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INTRODUCTION GENERALE

Les réseaux neuronaux du cortex sont mis en place durant le développement cortical. L'unité
de base de ces réseaux est le neurone, qui possede une morphologie particuliere acquise au
cours du développement. Les neurones sont des cellules polarisées avec un corps cellulaire et
un axone unique et ramifié. L'acquisition de cette morphologie fait entrer en jeux de
nombreux processus finement régulés comme le remodelage du cytosquelette ou encore la
synthese de protéines et lipides. Ces processus sont régulés par des voies de signalisation
intracellulaires qui sont activées par des facteurs extracellulaires. Les branches axonales sont
définies comme des ramifications de |'axone composées d'actine et de microtubules et
mesurant au moins 5um. Les branches axonales permettent la connectivité neuronale et des
défauts de connectivités peuvent mener a des pathologies neuro-développementales
(Fernandez et al., 2019). Au cours de ma these je me suis donc intéressée a l'acquisition d'une
caractéristique morphologique des neurones : la formation de branches axonales.

Pour cela, j'ai porté plus particulierement mon attention sur la kinase LKB1. C'est une kinase
codée par un gene suppresseur de tumeur qui est impliquée dans la régulation de la
morphologie neuronale par la régulation de kinases de la famille de I'AMPK (Kuwako and
Okano, 2018a). En particulier, elle est impliquée dans la polarité neuronale par la régulation
des kinases SAD A/B (Shelly et al., 2007 ; Barnes et al., 2007), le branchement axonal par
I'activation de la kinase NUAK1 (Courchet et al., 2013) et le développement dendritique par
les kinases SIK (Kuwako and Okano, 2018b). Cependant les mécanismes permettant la
régulation de la kinase LKB1 dans ces différents processus sont peu connus. Un facteur
extracellulaire : la neurotrophine BDNF, permet la phosphorylation de la kinase LKB1 sur le
site S431 et cette phosphorylation est nécessaire pour la régulation des SAD par LKB1 lors de
la polarité neuronale (Shelly et al., 2007). De plus, le BDNF est lui aussi impliqué dans le
développement des branches axonales in vitro et in vivo (Cheng et al., 2011 ; Cohen-Cory,
1999 ; Cohen-Cory and Fraser 1995 