV7) ou 14 (DIV14) ou 21(DIV21)
jours apreés leur mise en culture puis un

marquage MAP2-FITC (en vert) et
phalloidine-Alexa 568 (en rouge) est réalisé. Les images ont été acquises en microscopie confocale.
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En premiére analyse, les neurones pak3- se différencient comme les neurones sauvages
(WT), quelques soient les parametres observés : nombre de dendrites, arborisation dendritique,
longueur des dendrites (Figure 28).

1.2. Spinogenése et densités post-synaptiques

Nous avons ensuite analysé la mise en place des densités post-synaptiques. Dans un premier
temps, nous avons transfecté un plasmide permettant I'expression d’une protéine DsRed-PSD-95
fourni par D. Muller. La quantification du nombre de puncta PSD-95+ n’a pas permis de mettre en
évidence de différence entre les deux génotypes. Toutefois I'expression exogéne d’une protéine
structurale de la densité post-synaptique peut forcer le systéme et masquer des différences. Nous
avons donc, dans un second temps, analysé la mise en place des densités post-synaptiques grace a
un marquage de la protéine PSD-95 endogene. La quantification des spots de PSD-95 a ensuite été
effectuée par pointage, a partir de segments de dendrites de 50 um (Figure 29.). La moyenne des
comptages des 10 a 15 neurones analysés pour chaque condition est présentée Figure 30.

KO pak3-

DIv7

DIVi4

DIv21

WT

Figure 29. Segments de 50 um de dendrites issus de neurones d’hippocampe mutés (KO
pak3- a gauche) ou sauvages (WT, a droite) a différents stades du développement.

Les neurones issus d’embryons E17 WT et KO différenciés sur lamelles, sont fixés aux jours suivants : J7,
J14, J21, Le double immuno-marquage MAP2-Alexa 556 (en rouge) et PSD-95-FITC (en vert) permet de compter
les densités post-synaptiques sur une portion de dendrite.

20

Figure 30. Densité 18
des puncta de PSD-95 sur

16 I
des dendrites, au cours de la i
différenciation. :

12
Graphique  représentant la 10 ] ko
moyenne du comptage de 10 a . i
15 neurones par condition (KO :
en violet, ou WT : en orange) au 6 ]
cours de la différenciation des 4 -
neurones. 5 ]

o

17 114 J21
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Nous observons une augmentation du nombre de densités synaptiques au cours de la
différenciation, aussi bien chez les KO que chez les WT (Figure 30), qui s’accompagne d’un
accroissement de la taille des densités (Figure 29). Le dénombrement montre qu’il y a toujours un
peu plus de densités chez les neurones KO comparés aux neurones WT ceci, d’autant plus que les
neurones sont peu différenciés. Ce résultat n’est cependant pas statistiquement significatif. Par
ailleurs, nous avons analysé I'expression de la protéine PSD-95 au cours de la différenciation, par
western blot (Figure 31). En premiere analyse, nous n’observons pas de différence entre individus
WT et KO. Nous envisageons de poursuivre cette analyse biochimique en réalisant des western blots
a partir de lysats de cerveaux d’embryons E17 afin de quantifier cette expression.

Figure 31. Les souris invalidées pour le géne pak3 ne présentent pas de différence dans
I’expression de PSD-95 par rapport aux souris sauvages.

Résultat du western blot réalisé

avec un anticorps monoclonal anti-PSD-95 20 jou rs 90 jOU rs
sur les cerveaux de souris sauvages (WT) Ctrl Ctrl
ou invalidées pour le géne pak3 (KO) dgés a4 _ KO WT KO WT

de 20 (P20) et 90 jours (A90). Le contréle
positif (ctrl +) correspond a un lysat de

cellules COS7 transfectées avec le

plasmide GFP-PSD95. Le contréle négatif
(ctrl -) est constitué par des cellules COS7
transfectées avec un plasmide eGFP. s

(Expérience réalisée une fois). 40 ug de L A -
protéines ont été déposés dans chaque

puits.

1.3. Synaptogeneése

L'expression d’une protéine PAK3 tronquée entraine une diminution des courants AMPA
(Boda et al., 2004) alors que I'analyse électrophysiologique des souris KO effectuée par Meng (Meng
et al., 2005) n’a pas montré de dysfonctionnement dans les réponses médiées par les récepteurs
AMPA ou NMDA, indiquant une possible compensation de I'absence de PAK3 durant le
développement. Par ailleurs, mon équipe a récemment établi que PAK3 régulerait de facon négative
la transmission synaptique via son interaction avec I'adaptateur protéique Nck2 (Thévenot et al.,
2011). Or, Nck2 interagit avec les éphrines B et stabilise les récepteurs AMPA synaptiques via son
interaction avec GRIP, une protéine d’ancrage des récepteurs AMPA. Ces données suggérent que
PAK3 pourrait réguler le recrutement synaptique des récepteurs AMPA et/ou modifier la stabilisation
des synapses. Nous nous sommes donc intéressés a I'expression de la sous-unité GluR2 des
récepteurs AMPA chez les souris invalidées pour le géne pak3.

Nous avons, dans un premier temps, analysé la quantité de récepteurs GIuR2 présents dans
les lysats de cerveaux de souris KO et WT, jeunes (P20) et adultes (A90) par western blot avec un
anticorps spécifique du récepteur GluR2. Cette analyse ne montre pas de différence importante dans
I’'expression de cette sous-unité entre les KO et les WT. Nous constatons la diminution de
I’expression de GIuR2 chez les méles de 90 jours comparés aux jeunes de 20 jours (Figure 32).
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Figure 32. Les souris invalidées pour le géne pak3 ne présentent pas de différence dans
I’expression de GluR2 par rapport aux souris sauvages.

A. Résultat du western blot réalisé avec I'anticorps monoclonal anti-GIuR2 sur les cerveaux de souris
sauvages(WT) ou invalidées pour le géne pak3 (KO) Ggés de 20 (P20) et 90 jours (A90). Le contréle négatif (ctrl -)
est constitué par des cellules COS7 transfectées avec un plasmide eGFP. B. Expression relative de GIuR2,
exprimée en unité arbitraire (u.a.). L’intensité du signal de I'individu muté est rapportée a celle de I'individu
sauvage au méme dge.

Pour identifier les synapses fonctionnelles, nous avons développé et réalisé un double
marquage immunologique GIuR2 et V-GLUT1 sur des neurones d’hippocampe mis en culture et
analysés a J14. Le marquage GIuR2 est réalisé avec un anticorps spécifique de la partie extracellulaire
de la sous-unité GluR2 du récepteur AMPA (Monoclonal 6P4 de Millipore) dont la particularité est de
reconnaitre le récepteur sur des cellules vivantes, non fixées ni perméabilisées. Le marquage V-
GLUT1, effectué apres fixation et perméabilisation, reconnait le transporteur vésiculaire du
glutamate spécifiquement accumulé au niveau des zones présynaptiques de synapses excitatrices. La
juxtaposition d’un marquage présynaptique avec un marquage post-synaptique est un critere
morphologique de I'existence d’une synapse fonctionnelle. Le marquage MAP2 permet de relier ces
éléments aux dendrites. Les expériences d’'immunofluorescence que nous avons menées nous ont
permis de mettre au point le triple marquage des neurones d’hippocampe Les premiers résultats
obtenus sur les neurones KO suggerent qu’il n’y a pas de défaut évident de recrutement de la sous-
unité GIuR2 au niveau des synapses (Figure 33Figure 33).
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Figure 33. Analyse
des synapses par double
marquage
présynaptique/post-
synaptique.

A. Neurone wTt
différencié a J14. a. Marquage
des structures post-synaptiques
avec l'anti-GluR2 extracellulaire
(Alexa 568, Rouge), b. marquage
des éléments présynaptiques par
I'anticorps anti V-GLUT1 (FITC,
vert), c. marquage du dendrite
avec MAP2 (Alexa633-bleu), d.
superposition. La barre d’échelle
représente 10 um. B. Segment
de dendrite doublement marqué
GluR2 (rouge) et V-GLUT1 (Vert)
de neurones a DIV 14 KO (a
gauche) et WT (a droite). La
barre d’échelle représente 5 um.
Images acquises au microscope
confocal.

KO pak3-

WT
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2. Role de PAK3 dans la transmission synaptique via Nck2

Comme décrit dans l'introduction, le premier domaine riche en proline de PAK3 interagit
avec le domaine SH3 de Nck2. Les adaptateurs Nck jouent un réle important dans la signalisation des
kinases PAK et dans la signalisation neuronale. Jusqu’a trés récemment, seul Nck1 était étudié et cet
adaptateur interagit avec de nombreux substrats des récepteurs a activité tyrosine kinase ou des
tyrosine kinases cytoplasmiques. Le second adaptateur Nck2, aussi dénommé Grb4, constitué de 3
domaines SH3 et 1 domaine SH2, est aussi exprimé dans le cerveau ; il transduit la signalisation
reverse des ligands des Eph récepteurs, les Ephrines B (Cowan & Henkemeyer, 2001) et participe a la
formation des épines dendritiques via son interaction avec GIT1 (Segura et al., 2007).

Pour comprendre le réle des complexes Nck/PAK dans la signalisation neuronale, mon équipe
a analysé ces interactions et a montré que PAK3 co-immunoprécipite principalement avec Nck2 dans
le cerveau, de méme que PAK3 lie Nck2 avec plus d’affinité que Nck1 in vitro. Alors que l'interaction
entre PAK1 et Nckl est régulée par I'activité de la kinase, PAK3 interagit avec les adaptateurs Nck
indépendamment de son activité kinase. En effet, la sérine 20 du domaine riche en proline, (dont la
phosphorylation régule I'interaction PAK/Nck1), n’est pas autophosphorylée ni phosphorylée par les
kinases Akt, PKA et CamKIl. Mon équipe a, de plus, analysé le role de cette interaction dans la
physiologie neuronale. L’'injection d’un peptide qui inhibe I'interaction entre PAK3 et Nckl/2 dans
des neurones pyramidaux de la couche 5 de cortex visuel dans des tranches organotypiques de souris
provoque une augmentation de 40% de la réponse évoquée, alors que linjection d’un peptide
identique mais avec une mutation ponctuelle qui n’a pas d’effet sur I'interaction, n’entraine pas cette
augmentation.

J’ai participé a la caractérisation du mutant ponctuel de PAK3 (mutation de la proline P12A
de PAK3 impliquée dans I'interaction avec les domaines SH3 des adaptateurs Nck) qui n’interagit plus
avec Nck2 mais interagit toujours avec Nckl. J’ai montré que I'expression de ce mutant dans les
neurones d’hippocampe en culture ne modifie pas la densité d’épines dendritiques ni la
différenciation morphologique (Figure 34).

Figure 34. PAK3 agit sur la A GFP GFP-PAK3-wt GFP-PAK3-P12A
spinogenése via son interaction avec
Nck2. N
>
[a)
A. La mutation P12A n’affecte pas la
maturation des épines dendritiques. Les B

neurones d’hippocampe ont été transfectés
avec les constructions GFP comme contréle
ou GFP-PAK3-WT ou GFP-PAK3-P12A, 18
jours apreés leur mise en culture puis fixés a
21 jours. B et C. Analyse quantitative de la
densité de protrusion ou de leur longueur.
Aucune différence significative n’a été
observée entre les trois constructions.
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Nous avons également démontré que I'expression de la protéine PAK3 dans les neurones
d’hippocampe induit une diminution de I'amplitude des courants excitateurs post-synaptiques
spontanés (mEPSC) dépendants des récepteurs AMPA tandis que celle du mutant de PAK3 qui
n’interagit pas avec Nck2 n’a pas d’effet sur ces courants. Ceci montre que PAK3 régule
négativement la transmission synaptique via son interaction spécifique avec I'adaptateur Nck2. Nous
proposons le modele suivant (Figure 35): PAK3 régulerait le niveau de Nck2 disponible pour
I'interaction avec les éphrines B et la stabilisation des récepteurs AMPA. Le peptide inhibiteur de
I'interaction libére Nck2 qui peut alors stabiliser les récepteurs du glutamate alors que la
surexpression de PAK3 diminue la quantité de Nck2 disponible pour ces complexes avec les éphrines
B.

Glutamate
Receptor

PAK3

) inhibitory
overexpression

eptide
\ ephrinB Glutamate
. Receptor
i ] -

Figure 35. Modeéle de régulation de la transmission synaptique par PAK3.

Nck2 régule la stabilisation des récepteurs au glutamate (au centre). La surexpression de PAK3 titre
Nck2 et induit une diminution de la stabilisation des récepteurs au glutamate dépendante de Nck2 (a gauche). A
I'inverse, le peptide inhibiteur P12 inhibe la formation des complexes, permettant la libération de Nck2 et la
stabilisation des récepteurs au glutamate dépendante de Nck2 (a droite).
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3. Mécanisme de régulation: régulation de PAK3 par
hétérodimérisation
Comme décrit dans l'introduction, les kinases PAK peuvent former des dimeres et ce
mécanisme de dimérisation participe a la régulation de |'activation des kinases PAK. Mon équipe s’est
posé la question de savoir si PAK3 peut former des diméres, si ces diméres permettent un
mécanisme de trans-inhibition. Sachant que les kinases PAK1 et PAK3 sont co-exprimées dans les
neurones, y-a-t-il possibilité que PAK3 et PAK1 forment des hétérodimeres ? Enfin, les inserts codés
par les exons alternatifs étant localisés au sein de la région impliquée dans la formation des dimeres,
les variants d’épissage de PAK3 ont-ils une activité kinase constitutive lorsqu’ils sont exprimés dans
des fibroblastes parce qu’ils ne peuvent pas former d’homodimeres ? Pour répondre a ces questions,
mon équipe a analysé les dimeres PAK in vitro par co-immonoprécipitation dans des cellules
transfectées ainsi que par double hybride et, in vivo par des expériences de co-immunoprécipitation
dans des extraits de cerveaux avec des séra spécifiques de chaque isoforme.

Les résultats que mon équipe a obtenus montrent que PAK3 forme des homodiméres, tout
comme PAK1. Toutefois, PAK3 forme plus d’hétérodimeres avec PAK1 que d’homodimeéres avec elle-
méme. De maniere étonnante, les variants d’épissages sont capables de former des homodiméres
(par exemple PAK3b/PAK3b), et aussi des diméres avec PAK3a. lls forment encore plus
préférentiellement des hétérodimeres avec PAK1. Toutefois, PAK3a forme plus facilement des
dimeéres que PAK3b ne le fait. Dans cette partie du travail, les cellules ont été transfectées avec des
formes kinase-dead des kinases PAK auxquelles nous avons ajouté une étiquette HA ou Flag. J'ai,
pour ma part, montré que les homodiméres de PAK3a in vitro étaient effectivement dus a
I'interaction entre les deux kinases et non pas a l'interaction entre les étiquettes HA et Flag (Figure
36).

HA- 3a-KD - 3a-KD 3a-KD empty v.
FLAG- - 3a-KD 3a-KD empty v. 3a-KD
PAK3a
(WB FLAG) - -—
IP HA
PAK3a
ey — | D S
PAK3a __ -—— :
(WB HA) —— ey
TCL

PAK3a

- — e -
(WB FLAG)

Figure 36. PAK3a forme des homodimeres.

Les lysats de cellules Hela transféctées avec des vecteurs HA-vide ou FLAG-vide (empty v.) ou avec des
plasmides codants HA-PAK3a-KD, FLAG-PAK3a-KD, ou les deux, sont immunoprécipités HA (IP HA). Les lysats
cellulaires totaux (TCL) sont contrélés en utilisant les anticorps correspondants comme indiqué (3é'"e et 4™
lignes). Les protéines immunoprécipitées HA sont révélées par western blot anti-HA et les protéines PAK3 co-
immnoprécipitées PAK3a sont révélées par un western blot anti-Flag. L'image présentée est représentative de
trois expériences indépendantes.
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L'ensemble des études in vitro portant sur la dimérisation des kinases PAK a été réalisé a
partir de cellules transfectées avec des formes kinase-dead de ces kinases, formes moins toxiques
pour les cellules. De plus, PAK1 forme plus facilement des homodiméres lorsque des formes inactives
de la kinase sont transfectées (Parrini et al., 2002). J'ai voulu comparer la co-immunoprécipitation
entre les formes kinase-dead et les formes wild-type. Pour cela, j'ai transfecté des cellules avec des
formes KD et WT de PAK1 et PAK3a, auxquelles nous avons ajouté des étiquettes HA ou Flag. Jai
ensuite co-immunoprécipité en utilisant un anticorps dirigé contre I'étiquette HA. Par western blot,
j’ai vérifié que I'hétérodimérisation entre PAK1 et PAK3a est bien spécifique via I'interaction entre
ces deux kinases et non entre leurs étiquettes respectives (les deux premieres pistes). J'ai aussi
montré que l'interaction entre PAK1 et PAK3a est maintenue lorsque des formes wild-type sont
transfectées dans les cellules (piste 5). Il avait été montré pour PAK1 que, suite a la
transphosphorylation d’un résidu du domaine régulateur par I'autre monomere actif, le complexe
dimérique se dissocie. De ce fait, Lei et Parrini, dans leurs études sur 'homodimérisation, avaient
utilisé des protéines dépourvues d’activité kinase (Lei et al., 2000 ; Parrini et al., 2002). De maniere
étonnante, nous avons pu mettre en évidence une relativement grande quantité de complexes
formés avec les protéines sauvages suggérant que, pour PAK3, cette dimérisation n’est pas altérée
par la phosphorylation des partenaires ou que le site régulateur impliqué n’est pas phosphorylé. J'ai
de plus observé que PAK3a-WT co-immunoprécipite mieux que PAK3a-KD avec PAK1-KD (pistes 3 et
4) (Figure 37). Ces résultats suggerent que PAK3a-WT forme plus facilement des hétérodiméres que
la protéine inactive, contrairement a PAK1. Ainsi, la régulation de la stabilité des dimeres par
autophosphorylation pourrait varier entre les différentes kinases PAK.

HA- PAK1-KD  PAK1-WT PAK1-KD PAK1-KD  PAK1-WT

FLAG- emptyv. emptyv. PAK3a-KD PAK3a-WT PAK3a-WT

i et
(WB FLAG) — e

— ——— | IPHA

ey — | DO S
(WB HA) T AR

ZabS —y C—
(WB FLAG) =" - TCL

Figure 37. Les formes WT des kinases PAK interagissent entre elles.

Les cellules ont été transfectées avec HA-PAK1-KD et FLAG-PAK3a-KD (3é'"e piste), HA-PAK1-KD, et
FLAG-PAK3a-WT (4°™ piste), et HA-PAKI-WT et FLAG-PAK3a-WT (5™ piste). Les protéines HA ont été
immunoprécipitées puis les protéines Flag co-immunoprécipitées sont révélées par western blot anti-FLAG. La
co-transfection de PAK1 avec un vecteur vide (empty v.) constitue le contréle (Zé"” piste). L’image présentée est
représentative de trois expériences indépendantes.
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Nous avons montré par RT-PCR sur cellule unique, en aspirant le cytoplasme de neurones
isolés (collaboration avec M. Amar et Philippe Fossier, NBCM) puis en réalisant des PCR multiples,
que pakl et pak3 sont co-exprimés dans tous les neurones. Dans certains neurones, nous avons
montré la co-expression de deux variants différents de PAK3. Avec des anticorps spécifiques, nous
avons montré que PAK1 et PAK3 co-localisent au sein de certaines structures comme les adhésions
focales lorsqu’elles sont co-exprimées dans les fibroblastes et qu’elles sont colocalisées dans les
épines dendritiques des neurones d’hippocampe différenciés en culture. De plus, a partir d’extraits
de cerveau adulte, nous avons montré que PAK3 et PAK1co-immunoprécipitent et co-purifient avec
les densités post-synaptiques purifiées de cerveaux de souris. Ces résultats démontrent qu’in vivo,
PAK1 et PAK3 forment des hétérodimeres.

Enfin, nous avons montré, en utilisant des combinaisons de formes kinase-dead avec des
formes wt, co-immunoprécipitées et activées par la GTPase constitutivement active GST-Cdc42-V12,
qgue le complexe hétérodimérique de PAK3 avec PAK1 permet I'inhibition de PAK3a (sans insert) par
PAK1 mais pas celle des variants d’épissage. Ce travail démontre que I’'hétérodimérisation permet de
créer un réseau de signalisation des kinases et qu’il existe une hiérarchie dans les formations des
complexes de kinases. Nous avons, de plus, montré que les mutations responsables de retard mental
affectent différemment I’hétérodimérisation avec PAK1, expliquant peut-étre pourquoi la mutation
R67C est responsable de I'un des plus séveres déficits. En effet, la protéine PAK3-R67C continue a
interagir avec PAK1, conduisant vraisemblablement a un complexe affecté dans sa capacité a étre
activé, puisque nous avions montré que la mutation R67C diminue I'activation par Cdc42. De ce fait,
cette mutation affecterait aussi la signalisation de PAK1, connue pour étre également impliquée dans
la plasticité synaptique (Asrar et al., 2008).

En conclusion, nos données suggerent fortement que la formation d’hétérodimeéres
PAK1/PAK3 relie les signalisations neuronales de PAK1 et PAK3, dans les processus physiologiques
mais aussi dans la physiopathologie. Ce travail a été publié en 2012 dans J. Biol. Chem. (Combeau et
al., 2012).
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4. Description phénotypique de la souris invalidée pour le gene
pak3

Chez les souris KO, les premiéres analyses de Meng montrent que le cerveau ne présente pas
d’anomalie macroscopique et microscopique. Cependant, I'analyse plus fine de ces mémes souris
réalisée par Séverine Farley et Cyrille Vaillend au CNPS (Farley et al., en préparation) montre une
microcéphalie d’environ 8% alors que le poids des animaux est identique, comparé aux souris
sauvages. |l existe, par ailleurs, des différences significatives dans les volumes de certaines structures
comme I'hippocampe ventral ou les ventricules latéraux. De plus, les souris KO adultes présentent
une diminution de 19.7% de la densité de synapses excitatrices, qui s’accompagne d’anomalies
structurales des densités post-synaptiques (plus petites chez les KO). Ces données sont, bien
évidemment, a mettre en regard des descriptions cliniques des patients avec des mutations du géne
pak3, lesquels présentent dans un certain nombre de cas des microcéphalies de légéres a séveres
(Voir Tableau 1).

L'analyse du phénotype comportemental montre aussi des différences ténues mais
significatives. Ainsi, le test de suspension par la queue semble indiquer une augmentation du
comportement de résignation, suggérant un état dépressif, tandis que le test de nage forcée indique
le contraire. Mais ce résultat peut étre, en partie, biaisé par I'expression de différentes stratégies
motrices dans les deux génotypes. La mesure de I'anxiété dans un champ ouvert (open field) montre
gue les souris KO présentent une réduction de celle-ci. Par contre, aucune différence entre les deux
génotypes n’est observée dans le labyrinthe suspendu, ni dans le test des boites noires, suggérant
une altération des réponses émotionnelles dépendantes du contexte expérimental. De plus, I'analyse
des latences a consommer de la nourriture dans un environnement nouveau, dans un test
d’hypophagie induite par la nouveauté, confirme que cette apparente diminution de I'anxiété
pourrait aussi s’interpréter comme une diminution de linhibition comportementale. Au niveau
cognitif, les souris KO ont des performances comparables aux WT lors des périodes d’habituation et
de conditionnement. Cependant, elles présentent un déficit de mémoire de rétention a long terme
(24h), mais pas a court terme (1h), suggérant un déficit de consolidation mnésique impliquant
I'amygdale et/ou I'hippocampe. Enfin, dans les tests d’interaction sociale, les souris KO montrent une
diminution de I'intérét pour l'interaction sociale et ont tendance a éviter les nouvelles interactions
sociales au profit de congénéres déja identifiés. L'ensemble de ces résultats a conduit nos
collaborateurs a explorer la physiologie du stress et de I'axe hypothalamo-hypophysaire chez ces
animaux. Il est intéressant de faire le lien avec la surexpression de PAK3 dans les tumeurs a ACTH
suggérant une relation entre hormones glucocorticoides et PAK3. Les phénotypes comportementaux
et cognitifs des souris KO pourraient étre mis en rapport avec un dysfonctionnement de cette
physiologie.

Il est connu que les apprentissages induisent une augmentation de I'expression du BDNF, une
neurotrophine qui joue un réle important dans la plasticité synaptique. C'est pourquoi nous avons
analysé par PCR quantitative I'expression des genes PAK3 et du BDNF suite a un apprentissage lors
des expériences de conditionnement de peur. Effectivement, cette augmentation est perceptible
chez les souris WT et est augmentée, mais de maniére non significative chez les souris KO (Figure 38).
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Figure 38. Expression du BDNF chez les souris KO et WT en conditions basales, ou bien 4 h
et 24 h apreés la séance d’acquisition d’une peur conditionnée au contexte.

Nous avons aussi cherché a caractériser, de maniére relative, I'importance des synapses
excitatrices et des synapses inhibitrices par une mesure des niveaux d’expression de deux génes
spécifiques de ces deux types de synapses, a savoir VGlut, un transporteur du glutamate pour les
synapses excitatrices, et VIAAT, transporteur vésiculaire des acides aminés inhibiteurs, qui signe les
synapses inhibitrices. L’analyse de I'expression de ces deux marqueurs est identique dans les deux
génotypes suggérant qu’il n’y aurait pas d’anomalie dans le nombre de synapses excitatrices et
inhibitrices centrales.

L'ensemble de ce travail démontre, une fois de plus, la difficulté de relier géne de retard
mental, anomalie morphologique et fonctionnelle du cerveau et des neurones et défauts cognitifs
et/ou de comportement. Il est intéressant de remarquer que ce type d’analyses poussées permet de
déceler des composantes phénotypiques qui sont difficilement quantifiables chez les patients et qui
étaient passées inapercues dans I'étude initiale des souris KO par le groupe de Meng et ses
collaborateurs. Ainsi, ce type de caractérisation fine du phénotype des modeles murins devrait
permettre de faire ressortir les caractéristiques communes a un certain nombre de déficiences
intellectuelles et d’identifier les spécificités propres a chaque modeéle. Cette étape est cruciale afin de
poser les jalons pour tester des approches thérapeutiques grace a la I'identification et a la définition
des « read-out » ou critéres biochimiques, morphologiques ou phénotypiques de ces modeles
animaux.

A travers ces quatre études, il ressort que les études biochimiques et les études
comportementales apportent des éclairages totalement différents mais complémentaires sur le role
d’un gene de déficience intellectuelle dans les mécanismes de la plasticité neuronale. Un des
objectifs a poursuivre pourrait étre d’atteindre un niveau de compréhension qui nous permette de
corréler les caractéristiques biochimiques a celles de la plasticité. Ceci nécessite le développement de
modeles animaux permettant une étude intégrée des voies de signalisation. En raison de la
complexité des anomalies comportementales et cognitives observées chez les patients, I'animal
modele choisi reste la souris.
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Il. PAK3 et neurogenése adulte

Le projet majeur de ma thése a porté sur le réle de la kinase PAK3 dans la régulation de la
prolifération des précurseurs neuraux au cours de la neurogenése adulte dans deux modeles murins
de déficience intellectuelle. La justification a été décrite au sein de I'introduction. Brievement, il a été
montré, qu’au cours du développement embryonnaire, PAK3 joue un réle dans les étapes de division
terminale et de différentiation terminale dans le cerveau et le pancréas (Souopgui et al., 2002 ;
Piccand et al., 2013). Ceci nous a conduit a envisagé I'hypothése que PAK3 puisse jouer un rble dans
la neurogenese adulte dont les défauts pourraient sous-tendre les déficits cognitifs chez les patients.

1. Expression de PAK3 dans les cellules souches/progéniteurs.

Jusque maintenant, il est admis que PAK3 s’exprime uniqguement dans les cellules post-
mitotiques (Allen et al., 1998 ; Kreis et al., 2007). J'ai alors caractérisé |'expression de PAK3 au cours
de la neurogeneése adulte.

Dans un premier temps, j'ai tenté de révéler I'expression de PAK3 par immunohistochimie
sur coupe de cerveau adulte. Je proposais de corréler I'expression de PAK3 a celle de certains
marqueurs spécifiques des différents stades de différenciation comme Sox2 et Nestine pour les
NSPC, DCX pour les neuroblastes et NeuN pour les neurones matures identifier I'étape dans laquelle
PAK3 s’exprime. De plus, comme une partie des neuroblastes présente une activité mitotique,
I’analyse de la co-expression de PAK3 avec un marqueur des cellules cyclantes (par exemple Ki67 ou
phospho-histone H3) aurait permis de spécifier I'expression de PAK3 au cours de la neurogenese
adulte. J'ai testé tous les anticorps disponibles sur le marché ou produits par mon équipe, sous de
nombreuses conditions de marquage (avec ou sans démasquage de l'antigéne, rdle de la
température dans la liaison antigéne-anticorps, entre autres) mais aucun anticorps utilisé ni les
différentes conditions de marquage effectuées ne m’ont permis d’aboutir a un marquage spécifique
de PAK3, conditions testées lors de I'utilisation de tranches issues d’animaux KO.

Pour caractériser I'expression de PAK3, j'ai alors opté pour des approches biochimiques,
moléculaires et cellulaires ex vivo. Pour cela, les cellules souches/progéniteurs (NSPCs) issues de la
SVZ et du DG d’individus WT (sur fond C57/BI6) ont été cultivées en monocouche sur support traité
avec la poly-lysine et la laminine, et en présence des facteurs de croissance (EGF et bFGF), d’apres le
protocole décrit par I’équipe de Kempermann (Babu et al., 2011). Les NSPC sont issues de nouveau-
nés (P4) et de males adultes. Aprés amplification de ces NSPC, la culture est maintenue en condition
proliférative pendant 48h puis une partie de cette culture est arrétée et analysée (temps Oh). L’autre
partie est induite a différencier par retrait des facteurs de croissance. La différenciation est arrétée
aprées 24h, 48h ou 120h de culture. A chacun de ces temps, les ARN et les protéines ont été purifiés.
Afin de montrer que PAK3 est bien exprimée au cours la différenciation, j'ai aussi analysé I'expression
de certains marqueurs clés comme Nestine (marqueur des NSPC) ou DCX (marqueur des
neuroblastes). Aprés immunoprécipitation de PAK3 dans les différents lysats protéiques, I"analyse par
western blot, de I'expression de PAK3, corrélée a celle de DCX, a apporté un résultat novateur. En
effet, de maniere extrémement intéressante, je montre que les NSPC cultivées en présence de
facteurs de croissance n’expriment pas PAK3 alors que le retrait des facteurs de croissance induit
rapidement une tres forte augmentation de son expression (dés 24 heures). Cette augmentation est
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concomitante a celle de I'expression de DCX au cours de la différenciation. L’expression de PAK3 est
maximale a 48h aprés la mise en différenciation, temps au cours duquel I'expression de DCX est aussi
fortement augmentée (Figure 39). Cette derniére continue toutefois a augmenter aprés 48h ou 120h
apres le retrait des facteurs. Ceci a été observé avec les trois types de cultures réalisés, a savoir les
cellules souches/progéniteurs issus des jeunes animaux agés de 4 jours, isolées a partir des deux
zones neurogéniques et de la SVZ d’animaux adultes.

Post-natal Adult

0 24 48 120 0 24 48 120

PAK3 e || PAK3 -
sVz
DCX i DCX o

0 24 48 120

DCX - "

Figure 39. Le retrait des facteurs de croissance induit une trés forte expression de PAK3
dans les cultures de cellules souches neurales issues des 2 niches SVZ et SGZ, dans les souriceaux et
chez I’adulte.

Les cellules souches/progéniteurs ont été purifiées, amplifiées en cultures monocouches en présence de
facteurs de croissance, avant d’étre privées de facteurs de croissance au temps t=0. Les cellules sont lysées au
temps t=0, et apres 24, 48 et 120 h apres le retrait des facteurs et la protéine PAK3 est immunoprécipitée avant
d’étre révélée par western blot. Dcx est directement analysée par western blot dans les lysats cellulaires
normalisés par analyse de 'expression de I’actine.

J'ai ensuite analysé I'expression de pak3 ainsi que celles des marqueurs de cellules souches,
Nestine et des progéniteurs, DCX par PCR quantitative. Nous observons que I'expression génique de
pak3 augmente respectivement d’un facteur 20 et 13 entre 0 h et 24h dans les cellules issues de la
SVZ et du DG de nouveau-nés. Dans ces deux modeéles cellulaires, cette augmentation importante de
I’expression de pak3 est corrélée a une diminution de I'expression de Nestine (d’un facteur 4 pour la
SVZ, et 2,8 pour le DG) et a une trés nette augmentation de I'expression de DCX (d’un facteur 56 pour
la SVZ et 14,5 pour le DG). Dans les cellules issues de la SVZ adulte, I'expression de pak3 augmente
d’un facteur 5 de fagcon concomitante a la diminution de I’expression de Nestine (d’un facteur 4) et a
I'augmentation de celle de DCX (d’un facteur 14,5) (Figure 40). Les valeurs sont rapportées a
I’expression du gene d’intérét dans le cerveau de nouveau-né (P4), pris comme référence pour tous
les génes et les échantillons.
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Figure 40. Analyse par PCR quantitative de I'expression de PAK3, de Nestine et de Dcx dans
les cultures de cellules souches/progéniteurs issues des 2 zones neurogéniques de nouveau-nés ou
d’adultes suite au retrait des factuers de croissance.

Les cellules ont été cultivées comme précédemment décrit, les ARN ont été purifiés, quantifiés et
vérifies avant d’étre rétro-transcrits. Les ADNc ont été amplifiés avec les couples d’amorces validés et des
couples de génes de référence (Voir Matériels et méthodes). Les valeurs sont exprimées relativement au niveau
d’expression de chaque gene dans le cerveau de souris P4 de lignée C57Bl6. Rouge, temps Oh ; vert : temps 24h ;
violet : temps 48h ; bleu : temps 120h (n=2 pour les SVZ et 1 pour le DG).

Nous avons ensuite regardé la cinétique de sortie de prolifération suite au retrait des
facteurs de croissance. Pour cela, un analogue de la thymidine (I'EdU) est ajouté 4 heures avant
I’arrét de la culture par fixation des cellules. L'EdU s’incorpore lors de la réplication de I’ADN au cours
de la phase S. Le décompte des cellules EdU-positives refléte la proportion de cellules en phase S au
moment de l'arrét de la culture. Ce marqueur permet une meilleure description des cinétiques
courtes puisqu’il ne recense que les cellules en phase S, dont la durée correspond a la moitié du
temps d’un cycle total (Bragado Alonso et al.,, 2014). Au temps 0 h, c’est-a-dire en présence des
facteurs de croissance et 24 h apres la mise en différenciation, environ 45% des cellules sont EdU-
positives tandis que 120 h apres le retrait des facteurs mitogenes, seuls 9% des cellules sont encore
cyclantes (

Figure 41). Cette expérience a, pour le moment, été réalisée avec des cellules issues de la SVZ
d’animaux adultes (mais une seule fois). Cette analyse au niveau cellulaire, combinée a celles
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obtenues par western blot et PCR quantitative, montrent que I'expression de PAK3 est induite des
24h apres retrait des facteurs de croissance alors méme que les cellules sont toujours en
prolifération (voir Figure 39). De plus, une analyse morphologique montre que les NSPCs a t=0h
présentent une morphologie de cellules souches/progéniteurs, et que le retrait des facteurs de
croissance entraine le développement de prolongements associés a la différenciation neuronale.

Figure 41. Les cellules
souches/progéniteurs cessent de se diviser plus 504
de 24 h apreés le retrait des facteurs de croissance. 1

Les cellules de la SVZ adultes de souris C57Bl6 - “
ont été cultivées comme précédemment décrit, puis E 204
ensemencées sur des lamelles recouvertes de laminine. *
Les cellules sont incubées 4h avant fixation avec de E
V'EdU, fixées et I'EdU est révélé par réaction chimique w24
(Click-it). Les divisions cellulaires sont analysées au -
temps t=0, 24 h et 120 h aprés le retrait des facteurs de 10} —_
croissance. Le pourcentage de cellules EdU+ est calculé
par rapport au nombre de noyaux DAPI. 0

0 24 120
GF withdrawal (k)

L'ensemble de ces résultats montre que PAK3 est fortement exprimée suite au retrait des
facteurs de croissance dans les cellules souches/progéniteurs au cours de la neurogenése adulte, de
facon concomitante a la diminution de I'expression du marqueur de cellules souches (Nestine) et a
I"augmentation de I'expression du marqueur DCX, spécifiquement exprimé dans le lignage neuronal.
De maniére surprenante et en contradiction avec les connaissances acquises jusqu’a présent,
I’expression de PAK3 augmente trés fortement juste avant l'arrét de la prolifération. PAK3 serait
donc exprimée dans les cellules cyclantes, et non pas uniquement dans les cellules post-mitotiques.
Nos résultats montrant que I'expression de PAK3 précéde la diminution de la prolifération suggérent
fortement que PAK3 pourrait contréler la sortie du cycle cellulaire.

Trois remarques découlent aussi de ces observations. D’une part, vu le ratio entre la durée de
la phase S et celle du cycle total, décrits par Bragado Alonso et colléegues (2014), nous pouvons
déduire qu’environ 90 % des cellules méme issues d’animaux adultes proliferent en présence d’EGF
et de FGF. La deuxiéme remarque est que le retrait des facteurs de croissance induit une chute
rapide de la prolifération, mais notre cinétique se devra d’étre plus précise pour comprendre ce qui
ce passe entre 24 h et 120 h. Enfin, 5 jours aprés retrait des facteurs, nous observons encore environ
15 a 20% des cellules en mitose, ce qui est en accord avec les travaux de Costa et al., 2011, montrant
que certaines cellules prélevées directement de la SVZ peuvent effectuer 5 divisions en absence de
facteur de croissance.
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2. Role de PAK3 dans la biologie des cellules souches

Les kinases PAK jouent de nombreux réles dans I'ensemble des mécanismes cellulaires, mais
trés peu de données portent sur leur implication dans la biologie des cellules souches et des
progéniteurs. Comme énoncé dans l'introduction, les cellules souches et les progéniteurs neuraux
possedent trois caractéristiques particuliéres. Par division asymétrique, ces cellules sont capables de
donner une cellule identique a elle-méme et une cellule plus différenciée; il s’agit de la capacité
d’autorenouvellement. Ces NSPC sont aussi multipotentes.

Nous avons montré que PAK3 n’est pas exprimée dans les cellules souches prolifératives mais
gue son expression est induite par le retrait des facteurs de croissance alors que les cellules sont
encore cyclantes. Nous nous sommes donc intéressés aux réles éventuels de PAK3 dans la régulation
des différentes propriétés cardinales des cellules souches/progéniteurs.

Cette partie de mes travaux a été réalisée en comparant la souris WT a la souris KO, créée
par I'équipe de Z. Jia en 2005 (Meng et al., 2005). Les souris KO sont invalidées pour le gene pak3
suite a l'insertion d’un codon stop suivi d’une cassette néomycine dans I’exon 6, ce qui entraine la
perte totale d’expression de PAK3 chez les souris KO. Cette lignée, les controles que j'ai effectués
pour valider cette inactivation, et les méthodes pour obtenir les petits WT et mutés sont décrits dans
la partie « matériels et méthodes ».

2.1. Analyse de la formation des neurosphéres dans le modele des
souris KO

Pour comprendre le réle de PAK3 dans la biologie des cellules souches, j'ai tout d’abord
réalisé le test des neurospheres (Pastrana et al., 2011). Pour cela, apres dissociation, les NSPC de SVZ
et de DG issus de nouveau-nés (P2-P4) WT et KO ont été cultivés en suspension en présence des
facteurs de croissance EGF et bFGF sans sérum pendant 7 jours. Dans ces conditions, les cellules
souches et les progéniteurs proliferent de fagcon clonale et forment ainsi des neurosphéres primaires,
gue nous avons dénombrées. Deux protocoles de dissociation, I'un mécanique, I'autre enzymatique,
ont été utilisés pour dissocier les cellules des zones neurogéniques dissociées. Pour la SVZ, ces deux
techniques donnaient les mémes résultats de fréquence de formation des neurospheres alors que
pour le DG, la seconde méthode enzymatique permet d’obtenir une plus haute fréquence. Seuls les
résultats obtenus pour le DG avec cette technique sont présentés ici. Les cellules sont ensemencées a
méme densité pour les deux génotypes, et je n’ai pris en compte que les spheres formées d’au moins
10 cellules. La fréquence de formation de neurosphéres est calculée en rapportant le nombre de
neurospheres ainsi formées au nombre de cellules ensemencées. Nous observons, 7 jours apres
ensemencement, que la fréquence de neurosphéres primaires formées est significativement plus
importante a partir des NSPC de SVZ et de DG de souris KO, comparée au WT (SVZ, fréquence de
neurospheres primaires formées a partir des cellules WT : 9,50.10° + 1,25.10° versus 1,46.107 +
1,76.10° 3 partir du KO, n=13, one-way ANOVA *** p<0,001 ; DG : 2,70.10° + 4,24.102 3 partir du
WT versus 3,88.1072 + 5,70.107 a partir du KO, n=10, one-way ANOVA * p=0,011) (Figure 42).
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Figure 42. La fréquence de neurosphéres primaires formées a partir des cellules
souches/progéniteurs issues de la SVZ et du DG d’individus invalidés pour le géne pak3 augmente,
en comparaison avec le WT.

Les cellules de SVZ et DG d’animaux nouveau-nés des deux génotypes sont mis en cultures a une
densité cellulaire précise en suspension dans un milieu sans sérum et en présence des facteurs de croissance EFG
et bFGF. Apres 6 a 10 jours suivant les zones, le nombre de neurospheres de plus de 10 cellules est compté.

Au cours d’observations rapides, les neurosphéres primaires de SVZ des souris KO nous ont
paru de plus grande taille que celles des individus WT, ce qui m’a conduit a mesurer leur diametre. Je
montre qu’a 6 jours de culture, la proportion de neurosphéres de petite taille est plus importante
chez le WT que chez le KO (Figure 43).
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Figure 43. Tailes des neurosphéres primaires issues des SVZ de nouveau-nés WT et KO.

Les neurospheres précédentes sont prises en photo et les diaméetres mesurés a I’aide d’'un programme
d’Imagel.
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Ainsi, nos résultats montrent que l'invalidation du gene pak3 entraine une augmentation de
la fréquence de formation des neurosphéres ainsi qu’une augmentation de leur taille. De plus, PAK3
est exprimée dans les cellules suite au retrait des facteurs de croissance.

Plusieurs hypotheses permettent d’expliquer ces observations.

La premiere est qu’il y a peut-étre, dans les tissus disséqués des niches neurogéniques, un
plus grand nombre de cellules souches et/ou progéniteurs. Certains auteurs proposent gu’il soit
possible de distinguer ces deux populations d’apres la taille des neurosphéeres formées, les cellules
souches générant de plus petites neurospheéres que les progéniteurs (Azari et al., 2011). Le géne pak3
pourrait influencer la taille du réservoir de cellules souches. Cette hypothése sera plus longuement
présentée dans la section discussion. Toutefois, n"ayant pas observé d’expression de PAK3 dans les
cellules souches/progéniteurs cultivés en présence de facteurs de croissance, nous ne favorisons pas
cette hypothese.

Une seconde hypothése est que I'absence de PAK3 affecte les propriétés cardinales des
cellules souches, a savoir la capacité a s’auto-renouveler et la multipotence. D’une part, I'invalidation
du géne pak3 pourrait affecter la division asymétrique des cellules souches et des progéniteurs.
Ainsi, les cellules KO-pak3 effectuent majoritairement des divisions symétriques, produisant ainsi
deux cellules identiques qui continuent de proliférer. D’autre part, il a été montré, chez le xénope,
que PAK3 favorise la différenciation neuronale au détriment de la différenciation gliale (Souopgui et
al., 2002). Ainsi, il est possible que linvalidation de pak3 affecte la multipotence des cellules
souches/progéniteurs. Les cellules KO-pak3 s’orienteraient préférentiellement vers un phénotype
glial aux capacités prolifératives plus élevées que celles des cellules neuronales. Cette hypothése sera
analysée ex vivo et présentée ci-dessous.

La troisieme hypothése serait que les cellules issues des animaux KO proliferent plus, en
effectuant davantage de divisions, donnant ainsi plus de spheres qui dépassent les dix cellules et des
sphéres plus volumineuses. Cette hypothese sera présentée ci-dessous.

La quatrieme hypothése concerne un réle de PAK3 dans la régulation de I'apoptose. En effet
il a été montré que PAK1 protége de la mort cellulaire en activant une voie ERK/Bad (Ong et al.,
2011 ; Wong et al., 2013). Cette hypotheése sera invalidée par des tests in vivo (Cf partie Résultats
11.3.4.4).

La cinquieme hypothése serait que les cellules des deux génotypes répondent
différentiellement aux facteurs de croissance. D’une part, ces facteurs activent artificiellement les
cellules souches et les forcent a proliférer. D’autre part, les kinases PAK sont activées par ces
facteurs. Nous avons fait varier la concentration des facteurs EGF et FGF, sans voir de différence
entre les sphéres WT et les KO, ce qui nous a conduit a abandonner cette hypothése.

Enfin, deux études distinctes ont montré que PAK3 contrdle la sortie du cycle cellulaire dans
deux systémes biologique différents (Cf Introduction) (Souopgui et al., 2002 ; Piccand et al., 2013).
Ceci nous permet de proposer que PAK3 pourrait aussi réguler la sortie du cycle cellulaire des
progéniteurs neuraux. Cette hypothese a des conséquences a deux niveaux dans les expériences de
neurospheres. D’une part, si une cellule quitte précocement les phases prolifératives, la sphére aura
moins de dix cellules et ne sera pas comptabilisée. D’autre part, dans une sphere, il y a une
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hétérogénéité des cellules qui se divisent et se différencient. Une augmentation des proportions des
cellules qui sortent de la prolifération induit une taille de sphere plus petite. L'exploration de cette
hypothese est présentée ci-dessous.

2.2. Réservoir

Nous pouvons émettre plusieurs hypothéses permettant d’expliquer nos résultats. Tout
d’abord, il est possible que le réservoir de cellules souches soit augmenté chez les souris KO. Ainsi,
suite au prélévement de la SVZ et du DG puis de la mise en culture, nous ensemencons le méme
nombre de cellules, et parmi celles-ci, il y a plus de cellules souches pour les individus KO que pour
les individus WT. Pour explorer cette hypothese, il serait intéressant de quantifier le réservoir de
cellules souches chez les souris WT et KO (par FACS, ou autre technique immunohistochimique). (Voir
Discussion). Nous avons choisi dans un premier temps d’analyser I’expression de geénes
caractéristiques des cellules souches neurales dans les neurospheéres issues des zones neurogéniques
d’animaux WT et mutés, par PCR quantitative. Pour effectuer cette analyse, les neurosphéres
primaires de SVZ ont été dissociées et les cellules ont été cultivées en monocouche sur support traité
avec la poly-lysine et la laminine, en présence de facteurs de croissance, pendant 48 heures. Ensuite,
les ARN ont été extraits et aprés reverse-transcription puis PCR quantitative, nous avons analysé
I’expression des génes Bmi, Nestine et Sox2, marqueurs des cellules souches (Figure 44, n=2). Nous
montrons que I'absence de PAK3 n’affecte pas I'expression génique de ces marqueurs de cellules
souches, confortant I’'hypothese que I'invalidation de PAK3 n’altére pas le pool de cellules souches et
en accord avec le fait que pak3 n’est pas exprimé dans les cellules souches, au moins en présence de
facteurs de croissance. Les analyses complémentaires sont discutées plus loin.

1.2 » mwT

in stemn cells monolayer
(relative to control)

Relative expression of gene

Bmi Mestin Sox2

Figure 44. Analyse de I'expression des génes caractéristiques de I’état cellules souches.

Les ARN de cellules dissociées et cultivées en monocouches sur laminine, en présence de facteurs de
croissance sont analysés comme précédemment décrit, et analysés avec des couples d’amorces spécifiques des
génes Bmi, nestine et Sox2. L’expression est exprimée relativement a celle du génotype WT.
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2.3. VLlinvalidation du geéne pak3 n’affecte pas les propriétés
cardinales des cellules souches

Sachant que les kinases PAK du groupe | sont impliquées dans la division cellulaire et la
différenciation des neuroblastes, il est aussi possible que I'invalidation de pak3 affecte les propriétés
cardinales des cellules souches, a savoir I'auto-renouvellement et la multipotence. Dans un premier
temps, nous avons analysé la capacité d’auto-renouvellement des cellules souches/progéniteurs.
Pour cela, les neurosphéres primaires de SVZ et de DG issus d’individus WT et KO ont été dissociées
puis ensemencées a nouveau en suspension en présence de facteurs de croissance et sans sérum.
Ainsi, apres 7 jours de culture, des neurospheres secondaires sont formées. Cette capacité des
cellules souches a s’auto-renouveler est théoriquement infinie. Toutefois alors que les cellules issues
de la SVZ ont des capacités élevées a s’autorenouveler aprés de nombreux passages, les cellules
issues du DG perdent cette capacité apres 4 passages (Seaberg et al., 2005). Nous avons donc analysé
I’auto-renouvellement et observé que pour la SVZ, les cellules dissociées forment des colonies, et ce
méme au huitieme passage. Nous observons aussi que la fréquence des neurosphéres formées est
toujours supérieure chez le KO comparé au WT. La situation est différente, pour le DG, et les cellules
ne forment plus de neurosphéres apres le quatrieme ou cinquieme passage. De plus, la différence
entre les génotypes est plus faible (n=3 pour chaque passage et chaque zone étudiée) (Figure 45).
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Figure 45. Analyse du potentiel d’auto-renouvellement des cellules souches issues des SVZ
et DG de souriceaux des deux génotypes.

Les neurosphéres primaires sont dissociées puis les cellules sont ensemencées a concentration
constantes en présence de facteurs de croissance et sans sérum. Une semaine aprés les sphéres sont
dénombrées et utilisées pour un nouveau passage. Seules les cellules souches possédent cette propriété
d’autorenouvellement, quasi infini pour la SVZ, plus limité pour le DG. Les cellules souches invalidées pour pak3
sont douées d‘autorenouvellement.

Nous avons ensuite analysé I'effet de I'invalidation de PAK3 sur la multipotence. Pour cela,
des neurospheres primaires de SVZ et de DG d’individus WT et KO ont été mises a différencier sur
support traité avec la poly-lysine et en I'absence de facteur de croissance, durant 7 jours. Dans ces
conditions, les neurosphéres adhérent au support rapidement et les cellules commencent a émettre
des prolongements et a migrer en dehors de la sphére. Apreés fixation, des marqueurs spécifiques de
chacun des types cellulaires (neuronal, glial et oligodendrocytaire) permettent de révéler, par
immunofluorescence, le phénotype cellulaire. L'analyse rapide des neurospheres de SVZ et de DG
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d’individus KO montre que les trois types cellulaires sont générés a lissue des 7 jours de
différenciation, comme pour les sphéres WT (Figure 46). Sachant que chaque sphére a une origine
clonale, ces résultats suggerent que l'invalidation du géne pak3 n’affecte pas la multipotence des
cellules souches. On peut noter toutefois, d’'une part, des différences dans la répartition des
différents types cellulaires au sein de la neurosphére, suggérant une implication de PAK3 dans les
processus migratoires, ce qui a été montré par Cobos (Cobos et al.,, 2007) et, d’autre part, dans
I’émission des prolongements neuritiques, confirmant le réle de PAK3 dans certains mécanismes de
la différenciation.

Figure 46. Les cellules souches pak3- sont multipotentes

Les neurosphéres primaires sont déposées sur un substrat de polylysine et cultivées pendant 7 jours en
absence de facteur de croissance. Dans ces conditions, les cellules issues d’une cellule souche, se différencient
dans les trois lignages neuronal (marquage beta-tubuline, Bleu), astrocytaire (GFAP, vert) et oligodendrocytaire
(Olig2, rouge). Les spheéres pak3- sont composées des trois types cellulaires prouvant les capacités multipotente
de la cellule souche.

L'ensemble de ces résultats montre que I'absence de PAK3 n’affecte pas les propriétés
cardinales des cellules souches.

2.4. PAKS3 régule la prolifération des cellules souches/progéniteurs

PAK3 pourrait jouer un réle dans la régulation de la prolifération des progéniteurs neuraux
(cellules de type Il ou transient amplifying progenitors TAP). En effet, les kinases PAK sont impliquées
a plusieurs niveaux de la physiologie cellulaire et notamment dans la prolifération. PAK3 pourrait
donc trés bien jouer un roéle particulier dans la régulation de la prolifération des NSPC. Afin de
montrer I'implication de PAK3 dans ce mécanisme, nous avons analysé la prolifération des cellules
WT et KO par test ELISA colorimétrique basé sur la détection immunologique du BrdU incorporé.
Pour cela, les neurospheres primaires de SVZ et de DG d’individus WT et KO ont été dissociées puis
les cellules ont été ensemencées en monocouche sur support traité avec la poly-lysine et la laminine.
Les cellules ont été cultivées pendant 48h dans deux conditions différentes : soit en présence de
facteurs de croissance (EGF 10 ng/ml, FGF2 5 ng/ml), qui permettent la prolifération des cellules, soit
en absence de facteur de croissance. Quatre heures avant I'arrét de la culture, soit 44 h apreés
I’ensemencement, le BrdU est ajouté au milieu. Cet analogue de la thymidine s’incorpore dans ’ADN
au cours de la phase S du cycle cellulaire et permet donc de quantifier la prolifération des cellules.
Aprés traitement des cellules, le signal associé au BrdU est révélé par immunomarquage permettant
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un dosage colorimétrique et une lecture par photométrie. La prolifération, analysée par
I'incorporation du BrdU, est exprimée de manieére relative au génotype WT, pour chaque condition.

En présence d’EGF et de BFGF, les cellules issues des neurosphéres primaires de SVZ et de DG
proliferent de la méme facon chez le WT et chez le KO (SVZ KO : 0,895 + 0,058 unité arbitraire par
rapport a la SVZ WT, n=3, one-way ANOVA NS p=0,120; DG KO : 0,741 + 0,191 unité arbitraire par
rapport au DG WT, n=2, one-way ANOVA NS p =0.222) (Figure 47, B. et D.). Par contre, en absence de
facteur, la prolifération des deux types cellulaires est beaucoup plus faible. Toutefois nous
observons, et ce de maniére significative, que les cellules issues du DG KO continuent a proliférer
beaucoup plus que ne le font les cellules WT. Ceci n’est pas observé pour les cellules issues de la
zone sous-ventriculaire (SVZ KO : 1,08 + 0,340 unité arbitraire par rapport a la SVZ WT, n=3, one-way
ANOVA NS p=0,436; DG KO : 1,713 £ 0,129 unité arbitraire par rapport au DG WT, n=2, one-way
ANOVA * p =0.016) (Figure 47, A. et C.).

En présence de facteurs de croissance, les NSPC du DG ne sortent donc pas du cycle cellulaire
et se maintiennent dans I'état prolifératif. L’absence de différence entre WT et KO est a relier a
I’'absence d’expression de PAK3 dans ces cellules cultivées dans ces conditions. Par contre, cultivée
en absence de facteur de croissance, les cellules expriment PAK3. Par contre, dans le DG, ces cellules
KO arrétent moins de proliférer que ne le font les cellules WT. Ceci est en accord avec un role de
PAK3 dans la sortie du cycle cellulaire. Le fait que nous ne trouvions pas le méme résultat avec les
cellules issues de la SVZ montrent une fois de plus que les NSPC de ces deux zones sont tres
différentes, et nous pouvons faire plusieurs hypothéses pour expliquer cette absence de différence
entre le KO et le WT (temps de passage en G, différents pour les deux types cellulaires, sensibilité de
la méthode, etc.).
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Nos résultats montrent que PAK3 est exprimée dans les cellules souches/progéniteurs dés
gu’elles sont cultivées en absence de facteur de croissance, mais que PAK3 ne régule pas les
propriétés cardinales des cellules souches, a savoir I'autorenouvellement et la multipotence. PAK3
semble toutefois jouer un réle dans la capacité des cellules a sortir des phases prolifératives.

Pour analyser de maniere plus intégrée le réle de la kinase PAK3 dans la neurogenese adulte,
et pour savoir si on pouvait relier des mutations responsables de retard mental a des défauts de
neurogenése adulte, nous avons étudié la neurogenése adulte dans la souris knock-in de la mutation
R67C (Bienvenu et al., 2000) responsable d’un des phénotypes les plus séveres chez ’'Homme.
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3. La mutation R67C

3.1. Description moléculaire du modeéle

La mutation R67C a été identifiée en 2000 par Bienvenu et colléegues au sein d’une famille
francaise. Comme décrit dans l'introduction, cette mutation consiste en une substitution de base C
en T dans I'exon 2, ce qui se traduit par un changement d’acide aminé arginine (R) en cystéine (C) en
position 67 de la kinase, dans sa partie N-terminale. Cette mutation faux-sens cause aussi la perte
d’un site de restriction Hhal au niveau de la séquence génomique (Bienvenu et al., 2000).

Lorsque j'ai débuté mon projet de thése, cette mutation R67C était celle qui conférait le
phénotype de déficience intellectuelle le plus sévere chez 'Homme. De plus elle reste la seule
mutation du géne pak3 impliquée dans la DI qui ne supprime pas l'activité kinase, ces mutations
pouvant avoir comme modele la souris invalidée pour le gene. Afin de mieux comprendre les
différents réles de la kinase PAK3 dans la physiologie neuronale et dans la déficience intellectuelle
chez 'Homme, mon équipe a donc porté son choix sur cette mutation et a créé le premier modeéle
murin porteur d’'une mutation de PAK3 a I'origine de déficience intellectuelle chez ’'Homme, dont je
présente la stratégie de recombinaison en Figure 48 et dans la partie matériels et méthode.

Knock in of the R67C mutation: Schematic representation of the wild-type Pak3 locus,
the targeting vector and the targeted Pok3 recombinant locus
(R67)
C(ISC
Wild-type Pak3 — — F'Imnzl ﬁ - -
({C87)
TGC
|
Targeting Vector _@
LoxP  LoxP
(C67)
TGC
Targeted Pak3
Recombinant == = 4@ P 15{% - -
after Cre Excision LoxP

Figure 48. Représentation schématique des loci sauvage et recombiné, et de la stratégie de
recombinaison

La stratégie de recombinaison est décrite dans « Matériels & Méthodes ».

La suppression de ce site de restriction Hhal a permis de vérifier que notre modele
transgénique porte bien la mutation R67C. Pour cela, 'ADN de queue de souris WT et K| a été extrait
puis le fragment génomique comportant I'exon 2 a été amplifié par PCR a l'aide d’amorces
spécifiques des séquences des introns. Les fragments WT et Kl de PCR ont ensuite été purifiés. D’une
part, ces fragments WT et Kl purifiés ont été digérés par I'’enzyme de restriction Hhal. Suite a cette
digestion, trois fragments de respectivement 270, 227 et 122 paires de bases sont attendus chez le
WT car les deux sites de restriction Hhal sont conservés. Chez le Kl, deux fragments de 497 et 122bp
respectivement sont attendus suite a la suppression d’un site de restriction Hhal. Comme le montre
la Figure 49, les résultats obtenus concordent avec les prédictions. Les fragments non digérés (ND)
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WT et Kl présentent une unique bande lors de la migration sur gel d’agarose. Le fragment WT a été
digéré en trois bandes qui migrent aux tailles attendues tandis que la digestion du fragment Ki
produit effectivement deux bandes qui migrent a 497 et 122 paires de bases (bp).

wt wt KI KI

Echelle ND D ND D
600bp -i  — = — 619bp
- — 497bp

L—

— — 270bp
— 227bp
— 122bp

Figure 49. L’ADN issu de la souris Kl porte effectivement la mutation R67C.

Cette mutation entraine la suppression d’un site de restriction de 'enzyme Hhal. Les ADN non digérés
du WT et du Kl présentent une unique bande a 619 bp (pistes 3 et 5). Suite a une digestion par I'enzyme de
restriction Hhal, 'ADN WT est digéré en 3 fragments de tailles égales a 270, 227 et 122 bp respectivement (piste
4), tandis que I’ADN K| produit deux fragments de 497 et 122 bp (piste 6).

D’autre part, ces fragments WT et Kl de PCR ont été clonés puis ont été séquencés : nous
avons confirmé la présence de la substitution de base C en T dans I’échantillon d’ADN purifié a partir
de I'animal KI.

3.2. Expression de PAK3 dans le cerveau

Nous avons vérifié que la protéine PAK3 portant la mutation R67C s’exprime dans le cerveau
des souris pak3-R67C. Pour cela, nous avons immunoprécipité la protéine PAK3 dans le cerveau d’un
individu male de 2 mois, de génotype Kl et d’un frere de génotype WT (Figure 50). Nous avons fait
parallelement la méme analyse avec des males WT et mutés de la lignée pak3-KO et révélé les
protéines immunoprécipitées par un anticorps spécifique de PAK3. Ceci montre que la protéine PAK3
mutée est exprimée a un niveau relativement identique dans le cerveau des souris KI comparé aux
WT. Nous avons confirmé ce résultat par qPCR a partir d’ARN total de cerveau de souris males
adultes (Figure 50).

Figure 50. Caractérisation des
protéines PAK3 dans les cerveaux des deux
modeles transgéniques KO et KI.

200 mg de protéines cytosoliques de

cerveaux C57Bl6 WT ou transgéniques ont été
immunoprécipités et révélés par des anticorps

spécifiques de PAK3.
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3.3. Caractérisation phénotypique de la souris KI-R67C.

Dans le cadre d’une collaboration avec I'équipe de Serge Laroche (avec Cyrille Vaillend et
Roseline Poirier et les étudiantes en Master 2, Charlotte Castillon et Delphine Le Verger), une
premiere caractérisation phénotypique des souris Kl a été effectuée.

L’analyse morphologique par IRM des structures de cerveau montre que les cerveaux des
souris Kl présentent une microcéphalie et certaines anomalies structurales, en particulier des
ventricules et de certains noyaux ventraux. Les souris Kl présentent de légéres anomalies de
comportement, tels quelques traits d’anxiété et un déficit d’exploration, permettant aussi de
conclure que les anomalies dans les tests d’apprentissage et mémoire ne sont pas liées a des
problémes comportementaux non cognitifs. Ces souris ont aussi passé de nombreux tests pour
identifier des défauts d’apprentissage et de mémoire. Ainsi leurs performances de reconnaissance
sont meilleures que les WT alors que, si elles ne présentent pas globalement de défauts dans le test
de la piscine de Morris, I'efficacité de la trajectoire qu’elles effectuent trois jours plus tard est moins
bonne qu’elle ne I'est pour les WT. De plus ces souris présentent de légeres anomalies lors des tests
de peur contextuelle, ainsi que dans les tests d’extinction de peur conditionnée. Ainsi si les souris Kl
ne présentent pas de déficit majeur, elles présentent un certain nombre de défauts, certains pouvant
dépendre des structures hippocampiques et a mettre en relation avec des défauts possibles de
neurogenése adulte (Le Verger, M2, juin 2014).

Dans les tests d’apprentissage, les souris Kl ne présentent pas globalement de gros défauts.
Toutefois les analyses plus fines réalisées montrent que les souris Kl présentent des retards dans
I"acquisition des repéres, dans le cadre de tests de séparations de pattern, peut-étre dus a des
déficits attentionnels. De plus les souris Kl présentent des anomalies dans les taches de
discrimination contextuelle (Castillon, M2, Juin 2014).

L'ensemble de ces résultats montre que la souris R767C présente de légers défauts
comportementaux, d’apprentissage et de mémoire qu’il est difficile pour le moment de comparer
avec ceux décrits pour la souris KO (Meng et al., 2005 ; Farley et al., ms en préparation).

3.4. La mutation de déficience intellectuelle R67C affecte Ila
neurogenese adulte

34.1 La mutation R67C n’affecte pas I’expression de PAK3 dans les cellules
souches/progéniteurs.

J'ai ensuite vérifié que la mutation R67C ne modifie pas I'expression de PAK3 au cours de la
neurogenése adulte. Pour cela, j’ai appliqué le méme protocole que dans la partie « matériels et
méthodes ». Les NSPC issues de la SVZ de males adultes ont été cultivés en présence de facteurs de
croissance afin d’amplifier la culture. Apres passage, les cellules sont maintenues en conditions
prolifératives pendant 48h puis la culture est arrétée (t=0h) ou bien prolongée en I'absence de
facteurs de croissance durant 48h pour induire la différenciation des cellules (t=48h). Les protéines
sont extraites puis PAK3 est immunoprécipitée. Par western blot, j’ai analysé I'expression de PAK3 et
de DCX, pour montrer que les cellules acquierent une identité neuronale plus marquée. J'observe

97



Résultats

gue PAK3 n’est pas exprimée dans les NSPC mais que le retrait des facteurs de croissance entraine
une forte expression de PAK3 (Figure 51). La mutation R67C n’affecte donc pas l'induction de
I’expression de PAK3 dans les cellules NSPC induites par le retrait des facteurs de croissance comme
chez les animaux WT. Nous avons confirmé ces résultats par Q-PCR.

Figure 51. La mutation R67C ne modifie pas I'expression de la protéine mutée dans les
cellules souches/progéniteurs suite au retrait des facteurs de croissance

Les cellules NSPC de la SVZ d’adultes de
génotype pak3-R67C sont cultivées avec des facteurs 0 48 h
de croissance. L’expression de PAK3 est analysée par
immunoprécipitation et western blot immédiatement o
(0 h) ou 48 h apres retrait des facteurs de croissance. —) - ‘
3.4.2 La mutation R67C diminue la prolifération des NSPCs/précurseurs

neuraux dans les deux zones neurogéniques.

Puisque nous avons montré que PAK3 est exprimé dans une population de cellules
prolifératives dans une situation précise, (partie 1l.1. des résultats), nous avons cherché a déterminer
I'implication de PAK3 au cours de la neurogenese adulte. Pour cela, nous avons analysé la
prolifération des NSPC et leur devenir 7 jours plus tard. Cette analyse a été réalisée dans la zone
sous-ventriculaire (SVZ) et le bulbe olfactif (BO), et aussi dans le gyrus denté (DG) de I'hippocampe
de souris males WT et Kl 4gés d’environ 12 semaines.

Pour I'analyse de la prolifération des précurseurs au temps 2 heures apres injections, les
souris ont recu deux injections a 50 mg de BrdU/kg séparées de deux heures, puis ont été sacrifiées
deux heures apres la deuxieme injection. Pour I'analyse du devenir des cellules nouveau-nées, les
souris ont recu trois injections a 100 mg de BrdU/kg séparées de 4 heures puis ont été sacrifiées 7
jours apres injection. Brievement, les souris ont été anesthésiées avant d’étre perfusées, le cerveau
est disséqué et subit une post-fixation avant congélation (Cf matériels & méthodes). Les cerveaux
sont ensuite coupés au cryostat, en réalisant des coupes sériées de 14 um. Apres traitement des
tissus, la totalité des cellules BrdU+ a été dénombrée dans la zone sous-ventriculaire (SVZ), le bulbe
olfactif (uniqguement a 7 jours) et la zone subgranulaire (SGZ) du gyrus denté (DG) selon une
progression antéro-postérieure, par microscopie optique. Le volume de la zone d’intérét et la densité
cellulaire ont été déterminés informatiquement, permettant d’obtenir le nombre total de cellules
BrdU-positives par individu.

Aprés un court pulse de BrdU (temps 2 heures), le nombre total de cellules BrdU-positives est
significativement réduit dans chacune des deux zones neurogéniques chez les souris KI, en
comparaison avec les souris WT (Figure 52) (A. : nombre total de cellules BrdU-positives dans la SVZ :
8173 852 cellules chez le WT, n=6, versus 6295 * 410 cellules chez le KI, n=5, test de Student: * p =
0,048 ; B. dans la SGZ: 789 + 95 cellules chez le WT versus 514 + 27 cellules chez le Kl, test de
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Student: ** p = 0,007). Ces données montrent que PAK3 intervient dans la régulation de la
prolifération des précurseurs neuraux dans chacune des deux zones neurogéniques du cerveau
adulte. Deux hypotheses permettent d’expliquer ce résultat. Soit la mutation R67C de pak3 affecte la
taille du réservoir de cellules souches, ce qui entrainerait une production plus faible de précurseurs
neuraux. Soit la mutation R67C de pak3 engendre un défaut d’activation des cellules quiescentes.
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Figure 52. La mutation R67C diminue la prolifération des précurseurs dans les zones sous-
ventriculaire (SVZ, A.) et sub-granulaire (SGZ, B.) du cerveau adulte.

Les souris mdles de 2 mois, WT et KI, de méme fratrie, ont été injectées 2 fois avec du BrdU, injections
séparées de 2 h, et euthanasiées 2 heures plus tard. Les graphes représentent la moyenne du nombre total de
cellules BrdU-positives + la SEM, pour I'ensemble des individus. WT (en noir) ; KI (en gris). test de Student: *
p<0,05 ; ** p<0,01.

Ensuite, nous nous sommes intéressés au nombre de cellules BrdU+ dans la SVZ et la SGZ, 7
jours post-injections, afin d’évaluer le devenir des cellules nées 7 jours plutot. Dans la SVZ et la SGZ,
le nombre total de cellules BrdU-positives est significativement plus faible chez les souris Kl par
rapport aux souris WT (A. : SVZ: 10377 £ 1294 cellules chez le WT, n=5, versus 6651 + 822 cellules
chez le KI, n=4, test de Student: * p = 0,028 ; et B.: SGZ: 1436 = 76 cellules chez le WT versus
1037£108 cellules chez le K, test de Student : ** p = 0,006) (Figure 53).
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Figure 53. La mutation R67C diminue le nombre de cellules BrdU+ 7 jours aprés injections
dans les zones sous-ventriculaire (SVZ, A.) et sub-granulaire (SGZ, B.) du cerveau adulte.

Les souris mdles de 3 mois, WT et KI, de méme fratrie, ont été injectées 3 fois avec du BrdU, injections
séparées de 4 h, et euthanasiées 7 jours plus tard. Les graphes représentent la moyenne du nombre total de
cellules BrdU-positives + la SEM, pour I'ensemble des individus. WT (en noir) ; KI (en gris). Test de Student: *
p<0,05 ; ** p<0,01.

Les différentes modalités d’injection appliquées pour chacun des groupes expérimentaux ne
nous permettent pas de comparer directement entre eux les résultats obtenus a 2 heures et 7 jours.
Nous avons donc rapporté le nombre total de cellules BrdU-positives obtenu chez le Kl par rapport a
celui déterminé chez le WT (Tableau 2).

Groupe 2 h |Groupe 7 j

(WT = K1)/ WT (%) SVZ 23 36
DG 35 28

Tableau 2. Evolution de la diminution relative des cellules BrdU+ dans les zones
neurogéniques des KI comparées aux WT, au cours du temps.

Dans la SVZ, cette comparaison montre que le différentiel de prolifération entre les WT et les
KI s’est accentué entre 2 heures et 7 jours. Les souris Kl présentent 23% de cellules BrdU-positives de
moins que les WT a 2 heures, et 36% de moins que les WT a 7 jours. Cette accentuation du
phénotype peut étre due a différents mécanismes.

- les cellules nouveau-nées des individus Kl pourraient faire moins de cycles successifs de
division, soit parce qu’elles se divisent moins vite, soit parce qu’elles atteignent plus rapidement le
stade neuroblaste immature, en effectuant plus rapidement leur division terminale (Cf. plus loin
2.4.3).

- il est connu que les kinases PAK interviennent dans la régulation de I'apoptose. Ainsi, chez
la souris mutée, le phénoméne de mort cellulaire pourrait étre plus important entre 2 heures et 7
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jours, comparé aux individus WT. Il est aussi possible que I'arrét précoce de la division confere aux
cellules nouveau-nées Kl une fragilité qui provoquerait I'apoptose de ces cellules.

- enfin, au cours des sept premiers jours, une partie des cellules nées dans la SVZ pourraient
avoir commencé a migrer le long du flux rostral migratoire ou ont déja atteint le bulbe olfactif. De
plus, plusieurs travaux ont montré I'implication de PAK3 dans la migration et la distribution des
interneurones corticaux au cours du développement embryonnaire. Chez les souris Kl, les cellules
nouveau-nées pourraient alors avoir quitté la SVZ plus précocement que chez le WT. Jai donc
analysé le taux de neurogenese dans le bulbe olfactif 7 jours apres administration de BrdU. Les
individus KI présentent une légere diminution non significative du nombre total de cellules BrdU-
positives par rapport aux souris WT (32348 + 4203 cellules chez le WT, n=5, versus 27421 £ 2974
cellules chez le Kl, n=5, test de Student: NS p = 0,183) (Figure 54). Ces résultats suggérent que la
mutation R67C n’affecte pas la migration des cellules nouveau-nées agées de 7 jours, dans le bulbe
olfactif.

Figure 54. Analyse du nombre de cellules nouveau-nées
dans le bulbe 7 j post-injections. . 40000 -
2 35000 -
Les souris mdles de 3 mois, WT et KI, de méme fratrie, ont été @ 30000
@ i
injectées 3 fois avec du BrdU, injections séparées de 4 h, et euthanasiées E
7 jours plus tard. Les graphes représentent la moyenne du nombre total E 25000 1 -~
de cellules BrdU-positives * la SEM, pour I'ensemble des individus. WT (en TE 20000 - o
o
noir) ; Kl (en gris). Test de Student: NS. w 15000 -
E 10000
=
5000 -
0 -
BO
7 jours post-injections

A l'inverse, dans le DG, la comparaison entre les groupes 2 heures et 7 jours post-injections
indique que le différentiel de prolifération entre les individus WT et Kl a diminué. Par rapport au WT,
le différentiel est de 35% entre les souris WT et Kl a 2 heures pi, et de 28% a 7 jours post-injections
(Tableau 2). Cette diminution du différentiel entre WT et Kl peut étre due a une dérégulation de la
longueur des phases du cycle des cellules de type Il (TAP), les cellules se diviseraient alors plus
rapidement, permettant de compenser le défaut de prolifération initial. La mutation R67C pourrait
aussi avoir un effet protecteur vis-a-vis de I'apoptose dans ce type cellulaire.

343 PAK3 et sortie du cycle cellulaire.

L'une des hypotheses, permettant d’expliquer les différences de prolifération observées a 2
heures et 7 jours entre les souris WT et KI, est I'implication de PAK3 dans la sortie du cycle cellulaire.

Ainsi, a 7 jours, il est possible que les individus WT et Kl présentent une différence dans la
proportion de cellules toujours cyclantes. Pour étayer cette hypothése, nous avons déterminé la
proportion de cellules nouveau-nées toujours dans le cycle cellulaire a 7 jours post-injections de
BrdU. Pour cela, le marqueur nucléaire de prolifération Ki67 a été révélé et la proportion de cellules
Ki67-positives dans une population de 30 cellules BrdU-positives a été quantifiée par individu, sur 3
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individus par génotype. Nous observons le méme pourcentage de cellules BrdU-positives et Ki67-
positives chez les individus WT et Kl (5,6 £ 1,72% chez les souris WT versus 10,6 £ 6,20% chez les
individus Kl, test de Student NS p=0,24) (Figure 55). A 7 jours, la mutation R67C ne semble pas
affecter la sortie du cycle cellulaire des cellules/progéniteurs. Cependant, cette analyse a été réalisée
trop tardivement apres les injections de BrdU. En effet, il a été montré qu’in vivo, apres injection de
BrdU, une importante partie des cellules BrdU-positives (environ 77%) sont déja sorties du cycle
cellulaire a 24h post-injection. Ces mémes auteurs ont, de plus, montré que les cellules ayant
incorporé le BrdU au moment de I'injection effectuent six a sept cycles (Mandyam et al., 2007). Nous
avons donc entrepris une analyse en cours de réalisation, pour couvrir une sortie du cycle cellulaire
plus rapide (Cf. Discussion).

A, B.
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12.0 -
10.0 -

% de cellules BrdU+Ki67+
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7 jours post-injections

Figure 55. Sortie du cycle cellulaire des cellules nouveau-nées agées de 7 jours.

Le marquage du BrdU incorporé révéle les cellules nouveau-nées dgées de 7 jours, tandis que le
marquage Ki67 révéle les cellules en division au moment de I’euthanasie. Les cellules double-positives sont des
cellules qui continuent a se diviser alors que les cellules seulement positives pour le BrdU sont des cellules qui
sont sorties de la phase proliférative. Le marquage est réalisé sur des coupes de gyrus denté de mdle WT et Kl
de 3 mois. A. Pourcentage des cellules nouveau-nées toujours cyclantes 7 jours apres. B. lllustration des
marquages BrdU et Ki67.
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3.4.4 Dans le DG, les cellules nouveau-nées de la souris KI ne meurent pas de
fagon prématurée par rapport au WT

Les caspases (pour cystein-asparte proteases) sont spécifiquement activées au cours de
I'apoptose. Ces enzymes sont synthétisées sous forme de procaspases comprenant un prodomaine,
une grande et une petite sous-unité. Lors de la mort cellulaire programmeée, I'activation d’une
caspase est due au clivage du prodomaine, ce qui permet a la grande sous-unité de se replier sur la
petite. Dans cette conformation, deux caspases peuvent alors interagir par leurs petites sous-unités.

D’une maniére générale, les kinases PAK (sans doute PAK1) sont décrites comme participant
a une voie anti-apoptotique impliquant en aval de PAK1 Raf-1 et MEK, BAD et NfkB (Ong et al., 2011,
PNAS ; Johnson et al., 2005). Pour expliquer la différence du nombre total de cellules BrdU-positives,
j’ai quantifié la proportion de cellules ayant la caspase 3 clivée, (dénommée Cleaved Caspase 3:
ClCasp3+) parmi les cellules nouveau-nées a 7 jours, en réalisant un marquage immunohistochimique
permettant de la révéler. J’ai dénombré la proportion de cellules ClCasp3-positives dans une
population de 30 cellules BrdU-positives par individu, pour 3 individus de chaque génotype. La co-
localisation des marqueurs a été évaluée par microscopie confocale. Nous observons que la
proportion de cellules ClCasp3+ & BrdU+ par rapport a la population de cellules BrdU+ totale est
identique entre le WT et le KI (Figure 56) (pourcentage de cellules CICasp3+&BrdU+ chez le WT: 1 %
1,01% versus 0 £ 0% chez les souris Kl ; test de Student : p=0,19).Bien que les cellules nouveau-nées
(BrdU+) soient moins nombreuses a 7 jours chez les individus Kl, cette différence dans le nombre de
cellules BrdU" ne semble pas étre due a une mort accrue par apoptose de ces cellules comparé au
WT.
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Figure 56. La diminution de la prolifération observée chez la souris Kl n’est pas due a une
mort prématurée des cellules.

Le marquage Cleaved Caspase 3 révéle les cellules apoptotiques. Le double marquage BrdU+/ClCasp3+
indiquerait des cellules nouveau-nés dgées de 7 jours et apoptotiques. A. pourcentage des cellules nouveau-
nées apoptotiques. B. lllustration des marquages BrdU et ClCasp3.

Cependant, le peu de cellules BrdU+ ClCasp3+ pourrait avoir biaisé ce résultat. Il serait
judicieux de quantifier la proportion de cellules ClCasp3-positives dans une population de cellules
DCX-positives. En effet, DCX est un marqueur de cellules immatures donc nées récemment. Ces
données permettraient de répondre partiellement a I’'hypothéese d’une mort cellulaire réduite chez la
souris Kl dans le DG.

3.45 Devenir des cellules nouveau-nées au cours de la neurogenése adulte
chez les souris KI-R67C.

Comme détaillé dans l'introduction, les cellules nouveau-nées au cours de la neurogenése
adulte traversent différents stade de différenciation. Il a été montré que la kinase PAK3 est impliquée
dans la différenciation au cours du développement embryonnaire du xénope et des cellules
pancréatiques (Souopgui et al., 2002 ; Piccand et al., 2013). Nous avons donc analysé le devenir des
cellules nouveau-nées au cours de la neurogenése adulte chez les souris KI-R67C.
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Tout d’abord, la proportion de neuroblastes immatures (DCX-positifs) au sein de la
population de cellules nouveau-nées (BrdU+) a été quantifiée a 7 jours. 30 cellules BrdU-positives par
individu (3 individus par génotype) ont été analysées et la co-localisation des marqueurs BrdU et DCX
a été vérifiée par microscopie confocale. Nous observons une augmentation significative de la
proportion des cellules BrdU+ DCX+ parmi les cellules BrdU+, dans les cerveaux KI comparés aux
cerveaux WT (75,5 + 0,97% chez les Kl ; 53,6 + 3,31% chez le WT, test de Student ** p=0,002) (Figure
57). Ainsi, bien que moins nombreuses a 7 jours, les cellules nouveau-nées exprimant la protéine
PAK3-R67C présentant un phénotype plus immature sont proportionnellement plus nombreuses.
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Figure 57. Analyse de la différenciation des cellules nouveau-nées dans le gyrus denté de
males Kl de 3 mois.

A. Décompte des cellules doublement positives BrdU Dcx dans le gyrus denté (moyenne sur 30
cellules par animal, et 3 animaux par génotype). Les coupes de cerveaux ont été analysées par
immunofluorescence avec des anticorps dirigés contre le BrdU incorporé et Dcx, un marqueur de
progéniteurs mitotiques et neuroblastes immatures. B. Image en microscopie confocale dans le gyrus
d’un méle.

Plusieurs hypotheses permettent d’expliquer ce résultat. En effet, la protéine Doublecortine
DCX est un marqueur des progéniteurs prolifératifs mais aussi des cellules neuronales post-
mitotiques immatures (Brown et al.,, 2003). Il est ainsi possible que la mutation R67C retarde
I’engagement dans la différenciation neuronale, c’est a dire I'acquisition de marqueurs de
différenciation tardive (expression de BllI-tubuline ou NeuN). Le fait que les cellules soient incapables
d’effectuer leur division terminale les maintiendrait plus longtemps au stade de cellules prolifératives
exprimant Dcx. Toutefois, n"ayant pas observé d’augmentation du nombre des cellules BrdU+, nous
pensons que ce n’est pas le cas. Une seconde possibilité serait que les cellules exprimant PAK3-R67C
effectuent leur division terminale plus tot et s’engagent vers un phénotype de différenciation
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terminale (neuronale ou autre) plus rapidement. Elles auraient alors dépassé cette phase pendant
laquelle les progéniteurs mitotiques et neuroblastes post-mitotiques immatures expriment la
doublecortine (Cf discussion).

Afin d’évaluer si I'effet de la mutation de déficience intellectuelle observé a 7 jours post-
injections persiste et impacte la différenciation terminale, nous avons analysé le devenir des cellules
nouveau-nées 28 jours apres injections de BrdU. Pour cela, les souris ont regu trois injections a
100mg de BrdU/kg séparées de 4 heures puis ont été sacrifiées 28 jours apres les injections. Nous
avons examiné le phénotype des cellules 28 jours post-injections, en analysant la co-localisation du
marqueur de neuroblastes immatures DCX avec le BrdU, par microscopie confocale. Nous observons
que les souris WT et KI présentent la méme proportion de cellules DCX-positives au sein d’une
population de 20 cellules nouveau-nées BrdU-positives (46,6 + 4,52% chez les souris WT versus 44,0
* 7,01% chez les individus KI, test de Student NS p=0,38) (Figure 58 A.). Ainsi, le décalage dans la
progression phénotypique observé a 7 jours chez la souris Kl est résorbé au bout de 28 jours.

Le décalage dans la cinétique de maturation des cellules des souris Kl par rapport aux
individus WT a 7 jours pourrait induire un déficit de neurones nouveau-nés matures. Nous avons
donc analysé la proportion de cellules nouveau-nées matures (NeuN-positives), c’est a dire
présentant un phénotype de neurone mature. La proportion de cellules BrdU-positives & NeuN-
positives dans une population de 20 cellules nouveau-nées BrdU-positives a été déterminée par
microscopie confocale, 28 jours post-injections de BrdU, et ce dans 3 animaux. Nous observons une
légére diminution non significative de la proportion de cellules matures NeuN-positives chez les
souris Kl par rapport aux individus WT (81,9 = 7,25% chez les souris WT versus 74,2 = 9,66% chez les
souris Kl, test de Student NS p=0,27) (Figure 58 B. et C.). Les conséquences de la mutation R67C ne
semblent donc pas affecter de maniere dratisque le nombre de neurones nouveau-nés matures.
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Figure 58. Analyse de la maturation des neurones agés de 28 j dans le DG des animaux KI.

A. Analyse par double marquage BrdU et Dcx, un marqueur des neurones immatures

®

Analyse par double marquage BrdU et NeuN, un marqueur des neurones matures
C. Image en microscopie confocale. La fleche rouge indique une cellule BrdU+, NeuN- alors que la fleche
blanche indique une cellule doublement-positive.
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28 jours post-injections, les souris KI présentent un nombre identique de cellules BrdU+
comparées aux WT. La proportion des cellules nouveau-nées immatures BrdU+ Dcx+ et des cellules
nouveau-nées matures BrdU®, NeuN" dans les deux génotypes est la méme, suggérant que les
anomalies de prolifération observées a 2 heures post-injections et celles de différenciation observées
a 7 jours post-injections ne se traduisent pas par des différences qui perdurent (Castillon, M2, 2014).

Ainsi I'ensemble de ces résultats suggéere que la mutation Kl affecte le décours temporel de la
prolifération et de la différenciation des cellules souches adultes et des progéniteurs neuraux, posant
la question de leur intégration fonctionnelle dans les réseaux neuronaux qui dépend de I'adéquation
entre leur progression dans leur parcours phénotypiques (morphologie, localisation, expression de
canaux et de récepteurs, etc.) et les signaux chimiques et physiques qu’elles recoivent.
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En conclusion, j'ai montré pour la premiere fois, qu’un gene responsable d’une forme non
syndromique de déficience intellectuelle joue un réle majeur dans la neurogenéese adulte. En effet,
j’ai montré que PAK3 est exprimée dans les cellules souches neurales issues des deux zones
neurogéniques du cerveau adulte, au moment ou, bien qu’elles proliferent, elles sont induites a
arréter de proliférer et/ou a se différencier. De plus, j’ai montré in vivo dans le premier modeéle
murin reproduisant une mutation humaine que nous avons créé, qu’une mutation de DI affecte la
neurogenése hippocampique. Dans les deux modeles murins analysés, chacun représentatif d’'un
type de mutation de PAK3 responsable de déficience intellectuelle chez I’homme, par des approches
in vitro et in vivo, j'ai montré que la kinase PAK3 est impliquée dans la régulation de la prolifération
des cellules souches/progéniteurs, probablement en régulant leur sortie du cycle cellulaire.

Toutefois, les approches menées dans les deux modeles de déficience intellectuelle associée
aux mutations du gene pak3 donnent des résultats opposés. Nous développerons dans la discussion
un argumentaire démontrant que ces deux modeles sont compatibles et illustrent le méme réle de
PAK3 dans la neurogenése adulte. Nous donnerons les premiers arguments indiquant que la
mutation PAK3-R67C n’induit pas une perte de fonction de la protéine PAK3 mais un changement
fonctionnel di a une interaction plus forte avec la GTPase Racl.
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Notre problématique est de comprendre comment les voies de signalisation supportent les
fonctions cognitives et les interactions sociales, en étudiant un gene, localisé sur le chromosome X,
pour lequel des mutations ont été identifiées chez des hommes de 6 familles atteints de déficience
intellectuelle. Ce géne posséde l'avantage d’étre le plus proche orthologue d’un autre gene
extrémement étudié dans la signalisation cellulaire mais aussi dans les pathologies du cancer. Si la
problématique semblait initialement simple, force est de constater que PAK3 se trouve au centre de
plusieurs problématiques soulignées par son role dans des maladies psychiatriques, comme la
déficience intellectuelle, et les maladies neurodégénératives, comme la maladie d’Alzheimer. Ceci est
sans doute a mettre en regard avec cette notion que PAK3 est une protéine multifonctionnelle.
Cette multifonctionnalité, analysée dans le cadre de la plasticité synaptique mais aussi au cours du
développement embryonnaire, est aussi présente au niveau de la neurogenése adulte. En étudiant le
role de PAK3 dans la neurogenéese adulte, nous analysons les diverses fonctions de PAK3, en
particulier la régulation de la prolifération cellulaire, la différenciation et la migration.

Chez 'Homme, les mutations du gene pak3 sont associées a des déficits cognitifs développés
au cours de I'enfance et de I'adolescence. Les déficits cognitifs observés chez les patients atteints de
déficience intellectuelle pourraient étre sous-tendus par des défauts de neurogenese adulte. Nous
avons analysé ce processus au sein de deux modeéles murins, représentatifs des deux types de
mutations affectant PAK3, la souris Knock-out pour analyser les mutations qui inactivent le domaine
kinase et la souris Knock-in pour la mutation R67C qui affecte la liaison aux GTPases. Nous
intégrerons dans cette discussion les résultats présentés dans les deux parties de ce mémoire, reliant
les réles de pak3 dans la différenciation neuronale a ceux dans la neurogeneése adulte.

1. Les souris KO et KI, modeéles des différentes mutations de DI
du géne pak3

Actuellement, chez 'Homme, six mutations de PAK3 ont été identifiées comme étant a
I'origine de déficience intellectuelle modérée a sévere. Quatre mutations sont localisées dans le
domaine kinase et abolissent I'activité catalytique de PAK3. Une mutation est située dans une
séquence intronique et entraine la synthése d’une protéine tronquée et vraisemblablement instable.
La derniére mutation, R67C, est une mutation faux-sens localisée dans le domaine régulateur qui
n’affecte pas le domaine kinase.

Le modele d’invalidation du géne pak3 (KO) nous permet d’étudier les effets de la perte de
fonction de PAK3. En effet, ce modéle KO créé par Zengping Jia porte un codon stop suivi d’une
cassette néomycine dans I’'exon 6 ce qui entraine la perte totale du domaine kinase de PAK3 et mime
en partie les 5 mutations affectant I’activité kinase, a savoir la mutation non-sens R419-Stop, les trois
mutations faux-sens dans le domaine kinase et la mutation dans lI'intron qui affecte I'épissage et
provoque un changement de phase et la synthése d’'une protéine tronquée de moins de 150 acides
aminés (Meng et al.,, 2005). Toutefois, ces cinqg mutations ne sont pas équivalentes. Les trois
mutations faux-sens du domaine kinase et la mutation non-sens R419X qui permet la synthese d’une
protéine tronquée, pourraient agir en dominant négatif, c’est-a-dire titrer des régulateurs et
partenaires en les séquestrant, les empéchant d’agir dans leur voie de signalisation paralléle. De ce
fait, il est possible que la sévérité du phénotype de déficience intellectuelle ne soit pas uniquement
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liée a la perte de I'activité kinase, mais aussi aux effets dominants-négatifs de ces protéines mutées.
Le modele KO analysé dans ce travail est sensé générer une protéine tronquée, d’environ 220 acides
aminés. Toutefois, cette protéine n’est pas détectée ni par nous (Cf description de la lignée dans les
Matériels et Méthodes), ni par I'équipe de Z. Jia (Meng et al., 2005). Cette protéine est soit instable,
soit n’a pas été synthétisée, suite a I'action du systeme de controle de qualité des ARN (Nonsense-

éme

mediated mRNA decay). Ceci suggére fortement que le codon stop introduit dans le 6™ exon codant
conduit a I'absence de la partie N-terminale de la protéine qui aurait pu fonctionner comme
dominant négatif comme le fait le domaine auto-inhibiteur. Dans ce modele, il n'y a pas de
mécanisme d’interférence avec les autres voies. Si ce modele permet I'étude de la perte de fonction
de PAKS3, il ne permet cependant pas d’évaluer les effets dominants négatifs potentiels des mutants.
L'étude des modeles exprimant les différentes protéines PAK3 mutées décrites ci-dessus permettrait
certainement de mieux comprendre la relation entre les phénotypes observés chez les patients

porteurs de ces mutations et la nature de la mutation.

Comme nous le verrons plus loin, nous proposons que la souris KO reflete un défaut dans la
voie de signalisation Cdc42/PAK3 alors que le modéle KI-R67C mettrait en évidence une nouvelle voie
associant Racl et PAK3.

Ce fut donc pour moi un objectif de mettre en place les deux premiéres lignées
transgéniques de PAK3 au sein de I'équipe. J'ai joué un role important dans cette orientation prise
par mon équipe afin de développer les modeles animaux, bien qu’il soit évident que les temps
d’expérimentation avec ces approches sur I'animal soient extrémement longs et que la conduite de
I’élevage des lignées demande un travail conséquent et rigoureux avec parfois des accidents
indépendants de notre volonté.

2. Les mutations de PAK3 : changement de fonction et perte de
fonction

De par leur liaison a Racl ou Cdc42, les kinases PAK permettent I'intégration de différents
signaux et participent a divers processus cellulaires (Bokoch, 2003). Seule la mutation R67C est
localisée dans la région régulatrice, au niveau d’une séquence qui participe a la spécificité
d’interaction avec les GTPases (Knaus et al., 1998). Mon équipe a montré que la mutation R67C
diminue l'interaction avec Cdc42, et augmente celle avec Racl (Kreis et al., 2007). Il est donc
envisageable que le changement d’affinité pour les Rho-GTPases induit par la mutation R67C
provoque un changement de fonction de PAK3, dans la régulation de la neurogenese adulte.

Les GTPases de la famille Rac et Cdc42 ont des fonctions cellulaires différentes et possedent
leurs propres régulateurs et leurs propres effecteurs. Schématiquement, Rac est impliqué dans la
formation des lamellipodes alors que Cdc42 est impliqué dans celle des filopodes (Heasman & Ridley,
2008). L'équipe de Sebastian Jessberger a montré que Racl et Cdc42 ont des réles spécifiques aux
différents stades de la neurogenése adulte dans I'hippocampe. Ainsi, Cdc42 favorise particulierement
la prolifération des cellules souches et progéniteurs, ce qui n’est pas le cas pour Racl. De plus, Racl
et Cdc42 interviennent a des étapes différentes de la différenciation et de la maturation des cellules
nouveau-nées. Cdc42 est impliquée dans les étapes précoces de la croissance dendritique tandis que
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Racl participe a la maturation des dendrites. Enfin, Cdc42 et Racl sont toutes deux impliquées dans
la maturation et la stabilisation des épines dendritiques (Vadodaria et al., 2013).

Toutefois, les résultats obtenus ex vivo sur la caractérisation du role de PAK3 dans la
prolifération ne vont pas dans le méme sens que celui de Cdc42 qui est impliqué positivement dans
la prolifération des progéniteurs. En effet, nous proposons que PAK3 régule la sortie du cycle
cellulaire, favorisant ainsi I'arrét de la prolifération cellulaire (Cf ci-apres). Toutefois, nous n’avons
pas d’argument direct permettant de relier Cdc42 a PAK3 dans la biologie des cellules souches
neurales. Il serait possible que PAK3 soit activée par un mécanisme indépendant de cette GTPase (Cf.
introduction sur les kinases PAK). Il existe de nombreuses possibilités faisant intervenir d’autres
GTPases de la famille Cdc42, des GEF tels que les membres de la famille PIX, les lipides
membranaires, etc.

Nos données in vivo concernant la prolifération des cellules souches et des progéniteurs chez
la souris Kl seraient compatibles avec le r6le de Racl dans la neurogenese adulte décrit par I'étude
de Vadodaria et collegues (2013). Nous observons ainsi une diminution de la prolifération des
cellules souches et progéniteurs chez la souris KI-R67C comparée a la souris WT qui pourrait
s’expliguer par la diminution de I'interaction Cdc42/PAK3 et une augmentation de celle avec Racl.

Ainsi, de maniére inattendue, la mutation R67C est responsable d’un phénotype au niveau de
la neurogenése adulte qui ne serait pas di a une perte de fonction de PAK3 mais qui serait d( au
recrutement de PAK3 par Racl, créant une nouvelle voie de signalisation non physiologique.

Nos études ex vivo sur la biologie des cellules souches et in vivo dans la neurogenése adulte
démontrent que PAK3 joue un réle important dans la neurogenése adulte. Nous avons mis en
évidence plusieurs anomalies dans nos modeles, et nous proposons ici de discuter le réle de PAK3
dans les différentes phases de la neurogenése adulte et dans différentes problématiques.

3. PAK3 et réservoir de cellules souches

Les données rapportant I'implication des kinases PAK dans 'homéostasie et la prolifération
de cellules souches sont quasiment inexistantes. Cependant, nous montrons que la fréquence de
formation des neurosphéres est plus importante a partir des cellules de SVZ et de DG d’individus
invalidés pour le géne pak3 que d’individus WT. Il est possible que le réservoir de cellules souches
soit plus grand chez les individus KO que chez les individus WT. Ainsi, plus de cellules souches sont
prélevées au moment de la dissection de la SVZ et du DG et sont mises en culture, ce qui engendre
une fréquence plus importante de neurospheres primaires. Nos premieres données ne nous
permettent pas de nous prononcer sur le réle de PAK3 dans la régulation du réservoir de cellules
souches. Toutefois, nos expériences ex vivo montrent que PAK3 n’est pas exprimée dans les cellules
cultivées en présence de facteurs de croissance ; il semble donc assez improbable que la kinase PAK3
puisse réguler directement, par un mécanisme « cellule-autonome », la prolifération des cellules
souches.

Les résultats obtenus sur les neurospheres primaires pourraient étre dus a une augmentation
de la taille du réservoir des cellules souches. Cette population est difficile a caractériser (revue de
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Morshead & van der Kooy, 2004) mais elle fait I'objet de nombreuses études. La population de
cellules souches en division représente 1% des cellules qui se divisent dans le DG, cellules identifiées
sur la base de caractéristiques morphologiques de cellules souches ayant incorporées le BrdU
(Encinas et al., 2011). Cette population n’est donc pas identifiable par les approches basées sur
I'incorporation de BrdU. Cette population qui alimente le pool de progéniteurs est soumise a une
homéostasie. Ce pool qui génere par division asymétrique des progéniteurs prolifératifs et des
cellules souches est sensible a la fréquence des divisions et diminue fortement avec I'age (Encinas et
al., 2011). Certaines pathologies I'affectent et son maintien est sous le contrdle de plusieurs voies de
signalisation activées par des facteurs intrinséques et par des signaux liés a la niche neurogénique.
L’identification des cellules souches neurales adultes nécessite I'utilisations de deux critéres, soit un
critere morphologique et I'expression d’un marqueur, les cellules souches neurales adultes du DG
présentant une morphologie de gliale radiaire (Encinas et al., 2011), soit deux marqueurs, la nestine
et la GFAP, ou la prominine et la nestine (Walker et al., 2013),.

Il existe plusieurs approches possibles pour apprécier la taille du réservoir :
1) Les cellules souches neurales adultes possedent une forte activité aldéhyde déshydrogénase
qui peut étre utilisée pour caractériser et purifier cette population. Il existe des kits commerciaux
pour mesurer cette activité enzymatique (Aldéfluor). Plusieurs études utilisent cette approche (voir
les revues de Balber 2011 (2011) pour d’autres types de cellules souches. Une approche combinant
deux critéres, I'expression du marqueur prominine a la surface des cellules et une forte activité
ALDHL permit de mettre en évidence une population de NSPC dans la moelle épiniére qui présente
des propriétés identiques a celles de la SVZ (Obermair et al., 2011). Toutefois cette population
englobe les cellules souches et les progéniteurs prolifératifs.
2) Une seconde approche pourrait étre de regarder I'activité du transporteur Bcrpl/ABCG2 qui
permet I'efflux du colorant Hoechst 33342, dans les NCS adultes (Kim & Morshead, 2003). Par
cytométrie de flux en présence de Hoechst, on peut isoler et quantifier cette population. Toutefois
Mouthon et collaborateurs (2006) mentionne que c’est le transporter ABCB1 qui est présent chez
I'adulte.
3) Une troisieme possibilité serait de repérer les cellules souches par marquage immunologique
des marqueurs spécifiques des cellules souches. Plusieurs marqueurs sont possibles, comme Sox2,
GFAP, Nestine, etc. Cette méthode est utilisée par Aguirre et al, 2010. Je propose donc que I'on
réalise des doubles marquages Nestine/GFAP sur des coupes d’hippocampe et de SVZ. Ces 2 régions
contiennent les principaux réservoirs de cellules souches adultes, et nous avons montré qu’elles
générent plus de neurospheéres primaires chez les animaux KO que chez les WT. Nous avons effectué
les mises au point pour le triple marquage Nestine, GFAP et Sox2 et présentons ci-dessous le type
d’images obtenues par microscopie confocale (Figure 59). Les conditions sont décrites dans la section
« Matériels et Méthodes ». Toutefois, la quantification par cette technique nécessite de compter sur
tout I'axe rostrocaudal d’une série d’animaux WT et mutés. Nous allons préférer la quatrieme
approche, utilisant des génes rapporteurs.
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Figure 59. Identification des cellules souches par triple marquage immunologique Nestine,
GFAP et Sox2.

Les marqueurs Nestine, GFAP, Sox2 sont révélés respectivement en vert, en rouge et en bleu,
sur une coupe de SVZ adulte. La cellule jaune représente la seule cellule souche sur cette coupe.

4) La quatrieme possibilité serait d’utiliser des approches génétiques. Plusieurs groupes ont
utilisé les éléments régulateurs des promoteurs de génes comme Nestine, Gli-1 et Glast exprimant
directement un marqueur come la protéine GFP, ou une activité Cre inductible ou non pour
caractériser les cellules souches. Ainsi Encinas et collaborateurs (2011) utilisent des souris Nestin-GFP
pour mettre en évidence les cellules souches de morphologie radiale. DeCarolis et collaborateurs
mettent en évidence des différences dans les populations caractérisées par les construction Nestin-
Cre et Glast-Cre (DeCarolis et al., 2013). Nous sommes en train de réaliser les croisements de souris
exprimant une recombinase inductible sous le contréle du promoteur Nestine (Nestin-Cre, Lagace et
al., 2007), avec une souris exprimant une GFP aprés excision d’'un codon stop en 5 grace a ses
séquences lox, et les souris pak3-. Il faut initialement vérifier que la séquence rapportrice ne « fuit »
pas en absence d’induction d el’activité Cre, par la Tamoxiféne, et que le tamoxiphéne permet bien
I'expression de la GFP dans les cellules souches et progéniteurs, et spécifiguement dans les cellules
Nestine-positives en réalisant un double marquage Nestine et GFP. Nous réaliserons alors un
marquage GFP et GFAP et quantifierons le nombre de cellules doublement positives par rapport a la
population totale des cellules GFAP, ceci a plusieurs temps apres induction par le Tamoxiféne. Cette
approche nous permettra aussi d’analyser certaines caractéristiques de la différenciation et du
devenir des cellules nouveau-nées.

Rappelons que le pool de cellules souches neurales est hétérogéne car composé de cellules
souches quiescentes et de cellules souches activées. Au cours de la neurogenése adulte, la
signalisation Notch intervient dans le maintien du réservoir de cellules souches (Revue de Pierfelice
et al,, 2011). D’une part, Notch active les protéines de la famille Hes/Hey qui suppriment I’expression
du géne proneural Ascll. Par cette voie, les cellules souches sont maintenues dans un état
indifférencié. La voie de signalisation en aval de Notch1 favorise la prolifération des cellules souches
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neurales tout en les maintenant indifférenciées. Ce processus permet de garder une sous-population
de cellules souches actives. Cependant, la voie Notch permet aussi de maintenir les cellules en
quiescence. Les différents effets de Notch sur I'activation/la prolifération et la quiescence des
cellules souches peuvent étre dépendants de la quantité ou bien de I'expression oscillatoire ou
prolongée de Notch. Les multiples fonctions de Notch peuvent aussi s’expliquer par I'existence de
plusieurs paralogues de Notch qui peuvent étre exprimés différemment par les divers types
cellulaires présents au sein de la niche neurogénique. De plus, il est possible qu’une sous-population
de cellules souches intégre les signaux provenant de différentes cibles de Notch. Ces deux derniers
mécanismes permettraient alors I'expression sélective d’un paralogue de Notch et d’'une de ses
cibles ou I'expression combinée de différentes cibles de Notch, régulant ainsi I'activation et la
quiescence des cellules souches neurales (Giachino & Taylor, 2014). De maniére intéressante, Notch
est un régulateur de I'expression de PAK3, tout au moins au cours de la neurogenése embryonnaire
(Souopgui et al., 2002). Au cours du développement embryonnaire, I'expression de pak3 est inhibée
par Notch. L’activation de l'expression de pak3 fait intervenir successivement les facteurs de
transcription Neurogénine2 et NeuroD1. Dans notre modeéle, la voie de régulation de I'expression de
pak3 est inconnue.

Par ailleurs, chez les souris invalidées pour le géne pak3, il a été montré que la
phosphorylation du facteur de transcription CREB est diminuée dans le cerveau (Meng et al., 2005).
Ce facteur de transcription intervient dans la régulation de I'expression de nombreux genes, tels ceux
codant pour le facteur neurotrophique BNDF et le neuropeptide VGF, impliqués dans la régulation de
la plasticité synaptique mais aussi dans la régulation de la prolifération des progéniteurs neuraux au
cours de la neurogenése adulte (Yu & Chen, 2011; Thakker-Varia et al., 2014). La voie
PAK3/CREB/BDNF pourrait donc jouer un réle dans la neurogenése adulte, et plus précisément, dans
les différentes niches neurogéniques. Il est possible que I'expression de PAK3 par les cellules
(différenciées) régule les expressions de BDNF et VGF par I'intermédiaire de CREB, participant ainsi a
la régulation du réservoir de cellules souches.

La régulation du réservoir de cellules souches via la voie Notch ou bien par le biais du BDNF
et de VGF permet d’envisager deux mécanismes qui pourraient étre, en partie, « non cellule-
autonome ». Ces deux mécanismes hypothétiques permettraient d’expliquer I'augmentation de la
fréquence de neurosphéres primaires formées a partir des cellules issues des individus KO. Afin
d’analyser le réservoir de cellules dans nos modeles, différentes approches expérimentales sont
envisageables.
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4. Role de PAK3 dans la sortie du cycle cellulaire des
progéniteurs neuraux

Deux études ont impliqué la kinase PAK3 dans la régulation de la sortie des phases
prolifératives des cellules précurseurs, dans deux systemes biologiques différents. Souopgui et
collegues ont montré que PAK3 provoque la sortie des phases prolifératives au cours du
développement embryonnaire du xénope (Souopgui et al., 2002) ; I'équipe de Gérard Gradwhol a
aussi mis en évidence cette méme fonction dans l'arrét de la prolifération précurseurs des cellules
béta du pancréas au cours du développement embryonnaire de la souris (Piccand et al., 2013).

Nos résultats ex vivo montrent que PAK3 est exprimée suite au retrait des facteurs mitogenes
par les cellules encore prolifératives. L'absence d’anticorps dirigés contre PAK3, qui permettent de
révéler par immunofluorescence la présence de PAK3 dans les cellules mitotiques ou en train
d’effectuer la division terminale, est un probleme que nous essayons de circonvenir. Nos analyses ex
vivo comparées du WT et du KO montrent que I'absence de PAK3 entraine un défaut de sortie du
cycle cellulaire. En effet, apres le retrait des facteurs de croissance, les cellules issues du DG
d’individus KO continuent a proliférer, au contraire des cellules WT qui semblent sortir du cycle
cellulaire. Ainsi, ces données sont compatibles avec les résultats obtenus au cours du développement
embryonnaire par Souopgui et collegues (2002) d’une part, et par Piccand et al., (2013) d’autre part.
PAK3 favorise donc la sortie du cycle cellulaire des progéniteurs neuraux. Pour la souris Kl, nous
proposons que la mutation R67C supprime la voie Cdc42/PAK3 et donc impacte la sortie du cycle
cellulaire, mais nous ne savons pas quel role peut avoir le nouveau module de signalisation
Rac1/PAK3. Serait-il possible qu’il favorise une différentiation rapide des progéniteurs ? Ceci pourrait
étre compatible avec I'augmentation du nombre de cellules nouveau-nées Dcx-positives observée 7
jours apres injection de BrdU.

5. Role de PAK3 dans la spécification phénotypique et la survie

L’étude réalisée au cours du développement embryonnaire du xénope, par activation ou
inhibition de la kinase, montre que PAK3 favorise spécifiquement le lignage neuronal (Souopgui et
al., 2002). Chez I'Homme, les patients atteints de mutation de PAK3 présentent des déficits cognitifs,
peut-étre liés a des défauts de spécification du lignage neural. Nous nous sommes donc intéressés au
devenir des progéniteurs neuraux au cours de la neurogenése adulte dans notre modele murin de
déficience intellectuelle KI-R67C. Bien que les cellules nouveau-nées proliferent moins chez les souris
KI a 7 jours, par rapport aux souris WT, la proportion de neuroblastes immatures nouveau-nés
(révélés par le marquage BrdU-positif et DCX-positif) est plus important chez les souris KI. Ces
données suggérent que PAK3 pourrait réguler le choix du déterminisme phénotypique des
précurseurs neuraux.

La population de neuroblastes immatures (DCX-positives) est composée de cellules
prolifératives et post-mitotiques. Nous avons analysé la proportion de cellules toujours cyclantes
(BrdU-positives et Ki67-positives) a 7 jours et nous n’avons pas observé de différence entre les souris
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WT et KI. De plus, nous observons un déficit de cellules BrdU-positives a 7 jours chez les KI, laissant
supposer que les cellules BrdU DCX sont majoritairement post-mitotiques.

Dans I'hypothése d’un changement de fonction de la protéine PAK3-R67C, liée au
changement d’affinité pour Racl et Cdc42, il est possible que les cellules exprimant cette PAK3
mutée sortent plus précocement des phases prolifératives et, par conséquent, s’engagent dans la
différenciation terminale plus rapidement. Cependant, cette sortie du cycle cellulaire et
I’engagement trop rapide dans la différenciation des neuroblastes immatures pourraient altérer les
propriétés de ces cellules et en particulier leur intégration fonctionnelle dans les réseaux neuronaux
préexistants. Ainsi, bien que ces neuroblastes KI-R67C aient entamé leur différenciation terminale,
leur maturation pourrait étre bloquée ou retardée. Pour conforter cette hypothese, il serait
intéressant de déterminer la proportion de neuroblastes immatures cyclants (BrdU+ DCX+ Ki67+) et
celle de neuroblastes immatures (BrdU+ DCX+ Ki67-). Cette altération pourrait aussi étre régulée par
une mort cellulaire accrue de ces cellules, mais nos analyses ne nous permettent pas de favoriser
cette hypothése. En effet, la détermination de la proportion de cellules apoptotiques (Caspase 3
clivée-positives) au sein de la population de cellules nouveau-nées (BrdU+) a 7 jours a produit des
résultats identiques entre les souris WT et K.

Les cellules nouveau-nées connaissent deux périodes critiques de survie au cours de la
premiere et de la troisieme semaine aprés leur naissance. De plus, les kinases PAK3 sont connues
pour participer a la régulation de la mort cellulaire programmeée. Nos résultats ne nous permettent
pas de nous prononcer sur un réle éventuel de PAK3 dans ces deux périodes de survie. Ce phénotype
est certainement d{ au défaut de prolifération initial, observé dés 2 heures post-injections.

6. Role de PAK3 dans la différenciation neuronale

Comme PAK3 est impliquée spécifiquement dans la différenciation neuronale, nous avons
analysé le devenir des cellules nouveau-nées. D’'une part, nous avons analysé si le phénotype
immature des cellules persistait au cours de la différenciation terminale. Nos résultats montrent que
le blocage ou le retard de maturation est résorbé a 28 jours et que les cellules effectuent leur
différenciation terminale de maniere identique entre les souris WT et Kl, bien que légérement plus
faible chez les souris KI. Etonnamment, ces données indiquent que la mutation R67C n’affecte pas la
différenciation terminale des cellules. Ce phénotype est surprenant compte-tenu des déficits
cognitifs associés a cette mutation. Cependant, il est possible que ces déficits soient liés a des rdles
plus subtils de PAK3 dans l'intégration aux réseaux préexistants mais également dans la maturation
des synapses.

En effet, bien que notre approche en conditions «cellule autonome » ne nous ait pas permis
de mettre en évidence un défaut de mise en place des épines dendritiques chez les souris KO, il est
possible qu’in vivo d’autres mécanismes de régulation de cette mise en place (tels les contacts
cellule-cellule ou I'activité neuronale) interviennent via un processus impliquant PAK3. Ainsi, il a été
montré que PAK3 contréle la formation des nouvelles épines et leur maturation suite a une
stimulation glutamatergique (Dubos et al.,, 2012). Toutefois, mes résultats apparaissent en
contradiction avec ceux récemment publiés concernant le réle de PAK3 dans la différenciation des
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interneurones (Dai et al., 2014). Comme nous |'avons décrit dans l'introduction, les genes dix
controlent la migration et la différenciation des interneurones, principalement en inhibant
I’expression de deux genes pak3 et neuropiline (Cobos et al., 2007). Or les interneurones forment
aussi une arborisation dendritique et forment des épines dendritiques a leur surface, bien que moins
nombreuses que sur les neurones pyramidaux glutamatergiques. Une des explications possibles est
gu’une analyse réalisée dans des neurones d’hippocampe ne permette pas de démontrer une voie a
priori identifiée dans les interneurones. Dans ces neurones d’hippocampe, la protéine PAK3
endogene est exprimée alors que I'on ne connait pas le statut de DIx. Une autre possibilité serait
gu’un mécanisme de compensation se mette en place dans les neurones invalidés, qui masque les
effets de I'absence de la protéine PAK3.

De méme PAK3 devrait, comme PAK1, réguler le cytosquelette d’actine mais les souris KO ne
montrent pas d’anomalie de la dynamique des épines. Finalement, il y a de nombreuses différences
entre les informations sorties des modeles cellulaires et celles obtenues dans les modeéles animaux,
pouvant étre dues a des mécanismes de compensation, d’interactions géniques, de mécanismes non
cell-autonomes. Un des problemes est, par exemple, de savoir si PAK3 régule la plasticité synaptique
via la voie de la LIM kinase. Les travaux de I'équipe Z. Jia semblent indiquer que le KO de PAK1
affecte I'état de phosphorylation de la cofiline alors que PAK3 impacterait le niveau de
phosphorylation de CREB, par un mécanisme inconnu (Meng et al., 2005 : Asrar et al., 2007). Il est
intéressant de remarquer que récemment, plusieurs voies impliquant PAK régulent I'adressage ou
I’expression des récepteurs au glutamate via des voies indépendantes de la LIM kinase, mais pouvant
impliquer les protéines adaptatrices de la densité post-synaptigues comme Shank et SAP102, en
relation avec le cytosquelette d’actine (Duffney et al., 2013 ; Murata & Patton-Constantine, 2014). De
méme, une seconde voie en train d’émerger est celle des Eph/ephrine, dont la signalisation réverse
participe a la formation des épines et a la stabilisation des récepteurs AMPA, pour laquelle nous
montrons un réle spécifique de PAK3 grace a la formation des complexes PAK3/Nck2 (Thévenot et
al., 2011). Enfin, si les travaux du groupe de D. Muller ont montré que PAK3 régule la dynamique des
épines mise en jeu par l'activité synaptique, les mécanismes moléculaires ne sont pas identifiés
(Dubos et al., 2012).

L’activité neuronale est un des mécanismes qui régulent la neurogenése adulte. Elle participe
a la maturation et a l'intégration des neurones matures dans les réseaux établis (Ge et al., 2006 ;
Marin-Burgin et al.,, 2012). Mon équipe a mis en évidence que PAK3 régule négativement la
transmission synaptique via son interaction avec Nck2 (Thévenot et al., 2011). L’analyse
électrophysiologie de l'intégration des nouveaux neurones chez les souris invalidées pour le gene
pak3 permettrait d’'impliquer PAK3 dans ces étapes de la neurogenése adulte dépendante de
I'activité neuronale.
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7. Role de PAK3 dans la migration des cellules au cours de la
neurogeneése adulte

Au cours du développement embryonnaire de la souris, I'équipe de John Rubenstein a
montré que I'expression de pak3 est régulée négativement par les facteurs de transcription DIx1 et
DIx2. Cette répression de PAK3 participe a la migration tangentielle des interneurones immatures au
cours du développement embryonnaire. De plus, une étude récente, réalisée par I'équipe de
Christine Métin et a laquelle mon équipe a participé, a mis en évidence I'implication de PAK3 dans la
distribution des interneurones de |'’éminence ganglionnaire médiane (EGM) au cours du
développement du cortex (Viou et al., manuscrit en préparation).

La migration des cellules nouveau-nées au cours de la neurogenése mérite une étude a part
entiere et n’a pas été finement analysée dans notre travail. Nous avons cependant montré que la
diminution des cellules BrdU-positives a 7 jours dans la SVZ n’est pas liée a une migration précoce de
ces cellules vers le bulbe olfactif. Le réle de la migration des neurones dans les processus de
différenciation et de d’intégration fonctionnelle des cellules nouveau-nées dans le gyrus est peu
documenté, au contraire de ce qui est décrit pour la SVZ et la migration a travers le flux de migration
rostrale.

8. Spécificités fonctionnelles de PAK3 dans la neurogenése
adulte

Mon équipe a activement recherché les particularités de la kinase PAK3 pouvant étre a
I'origine de ses fonctions propres dans la plasticité synaptique, travaux auxquels j'ai participé
(Thévenot et al., 2011 ; Combeau et al., 2012), mettant clairement en évidence que, de par sa
séquence primaire, PAK3 possede des partenaires régulateurs différents de ceux de PAK1. Sur la base
des approches biochimiques, et des analyses effectuées dans des cellules ou des neurones
transfectés en culture, il est difficile de pouvoir affirmer que les caractéristiques identifiées soient
responsables de plasticité chez I'animal. La création de modeles animaux exprimant les mutants
ponctuels d’interaction avec Nck2 ou Cdc42 est donc indispensable pour poursuivre ces analyses.

L'un des points intrigants est I'existence des exons alternatifs de PAK3 qui générent des
variants d’épissage aux propriétés biochimiques tres différentes des isoformes classiques PAK3a et
PAK1 (Rousseau et al., 2003 ; Kreis et al., 2008). Abondants dans le cerveau adulte, localisés dans des
compartiments précis du neurone, conservés au cours de I'évolution, ces variants pourraient aussi
étre le support de fonctions spécifiques de PAK3 dans la plasticité synaptique. L'ensemble des études
réalisées jusqu’ici montre que PAK3 joue tres probablement un role a différentes étapes clés de la
neurogenese adulte. Il se pourrait que les variants d’épissage de PAK3 soient exprimés de fagon
variable au cours de la neurogenése adulte. Ainsi, chaque variant pourrait intervenir dans la
régulation d’'une des étapes clés de la neurogenese, expliquant ainsi les multiples fonctions de PAK3
au cours de ce processus.
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En conclusion, notre étude a mis en évidence I'implication de PAK3 dans la régulation de la
sortie du cycle cellulaire des progéniteurs au cours de la neurogenése adulte. L'implication de PAK3
dans la différenciation des cellules nouveau-nées au cours de ce processus n’a pas cependant été
clairement révélée par nos analyses. Cependant, il est admis que les neurogenéses embryonnaire et
adulte présentent des mécanismes de régulation communs. Il est donc possible que la kinase PAK3
conserve ses fonctions tout en étant impliquée de facon variable au cours du développement
embryonnaire et de la neurogenése adulte.

Nous pouvons toutefois proposer que PAK3 se situe au centre du cercle vertueux de la
neurogenése adulte et de la plasticité synaptique. En effet, Il y a une relation réciproque entre la
neurogenése adulte et la plasticité neuronale. Les neurones nouveau-nés qui sont des éléments clés
de la mémoire spatiale et de celle impliquée dans la séparation de motifs, peuvent participer a
I'activité locale des réseaux neuronaux. Or l'activité neuronale est aussi un des stimuli de la
neurogenése adulte (Voir Figure 15). Comme nous I'avons décrit, I'expression de pak3 est augmentée
suite a des stimulations de I'hippocampe, dans des tranches organotypiques de rat stimulées par des
trains de stimulation a haute fréquence (téta bursts) (Boda et al., 2002) et PAK3 est impliquée sans
doute a plusieurs niveaux dans les mécanismes de la plasticité synaptique. D’autre part, comme nous
I’avons démontré, PAK3 est un régulateur de la neurogeneése adulte, et nous proposons que, soit par
régulation de son activité, soit par régulation de son expression, PAK3 puisse réguler la neurogéne
adulte. Ainsi PAK3 est au centre de cette boucle Plasticité synaptique/Neurogenése adulte impliquée
dans les processus de mémoire et apprentissage (Figure 60, D’apres Inokuchi, 2011). Ainsi la
régulation physiologique de PAK3 pourrait étre indispensable au fonctionnement neuronal, et ses
mutations avoir des effets drastiques dans les fonctions cognitives.
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Figure 60. La neurogeneése adulte et la plasticité synaptique sont intimement liées par des
régulations réciproques.

PAK3 agit sur ces deux processus. D’apreés Inokuchi, 2011.
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Le tableau et le schéma suivant proposent un modele intégrant les données acquises
jusqu’ici et celles apportées par mon travail de doctorat.

Regulatory Kinase domain
domain R419X, A365E
R&TC
Deficience Allen, 1998,
Phe hez | 'H oderate ild ‘ g
enotype chez | "Homme intellectuelle modera m Bienvenu, 2000
Activité Kinase = (4] Kreis, 2007
Liaison a Cdc42 N = Kreis, 2007
Activité Kinase Lizison a Racl A =
et
Interaction avec u _ Thévenot, 2011
MNck2
Interaction avec _ » Combeau 2013
PAKL - ’
Initiation d
"'I,': ::2 < " Kreis, 2007
. Dubos 2012
dendritique
M .
atl:j.raFIDn de Kreis, 2007
I'épine ')
dendritique
LTP A Meng 2005
Prolifération des
a

cellules souches/ A
progéniteurs

Differenciation alteree ?

Knock-in R6TC KO

Tableau 3. Les mutations affectant les différentes régions (régulatrice et kinase) de PAK3
sont a I'origine de changements de fonction de cette kinase.
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Figure 61. Roles hypothétiques et démontrés de la protéine multifonctionnelle PAK3 dans
la neurogeneése adulte.

La cellule souche parcourt différentes étapes tout au long de sa vie pour donner naissance a
un neurone mature, fonctionnellement intégré dans les réseaux neuronaux préexistants et apportant
sa contribution spécifique dans les mécanismes de la plasticité et les processus d‘apprentissage et de
mémorisation qui en découlent (Ge et al., 2008). La cellule souche est donc tout d’abord quiescente,
activée, proliférative, s’engage dans un lignage, migre, survie, regoit les premiers signaux
GABAergiques reflétant I'activité neuronale, émet des prolongements, développe son arborisation
dendritique, regoit des premieres afférences glutamatergiques, projette son axone et établit ses
synapses.

PAK3 pourrait réguler plusieurs étapes de ce périple cellulaire, et en particulier durant 5
étapes cruciales.

1- PAK3 pourrait participer au maintien du réservoir par sa fonction dans le contréle d’un état
cellulaire post-mitotique. Ainsi PAK3 est une cible directe de Ascll/Mash1 qui joue un role
clé dans ce processus (Castro et al., 2001) ;

2- PAK3 controle la sortie de la phase proliférative (Fleche rouge), comme nous l'avons
démontré dans ce mémoire de thése, travail corroborant ses fonctions au cours du
développement embryonnaire dans le cerveau et le pancréas (Souopgui et al., 2002 ; Piccand
et al. 2013).
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3- PAK3 contrélerait la migration des neuroblastes dans le gyrus denté mais aussi vers le bulbe
olfactif, comme cela a été proposé au cours du développement embryonnaire (Cobos et al.,
2007 ; Viou et al., ms en préparation).

4- PAK3 contrdle I'intégration synaptique en favorisant la différenciation des neurites (Dai et al.,
2014) et la mise en place des synapses par des voies spécifiées par ses partenaires propres
comme Cdc42 et Nck2 (Boda et al., 2004 ; Kreis et al., 2007 ; Thévenot et al., 2012)

5- Enfin, PAK3 participe a la maturation des synapses par des mécanismes dépendants de son
activité kinase, dans des processus dépendant de l'activité neuronale (Boda et al., 2004 ;
Kreis et al., 2007 ; Dubos et al., 2013). Ces mécanismes font intervenir les complexes avec les
protéines PIX, GIT et Shank (Zhang et al., 2005 ; Nodé-Langlois et al., 2006 ; Park et al., 2003)

Ceci place donc PAK3 au centre des mécanismes moléculaires et cellulaires de la
neurogenése adulte et des mécanismes de la plasticité qui sous-tendent apprentissage et mémoire.
La perte de fonction ou le changement de fonction de PAK3 dus aux mutations de déficience
intellectuelle seraient donc responsables d’un déficit de neurones nouveau-nés fonctionnels
vraisemblablement responsables au moins en partie des altérations des capacités cognitives et des
anomalies comportementales.

123



MATERIELS ET METHODES

124



Matériels et Méthodes

1. Description de la lignée pak3-

L'invalidation du géne pak3 a été réalisée par le laboratoire de Zhengping Jia, au Sick Children
Hospital de Toronto, et la lignée, créée sur fond hétérogéne SV129/CD1, est le premier modeéle
d’invalidation du géne pak3 et actuellement le seul disponible (Meng et al., 2005). La stratégie
d’invalidation a été la suivante (Figures 8A et 9A) : un codon stop a été introduit en phase dans la
séquence codante de I'exon 6 du gene pak3, suivi d’'une cassette néomycine. De ce fait le géne
recombiné code pour une protéine tronquée correspondant aux 220 acides aminés amino-terminaux
de la protéine ne possédant que le domaine régulateur.

1.1. Développement d’une méthode optimisée de génotypage.

Lors de ces travaux, nous avons développé plusieurs protocoles de génotypage afin de
pouvoir appliquer a long terme une méthode rapide et peu colteuse. Nos différentes expériences
nous ont amenés a choisir le protocole exposé dans la partie ci-dessous.

Deux PCR complémentaires sont réalisées paralléelement afin de déterminer le génotype des
souris (Figure 8). La premiere (amorces P1 et P2) permettant de déterminer la présence de la
cassette néomycine, indique I'allele muté, tandis que la seconde (amorces P1 et P3) amplifie le
fragment de géne si la cassette néomycine est absente et révele donc la présence de I'alléle sauvage.

A Pl .
Figure 62. Schéma du Xwt: ===—]tonc] = _—
principe du génotypage. ‘bZSDpr'
A. structure des loci Pl b2

sauvage et recombiné ; Xm, -=- —@I -=-
positions des amorces; B. D
Génotype déterminé par le
profil PCR; C. Exemple de
résultats obtenus suite a B femelles miles
I'analyse sur gel d’agarose Génotype XX Xim | X | XY | XY
1.2% des ADN génomiques a
amplifiés par PCR. En haut, la Profil PCR/ Taille (%n]fprg:e}s ] =0 =0 ] =0
PCR effectuée avec les amorces g;z;;augs”’é‘gg’ss b
P1 et P2 amplifie des fragments (%”]fpr%e}s 500 | 500 - 500
de 250 paires de bases (pb). En
bas, la PCR réalisée avec les
amorces P1 et P3 génére des f m f m f

i C WT KO KO WT -/+
fragments de 500 pa/ref de e N - Y
bases. (f = femelle ; m = mdle ; - PCR P1/P2: 250 ph mmmm EE— S
/+=hétérozygote) (alléle muté)

PCRP1/P3: 500 phamm] s — —
(alléle sauvage)
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1.2. Elevage de la colonie

La lignée a été redérivée par transfert d’embryon, a Toronto avant de nous étre transmise.
Les deux couples fondateurs, aprés passage en quarantaine au CDTA d’Orléans, qui ont servi a
amplifier la colonie, sont constitués chacun d’une femelle hétérozygote pour la mutation pak3- (-/X =
-/+) et d’'un méle muté (-/Y). Ceci nous a permis d’obtenir en premiére génération, des femelles -/- et
-/+, ainsi que des males -/Y et +/Y. Nous amplifions la colonie par des croisements entre des femelles
hétérozygotes -/+ et des males sauvages +/Y. Nous avons amplifié cette colonie car nous étions le
seul laboratoire a disposer de cette lignée en Europe et Zhengping Jia nous a demandé de distribuer
cette lignée a d’autres laboratoires pour les études développementales. Par ailleurs, nous avons
généré des femelles homozygotes sauvages +/+ et mutées -/-, afin d’obtenir des portées d’embryons
sauvages ou mutés suite a des croisements avec des males +, ou -, respectivement, nécessaires aux
analyses rapportées en parties Résultats I.1. et 11.2. Nous avons de ce fait observé que les femelles -/-
sont fertiles et capables d’élever leurs petits normalement.

Enfin, nous avons transféré la mutation sur le fond génétique C57BK/6N par back-cross
successifs sur 10 générations, par croisement de males mutés -/Y avec des femelles homozygotes
sauvages +/+.

L’élevage est réalisé en zone EOPS (Exempte d’Organismes Pathogénes Spécifiques) afin
d’écarter toute contamination et de faciliter le transfert a d’autres animaleries. J’ai pris en charge en
Janvier 2010 I'organisation et le suivi de la colonie, ainsi que les PCR de génotypage et ceci pendant
environ 3 ans

1.3. Génotypage des souris pak3-

Deux réactions de polymérisation en chaine (PCR) sont effectuées avec deux couples
d’amorces différents, dont les séquences sont présentées ici: P1 5-GAGTCAATTGCTTCACCAGCTG-
3’; P2 5'- GGGGGAACTTCCTGACTAGG -3’; P3 5'-GAAGTATGTGCGCACCAATGAC-3'. P1 est située
dans I'exon 6, P2 dans la cassette néomycine et P3 dans la partie intronique (Figure 62).

Dans un premier temps, nous avons réalisé un protocole classique. Un petit morceau de
gueue de la souris a génotyper est lysé toute la nuit a 55°C dans le tampon Tris-HC| pH 7.8, 50 mM,
EDTA 5 mM, NaCl 200 mM, contenant du SDS (1% w/v) et de la protéinase K (25 ul/0.5 ml d’une
solution a 20 mg/ml (avec une activité spécifique supérieure a 32 UmAnson/mg) (Eurobio, France)).
Le lysat est ensuite centrifugé 10 minutes a 10000 g a température ambiante. Le surnageant est
transferé et ’ADN est précipité en ajoutant 100 pL de NaCl 5M et 800 ul d’éthanol 95%. Le flocon
d’ADN génomique qui se forme immédiatement est prélevé puis transféré dans 100 pl d’eau stérile.
Nous réalisons une PCR a partir de 2 ul de chaque échantillon d’ADN. Le mélange PCR est le suivant :
Green Gotaq Flexi Buffer (Promega), 2mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, 0.6 uM d’amorce P1, 0.6 uM
d’amorce P2 ou P3, 0.02u/ul Gotag DNA Polymerase (Promega) dans un volume de 20 pl. La PCR est
réalisée grace au thermocycleur Eppendorf qui initie I'amplification pendant 3 min a 94°C. La PCR
s’effectue ensuite en 32 cycles, décomposés en dénaturation (30 sec a 94°C)-hybridation (1 min a
60°C)-élongation (1 min a 72°C). La procédure se finit par une terminaison de I'élongation a 72°C
pendant 10 min. Les échantillons sont alors conservés a 4°C.
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Dans le but d’accélérer cette étape et de diminuer le temps d’expérimentation, nous avons
testé un nouveau kit de génotypage (Phire Animal Tissue Direct PCR kit, Finnzymes). Pour cela, nous
avons prélevé le plus petit morceau (0.5 mm de diametre) de queue possible grace au perforateur
« Harris Uni-core, Sigma ». Cet échantillon est traité (digestion et précipitation de I’ADN) grace au kit
Phire Animal Tissue Direct PCR de Finnzymes, puis incubé pendant 2 min a 98°C. La PCR est
directement réalisée a partir de 2 pl de cet échantillon d’ADN et le mélange réactionnel de 50 pl est
le suivant : Phire Animal Tissue PCR Buffer, 0.5 uM d’amorce P1, 0.5 uM d’amorce P2 ou P3, 1ul de
Phire Hot Start Il DNA Polymerase (de concentration initiale inconnue), H,O gsq 50ul. La PCR est
réalisée grace au thermocycleur qui initie I'amplification pendant 5 min a 98°C. La PCR s’effectue
ensuite en 40 cycles, décomposés en dénaturation (5 sec a 98°C)-hybridation (5 sec a 53°C)-
élongation (20 sec a 72°C). La procédure se finit par une terminaison de I’élongation a 72°C pendant
1 min. Les échantillons sont alors conservés a 4°C.

Enfin, nous avons essayé un troisieme protocole de génotypage, qui est moins colteux et
plus rapide. Toutefois son utilisation demande une certaine habilité. Nous prélevons le plus petit
morceau (0.5mm de diameétre) de queue possible grace au perforateur « Harris Uni-core ». Cet
échantillon est ensuite digéré dans 200 pl de soude 50 mM 20 minutes a 95°C. La solution est
neutralisée par ajout de 30 ul de Tris-HCl 1M pH 7.6. La PCR est réalisée a partir de 5 pl de d’ADN. Le
mélange réactionnel de PCR et les conditions appliquées par le thermocycleur sont les mémes que
ceux établis pour le premier protocole de génotypage.

L'analyse de I'amplification de I’ADN obtenue suite a la PCR est réalisée par électrophorese
sur gel d’agarose (1.2%). Les échantillons sont déposés et la migration s’effectue a 50V pendant 5
minutes puis 100V. Une procédure de tracgabilité de ce génotypage a été mise en place, par archivage
de nos acquisitions, afin de pouvoir retrouver le génotype de chacune de nos souris.

1.4. Vérification de I’'absence de protéine PAK3 chez les souris pak3-

La protéine putative codée par le géne remanié dans la lignée transgénique aurait une masse
moléculaire de 24 kDa. Elle n’a pas été détectée dans la premiere étude publiée (Meng et al., 2005).
Il est possible que la mutation non-sens induise un mécanisme d’élimination du messager pak3 par le
systeme du Nonsense-mediated mRNA decay (Mihlemann et al., 2008), conduisant ainsi a une
absence totale de la traduction de la protéine PAK3.

D’autre part, comme cela a été présenté dans l'introduction, il y a une difficulté a faire
concorder les résultats obtenus avec les souris invalidées pour le gene pak3 avec ceux obtenus avec
les modeles expérimentaux en tranche ou en neurones cultivés. Une possibilité serait que
I'invalidation du géne pak3 par le groupe de Jia donne naissance a une protéine tronquée qui
pourrait soit exécuter les fonctions propres a la partie N-terminale de la protéine, soit avoir un effet
dominant négatif sur les protéines PAK endogenes codées par les génes pakl et pak2. Ceci justifie le
fait que nous ayons entrepris de rechercher la présence de protéine PAK3 dans les souris invalidées
pour le géne pak3.

Pour cela, nous avons réalisé des western blots avec I'anticorps PAK3-N19 dirigé contre la
partie N-terminale de la protéine, et le sérum PAK3-832 dirigé contre un épitope central de la
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protéine. Les cerveaux de souris males sauvage (+/Y) et muté (-/Y) ont été lysés en conditions

dénaturantes. Les lysats sont dosés avant d’étre analysés par électrophorése SDS-PAGE.

Nous observons bien la présence de la protéine de 65 kDa dans le lysat du cerveau de la
souris sauvage et son absence dans le lysat de cerveau de la souris invalidée. Ce résultat est obtenu
avec les deux anticorps dont nous disposons. Cependant, I'analyse réalisée avec I'anticorps N19

révele la présence d’une bande de faible intensité de poids moléculaire légérement plus élevé qui
correspond certainement a PAK1. Ce résultat nous indique que I'anticorps N19 croise avec PAK1 et
n’est donc pas compléetement spécifique, nous obligeant a I'avenir, a étre prudent dans I'analyse des
résultats obtenus lors de I'utilisation de celui-ci. Par ailleurs, nous n’observons pas de bandes de 24
kDa dans le lysat de cerveau de la souris invalidée, confirmant ainsi les résultats publiés par Meng,

quel que soit I'anticorps utilisé (Figure 63).

Figure 63. Les souris
invalidées pour le géne pak3 ne
présentent pas la protéine PAK3
tronquée.

A. Localisation des épitopes
des anticorps N19 et 832 et schéma
des protéines PAK3 WT et putative.
B. Résultats des western blots
réalisés avec [Ianticorps N19 (a
gauche) et 832 (a droite) sur les
cerveaux de souris sauvage (WT) ou
invalidée pour le géne pak3 (KO). Le
contréle positif (ctrl+) correspond a
des cellules Hela transfectées avec
un plasmide PAK3-flag. Le contréle
négatif (ctrl-) est constitué par des
cellules non transfectées. 40 ug de
protéines ont été déposés dans
chaque puits.
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I'invalidation du géne pak3

Recherche d’une éventuelle compensation par la kinase PAK1 de

Les travaux de Lei (2000) et de Parrini (2002) ont révélé I'existence d’homodiméres PAK1 in
vitro et in vivo. Les kinases PAK1 et PAK3 présentent de trés fortes identités de séquences. De facon

intéressante, Gaélle Combeau, qui a effectué sa thése dans mon équipe, a démontré I'existence
d’hétérodimeéres PAK1/PAK3 dans le cerveau.

Nous avons cherché a déterminer si I'absence de PAK3 est compensée par une augmentation

de I'expression de PAK1 ou bien, au contraire, si cette absence déstabilise la kinase PAK1. Pour cela,
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les cerveaux de souris males dgées de 20 et 90 jours +/Y et -/Y ont été lysés en conditions
dénaturantes. Les protéines sont dosées puis les lysats sont analysés par SDS-PAGE.

L'analyse montre que I'expression de PAK1 est identique chez la souris sauvage et celle
mutée agées de 20 jours. Cependant, chez les souris agées de 90 jours, nous détectons moins la
protéine PAK1 dans les KO que dans les WT (Figure 64). De ce premier résultat préliminaire, nous
avanc¢ons I’hypothese que I'absence de PAK3 entraine une déstabilisation de PAK1, qui pourrait
vraisemblablement étre dégradée.

B
120
A
100
20 jours 90 jours =
crl < w0
+ _ (] WT KO WT £
&0 m Ko
-— E n
i S————— g a0 wr
=
i

20

P20 A0

Figure 64. Les souris invalidées pour le gene pak3 présentent une diminution de I’expression
de PAK1 a 90 jours.

A. Résultat des western blots réalisés avec I'anticorps PAK1-N20 sur les cerveaux de souris sauvage
(WT) ou invalidée pour le géne pak3 (KO) dgées de 20 jours (P20) et 90 jours (A90). Le contréle positif (ctrl +)
correspond a des cellules Hela transfectées avec un plasmide PAK1-flag. Le contréle négatif (ctrl -) est constitué
par des cellules COS7 transfectées avec un plasmide eGFP. 50 ug de protéines ont été déposés dans chaque
puits. B. Expression relative de PAK1, exprimée en unité arbitraire (u.a.). L’intensité du signal de I'individu muté
est rapportée a celle de I'individu sauvage au méme dge. (expérience réalisée une fois). 50 ug de protéines ont
été déposés dans chaque puits.

2. Description de la lignée pak3 Knock in R67C

Un vecteur de recombinaison a été construit en clonant un fragment d’ADN génomique de 9
kbp englobant I'exon codant 2 de pak3 provenant de la bibliothéque de cosmides issue de la souris
C57BL/6N. Ce fragment inclut un bras d’homologie en 5 de 4.5 kbp, un bras d’homologie en 3' de 3.5
kbp et un fragment modifié de 0.6 kbp qui a été sous-cloné pour muter le codon CGC, codant pour un
résidu Lysine en position 67, par le codon TGC, codant pour une Cystéine, par mutagenese dirigée.
Une cassette néomycine entre deux sites loxP a été insérée dans les séquences introniques en aval
I'exon 2. Le vecteur linéarisé a été électroporé dans une ligne ES (MCI-C57BL/6N). 361 clones
résistant a la néomycine ont été sélectionnés pour la recombinaison homologue par PCR et 5 clones
positifs ont été confimés par Southern blot aprés digestion de I’ADN génomique par les enzymes de
restriction Asel et Ndel pour valider I'insertion du bras d’homologie en 5’, et par les enzymes SexAl et
Xcml pour valider I'insertion du bras d’homologie en 3’. La génération F1, qui posséde la couleur du
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pelage caractéristique du fond génétique des cellules ES, est controlée par PCR pour la transmission
de la mutation a la lignée germinale et confirmée par Southern Blot. Afin d’éliminer le marqueur de
sélection positive, les souris F1 agées de 8 semaines ont été croisées avec des souris C57BL/6
exprimant la recombinase Cre. La ségrégation du gene cible et des alleles de la recombinase Cre a
également été controlée par Southern blot. Un produit de PCR englobant les séquences génomiques
comprenant I'exon codant 2 de pak3 a été cloné dans le vecteur Topo-pCRII (Invitrogen) et l'insert a
été séquencé pour vérifier la présence de la mutation T>C dans la séquence codante de I'exon 2,
introduisant ainsi la mutation R67C. Nous avons également vérifié sur I'amplification de I'exon que
cette mutation supprime le site de restriction Hhal, comme initialement décrit par Bienvenu et al., en
2000. Les souris des différents génotypes de la colonie pak3-R67C sont viables et fertiles. Les souris
sont génotypées par PCR en utilisant deux amorces englobant la séquence lox (amorce sens-
GTGGGTTTTTGATGCAGTCACCGG et amorce anti-sens CAAATTTTGCAGAGACTTTGGCACTG).

Les soins apportés aux animaux, ainsi que I'ensemble des expérimentations animales, ont été
pratiqués selon les recommandations du Comité d’éthique en matiere d’expérimentation animale,
Paris-Centre et Sud, N° 59, en conformation avec les directives institutionnelles, et sous la
surveillance d'un vétérinaire. Brievement, les animaux sont élevés dans des conditions approuvées,
dans des cages individuellement aérées avec trois a cinq animaux a chaque cage, et suivant un cycle
jour/nuit de 12 heures. La nourriture et I'eau sont dispensées ad libitum. Pour I'analyse biochimique
et la purification des cellules souches, tous les animaux ont été sacrifiés par dislocation cervicale, par
un opérateur formé. Pour I'analyse de la neurogenése adulte in vivo dans la SVZ et le DG, voir ci-
dessous.

3. Culture des neurones d’hippocampes

Deux femelles homozygotes, I'une sauvage et 'autre mutée, sont sacrifiées au 17°™ jour de
gestation. L'utérus est prélevé puis le cerveau de chaque embryon est prélevé puis rincé dans du PBS

froid. Les hippocampes sont ensuite disséqués.

Les neurones sont mis en culture sur lamelles selon le protocole suivant. Une dissociation
mécanique a la pipette Pasteur rodée est réalisée en présence de trypsine (GIBCO Trypsine-EDTA
0.05%, #25300-054). Des lamelles sont ensemencées de maniére & obtenir 0.6 x 10° cellules/boite.
Des lamelles de verre préparées la veille, contenues dans des boites de culture Greiner de 60 mm,
sont préalablement recouvertes avec de la polyornithine (PORN Sigma, #P3655-50MG-PORN)
concentrée a 0.5 mg/mL. La culture s’effectue dans une étuve a 37°C avec 5% de CO,. Dans un
premier temps, les neurones sont cultivés en milieu MC+ (Neurobasal medium Gibco 21103, B27
Gibco 17504-44, 10% sérum de veau foetal, Glutamax Gibco 2009-06, 25uM Acide glutamique, 1%
Antibiotiques), puis a J4, un antimitotique, le 1-B-Arabinofuranosylcytosine (AraC) a une
concentration de 5 uM est ajouté afin de limiter les proliférations gliales ; le milieu est remplacé par
du milieu MC (Neurobasal medium Gibco, B27 Gibco, Glutamax Gibco, 1% Antibiotiques). Le milieu
est ensuite renouvelé par moitié tous les quatre jours. Les neurones, préalablement rincés au PBS,
sont fixés dans une solution de paraformaldéhyde (PFA) 4% dilué en tampon phosphate 0.12 M pH
7.4 pendant 10 minutes, a température ambiante et a I'obscurité. L'excés de PFA est ensuite éliminé
par de multiples ringcages au PBS puis les lamelles sont stockées a 4°C dans du PBS.
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Certaines lamelles sont transfectées avec le plasmide pEGFP-PSD95 a une concentration de 1
pg/ul, grace a la Lipofectamine 2000 (1 mg/ml, Invitrogen, #11668-027). Cette transfection est
réalisée a J4 ou a J11 puis les neurones sont fixés (suivant les mémes conditions que celles décrites
précédemment) 3 jours apres, afin que le plasmide puisse s’exprimer. Le plasmide a été produit dans
des conditions minimisant la présence d’endotoxines grace a des colonnes échangeuses d’ions
Macherey-Nagel (Midi-prep Endotoxines-free).

4. Culture cellulaire et neurosphere assay.

Les neurosphéres sont préparées a partir de la zone sous-ventriculaire et du gyrus denté
isolés d’individus nouveau-nés (PO-P4). Des tranches de cerveau de 500um d’épaisseur sont
obtenues en utilisant un Tissue Chopper (Mcllwain) et collectées dans du milieu de dissection froid
(HBSS, 25 mM glucose, 15mM HEPES, 100U/ml pénicilline, 100ug/ml streptomycine). Les deux zones
neurogéniques sont isolées grace a des loupes binoculaires de dissection et collectées séparément.
Les tissus ainsi micro-disséqués sont ensuite dissociés en suspension uni-cellulaire aprés 60 minutes
d’incubation dans une solution enzymatique (0.1mg/ml papain, 1mg/ml dispase 1l, 0.1mg/ml DNasel)
a 37°C, sous agitation mécanique (Imbeault et al., 2010). Les progéniteurs sont ensemencés en
plaques 24 puits non traitées pour la culture cellulaire (1600 cellules/cm2 pour la SVZ and 1000
cellules/cm2 pour le DG). Les neurosphéres primaires sont obtenues aprés 5 a 7 jours de culture et
analysées (nombre et diameétre) ou dissociées en utilisant le kit “NeuroCult Chemical Dissociation
Kit”, suivant les recommandations du fournisseur (StemCell Technologies), afin de générer des
neurospheres secondaires.

Les monocouches de précurseurs neuraux, isolés a partir de zone sous-ventriculaire et de
gyrus denté, sont préparées a partir d’'un pool de quatre cerveaux de souris adultes malesoude 4a 6
cerveaux de nouveau-nés (P0-P4). Les cerveaux adultes sont sectionnés en utilisant une matrice de
sections coronales (tranches de 500um d’épaisseur), tandis que les cerveaux de nouveau-nés sont
sectionnés comme expliqué ci-dessus. Les tranches sont collectées dans du milieu de dissection froid
(supplémenté en HBSS). Les deux zones neurogéniques sont isolées grace a des loupes binoculaires
de dissection et collectées séparément. Les tissus ainsi micro-disséqués sont ensuite dissociés en
suspension uni-cellulaire aprés 20 minutes d’incubation dans une solution enzymatique (2.5U/ml
papain, 1U/ml dispase, 250U/m| DNase) a 37°C, sous agitation mécanique (Babu et al., 2007).
Ensuite, les précurseurs neuraux sont séparés des cellules différenciées, de la myéline et de la
matrice extracellulaire, en appliquant un gradient de séparation de Percoll 22% obtenu apres
centrifugation, apres (Babu et al, 2011). Le culot de cellules est séparé du surnageant, lavé puis remis
en suspension dans du milieu de culture (DMEM/F12 supplémenté avec du Glutamax, 2% B27 and
20ng/ml EGF et FGF2) et les cellules sont ensemencées dans des boites de cultures traitées (20ug/ml
poly-D-Lysine suivi de 10ug/ml laminine). 4 jours apres I'extraction des cellules, 75% du milieu de
culture est changé tous les deux jours. Les cultures sont maintenues jusqu’a 80% de confluence
maximum puis passées.
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5. PCR quantitative

5.1. Analyse de I'expression des génes Pak3, Bdnf, VGlut et Viaat

(Extrait du manuscrit de Farley et al., en préparation)

Les hippocampes sont disséqués a partir de cerveaux de souris males wt et pak3-KO adultes
agés de 3 mois, puis congelés en azote liquide et stockés a -80°C. Les hippocampes congelés sont
broyés et transférés dans du Trizol (Invitrogen, France), étapes suivies des procédures standart
utilisant le chloroforme et l'isopropanol, afin d’extraire les ARN. Les concentrations d’ARN sont
déterminées par spectrophotométrie (SmartSpec 3000, Bio-rad). Pour la PCR quantitative, 1 ug
d’ARN totaux extraits est rétro-transcrit a 42°C pendant 1 heure en présence de 50 pg/ml random
primers, 2mM de chacun des dNTPs, de RNasin et de M-MLV reverse-transcriptase (Promega). Les
réactions de PCR quantitative ont été réalisées avec un CFX96 Real-Time System C1000 Thermal
Cycler (Bio-rad), en utilisant le kit réactionnel Fast SYBR Green Master Mix kit (Applied Biosystems),
selon des recommandations du fournisseur. Les expressions de chaque échantillon sont analysées en
triplicat et normalisées par rapport aux expressions des genes de référence Hprtl and Pgm1. Ces
deux genes, Hprtl and Pgm1, ont été choisis en raison de leurs niveaux d’expression comparables a
ceux des genes d’intérét. Le kit d’amorces Pak3 provient de Qiagen (QuantiTect Primer Assay:
Mm_Pak3-1-SG; QT00119560) et a été utilisé suivant les instructions du fournisseur. Le mix
réactionnel est soumis au schéma de PCR suivant : une premiéere étape de dénaturation est suivie de
40 cycles comprenant une étape de dénaturation a 95°C pendant 3 secondes et une étape de fixation
des amorces et d’élongation du fragment a amplifier a 60°C pendant 30 secondes. Une derniéere
étape de dissociation des amorces permet de déterminer |'uniformité du produit de PCR
guantitative. Les données ont été analysées avec le logiciel CFX Manager Software, 2.1 (Bio-rad), qui
tient compte de la variabilité de I'expression de chaque gene de référence et d’intérét afin de
déterminer une significativité statistique. Tous les échantillons sont testés en triplicat pour chaque
géne (de référence et d’intérét), et pour chaque triplicat, une moyenne de la valeur du Cycle
Threshold (Cqg) est donnée. Les variations de I'expression relative des génes d’intérét (ACq) sont
calculées aprés normalisation avec I'expression des genes controles Hprtl and Pgm1 puis le AACq est
calculé.

5.2. Analyse de I'expression des génes Pak3, Dcx, Nestin

Les ARN purifiés avec le kit Macherey-Nagel a partir des sphéres ou des monocouches sont
quantifiés avec le Nanodrop et leur qualité vérifiée par électrophorese capillaire avec I'Experion
(BioRad). Les ARN sont rétrotranscrits avec la iScript (Biorad) et les PCR sont réalisées avec le mix de
SyberGreen (SSoAdvance de Biorad). Les deux genes de références sont Pgkl et B2. Les PCR sont
réalisées avec le CFX de BioRad et analysées avec le logiciel CFX Manager, suivant les
recommandations du fournisseur.
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Primer Séquence

Dcx-F CCCCAGTCCTTGGCTAGCAGC
Dcx-R GCCTTCCGTGGCTTCACCCC
Sox2-F CGCGGCGGAAAACCA

Sox2-R CCTCCGGGAAGCGTGTACT
Bmi-F CGAACAACCAGAATCAAGATC
Bmi-R CTGGTCTCCAAGTAACGTAC
B2m-F CCGCCTCACATTGAAATCCA
B2m-R TCGATCCCAGTAGACGGTCTTG
Pgkl-F CTGACTTTGGACAAGCTGGACG
Pgkl-R GCAGCCTTGATCCTTTGGTTG
Nestin-F CTTTCCTGACCCCAAGCTGA
Nestin-R TGAGGACAGGGAGCACAGATC

6. Western blotting et immunoprécipitation

Pour les immunoprécipitations de lysats totaux de cerveaux, deux cerveaux de souris males
adultes dgés de 2 mois sont disséqués, coupés en petits morceaux avec un scalpel puis homogénéisés
a I'aide d’un homogénéiseur de Dounce (10 aller-retours) dans du tampon de lyse (10 volumes/poids
soit i.e. 10 ml/1 gr; Tris 10 mM, pH 8.0, 0.5 mM DTT, supplémenté avec un cocktail d’inhibiteurs de
protéases et de phosphatases) comme décrit dans I'article de Combeau et al.,, 2012. Le lysat est
centrifugé a 100000g pendant 30 min a 4°C et la quantité de protéines dans le surnageant,
correspondant au cytosol, est dosée par la méthode de Folin ou la méthode de Bradford. Le culot de
membrane est remis en suspension dans du tampon de lyse supplémenté avec 2% SDS, soniqué et
centrifugé (100000g, 30 min, 4°C). La quantité de protéines dans la fraction S2 solubilisée avec le SDS
est déterminée par la méthode de Lowry. Aucune différence de purification de PAK1 et PAK3 dans les
fractions cytosolique ou membranaire n’a été observée dans les cerveaux de souris knock-in, par
rapport aux cerveaux de souris WT (données non présentées).

Pour les immunoprécipitations des lysats de culture cellulaire, les cellules cultivées en boite
de 35mm de diamétre sont rincées deux fois avec du PBS froid (phosphate-buffered saline) puis
lysées avec 50ul de tampon de lyse froid (50 mM Tris-HCl, 1% Triton X-100, 100 mM NaCl, 50 mM
NaF, 10 mM Na,P,0;, 5 mM EDTA, 1% aprotinin, 1 mM 4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonylfluoride
(Pefabloc SC, Interchim), pH 7.5). Le lysat est clarifié par centrifugation a 13 000 g, pendant 10 min, a
4°C. L'expression de DCX est directement analysée par western blot et la quantité de protéines
chargée est vérifiée par un western blot anti-actine. Pour I'expression de PAK3, la protéine PAK3 est
immunoprécipitée avec un anticorps dirigé contre PAK3 et produit chez la chevre (Santa-Cruz, SC
N19) puis révélée avec un anticorps spécifique de PAK3 produit chez le lapin (Abcam).

7. Méthodes d’étude de la neurogenéese adulte

Les animaux sont traités en accord avec la législation européenne et avec la demande
d’accord au comité d’éthique dont dépend notre institut déposée en 2014.
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7.1. Administration du BrdU

Afin d’étudier la neurogenése adulte dans le DG, a JO, les souris males mutées et les
controles de méme fratrie ont recu des injections intrapéritonéales espacées de deux ou quatre
heures (comme précisé dans les résultats) d’une solution de 50 ou 100 mg/kg de 5-Bromo-2’-
déoxyUridine (BrdU, Sigma France) diluée dans une solution de NaCl (10 mg/ml). Les animaux sont
anesthésiés apres 2 heures, 7 jours ou 28 jours post-injections avec une injection intrapéritonéale de
pentobarbital pur puis perfusés en intracardiaque avec une solution de paraformaldéhyde (4%). Les
cerveaux sont ensuite post-fixés puis transférés dans des solutions de sucrose (20%) puis congelés et
conservés a -20°C. lls sont ensuite coupés au cryostat a -20°C en section coronale de 14 um
d’épaisseur et conservés a -20°C.

7.2. Immunohistochimie

La révélation de I'incorporation de BrdU est réalisée sur coupes de 14um. Apres séchage et
plusieurs rincages de PBS, les coupes sont incubées 30 minutes a 98°C dans une solution de
démasquage (Dako). Aprés refroidissement, les coupes sont rincées au PBS, puis perméabilisées
pendant 30 minutes avec une solution de Triton-X100 0,5% (en PBS). Aprés rincage au PBS, les
coupes sont incubées avec de la pepsine 0,125% (diluée avec une solution d’HCl 0,1N) pendant 3
minutes, rincées puis incubées en solution de blocage (BSA 1%, Triton X100 0,1 %, sérum de chévre 5
%) pendant 1h30 avant I'étape d’incubation avec I'anticorps primaire anti-BrdU (1/100; Abcys
Eurobio), sur toute la nuit. Les coupes sont ensuite incubées 2 heures dans I'anticorps secondaire
anti-rat biotinylé (1/200, Vector Laboratories) puis avec le complexe avidine-biotine-peroxidase (ABC
Elite Kit ; Vector Laboratories) pendant 30 min. Enfin, la révélation du BrdU se fait par une réaction
avec la 3,30-diaminobenzidine-tetrahydrochloride (Sigma) a 0.06% dans une solution 0,03% NiCI2 et
0,03% H202 en tampon Tris (0,05 M, pH7,6). Les sections sont ensuite déshydratées par bains
graduels d’éthanol puis montées en DEPEX.

Afin d’analyser I’état de maturation neuronale des cellules BrdU positives, deux types de
doubles marquages en immunofluorescence ont été réalisés. Nous avons utilisé la Doublecortine
(DCX) pour marquer les neurones immatures et NeuN, pour les neurones matures.

La survie des cellules nouveau-nées est analysée par quantification des cellules marquées
(BrdU+) a I'aide d’un microscope optique (Olympus BX60) et I'utilisation d’un logiciel d’acquisition et
d’analyse d’images Mercator Pro (Exploranova, La Rochelle). Notre quantification se fait sur un
échantillon de 4 sections espacées de 4 sections pour la SVZ (de a 1.70 mm a 0.26 mm par rapport au
Bregma), de 4 sections espacées de 4 sections pour le bulbe olfactif (de 4.6 mm a 3.56 mm par
rapport au Bregma) et de 7 sections espacées de 3 sections pour le DG (de -1.34 mm a -2.92 mm par
rapport au Bregma). Le logiciel nous permet de tracer le contour du gyrus denté et de sa couche
granulaire, ainsi que la SVZ, le bulbe olfactif, a I'objectif X20 et d’en former une maquette. Le logiciel
calcule alors la surface de ces différentes zones puis leur volume, selon une équation stéréologique
conventionnelle. La densité (nombre de cellules/um2) et le nombre de cellules total sont calculés.
Nous donnons les moyennes pour chaque groupe expérimental. Les différences statistiques sont
obtenues apres test de Student.
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L'analyse de la maturation neuronale a été réalisée a I'aide d’un microscope confocal (Zeiss
LSM 700) et d’un logiciel d’analyse d’'image (Zen2000). Tout comme la quantification des cellules
BrdU+, les colocalisations entre les deux marqueurs ont été analysées a I'objectif X40 en z-stack sur
30 cellules BrdU+ par animal pour le point 7 jours et 20 cellules pour le point 28 jours, et les données
ont été exprimées en pourcentage de cellules doublement positives par rapport aux cellules BrdU+.
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lation of cytoskeleton dynamics of dendritic spines.
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(Background: The mental retardation p21-activated kinase (PAK3) protein regulates synaptic plasticity through the regu-
Results: PAK3 binds the Grb4/Nck2 adaptor in brain, and inhibition of this complex alters synaptic currents but not spine

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

J

Mutations in the p21l-activated kinase 3 gene (pak3) are
responsible for nonsyndromic forms of mental retardation.
Expression of mutated PAK3 proteins in hippocampal neurons
induces abnormal dendritic spine morphology and long term
potentiation anomalies, whereas pak3 gene invalidation leads to
cognitive impairments. How PAK3 regulates synaptic plasticity
is still largely unknown. To better understand how PAK3 affects
neuronal synaptic plasticity, we focused on its interaction with
the Nck adaptors that play a crucial role in PAK signaling. We
report here that PAK3 interacts preferentially with Nck2/Grb4
in brain extracts and in transfected cells. This interaction is
independent of PAK3 kinase activity. Selective uncoupling of
the Nck2 interactions in acute cortical slices using an interfering
peptide leads to a rapid increase in evoked transmission to
pyramidal neurons. The P12A mutation in the PAK3 protein
strongly decreases the interaction with Nck2 but only slightly
with Nckl. In transfected hippocampal cultures, expression of
the P12A-mutated protein has no effect on spine morphogene-
sis or synaptic density. The PAK3-P12A mutant does not affect
synaptic transmission, whereas the expression of the wild-type
PAKS3 protein decreases the amplitude of spontaneous minia-
ture excitatory currents. Altogether, these data show that PAK3
down-regulates synaptic transmission through its interaction
with Nck2.
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Mental retardation, also named intellectual disability, is the
most frequent human cognitive disorder and has now been
associated with defects in several different genes (1, 2). Among
these genes, pak3 is located on the X chromosome and encodes
a p21-activated kinase (PAK)* of group I with five mutations
responsible for this disease that have been identified to date (3,
4). PAK group I also includes PAK1 and PAK2, and PAKs are
known to be effectors of Racl and Cdc42 GTPases and to play
an important role in the regulation of cytoskeleton dynamics
(5). Recent data demonstrate their role in synaptic plasticity, in
spinogenesis (4), and also in post-natal brain development (6).
The lack of functional complementation between PAK3 and
the two other PAKs in patients with mental retardation as well
as in pak3 KO mice strongly suggests that PAK3 possesses spe-
cific functions in neuronal signaling (4). Indeed, pak3 knock-
out leads to anomalies in plasticity (e.g. long term potentiation)
and deficiencies in learning and memory (7). Expression of
PAKS3 genes with kinase-dead or mental retardation mutations
in hippocampal neurons also alters spinogenesis (8 —10). Nev-
ertheless, how PAK3 regulates synaptic transmission and plas-
ticity is still largely unknown (4, 11).

PAK protein activation is achieved through their recruit-
ment to the membrane and their interaction with Racl and
Cdc42 GTPases. One pathway for membrane recruitment is
reached through the two Nck adaptors (Nck1/Ncka and Nck2/
NckB/Grb4), each of which contains one SH2 domain and three
SH3 domains (12-14). These adaptors link membrane-local-
ized phosphotyrosine residues to proline-rich domain-contain-
ing proteins implicated in cytoskeleton regulation (15). Indeed,
a mutation that abrogates Nck interaction with the Drosophila
D-PAK protein generates defects of photoreceptor axon path-
finding (16). Moreover the phosphorylation-dependent regula-

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

EXPERIMENTAL PROCEDURES

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

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

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

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

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

Antibodies and Immunoblotting—Immunoblot analyses
were performed using anti-HA (monoclonal 12CA5 from
Roche Diagnostics, agarose-linked-HA antibodies from Sigma
A2095, and the polyclonal sc-805 from Santa Cruz Biotechnol-
ogy), anti-FLAG (F7425 from Sigma), anti-GFP (catalog no.
2555 from Cell Signaling Technology), anti-PAK3 (N19,
Sc-1871 from Santa Cruz Biotechnology), anti pan-Nck
directed against the SH2 domain of the Nck adaptor (catalog
no. 61099 from BD Transduction Laboratories), and anti-3-
actin (AC-15, sc-69879 from Santa Cruz Biotechnology).
Because commercial Nck antibodies do not allow the immuno-
precipitation of each Nck isoform, we generated two new anti-
bodies against unique sequences for each Nck adaptor. The
PADDSFEVDPGE peptide corresponding to an internal (92—
102) amino acid sequence of the human/mouse Nck1 protein
was synthesized and fused to an aminohexanoic acid arm and a
cysteine for linking to keyhole limpet hemocyanin (GeneCust).
The DGPALHPAH peptide inside the human/mouse Nck2
protein (residues 257—-265) was similarly processed. Two rab-
bits for each conjugated peptide were immunized with a classi-
cal procedure. For the Western blot in Fig. 1E, the Nck poly-
clonal antibodies were affinity-purified by Ultralink column
chromatography (Perbio Science) after covalent attachment of
the corresponding peptide, following the manufacturer’s
instructions. Immunocytochemistry experiments were per-
formed using mouse monoclonal PSD95 (K28/43 from Neuro-
Mab) antibodies, rabbit vGLUT1 antibody (27), and Alexa-568-
and Alexa-633-conjugated secondary antibodies (Invitrogen),
as described previously (10). For Western blot analysis, protein
samples were separated by 10% SDS-PAGE and transferred to
PVDF membranes (Millipore). Immunodetection was per-
formed using the SuperSignal chemiluminescent reagent
(Thermo Scientific Pierce). Quantification was performed after
acquisition with a CCD camera (GeneSnap, SynGene) and
quantification software (GeneTools, SynGene). Statistical anal-
yses were performed using the Student’s ¢ test in GraphPad
Prism (GraphPad Software, Inc.). All data shown are represent-
ative of a typical experiment from three independent experi-
ments or more.

Pulldown Assay and Co-immunoprecipitation—The GST-
fused proteins were expressed in Escherichia coli BL21 and
purified on glutathione-agarose beads as described by the man-
ufacturer (GE Healthcare). Pulldown assays were performed as
described previously (24). Briefly, COS-7 cells were transfected
with constructs expressing HA-PAK3-WT. Forty hours later,
cells were washed in cold phosphate-buffered saline (PBS) con-
taining 0.1 mM orthovanadate and lysed in 50 mm HEPES, pH
7.4, 150 mm NaCl, 1% Nonidet P-40, 15 mMm NaF, 2 mMm EDTA,
and protease inhibitor mixture. After 15 min on ice, lysates
were cleared by centrifugation at 20,000 X g for 15 min. Cleared
cell extracts were incubated with 10 ug of GST-Nck1-(SH3), or
GST-Nck2-(SH3), recombinant proteins and immobilized on
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glutathione beads, for 2 h at 4 °C. The beads were washed with
the lysis buffer, and affinity-precipitated proteins were ana-
lyzed by Western blotting using the appropriate antibodies. For
co-immunoprecipitation from COS-7 and HeLa cells express-
ing FLAG-PAKS3 constructs and/or the HA-Nck plasmids, cells
lysed in modified Robert’s lysis buffer (0.1% Triton X-100, 10%
glycerol, 20 mm Tris, pH 8.0, 137 mm NaCl, 50 mm NaF supple-
mented with protease and phosphatase inhibitors mixture)
were immunoprecipitated overnight at 4 °C, with anti-HA aga-
rose-conjugate (Sigma). For immunoprecipitation in the pres-
ence of synthetic peptides, the wild-type inhibitory peptide
named P,, (EEKPPAPPLRMNSNN) or the mutant peptide
named A, (EEKPAAPPLRMNSNN), purchased from Gene-
Cust at >90% purity, was added at 1 mm after cell lysis. Immune
complexes were separated by electrophoresis and transferred
to PVDF membranes, before Western blotting analysis, with
appropriate antibodies. Expression of transfected proteins was
checked in each experiment by Western blotting of total cell
lysate (TCL) sample. The competing P,, or the control A,
peptides were added at 250 uM in cell lysate before PAK pro-
teins were pulled down by GST-Nck2(SH3), beads, as
described above. For brain co-immunoprecipitation, adult
brain or 18-day embryonic mouse brains were dissected and
washed in ice-cold PBS, homogenized with a Potter-Elvehjem
homogenizer in modified Robert’s lysis buffer as described
above, and incubated for 20 min on ice. Lysates were cleared by
centrifugation at 20,000 X g for 15 min, and 10 mg of total
protein was used for each assay. A clarification step with pro-
tein G-agarose (Sigma) for 2 h at 4 °C was performed. 10 ul of
anti-Nckl or anti-Nck2 serum or the corresponding preim-
mune sera, in the presence of 50 ul of protein G-agarose, were
added for overnight incubation at 4 °C. After extensive wash-
ing, precipitated complexes were analyzed by Western blotting,
with appropriate antibodies.

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

Tryptic Digestion and Phosphopeptide Mapping— After auto-
phosphorylation or CaMKII kinase assays, full-length or the
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amino acid residues 2—49 of PAK3 protein was separated on 10
and 15% acrylamide gels, respectively. Gels were dried between
two cellophane sheets, and radioactive bands corresponding to
PAK3 were detected by autoradiography. Each band was
excised and washed three times in 45% methanol, 10% acetic
acid and three times in 50% methanol. Bands were then resus-
pended in 25 mM ammonium bicarbonate, pH 7.5, containing
25 units of trypsin (Promega) for 14 h at 37 °C. Two-dimen-
sional migrations of tryptic phosphopeptides were performed
as described previously (26). Briefly, the lyophilized samples
were resuspended in 10% acetic acid (5000-10,000 cpm/ul),
spotted onto 100-um cellulose-coated plates (Kodak chromat-
ogram sheet) in 1-ul aliquots, and electrophoresed for 3 h at 400
V in a horizontal electrophoresis unit in pH 3.5 buffer (acetic
acid 10% and pyridine 1%). Plates were air-dried and then chro-
matographed in buffer containing 30% pyridine, 20% butanol,
and 6% glacial acetic acid until the mobile phase reached the top
of the plate. *>P-Labeled tryptic peptides were detected by auto-
radiography on Kodak Biomax film for up to 3 days.
Dissociated Hippocampal Neuron Culture, Immunocyto-
chemistry, Imaging, and Synaptogenesis Analysis—Primary cul-
tures of dissociated hippocampal neurons were prepared from
embryonic day 17 (E17) mice. Briefly, 300 — 400 cells/mm? were
plated on 18-mm coverslips previously coated with 0.5 mg/ml
poly-L-ornithine and grown in B27-supplemented Neurobasal
medium (Invitrogen). Neurons were transfected with GFP-
tagged constructs using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) at 18
days in vitro (DIV) for synapse analysis, before paraformalde-
hyde fixation at DIV21. After fixation, neurons were imaged
with a Zeiss LSM 510 confocal microscope using the 488-nm
band of an argon laser, the 561-nm band of a diode-pumped
solid-state laser, and the 633-nm band of a He:Ne laser. Healthy
and differentiated transfected neurons were selected, and cells
with a high expression of the transgene were excluded. Images
were acquired using a X63 objective (1.4 numerical aperture),
using a frame size of 1024 X 1024 pixels, with an optic zoom to
generate 50 X 50 um cropped images. Because protrusion den-
sity could be variable depending on the distance from the soma,
dendritic segments were acquired at a distance restricted
between 50 and 150 wm from the soma. Furthermore, z series
stacks of 1.8 -3 um (typically five to eight frames) were taken
from the bottom to the top of dendrites and used Image] soft-
ware (National Institutes of Health) to generate image projec-
tions. All images were acquired and analyzed while blinded to
the experimental condition. Each experiment was repeated two
to four times from different cultures. For the morphometric
study, the parameters analyzed were protrusion density and
length, measured from the limit of the dendrite to the tip of
the protrusion using SimplePCI image analysis software
(Hamamatsu Inc.). The classification of dendritic protrusions,
i.e. filopodia versus spines, was verified at the same time using
the three-dimensional image stack. All data are expressed as
means = S.E. For synapse analysis, after paraformaldehyde fix-
ation at DIV21, GFP-transfected neurons were double immu-
nolabeled for native proteins using anti-PSD-95 (1:200) and
anti-vGLUT1 (1:2000) followed by Alexa-568-conjugated anti-
mouse IgG and Alexa-633-conjugated anti-rabbit IgG. PSD-95-
positive protrusions were counted from GFP and PSD-95
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images. Synapses were identified as PSD95-positive spines with
adjacent staining of vGLUT1 from the three-color images.
Immunofluorescent puncta were counted for 100 pm
lengths of dendrites. All images were acquired and analyzed
as described above while blinded to experimental conditions
using identical acquisition parameters. Statistical compari-
sons of PSD-95 clusters and densities were done using the
Student’s ¢ test in GraphPad Prism (GraphPad Software,
Inc). All data are expressed as means * S.E.

Peptide Perfusion and Patch Clamp Recording in Cortical
Slices and mEPSCs Recording—In accordance with the guide-
lines of the American Physiological Society, 2 weak-old Wistar
rats were decapitated and their brains quickly removed. A
hemisection of the left hemisphere was removed, attached to
the stage of a Vibratome tissue slicer (Campden Instrument),
and immersed in ice-cold artificial cerebrospinal fluid (aCSF)
containing (in mm) the following: 126 NaCl, 26 NaHCO;, 10
glucose, 2 CaCl,, 1.5 KCl, 1.5 MgSO,, and 1.25 KH,PO,, (pH 7.5,
310-330 mosm). 250-wm parasagittal slices containing primary
visual cortex were cut and transferred, after at least 1 h of recov-
ery, to the recording chamber mounted on the X-Y translation
stage of an upright microscope (Zeiss Axioscop 2 FS+). Slices
were perfused with aCSF, continuously bubbled with 95% O,,
5% CO,, and maintained at 32 °C using an in-line solution
heater (Warner Instruments). Cells were visualized using vid-
eo-enhanced differential interference contrast optics and X40
long-working distance water immersion lens. Stable whole-cell
voltage clamp recordings of evoked excitatory postsynaptic
currents (eEPSCs) were performed in layer 5 pyramidal neu-
rons using a Multiclamp 700A amplifier (Axon Instruments).
As described previously (28), eEPSCs were recorded, 10 min
after patch stabilization, following electrical stimulations (1-10
A, 0.2 ms, every minute) of the layer 2/3 with 1 megohm
impedance bipolar tungsten electrodes (TST33A10KT, WPI,
Hertfordshire, UK). Stimulation intensity was set to obtain sub-
liminal eEPSCs, and cells were held at —80 mV. This value is the
reversal potential for inhibition in our experimental conditions
so that we record only excitatory responses (29, 30). To monitor
the stability of patch seals, access resistance was also measured
over the whole time of the experiment using a 50-ms hyperpo-
larizing step injected 100 ms before the onset of stimulation (as
is illustrated in Fig. 3H). In addition, to monitor eEPSCs stabil-
ity during the experiments, a control recording was systemati-
cally performed at the same time in a surrounding layer 5
pyramidal neuron using a patch pipette that did not contain the
peptide. Data were filtered at 2 kHz by a low pass Bessel filter
and sampled at 4 kHz using a Digidata 1322A acquisition board
(Axon Instruments). Peptide perfusion was achieved through
patch clamp pipettes (3—5 megohms) that contained 100 um of
either the WT uncoupling peptide P,, (EEKPPAPPLRMN-
SNN) or the A;, mutant (i.e. noninteracting) peptide (EEK-
PAAPPLRMNSNN) and diluted in the following internal solu-
tion (in mm): 140 potassium gluconate, 10 HEPES, 4 ATP, 2
MgCl,, 0.4 GTP, and 0.5 EGTA (pH 7.3 adjusted with KOH,
270-290 milliosmolar). The synthetic peptides used in this
study were purchased from GeneCust at >90% purity and dia-
lyzed against a patch pipette solution. Statistical analyses were
performed blind to experimental conditions using the Mann-
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Whitney test in GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc). As
described in Seeburg et al. (31), electrophysiological recordings
of mEPSCs were performed in dissociated mouse hippocampal
cultures placed in a recording chamber mounted on the X-Y
translation stage of an upright microscope (Zeiss Axioscop 2
FS+) and perfused (~2 ml/min) at room temperature (~25 °C)
with the following extracellular solution (in mm): 119 NaCl, 2.5
KCl, 2.8 CaCl,, 2 MgCl,, 26 NaHCOg, 1 NaH,PO,, 11 glucose,
0.01 bicuculline, gassed with 5% CO,, 95% O, at pH 7.4. Tetro-
dotoxin (1 um) was added to block action potentials. Whole-cell
voltage clamp recordings were performed as described above,
and mEPSCs were recorded after 5 min of patch stabilization
and during roughly 5 min to obtain at least 100 events per cell.
Patch pipettes were filled with an internal solution containing
(in mm) the following: 115 cesium methanesulfonate, 20 CsCl,
10 HEPES, 2.5 MgCl,, 4 ATP disodium salt, 0.4 GTP trisodium
salt, 10 sodium phosphocreatine, and 0.6 EGTA, at pH 7.25.
Analysis and quantifications were performed off-line with the
specialized Elphy™ software (Gérard Sadoc, Biologic UNIC-
CNRS, France), blinded to experimental conditions. Statistical
analyses were performed using the Mann-Whitney test in
GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.).

RESULTS

Nckl and Nck2 Are Both Expressed in Brain—Members of
the group I p21-activated kinases (PAK1-3) interact with the
Nck adaptor in both invertebrates and vertebrates through the
first highly conserved proline-rich domain of PAK and the sec-
ond SH3 domain of Nck (Fig. 1, A and B) (12, 13, 16, 32). How-
ever, the amino acid sequence of the first SH3-binding domain
of PAK3 expected to interact with Nck differs from the con-
served sequence in the other PAKs. Moreover, the residues that
are unique to PAK3 such as the leucine 16, the methionine 18,
and the asparagine 19 are conserved among all PAK3 orthologs
(Fig. 1, B and C). In mammals, the interaction between PAK1
and Nckl has been extensively studied (12, 13, 17-20, 32).
Despite much recent data describing specific cellular functions
for Nck2/Grb4 (22, 23, 33), the interaction of PAK proteins with
Nck2 is poorly documented. Given the salient expression of
PAKS3 in neurons, we first determined the relative amount of
each Nck mRNA in mouse embryonic and adult brain by quan-
titative RT-PCR (Fig. 1D). After RNA normalization based on
B-actin quantitative-PCR, amplification of Nck1 and Nck2 with
specific primer sets showed equivalent efficiency. We found
that Nck2 transcripts are more abundant than those of Nck1 in
embryonic E18 and adult brain. In embryos, Nck2 mRNAs were
found to be over eight times more abundant than those of Nck1
(Nck1, 0.20 = 0.02; Nck2, 1.63 = 0.27), and in adult brain the
ratio is slightly higher than 2.5 (Nck1, 0.75 % 0.06; Nck2, 1.99 +
0.33). These results are in accordance with independent analy-
ses such as the Allen Brain Atlas and the neural transcriptome
(34, 35). To estimate Nckl and Nck2 protein levels in brain, we
generated two polyclonal sera directed against each adaptor by
choosing short unique sequences from these proteins as anti-
gens. To characterize these new antibodies, HA-tagged Nck
proteins were HA-immunoprecipitated from transfected
COS-7 cells and then probed with the different antibodies by
Western blotting (Fig. 1E, Ist to 4th panel). Equal amounts of
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immunoprecipitated Nck proteins were verified by HA anti-
body immunoblot (Fig. 1E, 1st panel), and the pan-Nck mono-
clonal antibody directed against the SH2 domain of Nck adap-
tors recognized both Nckl and Nck2 proteins with the same
efficiency (Fig. 1E, 2nd panel). Lack of cross-reactivity of the
isoform-specific Nck antibodies in Western blotting assay was
confirmed (Fig. 1E, 3rd and 4th panels). We also checked the
ability of each antibody to immunoprecipitate its respective tar-
get protein (Fig. 1E, 5th and 6th panels). It is to be noted that we
report here the first characterization of Nck isoform-specific
antibodies with immunoprecipitation ability. Furthermore, we
observed that the anti-Nck2 is less effective than the anti-Nck1
antibody in recognizing its appropriate target by direct West-
ern blot or immunoprecipitation (Fig. 1E). Using these strictly
specific Nckl and Nck2 antibodies, we analyzed the protein
expression of each adaptor in brain extracts from E18 and adult
mice along with PAK3 (Fig. 1F). Nck1 protein is equally abun-
dant in embryonic and in adult brain extracts. In contrast, we
observed a slightly higher expression of Nck2 and PAK3 pro-
teins in embryo compared with adult brains.

PAKS3 Interacts Preferentially with Nck2 Adaptor in Vitro and
in Mouse Brain—To compare the capacities of the two adaptors
to interact with PAK3, COS-7 cells were co-transfected with
either HA-Nck1- or HA-Nck2-expressing vectors in the pres-
ence of the FLAG-PAK3-WT plasmid. Nck proteins were
immunoprecipitated with HA antibodies, and isolated com-
plexes were analyzed for the presence of the associated FLAG-
PAKS3 proteins (Fig. 2A4). Western blot analysis showed that
specific co-immunoprecipitation of PAK3 with Nck adaptors
was four times greater with Nck2 compared with PAK3 with
Nck1 (27.6 * 2.8% for the Nck1/Nck?2 ratio) (Fig. 2B). The anti-
Nck1 and anti-Nck2 sera were then used to co-immunoprecipi-
tate PAK3 in mouse E18 and adult brain extracts (Fig. 2C).
Preimmune sera were also used as controls. Immunoprecipi-
tated Nck proteins were revealed using the pan-Nck antibody,
indicating a similar amount of Nck proteins. Surprisingly,
PAKS3 protein immunoprecipitates only with Nck2 complexes,
both in embryonic brain as well as in adult brain extracts,
although less complex is found in adult brain. PAK3 was below
the detection threshold in the Nck1 complexes, despite the fact
that the anti-Nck1 serum is more efficient than the anti-Nck2
serum at immunoprecipitating its target protein. Hence, these
results show that PAK3 preferentially forms complexes with
the Nck2 adaptor in mouse brains and that this interaction may
be particularly important during brain development. Note also
that these results are the first report of co-immunoprecipita-
tion of a PAK-Nck complex from brain tissue. We also tested
the capacity of the mental retardation mutated A365E and
R419X PAK3 proteins to interact with Nck2 in co-immunopre-
cipitation assays, and no difference was observed between these
mutated proteins compared with the wild type (Fig. 2D). This
result could be explained by the localization of the mutations
outside of the interacting region between PAK3 and Nck adap-
tors (10). However, we observed that the R67C mutated PAK3
also associated with mental retardation (36) binds less Nck2, in
agreement with the localization of the mutation proximal to the
first proline-rich domain.
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FIGURE 1. Nck adaptor expression in mouse brain. A, domain structure of PAK and Nck proteins involved in the interaction. The N-terminal part of PAK
proteins contains an SH3-binding domain located between amino acids 10 and 20. This region interacts with the second SH3 domain of Nck adaptors. The
amino acid (aa) numbering of PAK corresponds to those of the human PAK3 sequence. B, amino acid alignment of the N-terminal region of PAK proteins of
group | encoded by mouse and human genes. The amino acid sequence of the SH3-binding domain contains a conserved proline-rich motif PPXPP and two
critical residues Pro-12 and Ser-20 (numbers refer to PAK3) for Nck interaction are indicated with black and white arrows, respectively. The sequence of the P,
peptide used in the following sections, which inhibits Nck2 interaction, is underlined. C, sequence alignment of the N-terminal domains of primate, mouse,
Xenopus, and fish illustrates the phylogenic conservation of the amino extremity of the PAK3 proteins. D, mRNA quantification by quantitative-PCR shows more
Nck2 than Nck1 expression in brain. Total RNAs (2 ng) from mouse embryonic E18 brain (E78) and adult brain (AB) were subjected to quantitative RT-PCR.
Comparison with Student’s t test: **, p < 0.01, n = 4. Error bars indicate the S.E. E, characterization of the Nck sera. The two Nck isoform-specific sera were tested
for their ability to specifically recognize their targets. Lysates of COS-7 cells transfected either with HA-Nck1 or HA-Nck2 plasmids were controlled for Nck
expression by HA-Western blotting (WB) on total cell lysate (last panel), and HA-precipitated (/P HA) before being analyzed by Western blotting, using a
polyclonal HA or the pan-Nck monoclonal antibodies (7st and 2nd panels), or immune Nck1 or Nck2 sera (3rd and 4th panels). Ability for immunoprecipitation
of the two new sera was tested from similarly transfected cells, and precipitated complexes were analyzed by HA Western blotting (5th and 6th panels). F, the
two Nck and PAK3 proteins were detected in mouse brain by Western blot analysis. E18 and adult brain lysates (25 p.g of proteins) were probed with either the
Nck1 and the Nck2 antibodies or the PAK3 antibodies and B-actin antibodies for loading control. Data shown in the D-F are representative of a typical
experiment.

PAK3 Binds Nck2 Independently of Its Kinase Activity—The
main functions of PAK1 are dependent on its cycling activity

kinase dead (K297L), or constitutively active (T421E) variants
with the GST-immobilized second SH3 domain of Nckl or

that is mostly linked to its subcellular location (17-19). Follow-
ing its activation at the membrane, PAK1 autophosphorylates
and dissociates from the Nck1 complex and then returns to the
cytoplasm where it may be dephosphorylated and deactivated
(18, 19). To analyze whether the interactions of PAK3 with Nck
adaptors are dependent on the kinase activity as described for
PAK1, we compared the affinity precipitation of wild-type,
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Nck2 (Fig. 34). We found that the three PAK3 proteins (wild-
type, kinase dead, or constitutively active) were equally affinity-
precipitated by the second SH3 domain of Nck1 (relative bind-
ing compared with wild-type, kinase dead, 89.0 *= 18.0;
constitutively active, 91.1 = 23.6) and of Nck2 (relative binding
compared with wild-type, kinase dead, 92.9.% 22.1, constitu-
tively active, 115.1 = 19.5) (Fig. 3B).
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FIGURE 2. Preferential binding of PAK3 with Nck2 in vitro and in vivo. A, stronger interaction between PAK3 and Nck2 compared with Nck1. COS-7 cells were
co-transfected with plasmids coding for HA-tagged Nck1 or Nck2 with FLAG-PAK3-WT. Nck proteins were HA-immunoprecipitated (IP(HA)). The co-immuno-
precipitated PAK3 protein was revealed by anti-FLAG blotting (upper panel). Equal PAK3 expression levels in transfected cells and equal amount of immuno-
precipitated Nck proteins were controlled by Western blotting on TCL (lower panel) and immunoprecipitated proteins (IP-HA, WB HA, middle panel), respec-
tively. B, quantification of the amount of PAK3 precipitated with Nck adaptors from the experiments illustrated in A. Comparison with Student’s t test: ***, p <
0.001, n = 4. Error bars indicate the S.E. C, PAK3 co-immunoprecipitates with Nck2 but not with Nck1 from mouse brain. E18 or adult brain lysates (10 mg),
analyzed by Western blotin Fig. 1F, were immunoprecipitated with preimmune orimmune Nck1 or Nck2 sera. Immunoprecipitated Nck proteins were revealed
with the pan-Nck antibodies (WB pan Nck). Associated PAK3 proteins were revealed by Western blotting using PAK3 antibodies (WB PAK3). D, three PAK3
proteins bearing the mental retardation mutation A365E, R419Stop, and R67C co-immunoprecipitate with Nck2 with an apparent normal efficiency. COS-7
cells were co-transfected with plasmids coding for HA-tagged PAK3 mutants with FLAG-Nck2. The co-immunoprecipitated HA Nck2 protein was revealed by
anti-FLAG blotting (upper panel). Equal Nck2 expression levels in transfected cells and amount of HA-immunoprecipitated PAK3 proteins were controlled by
Western blotting on TCL (lower panel) and immunoprecipitated proteins (IP-HA, WB HA, middle panel). Data shown in the A, C, and D are representative of a

typical experiment.

To analyze whether the in vivo interactions of PAK3 with
Nck adaptors are regulated by active GTPases, COS-7 cells
were co-transfected either with the FLAG-tagged PAK3 wild-
type protein or with the kinase-dead mutant (PAK3-K297L),
together with HA-Nck1 (Fig. 3C) or HA-Nck2 (Fig. 3D), and
PAKS3 proteins were activated by co-transfecting the constitu-
tively active GFP-Cdc42-V12 GTPase or the inactive GFP-
Cdc42-N17 mutant as a negative control. Surprisingly, we
found that the Cdc42-activated PAK3 protein co-immunopre-
cipitated with Nck2 and even with Nck1 (Fig. 3, C and D). The
presence of a kinase-dead mutation in PAK3 did not modify this
interaction. Furthermore, the co-expression of the dominant
negative N17 form of Cdc42 did not further increase co-immu-
noprecipitation of PAK3 with Nck adaptors. Thus, in sharp
contrast with PAK1, PAK3 binds the Nck adaptors indepen-
dently of its activation state and kinase activity.

Serine 20 Residue of PAK3 Is Not a Phosphorylated Site—The
activation-dependent autophosphorylation of PAK1 serine 21
(white arrow, Fig. 1B) has been shown previously to be respon-
sible for suppression of the PAK1/Nck1 interaction upon PAK1
activation (18). This serine residue lies at the extremity of the
highly conserved PPXPPXRXXS consensus sequence for bind-
ing to the Nck SH3 domain (18) and is conserved among all
PAK proteins of group I, in invertebrates and vertebrates (Fig.
1B). Interestingly, the sequence of the surrounding proline-rich
domain is PAK isoform-specific, and the PAK3 amino acid
sequence of this domain is totally conserved among all verte-
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brates (Fig. 1C). We further investigated whether the homolo-
gous PAK3 serine 20 residue is indeed an autophosphorylation
site. As the serine 20 residue is located in a strong RXXS con-
sensus sequence and is likely to be phosphorylated in vitro by
several kinases, such as CaMKII, we used recombinant CaMKII
to identify the phosphorylated peptide containing the serine 20.
We generated a GST-fused recombinant peptide correspond-
ing to the N-terminal extremity (amino acids 2—49) of PAK3
and tested it in an in vitro kinase assay (supplemental data 1).
We observed that the N-terminal part of PAK3 is phosphory-
lated in vitro by recombinant CaMKII. We then generated a
nonphosphorylatable mutated form by the substitution of the
serine 20 residue. The tryptic maps of the wild-type (Fig. 4A4)
and S20E (Fig. 4B) recombinant N-terminal peptides phos-
phorylated in vitro confirm that the serine 20 residue in the
tryptic MNS**NNR peptide is phosphorylated by CaMKII in
vitro. Two-dimensional mapping of the autophosphorylated
full-length PAK3 protein (Fig. 4C), expressed in COS-7 cells
and activated by recombinant Cdc42-V12 protein, indicated
multiple autophosphorylated sites in the PAK3 protein,
whereas in the absence of active Cdc42, PAK3 does not present
any autophosphorylation, as observed previously (24, 25). How-
ever, no spot corresponding to the Ser-20-containing peptide
(black arrow) is observed in this map (Fig. 4C). The two-dimen-
sional map obtained with the full-length PAK3-S20E mutant
gave a similar pattern than the wild-type protein confirming
that the Ser-20-containing peptide was not phosphorylated.
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FIGURE 3.PAK3 binds Nck2 independently of its kinase activity. A, in vitro interaction of different PAK3 kinase mutants with the second SH3 domains of Nck1
and Nck2. WT, kinase-dead (kd), and constitutively active (ca) forms of HA-PAK3 were expressed in COS-7 cells, and lysates were incubated with recombinant
GST proteins containing the second SH3 domain of Nck1 (7st panel) or Nck2 (2nd panel). Affinity-purified (AP) PAK3 proteins and COS-7 expressed PAK3 proteins
(TCL) were revealed by Western blotting (WB) with HA antibodies. Data shown are representative of a typical experiment from three independent experiments.
Amount of GST proteins was controlled by Coomassie Blue staining. Note that the lower electrophoretic migration of the GST-Nck1-(SH3), protein is due to the
presence of an HA tag. B, quantification of the amount of different PAK3 proteins precipitated with the second SH3 domain of Nck adaptors from the
experimentsillustrated in A, n = 3. Error bars indicate the S.E. Cand D, Cdc42 activation of PAK3 does not suppress its interaction with Nck1 (C) or Nck2 (D). COS-7
cells were co-transfected with plasmids coding for FLAG-PAK3-WT or FLAG-PAK3-kd (kinase-dead), with either active Val-12 or inactive Asn-17 mutants of
GFP-Cdc42 vectors, together with HA-tagged Nck1 (C) or Nck2 (D) plasmids. Nck1 or Nck2 proteins were HA-immunoprecipitated (/P (HA)) and visualized after
HA immunoblotting (middle panels). PAK3 proteins in immune complexes (upper panels) and in TCLs were revealed by anti-FLAG immunoblotting. GTPase
expression was verified using anti-GFP antibody (data not shown). Note that activation of PAK3 by Cdc42-Val-12 induced an electrophoretic shift of PAK3-WT

protein as previously reported (25).

This was also confirmed by co-migration of peptides from the
GST-PAK3-(2-49)-WT sample mixed with those obtained
from the autophosphorylated wild-type PAK3 (data not
shown). These experiments indicate that the serine 20 residue
is not autophosphorylated upon PAK3 activation.

However, the mutation of serine 20 of PAK3 is not sufficient
to totally abrogate N-terminal phosphorylation suggesting the
presence of other phosphorylation sites targeted by CaMKII
(Fig. 4, Band D). To identify these other sites, we have mutated
all the putative phosphorylated sites of the N-terminal portion
of PAK3 (supplemental data 2) and tested their phosphoryla-
tion by CaMKII. The single mutation of the serine 4 residue is
sufficient to dramatically decrease the phosphorylation level of
PAK3 (Fig. 4D). However, this serine 4 residue present in
rodents corresponds to a glycine residue in primates (Fig. 1C).
PAK3 N-terminal peptide with a glycine 4 residue, thus corre-
sponding to a human like peptide sequence, does not appear to
be phosphorylated by CaMKII, suggesting that CaMKII does
not regulate PAK3/Nck2 interaction in primates. We also
observed using similar approaches that the serine 20 residue of
PAK3 is not phosphorylated by Akt (Fig. 4E) or PKA (Fig. 4F),
which were previously described as regulatory kinases for the
PAKI1 serine 21 residue (19, 37). Altogether, these data suggest
that the Akt, CaMKII, and PKA kinases do not regulate the
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PAK3/Nck2 interaction and that the PAK3-Nck2 complex dis-
plays unique properties compared with the complex of PAK1
with Nckl.

PAK-Nck2 Uncoupling Peptide P,, Increases eEPSC Ampli-
tude in Perfused Neurons of Acute Cortical Slices—The role of
the PAK1/Nckl interaction in cell migration, cell spreading,
atherogenesis, and angiogenesis was proved in several experi-
mental models using inhibitory peptides (17, 19, 38, 39). So we
tested whether a PAK3 homologous peptide from the first pro-
line-rich region would inhibit PAK3/Nck interaction. We
designed and synthesized a P, , inhibitory peptide, homologous
to the previously used PAK1 peptide, and corresponding to the
15-amino acid peptide SEEKPPAPPLRMNSNN?? near the
N-terminal extremity of the wild-type PAK3 protein (under-
lined in the sequence of the PAK3-N-terminal region, in Fig.
1B). We also produced a mutated version of the P, peptide that
contained a substitution of the proline 12 by alanine (A, pep-
tide, SEEKPAAPPLRMNSNN??) to be used as a negative con-
trol. The inhibitory effects of these two peptides were checked
in co-immunoprecipitation assays of PAK3 performed with
either Nckl or Nck2, and in the presence of the P,, or the A,
peptide. As shown in Fig. 54, the presence of the P,, peptide
during immunoprecipitation strongly decreased the recovery
of PAK3 with Nck2 but not with Nckl1. Quantification (Fig. 5B)
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FIGURE 4. Serine 20 residue of PAK3 is not a regulatory site. A€, two-dimensional chromatography of PAK3 peptides obtained from recombinant GST-
PAK3-(2-49) protein (A) or GST-PAK3-(2-49)-S20E protein (B), which were phosphorylated in vitro by CaMKIl, before analysis of the tryptic phosphopeptides by
two-dimensional mapping. C, two-dimensional mapping of full-length activated wild-type PAK3 protein. HA-PAK3-transfected COS-7 cell lysate was incubated
with recombinant GST-Cdc42-V12 before immunoprecipitation. The precipitate was then subjected to a kinase assay with radioactive ATP. Vertical arrows
indicate the electrophoretic direction and horizontal arrows the chromatography migration. Black arrow indicates the serine 20-corresponding peptide, and
the arrowheads show an uncharacterized phosphorylated peptide. D, phosphorylation of mutated PAK3-N-terminal proteins. The serine residues of the
PAK3-N-terminal proteins were successively mutated and tested in a CaMKII kinase assay, as described above. E, Akt phosphorylation of PAK3-N-terminal and
huntingtin as positive control. huntingtin and PAK3 recombinant peptides, visualized with Coomassie Blue staining (lower panel), were tested in an Akt kinase
assay (upper panel). F, PKA phosphorylation of PAK3-N-terminal and B-Raf as positive control. B-Raf and PAK3 recombinant peptides were tested in a PKA kinase
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assay. All data shown are representative of a typical experiment from three independent experiments.

confirmed that the P, peptide inhibits PAK3 binding to Nck2
(43.4 £ 6.2%, p = 0.0004) but not significantly to Nck1 (83.0 +
21.2%, p = 0.2988), whereas the A, peptide did not signifi-
cantly change PAK3 binding with Nck2 or Nck1 (108.3 = 2.1
and 112.4 * 16.1%, respectively). However, because this P,
peptide should interact with the second SH3 domain of Nck2,
we checked whether this interaction affects the PAK1-Nck2
complex. By co-immunoprecipitation (data not shown) and
pulldown assay (Fig. 5C), we observed that addition of the P,
peptide to cell lysate strongly decreases the binding of both
PAK1 and PAK3 to the SH3 domain of Nck2. The control pep-
tide A, does not have any effect on PAK1 and PAK3 interac-
tions with Nck2. Thus, the mimetic peptide P,, prevents the
interaction between Nck2 and the partners of its second SH3
domain, in particular PAK1 and PAK3. Once the mimetic pep-
tide specificity was confirmed toward Nck2, we could use this
peptide to clarify the role of the Nck2 complex in neuronal
signaling. To do so, the uncoupling P,, or the mutated A,,
peptide was applied through the patch clamp pipette into layer
5 pyramidal neurons while performing whole-cell recordings of
evoked excitatory post-synaptic currents (eEPSCs) in visual
cortical slices of juvenile rats (Fig. 5D). The time course of pep-
tide diffusion in layer 5 pyramidal neurons was estimated prior
to electrophysiological recordings by filling pyramidal cells
through whole-cell patches with pipettes containing a 3000-Da
dextran-FITC, a fluorescent polymer whose molecular mass is
similar to that of the P, (1666 Da) peptide. The full-length of
the apical dendrite of pyramidal cells (from the soma to the
layer 1) showed a green fluorescence signal 15-20 min after
membrane break-in (data not shown). Next, layer 5 pyramidal
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neurons were held at —80 mV (i.e. the reversal potential for
evoked inhibition under our experimental conditions), and
eEPSCs were recorded every minute for more than 1 h. A typi-
cal control eEPSC, evoked by layer 2/3 stimulation, is shown in
Fig. 5E (aCSF panel). The corresponding current wave did not
change after bath application of AP5 and picrotoxin, the selec-
tive blockers of NMDA and GABA, receptors, respectively.
However, bath application of 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfa-
moylbenzo(F)quinoxaline, a potent AMPA receptor antago-
nist, suppressed the inward current of the evoked response (Fig.
5, E and F), showing that the eEPSCs evoked under our exper-
imental conditions are strictly due to AMPA receptor activa-
tion, mainly on the apical dendrite of pyramidal neurons (30).
We found that the perfusion of the uncoupling P, peptide in
pyramidal neurons produced a robust and persistent increase in
eEPSCs amplitude (Fig. 5, G and H). This increase in eEPSCs
amplitude started 20—30 min after the beginning of the perfu-
sion (i.e. after breaking-in cell membrane) and reached a pla-
teau after 40 min (+41.8% * 7.7% between 50 and 70 min, p <
0.001, n = 4) (Fig. 5, G, black squares, and H). This delay is
consistent with the estimated peptide diffusion time course in
the apical dendrite of the recorded neuron, as mentioned above.
In contrast, the perfusion of the mutated A,, peptide failed to
produce any change in eEPSC amplitude (Fig. 5G, open dots),
thus strongly suggesting that the wild-type proline-rich peptide
P,, specifically modifies evoked excitatory post-synaptic cur-
rents through the inhibition of Nck2 signaling.

Mutation of the PAK3 Proline 12 Residue Targets the Interac-
tion with Nck2 but Not with NckI—Mutations of the second
proline residue (**PPAPPMRNTS?*!)in the first proline-rich
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FIGURE 5. Post-synaptic inhibition of the PAKs/Nck2 interaction by perfusion of the inhibitory P, , peptide induced an increase in evoked EPSC. A, P,,
peptide decreased the amount of co-immunoprecipitated PAK3 protein with Nck2 but not with Nck1. COS-7 cells were co-transfected with plasmids coding for
FLAG-PAK3-WT and HA-tagged Nck1 (left lanes) or Nck2 (right lanes). Nck proteins were HA-immunoprecipitated (/P(HA)) in the absence or the presence of 1 mm
of the P,, or the A,, peptide. Nck proteins are visualized after immunoblotting (middle panel). The co-immunoprecipitated PAK3 protein was revealed by
anti-FLAG blotting (upper panel). PAK3 expression levels in TCLs were controlled as indicated (lower panel). B, quantification of amount of precipitated PAK3
protein with Nck adaptors illustrated in A (n = 3). C, pulldown assay of PAK1 or PAK3 proteins with the GST-(SH3), domain of Nck2 in presence of the P,,
competing peptide orits A,, control peptide Lysates of COS-7 cells transfected with FLAG-PAK1 or PAK3-kinase-dead expression vector were incubated 5 min
without or with 250 um of the P, , peptide or the A, peptide before the PAK proteins were pulled down with the recombinant GST protein (20 n.g). Precipitated
proteins (left lanes) and expressed proteins in TCL (right lanes) were revealed by FLAG Western blot (WB). D, schematic representation of simultaneous patch
clamp recordings. Pyramidal neurons were targeted in layer 5 of parasagittal slices of juvenile rat primary visual cortex. Two simultaneous whole-cell patch
clamp recordings were then performed using two pipettes, one of them containing the P,, or A, peptide, whereas the second consists of control recording.
Extracellular electrical stimulations were applied in layer 2/3, on a vertical axis set at 50-70 wm from the recorded neuron apical dendrite. Evoked EPSCs
(eEPSCs) were recorded under voltage clamp at a holding potential of —80 mV. Recordings and analysis involving P,, or A, peptides were performed under
blind conditions. E, characterization of the AMPA-mediated evoked excitatory responses in layer 5 neurons. The aCSF panel represents the typical current
response obtained under control conditions after the brief extracellular stimulation (as indicated by the corresponding stimulation artifact). Bath application
of NMDA (50 um AP5) or GABA,, (50 um picrotoxin) receptor blockers had no impact on the evoked EPSC, whereas AMPA receptor blockade 2,3-dihydroxy-6-
nitro-7-sulfamoylbenzo(F)quinoxaline (NBQX, 20 um) suppressed the response. Current responses represented in this panel are means of three consecutive
individual traces. This experiment was replicated three times in different slices. F, superposition of the control eESPC (aCSF condition, black trace) with
the eEPSCs recorded under the three different conditions shown in E (gray traces). G, perfusion of the P,, peptide through the patch clamp pipette increases
the amplitude of eEPSCs recorded in layer 5 pyramidal neurons by roughly 40% (black square). In contrast, recordings performed with the noninteracting
peptide A,, (open dots) showed unmodified amplitudes during more than 1 h (n = 3 cells per condition, p < 0.001; Mann Whitney test). Note that the control
recordings (performed without any peptide in the patch clamp pipette, see E) were stable for all cells included in the data set and are not illustrated in this
figure. H, significant representation of eEPSC obtained with P,, peptide-containing recording pipette at two different times, during an early step between 10
and 20 min (upper trace) and during a later phase between 50 and 70 min (lower trace).

domain of PAK1 (black arrow in Fig. 1B), and its homologous
residue in Drosophila D-PAK protein, abolished PAK/Nck
interaction and suppressed PAK functions (16, 32). To investi-
gate the role of the interaction between PAK3 and Nck, we
constructed PAK3 mutants in which the homologous proline
12 residue (bold black on gray square, in Fig. 6A) was mutated
into alanine (PAK3-P12A) or the first 20 N-terminal amino
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acids encompassing the proline-rich domain of PAK3 were
deleted (PAK3-ANter) (Fig. 6A). First, pulldown assays were
performed with the second SH3 domains of Nckl and Nck2
(Fig. 6B), with WT or P12A mutated proteins expressed in
COS-7 cells. The P12A mutation totally abolishes the precipi-
tation of the Nck adaptors. We also observed that the P12A
mutation suppresses the interaction between PAK3 and Nckl
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FIGURE 6. Mutation of the proline 12 residue and deletion of the N-terminal part of PAK3 suppress co-immunoprecipitation with Nck2 but not with
Nck1. A, amino acid sequences of the N-terminal extremity of mouse PAK3 protein and the two mutated proteins used in this study. B, P12A mutation impairs
the affinity precipitation of PAK3 protein with the second SH3 domains of Nck1 and Nck2 fused to GST. C, mutation of the proline 12 in PAK3 does not
significantly change the interaction with Nck1. FLAG-PAK3 wild-type (wt), with the mutation P12A (P12A) or deleted for the first 20 amino acids (ANter) were
co-expressed with HA-Nck1 in COS-7 cells. Nck1 protein was HA-immunoprecipitated and the presence of PAK3 in precipitated complexes (IP(HA)) and in TCLs
was analyzed by Western blotting (WB) with FLAG antibodies. The amount of Nck1 precipitated proteins was controlled by anti-HA immunoblotting. D, relative
binding of PAK3 proteins to Nck1, quantified from three independent experiments illustrated from C and averaged. £, mutation of the proline 12 in PAK3
abolished the interaction with Nck2. PAK3 proteins were co-expressed with HA-Nck2 in COS-7 cells. Nck2 protein was HA-immunoprecipitated and the
presence of PAK3 in precipitated complexes (IP(HA)) and in TCL was analyzed by Western blotting with FLAG antibodies. The amount of Nck2 precipitated
proteins was controlled by anti-HA immunoblotting. F, relative binding of PAK3 proteins to Nck2, quantified from four independent experiments illustrated

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

in a two-hybrid assay, a result in total agreement with the pre-
viously published results obtained with Drosophila homologs
(16) as well as with human genes (supplemental data 3)(32). We
then performed co-immunoprecipitation assays in transfected
COS-7 cells expressing these different FLAG-PAK3 proteins
and either HA-Nck1 (Fig. 6C) or HA-Nck2 (Fig. 6E) proteins.
The HA-tagged Nck proteins were immunoprecipitated and
the FLAG-tagged PAKS3 proteins revealed by Western blotting.
We observed that introducing the P12A mutation or the small
N-terminal deletion had differential effects on Nckl and Nck2
binding. Whereas both mutations induced only a nonsignifi-
cant decrease in binding with Nckl (—13.7 = 9.1 and —14.5 *
9.4% for P12A and ANter mutants, respectively) (Fig. 6D), both
mutations induced a strong decrease of the interaction between
PAK3 and Nck2 (—86.4 = 9.3 and —89.2 * 4.4%, for P12A and
ANter proteins, respectively) (Fig. 6F). Among several studies
analyzing these complexes (16—19), we report here the first
experimental data showing that the mutation of the proline 12
residue suppresses co-immunoprecipitation between a PAK
protein and a Nck adaptor. Because the Nck proteins are the
only known partners of the PAK first proline-rich domain, the
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P12A mutant of PAK3 is a highly selective tool to study
the implication of PAK3/Nck?2 in biological processes.

PAK3 Acts on Spinogenesis and Synaptogenesis Indepen-
dently of Its Interaction with Nck2—Because PAK3 was
described to regulate dendritic spine formation (8, 9), we stud-
ied the role of the PAK3/Nck2 interaction on dendritic spine
maturation. PAK3-WT and -P12A expression vectors were
transfected in mouse hippocampal neurons at DIV18 and neu-
rons were fixed 3 days later. A morphological study of spine
differentiation was carried out, and protrusions were classified
into the following two categories as illustrated on Fig. 7A: filop-
odia defined as long protrusions without head or widening, and
spines defined as protrusions with a mushroom-like head or an
enlargement at the tip. No significant difference of the protru-
sion density was observed between the two constructs, com-
pared with the GFP control (Fig. 7B). Moreover, the average
length of protrusions was not significantly modified in P12A
mutant-expressing neurons when compared with PAK3-WT
or GFP-transfected neurons (Fig. 7C). We also analyzed protru-
sion density in hippocampal neurons at an early stage of differ-
entiation, after 14 days of culture in vitro differentiation, and
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FIGURE 7. PAK3 acts on spinogenesis and synaptogenesis independently
of its interaction with Nck2. A, P12A mutation did not affect spine matura-
tion. Hippocampal neurons were transfected either with GFP as control or
GFP-PAK3-WT or GFP-PAK3-P12A constructs at DIV18 and fixed at DIV21. Con-
focal images showed mature spines (arrows) and filopodia (arrowheads) at
DIV21. Scale bar represents 2 um. Band C, quantitative analysis of protrusion
density or length. No significant difference for filopodia (F) or spines (S)
between the three expressed constructs was observed. Data are means = S.E.
of measurements obtained from 8 to 11 cells (length of dendrites analyzed:
50-250 wm/cells; 1030-1800 protrusions analyzed). D, P12A mutation did
not affect synaptic density. Hippocampal neurons were transfected either
with GFP (7st panels) as control, GFP-PAK3-WT (2nd panels) or GFP-PAK3-P12A
(3rd panels) constructs at DIV18, fixed at DIV21, and immunolabeled for
PSD95 as postsynaptic marker and vGLUT1 as presynaptic marker. Confocal
images showed GFP proteins in green, PSD95 in red, and vGLUT1 in blue.
PSD95-positive spines were identified from green and red images (arrow-
head), and synapses were identified as PSD95-positive spines with adjacent
staining of vGLUT1 (arrow). Scale bar, 5 um. E, quantitative analysis of synaptic
cluster density. No significant difference was observed in PSD95-positive
spine (left histogram) or synapse (right histogram) density between the three
conditions. Data are means * S.E. of measurements obtained from 15 to 17
neurons (length of dendrites analyzed: 50-250 um/cell; 680-820 PSD-95
clusters and 230-330 synapses analyzed).
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did not find any difference between control, WT, and P12A-
expressing neurons (data not shown). To investigate the
involvement of the PAK3-Nck2 complex in synaptogenesis, we
analyzed the post-synaptic structure of DIV21-transfected neu-
rons, by imaging the PSD-95 clusters, a key scaffold protein of
the post-synaptic density of excitatory synapses (40) and the
pre-synaptic contact using vVGLUT1 as a marker (27). Interest-
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ingly, we found that expression of PAK3-WT and PAK3-P12A
proteins does not modify the density of PSD-95 clusters in den-
dritic spines (Fig. 7E, left histogram). In addition, the density of
the synapses defined as PSD-95:vGLUT1 double-positive clus-
ters were unaltered by expression of any PAK3 constructs (Fig.
7E, right histogram). Altogether, these results strongly suggest
that the interaction between PAK3 and Nck2 does not control
either the pathway involved in spine morphogenesis or synapse
formation.

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

DISCUSSION

Mutations of the pak3 gene are responsible for mental retar-
dation, indicating that PAK3 has specific synaptic functions
that, when lost or altered, cannot be compensated for by the
two other PAK proteins of the group 1. These unique functions
of PAK3 in neuronal signaling have been largely unexplored (4).
The amino acid sequence identity of PAK3 compared with the
two other members of PAK group I is strong (41), but the level
of identity drops drastically within the N-terminal region of
these kinases. Indeed, many of the first 60 amino acids of
human PAKS3 are unique to PAK3 (53 and 49% identity with
PAKI1 and PAK2, respectively) and are highly conserved among
PAK3s in the vertebrate phylum. Thus the NH, extremity
of PAK3 may support its specific functions, in particular
through interaction with Nck adaptors, the only known part-
ners of the N-terminal part of PAKs (5), because the second
proline-rich sequence PP**NP localized in the N-terminal part
of PAK1 that links with Grb2 is not conserved in PAK3 (42).
The absence of PAK3 interaction with Grb2 was verified by a
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FIGURE 8. Expression of PAK3-WT down-regulates mEPSC amplitudes in hippocampal neurons through its interaction with Nck2. A, representative
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condition; ***, p < 0.001, Mann Whitney test. D-F, sample traces, cumulative distribution and quantification of mEPSC amplitude (means = S.E.) recorded in

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

two-hybrid assay (data not shown). We showed that PAK3 is
more closely associated with Nck2 than with Nckl in brain
co-immunoprecipitates, and we demonstrated a higher affinity
of PAK3 for Nck2 than for Nckl1. This is a new specific feature of
PAKS3, because PAK1 has been shown to interact similarly with
the two adaptors (43).

We then analyzed the molecular mechanisms of PAK3 inter-
action with Nck2, by comparing them with those described for
the PAK-Nckl1 complex (13, 14, 18, 19, 32). Our results indicate
that PAK3 interacts directly with Nckl and Nck2 because the
full-length PAK3 protein precipitates with the second SH3
domain of Nck1 and Nck2 in pulldown assays, and reciprocally,
the amino part of PAK3 (the first 49 amino acids) fused to GST
precipitates with Nck1. So, the main interaction is a direct bind-
ing between the second SH3 domain of Nckl and Nck2 and the
amino extremity of PAK3. These results do not differentiate
PAKS3 from PAKI, and similar interactions are widely observed
with all PAK and Nck orthologs from Drosophila to human.
Analyzing the molecular bases of the PAK3-Nck complex, we
unexpectedly found major differences between Nck1 and Nck2
(see recapitulative Table in supplemental data 4). We observed
that the P12A mutation in PAK3 does not abolish the co-im-
munoprecipitation between PAK3 and Nckl, whereas it dis-
rupts the PAK3-Nck2 complex. In contrast, in pulldown assays,
the P12A mutation suppresses the interaction with both Nck1
and Nck2. We also confirmed that the P12A mutation sup-
presses the interaction between PAK3 and Nckl in a two-hy-
brid assay, as described previously for Drosophila homologs
(16) as well as for human genes (32). The co-immunoprecipita-
tion of the P12A mutant with Nck1 was also confirmed using a
PAK3 mutant deleted for the first 20 amino acids correspond-
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ing to the Nck-binding domain because this deletion sup-
presses the interaction with Nck2 but not with Nckl. More-
over, the mimetic peptide displays a differential effect on Nck1
and Nck2, inhibiting only the interaction with the latter. Thus,
the mutation of the second proline residue P12, the deletion of
the first 20 amino acids, and the inhibitory mimetic peptide, all
showed a minor effect on PAK3/Nck1 co-immunoprecipitation
but a strong effect on recovery of the PAK3-Nck2 complex,
indicating that interactions of PAK3 with the two adaptors are
different. To explain these results, we hypothesize that the
interaction between PAK3 and Nckl may involve a third part-
ner consolidating this interaction or may implicate other inter-
acting domains of PAK3 and Nck1. As an example, it was shown
that although the second SH3 domain of Nck1 plays an impor-
tant role in the binding with PAK1, the presence of the third
SH3 domain increases the interaction (5). However, another
type of interaction may exist as recently described for the atyp-
ical association of the Nck adaptors with Robo, a binding that
may involve multiple SH3 domains (44). The fact that the full-
length PAK3-P12A mutant does not interact in the two-hybrid
assay with the full-length Nckl protein is an argument
strengthening the hypothesis of a third partner. Another
unique property of PAK3 is that PAK3 binds Nck indepen-
dently of its kinase activity thus demonstrating that regulation
of this complex is different from that characterized for PAK1.
Indeed the PAKS3 serine 20, which is a key residue for the regu-
lation of the PAK1/Nck1 interaction (18), is neither autophos-
phorylated upon kinase activation nor is it a substrate for Akt
and PKA. Whether the PAK3/Nck2 interaction is regulated is
still unknown, and several mechanisms may be considered. For
instance, the observed dissociation of the PAK3-Nck2 complex
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FIGURE 9. Model of regulation of synaptic transmission by PAK3. Nck2 regulates glutamate receptor stabilization (center diagram). Overexpression of PAK3
titrates Nck2 and induces a decrease of the Nck2-dependent stabilization of glutamate receptors (left diagram). Conversely, perfusion of an inhibitory peptide
inhibits the Nck2-PAK3 complex, releasing Nck2 and allowing a Nck2-dependent stabilization of glutamate receptors (right diagram).

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

Whereas invalidation of Nck1 or Nck2 genes has uncovered a
large redundancy of both protein functions (49, 50), several
recent data also demonstrate independent roles for each adap-
tor (33, 44), although the involvement of a specific PAK isoform
has not been previously described. Nck2 plays specific roles in
cellular signaling and also in neuronal differentiation and in
dendritic spine formation (22, 23, 44, 51). When we analyzed
the biological role of the PAK3-Nck2 complex during dendritic
spine formation and maturation, we did not find any significant
effect when the PAK3-P12A mutant or the wild-type protein
were expressed in hippocampal neurons, at an early stage of
dendritic spine formation (DIV7,) or later during spine matu-
ration (DIV18). A first possibility could be that effects due to
disruption of the PAK3-Nck2 complex may be undetectable in
spine and synapse differentiation assays. Alternatively, the
PAK3/Nck2 pathway may regulate synaptic plasticity inde-
pendently of spine morphogenesis, an hypothesis in agreement
with the normal dendritic spine structure in PAK3 knock-out
mice (7). The two kinase-dead mutations associated with men-
tal retardation have no effect on the interaction suggesting that
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plasticity defect due to these mutations is not directly related to
the absence of the PAK3-Nck2 complex. However, the slight
decrease observed in the binding of the R67C mutant with Nck2
may be responsible for neuronal anomalies and be related to the
severity of the mental retardation in this family (36).

We report here two independent observations that indicate
that PAKs, and in particular PAK3, are involved in a down-
regulation of post-synaptic excitatory currents. Perfusion of an
inhibitory peptide in cortical pyramidal neurons increases the
evoked post-synaptic response, and conversely overexpression
of PAK3 in hippocampal neurons induces a decrease of spon-
taneous excitatory postsynaptic currents. Interestingly, trans-
genic expression of the auto-inhibitory domain of PAK and
pakl/pak3 double gene invalidation has been shown to induce
an increase of excitatory synaptic transmission (6, 52) also indi-
cating that PAKs down-regulate synaptic transmission.
Together, these data strongly suggest that PAK3 down-regu-
lates excitatory currents through its interaction with Nck2.
These results raise the question as to how this complex acts on
the dynamics of excitatory synaptic transmission. One possibil-
ity may be that PAK3 targets the ephrinB signaling through its
interaction with Nck2 whose recruitment to the C-terminal
phosphotyrosine of ephrinB after the Eph/ephrinB engagement
initiates reverse signaling (53). In particular, the ephrinB/Nck2
association permits synaptic recruitment of the scaffold protein
GIT1 to promote spine morphogenesis and synapse formation
(22). An interesting hypothesis may be that the PAK3/Nck2
interaction regulates glutamate receptor dynamics at excitatory
synapses, through regulation of signaling complexes involving
EphrinB, GIT, and other synaptic proteins (54), either by titra-
tion of Nck2 or by interfering with Nck2 function at synapse In
this model (Fig. 9), overexpression of PAK3 is responsible for
Nck2 titration and induces a decrease of the Nck2-dependent
stabilization of glutamate receptors. Conversely, perfusion of
the P, inhibitory peptide decreases the cytoplasmic binding of
Nck2 to PAK3, releasing Nck2 and allowing an Nck2-depen-
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dent stabilization of glutamate receptors at the postsynaptic
level, and leading to an increase in synaptic transmission.
Interestingly, a similar model in which Nck sequesters PAK1
to the cytoplasm was recently proposed in prolactin signal-
ing (55). In conclusion, we have shown that PAK3 forms a
signaling complex with the Nck2/Grb4 adaptor, which is
involved in the down-regulation of post-synaptic excitatory
currents.
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Background: Regulation of group I p21-activated kinases is based on dimeric conformation.

Results: PAK3a forms regulatory heterodimers with PAK1 in vitro and in vivo.

Conclusion: Heterodimerization of PAK3a and PAK1 links PAK pathways in brain.

Significance: Analyzing the molecular mechanisms of PAKs regulation could help to understand the pathophysiology of some

cancers and mental disabilities.

p21-activated kinase 1 (PAK1) and PAK3 belong to group I of
the PAK family and control cell movement and division. They
also regulate dendritic spine formation and maturation in the
brain, and play a role in synaptic transmission and synaptic plas-
ticity. PAK3, in particular, is known for its implication in
X-linked intellectual disability. The pak3 gene is expressed in
neurons as a GTPase-regulated PAK3a protein and also as three
splice variants which display constitutive kinase activity. PAK1
regulation is based on its homodimerization, forming an inac-
tive complex. Here, we analyze the PAK3 capacity to dimerize
and show that although PAK3a is able to homodimerize, it is
more likely to form heterodimeric complexes with PAK1. We
further show that two intellectual disability mutations impair
dimerization with PAK1. The b and c inserts present in the reg-
ulatory domain of PAKS3 splice variants decrease the dimeriza-
tion but retain the capacity to form heterodimers with PAK1.
PAK1 and PAKS3 are co-expressed in neurons, are colocalized
within dendritic spines, co-purify with post-synaptic densities,
and co-immunoprecipitate in brain lysates. Using kinase assays,
we demonstrate that PAK1 inhibits the activity of PAK3a but
not of the splice variant PAK3Db in a trans-regulatory manner.
Altogether, these results show that PAK3 and PAK1 signaling
may be coordinated by heterodimerization.

The p21-activated kinases (PAK)* are effectors of Rac and
Cdc42 GTPases and control cell proliferation and movement
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(1). The mammalian group I of PAK includes PAK1, PAK2, and
PAKS3 which all display a very high degree of sequence identity
and share structural and functional similarities. Their N-termi-
nal domain interacts with regulators such as GTPases through
the p21-binding domain (PBD), with Nck adaptors through the
first proline-rich sequence and with PIX guanine exchange fac-
tors through an atypical proline-rich sequence (2-5). The PBD
partially overlaps with the auto-inhibitory domain (AID). This
latter domain can be subdivided into three domains: the
dimerization domain, the inhibitory switch domain and the
kinase inhibitory segment, which directly interacts with the
kinase domain to inhibit its activity (6, 7). Mechanisms of PAK
regulation have been mainly studied for PAK1 and were shown
to be driven through the formation of dimers. Interaction
between the regulatory domain and the catalytic domain is
determinant for kinase regulation (6—-11). Dimeric assembly
positions the AID of one monomer inside the catalytic cleft of
the kinase domain of the other monomer, forcing the T-loop to
adopt an inactive conformation (6, 11). Membrane recruitment
and GTPase-binding to the PBD induce conformational
changes of the inhibitory switch domain, leading to the disso-
ciation of the dimer and cis- and trans-phosphorylations allow-
ing the activation of each partner (7, 8, 11-13). The dynamics of
the different steps appears to be very complex and may proceed
through different reaction pathways (11). This model of regu-
lation is thought to be more generally applicable to the whole
group I PAK proteins on the basis of their strong sequence
identity.

PAKS has specific functions in neuronal physiology and pak3
mutations lead to intellectual disability (ID) (14-16). PAK3 is
the only group I member whose expression is relatively
restricted to neurons whereas PAK1 is highly expressed in the
nervous system but also in other tissues (17, 18). The mamma-
lian pak3 gene contains two alternatively spliced exons called b
and c (17, 19) and encodes PAK3a (without any spliced exon)
and three splice variants referred to as PAK3b, PAK3c, and
PAK3cb. The inserts are present in the AID, and their
sequences are highly conserved during evolution, suggesting
that these splice variants support unique functions for PAK3
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(17). Unlike PAK3a, these splice variants are constitutively
active and their interaction with active GTPases of the Rac/
Cdc42 family are profoundly diminished compared with
PAK3a. Moreover, their AID cannot inhibit the kinase activity
of a PAK3a kinase domain (19). The molecular basis of the
specific functions of PAK3 and its splice variants are largely
unknown (20), and their mechanisms of regulation deserve to
be extensively studied. Mechanisms of regulation of PAK1 were
largely studied in regard to its role in cancer (21, 22) and the
basis of PAK1 regulation is dependent upon its capacity to form
dimeric complexes. In an attempt to characterize the mecha-
nisms of regulation of PAK3a and of the three PAK3 splice
variants, we analyzed, in vitro, the ability of PAK3 proteins to
form dimers and to interact with the other neuronal PAK pro-
tein, PAKI. In transfected cells, we have demonstrated the
existence of PAK3 homodimers and also heterodimeric com-
plexes between PAK1 and the four PAK3 proteins. However, we
observed a preference for heterodimeric complexes with PAK1
rather than PAK3 homodimers. In vivo, we showed that the
different pak3 mRNAs are expressed together with pakl in sin-
gle pyramidal neurons and that PAK1 and PAK3 proteins colo-
calized in dendritic spines and are both present in the post-
synaptic density (PSD) fraction. Moreover, we report that
PAK1 and PAK3 co-immunoprecipitate with each other in
mouse brain lysates. Finally, we demonstrated that PAK1/
PAKS3 heterodimers allow a trans-inhibition of the catalytic
activity of PAK3a but not of the PAK3b splice variant. Alto-
gether, our data show that PAK3 proteins form heterodimers
with PAK1 and suggest that PAKs heterodimerization can
coordinate PAK signaling and help to synchronize actin polym-
erization and spine stabilization.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Antibodies—Immunoblot and immunochemistry analyses
were performed using anti-HA (rabbit: Santa Cruz Biotechnol-
ogies and rat: Roche), anti-FLAG (rabbit and mouse: Sigma-
Aldrich), anti-PSD95 K28/43 (NeuroMab), anti-paxillin
(Upstate-Millipore), HRP-conjugated secondary antibodies
(Bio-Rad), Rabbit TrueBlot antibody (eBioscience), and anti-
rabbit-FITC-, anti-rat-TRITC-, anti-mouse-Alexa-568-, and
anti-mouse-Alexa-633-conjugated secondary antibodies (Jack-
son ImmunoResearch, Sigma, and Invitrogen). The anti-synap-
tophysin rabbit serum was previously described (23). For PAK
analysis, several commercial or homemade sera were used and
their characteristics were described in supplemental Fig. S1.
N19-PAKS3 directed against the 19-N-terminal amino acids of
PAKS3 and the N20-PAK1 directed against the 20 N-terminal
amino acids of PAK1 were from Santa Cruz Biotechnologies,
and the monoclonal antibody, named 3A12-PAK3 was from
Sigma-Aldrich. A new polyclonal antiserum directed against
the PAK3 protein was generated in rabbit (Sigma Genosys). The
ASPAAPNKEDIPPSAENA (residues 211-228) synthetic pep-
tide, common to all the mouse PAK3 proteins, was conjugated
to keyhole limpet hemocyanin before immunization. The
serum obtained was named rb-211-PAK3. The rabbit poly-
clonal antibody raised against the PAK3 exon c-encoded pep-
tide, named Ec, was previously described (17). A rabbit poly-
clonal serum, directed against the GEFTPDLY (residues
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94.-101) peptide, only present in the mouse PAK3b protein,
was similarly processed (Neosystem) and named rb-svs-
PAK3b. Two new polyclonal antisera were obtained after
immunization with synthetic peptides, unique to the mouse
PAKI1 protein (GenScript): a serum named ch-209-PAK1 was
prepared from chicken, using the LTVIPTRDVAT (residues
209 -219) peptide, and another one from rabbit, named rb-211-
PAK]1, using the VIPTRDVATSPISPTEN (residues 211-227)
peptide. PAK antibodies were affinity-purified by Ultralink col-
umn chromatography (Perbio Science).

Plasmid Constructs—The following pcDNA3-HA-based plas-
mids were previously described: pcDNA3-HA-PAK3a-WT,
-PAK3a-K297L (kinase-dead), -PAK3b-WT, -PAK3b-K297L (19),
-PAK3a-A365E, -PAK3a-R419X, -PAK3a-R67C (24), -PAK3c-
WT, -PAK3cb-WT (17). The following FLAG-based constructs
were previously described (5): pFLAG-PAK3a-WT, pFLAG-
PAK3a-K297L, pFLAG-PAKI-K299R (kinase-dead and named
pFLAG-PAKI1-KD). The plasmid encoding HA-PAK2 protein
was provided by Herma Renkema (Tampere, Finland) and the
HA-tagged wild-type PAK1 plasmid was provided by M. C. Parrini
(7). Mutagenesis was performed using procedures based upon the
QuickChange protocol (Stratagene) with the oligonucleotides
listed in supplemental Table S2. PCR on pcDNA3-HA-PAK3a-
K297L with the oligonucleotides set 1 gave rise to the
pcDNA3-HA-PAK3a-L102F-K297L plasmid. The Kpnl/Xbal
digested fragment from the pcDNA3-HA-PAK3a-L102F-K297L
plasmid was introduced in the pFLAG3S2X vector (Sigma), to
obtain the pFLAG-PAK3a-L102F-K297L plasmid. Mutagenesis
on the pFLAG-PAK3a-WT and the pFLAG-PAK3a-K297L plas-
mids using the oligonucleotides set 2 led to the pFLAG-PAK3a-
R436E-K437D and the pFLAG-PAK3a-R436E-K437D-K297L
plasmids, respectively. A fragment obtained after PfmllI digestion
of the pFLAG-PAK3a-R436E-K437D-K297L construct, was intro-
duced in the Pfmll digested pFLAG-PAK3a-L102F-K297L plas-
mid, giving rise to the pFLAG-PAK3a-L102F-R436E-K437D-
K297L plasmid. The pFLAG-PAK3a-R436E-K437D-K297L was
digested by Kpnl/Xbal and the fragment obtained was cloned in
the pcDNA3-HA vector, leading to the pcDNA3-HA-PAK3a-
R436E-K437D-K297L plasmid. PCR amplifications were per-
formed from the pFLAG-PAK3a-K297L and the pFLAG-PAK3a-
R436E-K437D using the oligonucleotides set 3. pLex and pGAD
plasmids previously were previously described (5). PCR products
were digested by BamHI/Sall and the fragments obtained were
inserted in the pLex vector to obtain the pLex-PAK3-(232—544)
plasmid (named pLex-PAK3-Cter) and the pLex-PAK3-R436E-
K437D-(232-544) plasmid (named pLex-PAK3-Cter-R436E-
K437D), respectively. PCR amplification was also performed on
pcDNA3-HA-PAKI1-K299R with the oligonucleotide set 4. PCR
products were digested by BamHI/Xbal then inserted into pLex or
pGAD vectors to obtain pLex-PAK1-(235-545) named pLex-
PAKI1-Cter and pGAD-PAK1-(235-545) named pGAD-PAKI-
Cter, respectively. The BamHI/Sall fragment PAK3a-(2-270)
from the pcDNA3-HA-PAK3a-WT was cloned in the pLex vector,
giving rise to the pLex-PAK3a-(2-270) plasmid, named pLex-
PAK3-Nter. To obtain the pGAD-PAK3-(232-544) plasmid,
named pGAD-PAK3-Cter, a PCR was performed on pcDNA3-
HA-PAK3a-K297L with the oligonucleotide set 5. PCR products
were digested by BamHI/Xbal and the insert obtained was cloned
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into the GAD vector. PCR amplifications were performed from
the plasmids pcDNA3-HA-PAK3a-L102F-K297L, pcDNA3-HA-
PAK3b, pcDNA3-HA-PAK3c, and pcDNA3-HA-PAK3cb with
the oligonucleotide set 7. PCR products digested by BamHI/Xbal
were cloned into the pGAD vector to obtain pGAD-PAK3a-(2—
270)-L102F, pGAD-PAK3b-(2-270), pGAD-PAK3c-(2-270), and
pGAD-PAK3cb-(2-270) constructs (all named Nter in place of
2-270). The BamHI/Xbal insert obtained after digestion of
the pFLAG-PAKI1-K299R plasmid (5) was inserted in the
pcDNA3-HA vector (Invitrogen) in order to obtain the
pcDNA3-HA-PAK1-K299R plasmid. The pGAD-PAK1-(2-270)
plasmid, named pGAD-PAK1-Nter was obtained by amplifying
pcDNA3-HA-PAK1 with set 6. The insert was then cloned in the
GAD vector. The GST-Cdc42-V12 prokaryotic expression plas-
mid was previously described (19). All plasmid coding sequences
obtained were confirmed by sequencing.

Cell Line and Neuron Culture, Immunocytochemistry, and
Imaging—HeLa cell cultures, primary cultures of dissociated
hippocampal neurons and transfections were previously
described (5). For HeLa cells, PAK-transfected cells were fixed
after 24 h and triple immunolabeled using FLAG, HA, and pax-
illin antibodies, followed by anti-rabbit-FITC-, anti-rat-
TRITC- and anti-mouse-Alexa-633-conjugated secondary
antibodies, respectively. At 21 days-in vitro (DIV), neurons
were fixed and labeled for native PAK proteins, using specific
PAKI1 and PAK3 antibodies, followed by anti-rabbit-FITC- and
anti-mouse-Alexa-568-conjugated secondary antibodies, re-
spectively, in the presence of Alexa-633-phalloidin to label
actin cytoskeleton. Images were acquired in a sequential mode,
as previously described (5), using a Zeiss LSM 700 confocal
microscope, equipped with 488, 555, and 639 nm lasers. Bleed-
through was checked by imaging cells labeled with a single fluo-
rophore and by acquiring dual channel images with the same
setup used for the triple-labeled cells, indicating the total
absence of overlap between the different fluorophores used.
Analysis of the PAK1/PAK3 co-localized pixels was performed
from the same focal plane acquired sequentially in the two
channels, using the RG2B co-localization plug-in of NIH
Image]J software.

Immunoprecipitation and Western Blot—24-30 h after
transfection, HeLa cells were lysed in KLB buffer as described
by Ref. 7. Cell lysates were immunoprecipitated overnight with
HA-agarose conjugate or with protein G-agarose (Sigma-Al-
drich) in the presence of the FLAG antibody. For brain immu-
noprecipitation, tissues were cut in KLB buffer (10% weight/
volume) then homogenized in a Potter-Elvehjem homogenizer.
After a centrifugation step, tissue supernatants were then incu-
bated a few hours in the presence of protein G-agarose as a
clearing step. Immunoprecipitation was then performed over-
night at 4 °C by adding protein G-agarose and appropriate PAK
antibodies. Samples were resolved by electrophoresis and
Western blotting as previously described (5). Expression of
transfected proteins was checked in each experiment by West-
ern blotting of Total Cell Lysate (TCL) samples.

Kinase Assay—The immunoprecipitates obtained from
transfected cells were resuspended in the kinase buffer (25 mm
HEPES, pH 7.4, 25 mMm MgCl,, 25 mm-glycerophosphate, 2 mm
dithiothreitol, 0.1 mm orthovanadate) and incubated in the
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absence or the presence of the active GTPase GST-Cdc42V12,
to activate the kinase activity, as previously described in
Thévenot et al., (5). Samples were then incubated in the pres-
ence of 5 uCi of [y->**P]ATP (Amersham Biosciences) for 20
min at 30 °C under agitation, in the presence of 3 ug of Myelin
Basic Protein (Invitrogen) as a substrate. Reaction was stopped
by adding SDS-Laemmli sample buffer. Boiled samples were
resolved by SDS-PAGE and incorporation of >*P was quantified
using a PhosphorImager (Amersham Biosciences).

Yeast Two-hybrid Assay, Histidine Test, and B-Galactosidase
Activity—The two-hybrid assay was applied according to
standard procedures. L40 yeasts strain (L40 Mata, Trp-1, Leu-2,
His-3, lys:(lexAop)4-HIS3, ura3:(LexAop)8-LacZ), were
co-transfected with pLex and pGAD constructs by the lithium
acetate method and transformants were grown on appropriate
selective medium. Following overnight growth on YPDA
medium, patches were replicated on plates lacking His, Trp,
and Leu for selection of diploids. Liquid B-galactosidase assay
was performed following the method of Crouin et al. (25). In
each experiment, the quantification of the interaction between
the PAK3a-Nterminal domain and the PAK3-Cterminal
domain constitutes the 100% reference for all other tested
interactions.

Single Cell RT-PCR on Cortical Neurons—Experiments were
performed as previously described (26). Briefly, layer V visual
cortex neurons of 3-week-old rats were patched and following
whole cell recording to identify neurons, as much cytoplasm as
possible was aspirated into the patch pipette. The cytoplasm
was added to a reverse-transcription mix and processed for first
strand elongation for three hours at 48 °C. The RT products
were then amplified by two successive rounds of PCR. First, a
multiplex PCR was performed directly in the same tubes by
adding 90 ul of the PCR mix. This mix contained pairs of prim-
ers that hybridize with similar Tm. A second specific amplifi-
cation was then performed in several parallel PCRs, using 1 ul
of the PCR1 products (in 25 ul final PCR volume) and one
primer set. PCR products were analyzed after electrophoresis in
ethidium bromide containing agarose gels. Primer sequences
are described in supplemental Table S2 and in Ref. 17.

Synaptosome Extraction and PSD Purification—Mice brains
were cut in small pieces and resuspended in 5% (weight/vol-
ume) of resuspension solution A (5 mm Hepes, 320 mm sucrose,
150 mm NaCl, 2 mm EDTA, pH 7.4, and protease and phospha-
tase inhibitors), as described in Ref. 27 (see supplemental Fig.
$3). Homogenization of tissues was performed by a Precellys
tissue homogenizer. The TBL was centrifuged to give the P2
fraction, according to the protocol of Ref. 28. P2 was then resus-
pended in a small volume of solution B (320 mm sucrose, 1 mm
NaHCO; with protease and phosphatase inhibitors), which was
then mixed with 15 ml of 14% Ficoll (GE Healthcare). This
preparation was loaded below a 7.5% Ficoll solution. Both Ficoll
solutions were diluted in solution A. Gradients were centri-
fuged during 1 h at 80,000 X g. Synaptosomes migrated at the
interface between both the two Ficoll solutions, so this cream-
colored band was collected. Synaptosomes were diluted in B
solution, and the obtained volume was half diluted with solu-
tion C (12 mm Tris pH 8.0, 1% Triton X-100 with protease and
phosphatase inhibitors). The preparation was incubated 15 min
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inice then centrifuged 20 min at 32,800 X g. The pellet contain-
ing the PSD fraction was resuspended in a small volume of
Kreb’s buffer (20 mm Hepes, 10 mm glucose, 1.2 mm NaH,PO,,
1.3 mm MgCl,, 1.2 mMm CaCl,, 5 mm KCl, 145 mm NaCl, 2 mm
EDTA, with protease, and phosphatase inhibitors). All the col-
lected fractions were then analyzed by Western blotting using
appropriate antibodies.

Animal Experimentation—All experiments were conducted
under appropriate biological containment in accordance with
European Communities Council Directive (CEE 86/609) for
animal care and experimentation, and were conducted follow-
ing the guidelines of the animal facility in Orsay (France)
approved by the national direction of veterinary services
(Direction des Services Vétérinaires, France, agreement no.
B91-471-104).

RESULTS

PAK3a Forms Homodimers—Crystallographic analysis and
co-immunoprecipitation assays showed that PAK1 forms
homodimers (6, 7). Since PAK1 and PAK3 possess a high
sequence identity and share an overall similar structure (Fig.
1A), we first asked whether PAK3 may form homodimers like
PAK1 does. The ability of PAK3a to form dimers was tested by
a co-immunoprecipitation assay. HeLa cells were co-trans-
fected with HA- and FLAG-tagged PAK3a constructs. As a con-
trol, cells were transfected by HA-or FLAG- PAK3 plasmids
alone or with empty vectors. To bypass the problem of dissoci-
ation of the dimers following PAK activation, we chose to work
with kinase-dead (KD) constructs (PAK3-K297L and PAKI1-
K299R) as previously performed for PAK1 (7). The mutation of
the PAK3 lysine 297 residue that is homolog to the lysine 299 in
the PAK1 protein, totally inactivates the kinase activity of PAK3
(19). Co-immunoprecipitated proteins were revealed by West-
ern blot analysis with anti-FLAG antibodies on HA-precipi-
tates. As shown in Fig. 1B, the FLAG-PAK3 protein is present in
the HA-immunoprecipitated complex, demonstrating that
PAK3a is able to form homodimers in co-transfected cells.
Specificity of the signal was verified with the absence of co-
immunoprecipitated protein in experiments from single-trans-
fected cells, and from cells co-transfected with an HA or FLAG
empty vector and a corresponding tagged PAK3 plasmid (Fig.
1B, fourth and fifth lanes). It was previously shown that in PAK1
the Leu-107 residue in the Inhibitory Switch domain and the
Arg-Lys-438—439 residues in the large lobe of the kinase
domain are involved in the molecular interaction between the
N-terminal regulatory domain and the catalytic C-terminal
domain and their mutation disrupts the dimeric complex (6, 7).
We introduced the homolog mutations L102F and R436E-
K437D, alone or together, in the pak3 coding sequence (see Fig.
1A) and tested the capacity of the mutated proteins to dimerize
(Fig. 1C). The Western blot analysis indicates that mutation
L102F present on only one monomer was sufficient to strongly
reduce the interaction (4.84 * 2.00% of PAK3a homodimer)
(Fig. 1D). Present in both partners, L102F totally suppressed the
interaction (0.68 * 0.39% of PAK3a homodimer). The double
mutation R436E-K437D in the catalytic domain of one partner
also decreased the co-immunoprecipitation (51.08 £ 2.34% of
PAK3ahomodimer) but to a lesser extent than the L102F muta-
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tion. The presence of the mutation R436E-K437D in both
partners strengthened the effect of a single mutation (25.36 +
5.88% of PAK3a homodimer). Moreover, the presence of the
mutations L102F and R436E-K437D in one PAK3 protein
totally abrogates dimer formation (1.39 *= 0.8% of PAK3a
homodimer). These results show that L102 and R436-K437 res-
idues are strongly involved in PAK3 dimer formation. To define
the precise domains involved in the complex formation, a two-
hybrid assay was performed with the N-terminal moiety and
the C-terminal moiety of PAK3 fused to the Lex binding
domain or the GAD transactivation domain. Protein interac-
tions were observed on selective medium devoid of histidine
(histidine test) and quantified by measure of B-galactosidase
activity. Double transfected yeasts that co-expressed N-termi-
nal and C-terminal moieties displayed a significant growth on
selective media and a high -galactosidase activity, indicating a
strong interaction between the N-terminal and the C-terminal
domains of PAK3a (Fig. 1E). In contrast, interactions between
two N-terminal moieties of PAK3a and between two C-termi-
nal moieties of PAK3 were very weak referred to the interaction
between the N-terminal and C-terminal parts of the protein:
419 * 1.39% for PAK3a-Nter/PAK3a-Nter interaction and
345 = 1.15% for PAK3-Cter/PAK3-Cter interaction. The
L102F or the R436E-K437D mutations both strongly decrease
the N-terminal/C-terminal interaction (L102F: 17.06 = 5.68%;
R436E-K437D: 1.22 = 0.40%). Taken together, these data show
that PAK3a forms homodimers via a strong N-terminal/C-ter-
minal interaction, leucine 102, arginine 436, and lysine 437
being critical residues for this complex.

PAK3a Forms Heterodimers with PAKI—Given that PAK1
and PAKS3 share a very high level of sequence identity, we won-
dered whether PAK3a can form heterodimers with PAKI.
Because PAK1 and PAKS3 proteins can form heterodimers only
if they localize in the same subcellular regions, we analyzed
their co-localization, in particular in focal adhesions whose
structure and reorganization are highly regulated by PAKs (4).
HelLa cells were co-transfected with FLAG-tagged PAK3a-KD
and HA-tagged PAKI-KD expressing plasmids (Fig. 2A4).
Immunolabeling was performed using FLAG and HA antibod-
ies to detect PAK3 and PAK1 proteins, respectively, and paxillin
antibody to detect focal adhesions. We observed that the
PAK3a and PAK1 proteins colocalize (Fig. 24, right panel), and
colocalize also with paxillin in the focal adhesions at the edge of
the cell.

Thus, since these proteins were localized in the same cel-
lular structures, we examined whether they could form het-
erodimers by a co-immunoprecipitation assay. As men-
tioned above, since PAK activation may interfere with the
capacity to form dimers (7), we tested interaction with
kinase-dead proteins. HeLa cells were co-transfected with
plasmids encoding differentially tagged PAK3a-KD or
PAK1-KD (Fig. 2B) and a co-immunoprecipitation assay
revealed that PAK3a could form homodimers. Interestingly,
significantly higher levels of heterodimers were formed with
PAK]1 (Fig. 2B). Comparison of the ratio co-immunoprecipi-
tate/precipitate intensity reveals that PAK3a interacts about
7-fold more with PAKI1 than with itself (674.71% of
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FIGURE 1. PAK3a forms homodimers. A, structure of the PAK3 protein indicating location of interaction mutations. B, PAK3a co-immunoprecipitates with
itself. Lysates of Hela cells transfected with empty HA- or FLAG vectors (empty v.) or with plasmids encoding HA-PAK3a-KD, FLAG-PAK3a-KD, or both, were
HA-precipitated (/P HA). Total cell lysates (TCL) were controlled using the corresponding antibodies as indicated (third and fourth panels). HA-precipitated
proteins were revealed by anti-HA Western blotting (second panel) and the co-immunoprecipitated PAK3a proteins were revealed by anti-FLAG Western
blotting (first panel). Images shown are representative of three independent experiments. C, characterization of PAK3a mutations that disrupt the dimer. All
PAK3a constructs carry the K297L (KD) mutation that inactivates the kinase domain. HA or FLAG-tagged PAK3a-WT, -L102F or -R436E-K437D plasmids were
co-transfected in Hela cells before HA-precipitation (/P HA) and Western blotting using FLAG antibody (co-immunoprecipitates, first panel) or HA antibody
(immunoprecipitates, second panel) as indicated. Levels of FLAG-PAK3a proteins in TCL were controlled by anti-FLAG immunoblotting (third panel). Images
shown are representative of three independent experiments. D, amount of FLAG-PAK3a proteins co-immunoprecipitated compared with the amount of
HA-immunoprecipitated PAK3a proteins in three experiments. Results are expressed relative to the PAK3a/PAK3a interaction. Comparison with Student’s t test:
*** p <0.001, n = 3.E, PAK3a interaction involves a strong Nter/Cter interaction as demonstrated with the two-hybrid assay. Yeast growth on histidine minus
media (histidine test) indicates a protein-protein interaction (+). B-Galactosidase activity was expressed relative to the PAK3a-Nter/PAK3a-Cter interaction.
Comparison with Student’s t test: ***, p < 0.001,n = 3.

PAK3a homodimer * 224.90) (Fig. 2C). In contrast, PAK1 We then compared co-immunoprecipitation between wild-
forms similar amounts of homodimers (431.22% of PAK3a type and kinase-dead proteins (Fig. 2D). Controls with empty
homodimer * 143.74) than heterodimers. vectors verified the specificity of the assay (first two lanes). We
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FIGURE 2. PAK3a forms heterodimers with PAK1. A, PAK1 and PAK3 colocalize at focal adhesions of Hela cells. FLAG-PAK3a-KD and HA-PAK1-KD plasmids
were transfected in Hela cells. Immunolabeling was performed using FLAG and HA antibodies to detect PAK proteins and paxillin antibodies to identify focal
adhesions. The PAK1/PAK3 colocalized pixels are shown (right). B, PAK3a co-immunoprecipitates with PAK1. HA- and FLAG-tagged PAK3a-KD and PAK1-KD
plasmids were co-transfected in HelLa cells then cell lysates were HA-precipitated (IP HA). The co-immunoprecipitated PAK proteins were revealed by anti-FLAG
Western blotting (first panel). HA-precipitated proteins and TCL were controlled using the corresponding antibodies as indicated (second and third panels,
respectively). Images shown are representative of three independent experiments. C, amount of FLAG-PAK proteins co-immunoprecipitated compared with
the amount of HA-precipitated PAK proteins. Results are expressed relative to the PAK3a/PAK3a interaction. Comparison with Student’s t test: NS, p > 0.05; ***,
p < 0.001, n = 3. D, wild-type PAK isoforms interact together. Cells were co-transfected with HA-PAK1-K,, and FLAG-PAK3a-KD (third lane), HA-PAK1-KD, and
FLAG-PAK3a-WT (fourth lane), and HA-PAK1-WT and FLAG-PAK3a-WT (fifth lane). HA-proteins were immunoprecipitated (second panel) and co-immunopre-
cipitated FLAG proteins were visualized by anti-FLAG Western blotting (first panel). Co-transfection of PAK1 with empty vector (empty v.) was done as control
(first two lanes). Images shown are representative of three independent experiments. £, analysis of the PAK1/PAK3a interaction using the two-hybrid assay.
Yeasts growth on histidine minus media indicated a protein-protein interaction (+). B-Galactosidase activity was expressed relative to the PAK3a-Nter/PAK3a-
Cter interaction. Comparison with Student’s t test: NS, p > 0.05; *, p < 0.05; ***, p < 0.001; n = 3.

observed that the interaction between PAK1 and PAK3a is
maintained for wild-type partners, demonstrating that this
interaction is not abrogated by phosphorylation. On the con-
trary, we observed that PAK3a-WT co-immunoprecipitates
more with PAK1-KD than the PAK3a-KD does. This suggests
that, in contrast to that what previously reported for PAK1 (7),
the wild-type PAK3a protein more easily forms heterodimers
than the inactive protein, and that the regulation of dimer sta-
bility by autophosphorylation may differ for the different PAK
isoforms.

Using a two-hybrid assay, we observed that the PAK3 C-ter-
minal domain strongly interacts with the PAK1 N-terminal
domain of its partner, and reciprocally, contributing to het-
erodimer formation (Fig. 2E). The L102F and R436E-K437D
mutations also disrupted heteromeric interaction between
PAK3a and PAK]1, as analyzed by the two-hybrid assay. Note
that the quantitative difference observed between PAK3a/
PAK3a homodimers and PAK3a/PAKI1 heterodimers in the co-
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immunoprecipitation assay was not observed in the two-hybrid
assay, suggesting that preferential heteromeric conformation is
supported by properties dependent on full length structure.
Altogether, our results indicate that, in transfected cells, the
two proteins PAK1 and PAK3 localized and that PAK3a prefer-
entially forms heterodimers with PAKI.

Intellectual Disability Mutations Differentially Affect PAK3
Dimerization—To date, five mutations in the pak3 gene coding
sequence have been identified in patients with a non syndromic
form of ID (reviewed in Ref. 20). Because we demonstrated that
PAKS3 preferentially forms heterodimers with PAK1, we won-
dered if these ID mutations could affect dimerization. We
tested the R67C mutation previously described to decrease
both the Cdc42 binding and the induced PAK3 activity, and two
other mutations located in the C-terminal moiety, one mis-
sense mutation (A365E) and one nonsense mutation (R419X),
that were both shown to abrogate PAKS3 kinase activity (Fig. 3A)
(24). HeLa cells were co-transfected with FLAG-PAKI1-KD in

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 30089

2102 '€ Joquiaidas uo ‘TT ANS-SI¥Vd JLISHIAINN ¥e B10°ogl-mmm woly papeojumod


http://www.jbc.org/

PAK Heterodimers in Brain

A Intellectual disability mutations
R67C A365E R419X

b

f

PAK3 0 )PBDIAID J

K297L
FLAG-PAK1- - K299R
HA-PAK3a- K297L K297L WT A365E R419X R67C
PAK1 R—— L e — ——
(WB FLAG) ’ - .
1P HA
PAK3a —™ -- ———— -
(WB HA)
—_ —
PAKT — S a—— || ]
(WB FLAG)
C NS
NS .
100 4
£ 80
e
®
a 60
a
8 40
20 |
0.
FLAG-PAK1- - K299R

HA-PAK3a- K297L K297L WT  A365E R419X RE7C

FIGURE 3. Two intellectual disability mutations of PAK3 affect their
dimerization properties. A, location of three mutations responsible for intel-
lectual disability. B, the A365E and R419X mutations affect the capacity to
form heterodimers. Hela cells were co-transfected with FLAG-PAK1-KD and
HA-tagged PAK3a-KD, -WT, -A365E, -R419X, or -R67C. Co-immunoprecipi-
tated proteins were revealed using FLAG antibodies (first panel) and HA-im-
munoprecipitated proteins (/P HA) were controlled by anti-HA labeling (sec-
ond panel). Expression of FLAG PAK1 protein was controlled on TCL by an
anti-FLAG Western blotting (third panel). Image shown is representative of
three independent experiments. C,amount of FLAG-PAK1 proteins co-immu-
noprecipitated compared with the amount of HA-precipitated PAK proteins,
in the experiment illustrated in B. Results are expressed relative to the PAK1/
PAK3-WT interaction. Comparison with Student’s t test: NS, p > 0.05; ***, p <
0.001,n = 3.

the presence of either HA-tagged PAK3 plasmids PAK3a-WT,
-KD, -A365E, -R419X, and -R67C. Cell lysates were HA-immu-
noprecipitated and the co-immunoprecipitated PAK1 proteins
were revealed using FLAG antibodies (Fig. 3B). Concerning ID
mutations, the R67C mutation did not affect the PAK1/PAK3
interaction. In contrast, the A365E and R419X PAK3 mutations
dramatically decreased PAK1/PAK3 complex formation. Thus,
PAK3 ID mutations of the Ala-365 residue and C-terminal
deletion from Arg-419 residue are directly responsible for the
loss of dimerization with PAK1.

PAK3 Splice Variants Still Form Heterodimers with PAK1—
The b and c inserts are located between amino acids 92 and 93
atthe N-terminal part of the inhibitory switch domain (Fig. 44),
which is proximal to the dimerization segment and the Leu-102
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FIGURE 4. PAK3 splice variants form heterodimers with PAK1. A, sche-
matic representation of the PAK3 protein indicating the location of the b and
cinserts. B, presence of inserts decreases dimer formation. All the PAK1 and
PAK3 expressed proteins carry the kinase dead mutation (KD). FLAG-tagged
PAK3a-KD or PAK1-KD plasmids were transfected in HeLa cells in the presence
of HA-tagged PAK3-KD-encoding variants. Cell lysates were HA-precipitated
(IPHA). The co-immunoprecipitated PAK proteins were revealed by anti-FLAG
Western blotting (first panel). HA-precipitated proteins and TCL were con-
trolled using the corresponding antibodies as indicated (second and third
panels, respectively). Images shown are representative of three independent
experiments. C, quantification of the amount of FLAG-PAK3a-KD or FLAG-
PAK1-KD proteins co-immunoprecipitated in the experiment illustrated in B,
relative to the amount of HA-immunoprecipitated PAK3 proteins. Compari-
son with Student’s t test: **, p < 0.01; *** p < 0.001,n = 3.

residue involved in dimer stability (6, 7, 17). We thus wondered
whether PAK3 splice variants could also form dimers and
tested this using a co-immunoprecipitation assay (Fig. 4B).
Cells were transfected with plasmids expressing FLAG-tagged
PAK3a-KD or PAK1-KD in the presence of HA-tagged PAK3
splice variants in their kinase-dead forms. Interestingly, we
observed that the presence of the b and c inserts dramatically
decreased their co-immunoprecipitation with PAK3a com-
pared with that of PAK3a with itself (Fig. 4, B and C). We fur-
ther observed that the three splice variants were able to co-
immunoprecipitate with PAK1 about 5-fold less than PAK3a
does with PAK1. However, the level of splice variant dimeriza-
tion with PAKI1 is equivalent to that of PAK3a dimerization
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with itself (Fig. 4, B and C). Two-hybrid analysis confirmed that
the presence of the insert in the N-terminal part of PAK3 pro-
tein fused to GAD bait decreases the interaction with the C-ter-
minal moieties of PAK1 and PAKS3 fused to Lex, suggesting that
the inserts strongly modify structures involved in dimer forma-
tion (supplemental Fig. S4). In transfected mammalian cells,
PAKS3 splice variants (PAK3sv) were relatively impaired in their
capacity to form dimers with PAK3a, but they retained their
capacity to form heterodimers with PAKI. Interestingly, in
both cases, relative to PAK3a-PAK3a, the decrease of dimer
formation was more pronounced for PAK3sv-PAK3a (more
than 10-fold) than for PAK3sv-PAK1 (3-5-fold), suggesting
that in vivo, PAKS3 splice variants heterodimerize with PAK1.

PAK3 and PAKI Form Complexes in Brain—One required
condition for heterodimer formation is the expression of tran-
scripts coding for the two partners in the same cell. To test this,
we investigated whether pakl mRNA and the different pak3
transcripts are co-expressed in a neuron by single cell RT-PCR.
Pyramidal neurons of the visual cortex layer V of juvenile rat
were patched and the cytoplasm was aspirated to be processed
for RT-PCR with specific primers that amplified pak!l tran-
scripts, all the pak3 transcripts (indicated as PAK3s) or each
pak3 splice variant, ie a, b, ¢, cb variants as previously
described (17, 26) (Fig. 5A). Actin was used as control, to attest
the ability of the ¢cDNA amplification from each sample.
Among the actin-positive neurons (n = 37), 26 were positive for
pakl and 11 for pak3. Importantly, all of the pak3 positive cells
were also positive for pakl transcripts. Among pak3 positive
neurons, 5 expressed pak3a, 4 expressed pak3b and 2 expressed
pak3a and pak3cb. As an illustration, we show here (Fig. 5B)
three neurons, positive for at least one pak3 transcript, indicat-
ing that a single neuron could express different pak3 tran-
scripts. These results show that in a single neuron, both paki
and pak3 genes are expressed and also that several pak3 splice
variants can be co-expressed.

To go further, we analyzed PAK1 and PAK3 localization by
immunofluorescence and biochemical fractionation. PAKs
immunofluorescence was performed on hippocampal neurons
after 21 days of in vitro differentiation using specific antibodies
as described in supplemental Fig. S1. PAK3 labeling shows an
enrichment of PAK3 proteins in dendritic spines which are
enriched in actin, as observed by Phalloidin labeling (Fig. 5C,
second and third panels), a result previously described (29 -33).
PAK]1 labeling displays a more widespread distribution in the
dendritic shaft, but is also detectable in certain dendritic spines.
However, we observed clear colocalization of PAK1 and PAK3
in some spines (Fig. 5C, fourth panel, white arrows), indicating
that in some functional domains of neurons, PAK1 and PAK3
proteins colocalize.

We then asked whether PAK1 and PAK3 proteins were
enriched in the same subcellular domain in particular in the
post-synaptic densities where PAK1 and PAK3 were described
to localize (32). Synaptosomes were isolated from mice brain
lysates on Ficoll-sucrose gradient and the postsynaptic densi-
ties (PSD) fractions were purified by Triton-X100 treatment
(supplemental Fig. S3) as described (27). The different fractions
obtained were analyzed by Western blot using the PAK anti-
bodies characterized in supplemental Fig. S1, and as controls,
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the pre-synaptic marker synaptophysin and the post-synaptic
marker PSD-95 (Fig. 5B, two lower panels). Results showed that
synaptophysin was highly enriched in the synaptosomal frac-
tion and completely absent from the PSD fraction. By contrast
and as expected, PSD-95 is almost completely recovered in the
PSD fraction. We observed that PAK1 was enriched in the syn-
aptosomal fraction and was also present in the PSD fraction
whereas PAK3 is present at a low level in the synaptosomal
fraction and is highly enriched in the PSD fraction. These data
are in agreement with the immunolabeling results indicating a
more restricted localization of PAK3 in dendritic spines. The
different PAK3 splice variants segregate differentially in post-
synaptic fractions, the PAK3b splice variant being particularly
enriched in PSD whereas the splice variants containing exon
c-encoded insert are enriched in synaptosomes. Thus PAK1
and the different PAK3 proteins partially co-purified in the PSD
fraction from adult mouse brain.

We next investigated whether dimers exist in the mouse
brain between the two endogenous proteins by co-immunopre-
cipitation using specific immunoprecipitating antibodies (sup-
plemental Fig. S1) and pak3 knock-out mouse brains as control.
PAKI1 protein was equally detected in both models (Fig. 5E,
third panel, and 5F, fourth panel) and equal amount of immu-
noprecipitated PAK1 proteins were detected in brain lysates
from wild-type mice and pak3 KO mice (Fig. 5F, second panel).
On the other hand, PAK3 protein was only detectable in WT
animals (Fig. 5E, fourth panel, and 5F, third panel), as expected
(30). We detected PAK1 protein in the PAK3 immunoprecipi-
tate from wild-type mice and not from pak3 KO mice (Fig. 5E,
first panel). In the reverse experiment, we detected PAK3 pro-
tein in the PAK1 immunoprecipitated from wild-type mice,
while no signal was detected from pak3 knock-out mice (Fig.
5F, first panel). Thus, using pak3 knock-down mice as a nega-
tive control and specific immunoprecipitating antibodies, we
demonstrated by co-immunoprecipitation assays that endoge-
nous PAK1 and PAK3 proteins form heterodimers in mouse
brain. To resume, PAK3 and PAK1 are co-expressed in single
neurons, and to some extent, colocalize in dendritic spines, co-
purify in post-synaptic densities and co-immunoprecipitate in
mouse brain demonstrating that endogenous PAK1 and PAK3
proteins form heterodimers in neurons.

PAK3a Is Regulated by Heterodimerization—Since PAK3 can
dimerize, and PAK1 is regulated by its homodimerization, we
wondered whether PAK3 heterodimerization regulates its own
kinase activity. We developed a multi-step assay in which we
first immunoprecipitated a PAK1/PAK3 complex. The co-im-
munoprecipitated material was divided into two equal aliquots,
the first one being directly tested for its kinase activity while the
second being incubated with active recombinant Cdc42
GTPase, before testing for its kinase activity. In both cases only
the activity of the co-immunoprecipitated protein was meas-
ured since the precipitated protein was a kinase-dead mutant.
We verified for the presence of immunoprecipitated and co-
immunoprecipitated proteins by Western blot (Fig. 6, A and B)
and the dissociation of the dimers following activation by
Cdc42 (data not shown), as previously described (7). Kinase
activity was analyzed by measuring the incorporation of y->*P
in myelin basic protein (MBP) as a substrate. The comparison
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FIGURE 5. PAK3 and PAK1 are coexpressed in single neurons, colocalize in dendritic spines, co-purified with the postsynaptic density, and co-
immunoprecipitate in brain extracts. A, schematic representation of the location of the different PAK3 oligonucleotides used for single-cell RT-PCR. Forward
and reverse oligonucleotides are indicated by arrows. Primers were chosen near or within the exons 2-3 portion to detect all the PAK3 cDNAs (1), and at
exon/exon junction to specifically detect PAK3a (2), PAK3b (3), PAK3c (4), and PAK3cb (5) cDNAs. B, PAK3 and PAK1 are co-expressed in single neuron. RNAs
from single pyramidal neurons were extracted and RT-PCR was performed using the different primer sets. Actin amplification was used as control (panel 7).
Specific primer sets were used for PAK1 (first panel), all PAK3s (second panel), PAK3a, b, ¢, cb (third to sixth panel). C, PAK3 and PAK1 partially colocalize in
dendritic spines of differentiated hippocampal neurons. Endogenous PAK proteins were immunolabeled with rb-211-PAK1 antibodies (first panel) and mono-
clonal 3A12 PAK3 antibodies (second panel). Dendritic spines were visualized by Alexa-633-phalloidin labeling (third panel) on dissociated hippocampal
neurons at DIV21. On the PAK1/PAK3 colocalization image (fourth panel), white arrows indicate some spines where PAK1 and PAK3 proteins are co-expressed.
Scale bar, 2 um. D, PAK3 and PAK1 partially co-purify with some synaptosomal fractions as shown by Western blots of the different fractions purified from brain
lysates. TBL from adult mice brain were fractionated to obtain the second pellet (P2) fraction, the synaptosomal fraction (Syn) and the postsynaptic densities
(PSD) fraction. The same amount of protein was loaded for each fraction. The different fractions were probed with either the N20-PAK1 antibodies specific for
PAKT1 (first panel), the rb-211-PAK3 antibodies that recognized the PAK3s proteins (second panel), the rb-svs-PAK3b antibodies specific for PAK3b variant (third
panel), the Ec antibodies that recognized the PAK3c and PAK3cb variants (fourth panel). Western blots with the synaptophysin antibodies as a presynaptic
marker (fifth panel), and the PSD-95 antibodies as a postsynaptic density marker (sixth panel) confirm quality of tissue fractionation. Images shown are
representative of three experiments. £, PAK1 co-immunoprecipitates with PAK3. TBL were prepared from adult wild-type mice (WT) and as a negative control,
from pak3— mice (KO). In TBL, PAK1, and PAK3 proteins were detected by immunoblotting using the N20-PAK1 antibodies (third panel) and the N19-PAK3
(fourth panel), respectively. PAK3 proteins were immunoprecipitated with the N19-PAK3 sera (second panel) and co-immunoprecipitated PAK1 proteins were
detected with ch-209-PAK1 (first panel). F, PAK3 co-immunoprecipitates with PAK1. TBL were processed as for E, to analyze PAK3 (third panel) and PAK1 (fourth
panel) expression. PAK1 proteins were immunoprecipitated using the N20-PAK1 antibodies (second panel) and co-immunoprecipitated PAK3 proteins were
then detected with the rb-211-PAK3 sera (first panel). Images shown are representative of two experiments.
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FIGURE 6. PAK1 regulates PAK3 activity through heterodimerization. A, control of PAK expression. HA-tagged PAK3a-WT and PAK3b-WT plasmids were
transfected in Hela cells, and cell lysates were HA-immunoprecipitated (/P HA), then the amount of PAK3 proteins was determined using HA antibodies. B,
control of co-immunoprecipitation of PAK3s proteins with PAK1. FLAG-PAK1-KD plasmid was transfected in Hela cells alone or in the presence of
HA-PAK3a-WT or HA-PAK3b-WT. Cell lysates were FLAG-immunoprecipitated (/P FLAG) then the amount of PAK1 proteins was determined using FLAG
antibodies (second panel). The co-immunoprecipitated PAK3a-WT and PAK3b-WT proteins were revealed by HA blotting (WB HA, first panel). TCLs were
controlled using the HA antibody (third panel). C, PAK3a displays an inducible kinase activity whereas PAK3b possesses a constitutive activity. Catalytic
activity of HA-PAK3a-WT; HA-PAK3b-WT and FLAG-PAK1-KD previously obtained by immunoprecipitation was tested in the presence or in the absence
of recombinant Cdc42-V12. D and E, catalytic activity of complexed or dissociated PAK3 proteins. HA-PAK3a-WT (D) or HA-PAK3b-WT (E) obtained by co-
immunoprecipitation (B, first panel) was analyzed after incubation with or without recombinant Cdc42-V12 protein. Images shown are representative of

three experiments

between the kinase activities of the two fractions with or with-
out the GTPase reflects the level of inhibition of the co-immu-
noprecipitated partner in the non-dissociated complex. To do
this, HeLa cells were co-transfected with FLAG-PAK]1 kinase-
dead and HA-PAK3a or -PAK3b wild type plasmids. Immuno-
precipitation and Western blot analysis were performed with
appropriate tag antibodies as indicated in Fig. 6B. A control was
performed to confirm that PAK3a-WT has a catalytic activity,
only in presence of Cdc42-V12, whereas PAK3b is constitu-
tively activated as previously published (17, 19) (Fig. 6C, first
panel). Kinase assay with the inactive kinase-dead PAK1 pro-
tein indicated the background of the test likely due to other
kinases co-immunoprecipitated with the PAK complex (Fig.
6C, second panel). When PAK3a is associated with PAK1, its
activity is inhibited and this inhibition is relieved after activa-
tion by Cdc42 (Fig. 6D). On the contrary, we did not observed a
Cdc42-dependent increase of MBP phosphorylation upon dis-
sociation of PAK1-KD/PAK3b dimer suggesting that PAK3b is
not inhibited in dimers (Fig. 6E). These results strongly suggest
that heterodimerization with PAK1 regulates PAK3a activity
but not activities of splice variants.

AUGUST 31,2012+VOLUME 287+NUMBER 36

DISCUSSION

Molecular Mechanisms of Regulation of PAK3—Kinase
dimerization is a key regulatory mechanism in the kinome. A
large range of scenarios exist in life and the importance of
kinase dimerization was recently highlighted in relation to
pathophysiology (34). Dimerization is a canonical step in recep-
tor tyrosine kinase activation (35) but plays more diverse roles
in serine/threonine kinases, being responsible for inactivation,
activation, subcellular compartment retention or localization
and substrate specification (36 —38). PAK dimerization was first
described ten years ago (6) and since then the PAK1 regulation
mechanisms have been extensively studied (6, 7, 11, 12). Data
demonstrated that, under cellular resting conditions, PAK1
exists in an autoinhibited inactive dimeric conformation (6, 7).
The activation process of PAK1 requires a succession of steps:
membrane recruitment, modification of domain folding, and
phosphorylation of key residues that modify the conformation
of the catalytic cleft and other regulatory sites leading to
changes in the intermolecular assembly (1, 13, 39). The PAK1
trans-inhibition regulatory mechanism is thought to be valid
also for the other kinases of group I since they share high
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sequence identities and functional similarities. We demon-
strated here for the first time, that PAK3 is able to form
homodimers, in vitro, as PAK1 does. However, another inter-
esting question concerns the potentiality for PAK kinases to
form heterodimers. It was previously mentioned (7) that PAK1
can form heterodimers with PAK2. Here we present the first
evidence that PAK3 can also form heterodimers with PAK1,
through interactions mainly between the N-ter domain and the
C-ter domain. The L102F mutation or the R436E-K437D
mutation introduced in the IS domain and the catalytic
domain respectively, strongly or totally abrogate homomeric
interaction of PAK3a and also the heteromeric interaction
between PAK3a and PAK1. This suggests that PAK3a may
form homodimers as PAK1 does, and also that heterodi-
meric complexes have similar structures compared with the
homodimeric ones described for PAK1. Moreover, we dem-
onstrated that PAK1 regulates PAK3a kinase activity within
heterodimers, showing that PAK heterodimerization also
allows trans-inhibition.

In vivo, we demonstrated that PAK1 and PAK3a are co-ex-
pressed in the same cells, they colocalize in the same subcellular
area, and they also biochemically partially co-purify in the same
structure, three properties necessary for their interaction.
Interestingly, we observed a higher level of PAK3a/PAK1 het-
erodimers than PAK3a/PAK3a homodimers in vitro whereas
PAKI1 interacts with itself or with PAK3a with the same effi-
ciency. Moreover, the relative amount of endogenous pro-
teins in neurons is much more in favor of PAK3a/PAKI1 het-
erodimer formation than PAK3a homodimer formation.
Actually, all these results strongly reinforce the idea that
PAK3 forms complexes with PAK1 in vivo, a hypothesis that
we demonstrated by detecting PAK1/PAK3 complexes in
brain immunoprecipitates.

Moreover, we report here that PAK3 splice variants can form
heterodimers with PAK1. Insertions of 15, 21, and 36 amino
acids encoded by the two alternatively spliced exons b and ¢,
and present in the splice variants b, ¢, and cb, respectively, are
localized in the 3-sheet of the IS domain, and so are predicted to
strongly modify the structure of the regulatory region. We pre-
viously demonstrated that the AID of PAK3b does not inhibit a
PAK3a wild-type kinase domain (19). PAK3 splice variants
show a relatively decreased capacity to form complexes with
PAK3a and heterodimers with PAKI, but heterodimers are
more efficiently formed than dimers with PAK3 suggesting that
splice variants exist mainly as complexes with PAK1. In addi-
tion, we demonstrated that whereas PAKI could regulate
PAK3a kinase activity by dimerization, dimerization with PAK3
splice variants does not inhibit their kinase activity. This obser-
vation suggests that dimer formation is not sufficient to permit
a trans-inhibition of one monomer by another one. It is also
possible that the residual activity of PAK3b in dimers is suffi-
cient to phosphorylate crucial residues such as Thr-421 or Ser-
139 (144 for PAK1) which play important role in kinase regula-
tion (12). Moreover this suggests that the kinase activity of
splice variants is regulated by other unknown mechanisms,
such as post-transcriptional modulation of splicing or protein
degradation. Finally, recent data demonstrated an asymmetry
in the PAK dimer complex, suggesting that the two monomers
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have distinct roles in the molecular mechanisms of kinase inhi-
bition (11). Since we report that PAK dimers contain one PAK1
and one PAK3 monomers, this questions whether the two iso-
forms have distinct roles in the asymmetric complex, or there is
a random repartition of the two distinct roles.

Biological Consequence of Dimerization—Our data suggest
that PAK3 and PAK1 signaling are linked together, at least until
the moment of their activation. Interestingly, PAK1 protein is
also involved in synaptic plasticity via regulation of cofilin
phosphorylation and actin cytoskeleton modeling (40) whereas
PAK3 probably acts through other pathways involving CREB
and Nck2 (5, 30). A recent study that characterized the pakl/
pak3 double KO mice pointed out new neuronal defects due to
an impaired post-natal brain growth (41). Altogether, these
data suggest that in addition to unique functions and to shared
functions, some PAK functions may depend on a crosstalk
between PAK1 and PAK3 during the activation process. As a
consequence, PAK1-dependent PAK3 regulation could coordi-
nate their specific signaling pathway and help to synchronize
actin polymerization and spine stabilization.

In addition, a consequence of the link between PAK1 and
PAK3 signaling concerns the relationship between intelligence
disability PAK3 linked ID mutations and the alteration of PAK1
signaling. The five ID mutations which have been shown to
modify different properties of PAK3 such as the kinase activity,
the binding to the Rac-Cdc42 GTPases (24), or the binding to
Nck2/Grb4 (5), and which are associated with moderate to
severe cognitive defects (reviewed in (20)), differently affect
dimer formation. We observed that the R67C mutated protein
does not alter dimerization with PAK1 in contrast with the two
kinase-dead ID mutated proteins. Since the PAK3-R67C pro-
tein displays a defect in GTPase binding and a consequential
defect in the activation of the kinase (24), the PAK3-R67C pro-
tein in complex with PAK1 will probably maintain PAK1 inac-
tive. Thus, the more severe phenotype associated with the R67C
mutation could be due to a defect of PAKI activation, in addi-
tion to partial PAK3 impairment, supporting the idea that some
mutated PAK3 proteins may act as dominant-negative proteins
with respect to PAKI. In contrast, PAK3-A365E and PAK3-
R419X mutations that alter the PAK3 ability to dimerize with
PAK1 could favor PAK1 to form homodimers and thus these
mutations would not impact PAK1 regulation. So, some phe-
notypic characteristics associated with pak3 mutations may be
due to anomalies in PAK1 regulation in addition to the PAK3
signaling defect.

To conclude, it appears that PAK regulation is a complex
process that involves homodimer and heterodimer formation
dependent upon intra and inter molecular interactions, in a
face-to-face conformation, allowing a dynamic succession of
trans- and cis- phosphorylation events associated with spatial
rearrangements of several domains of the protein, also depend-
ent on activators such as active GTPases, or to a lesser extent on
the guanine exchange factor of the PIX/Cool family, on mem-
brane interaction, and on lipid association. We report here a
novel level of complexity in one of these parameters, demon-
strating that a combinatory of dimer assembly exists, that a
hierarchy in complex formation exists, and that these hetero-
meric interactions may have a functional role. We show that
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PAK isoforms do not have the same propensity to form
homodimers versus heterodimers. Thus, in addition to the con-
cept that heterodimers support a signaling network of related
kinases (6), we propose that heterodimers may link together
PAKI1 and PAK3 signaling pathways in physiological as well as
in pathophysiological conditions.
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Adult neurogenesis and intellectual disabilities:
Analysis of the role of the p21-activated kinase 3 (PAK3) in two murine models
representative of the pathology

Summary

The group | p21-activated kinases (PAK) are involved in many cellular processes such as
proliferation, cell movement, adhesion and apoptosis. These kinases are effectors of Rho GTPases
Racl and Cdc42, and participate in the regulation of the actin cytoskeleton. Both neuronal kinase
PAK1 and PAK3, which exhibit high sequence identities, regulate the actin cytoskeleton, thereby
controlling the dynamics of dendritic spines and synaptic plasticity. Mutations of the X-linked pak3
are responsible for intellectual disability (ID) in humans, and the molecular and cellular mechanisms
associated with cognitive defects are poorly described. It was shown that PAK3 participates in the
proneural pathway during early Xenopus embryogenic development, by promoting cell cycle exit and
neuronal differentiation of neural precursors. However, the role of PAK3 in the adult neurogenesis
has not been studied in mammals. It is now generally accepted that neurogenesis persists during
human adulthood and is involved in learning and memory. We are therefore interested in the
involvement of PAK3 in the regulation of adult neurogenesis, on the assumption that defects in
neurogenesis may be responsible, at least in part, for cognitive defects in ID patients.

We showed that PAK3 is not expressed in proliferative neural stem/progenitor cells but its
expression increased significantly upon growth factor removal, suggesting a role in adult
neurogenesis. We showed that the invalidation of pak3 gene causes an increase in the frequency and
in size of primary neurospheres. However Pak3 invalidation does not affect the size of the stem cell
reservoir nor the NCS cardinal properties (pluripotency, self-renewal and proliferation). However, the
pak3- progenitor cells continue their proliferation in culture conditions normally inducing
differentiation, suggesting a defect in cell cycle exit. We then asked whether pak3 ID mutations affect
adult neurogenesis. We created a knock-in model expressing the pak3-R67C mutation responsible in
humans for a severe form of intellectual impairment. We observed in the knock-in mice, a significant
decrease in the number of newborn cells in both neurogenic areas of the brain (the subventricular
zone inforebrain, and the dentate gyrus of the hippocampus) and an increase in the proportion of
immature newborn neurons. These data suggest that the R67C mutation does not induce a loss of
function of the kinase but a change of a function dependent on preferential activation by the Racl
GTPase.

In conclusion, we show that PAK3 play an important role in the regulation of adult
neurogenesis in mammals by controlling the cell cycle exit of neural progenitors. The R67C ID
mutation impacts both newborn cell proliferation and their maturation. Taken together, these data
suggest that defects in adult neurogenesis caused by ID mutations in the pak3 gene may be involved
in some cognitive dysfunctions.



Neurogenése adulte et déficience intellectuelle :
analyse du réle de la kinase PAK3 dans deux modeles murins représentatifs de la
pathologie

Résumé

Les p2l-activated kinases (PAK) du sous-groupe | sont impliquées dans de nombreux
processus cellulaires tels la prolifération, les mouvements cellulaires, I'adhérence et I'apoptose. Ces
kinases sont des effecteurs des Rho-GTPases Racl et Cdc42 et participent a la régulation du
cytosquelette d’actine. Les deux kinases neuronales PAK1 et PAK3, qui présentent de fortes identités
de séquence, régulent le cytosquelette d’actine, controlant ainsi la dynamique des épines
dendritiques, et la plasticité synaptique.

Les mutations du géne pak3, localisé sur le chromosome X, sont responsables de déficience
intellectuelle chez 'homme, et les mécanismes moléculaires et cellulaires associés aux défauts
cognitifs sont mal connus. Il a été montré que PAK3 participe a la voie proneurale au cours de
I'embryogénése précoce du xénope en favorisant la sortie du cycle cellulaire et la différenciation
neuronale. Cependant, le role de PAK3 dans la neurogenése adulte n’a pas été étudié. Or depuis
maintenant une quinzaine d’années, il est admis que la neurogenese perdure a I'dge adulte et
participe aux processus de mémorisation et d’apprentissage. Nous nous sommes donc intéressés a
I'implication de PAK3 dans la régulation de la neurogenése adulte, posant I’hypothése qu’un défaut
de neurogenése serait responsable, au moins en partie, des défauts cognitifs chez les patients. Nous
avons montré que PAK3 n’est pas exprimée dans les cellules souches neurales/progéniteurs
prolifératifs mais son expression augmente fortement dés le retrait des facteurs de croissance, ex
vivo, suggérant un role dans la neurogenése adulte. Nous avons montré que l'invalidation de pak3
provogue une augmentation de la fréquence de neurospheres primaires formées ainsi qu’un
accroissement de leur taille, ceci sans affecter la taille du réservoir de cellules souches ni les
propriétés cardinales de celles-ci (multipotence, auto-renouvellement et prolifération). Toutefois, les
cellules progénitrices pak3- poursuivent leur prolifération dans des conditions de culture induisant
normalement la différenciation, suggérant un défaut de sortie du cycle cellulaire.

Nous nous sommes ensuite demandé si les mutations de déficience intellectuelle du géne
pak3 alterent la neurogenése adulte. Nous avons créé pour cela un modéle murin portant la
mutation R67C, responsable chez 'homme de la forme la plus sévére de déficience intellectuelle
associée aux mutations de ce gene. Nous mettons en évidence, dans cette souris knock-in, une forte
diminution du nombre de cellules nouveau-nées dans les deux zones neurogéniques du cerveau (la
zone sous-ventriculaire et le gyrus denté de I'hippocampe) et une augmentation de la proportion de
neurones nouveau-nés immatures. Ces données suggeérent que la mutation R67C n’induit pas une
perte de fonction de la kinase mais un changement de fonction dépendante d’une activation
préférentielle par la GTPase Racl.

En conclusion, ce travail de these montre que PAK3 participe a la régulation de la
neurogenése adulte chez les mammiféres, contréle la sortie du cycle cellulaire des progéniteurs
neuraux et que la mutation R67C impacte la maturation des neurones nouveau-nés. L’ensemble de
ces données suggére que les défauts de neurogenese adulte dus aux mutations de déficience
intellectuelle du géne pak3 sont a I'origine de certains dysfonctionnements cognitifs.
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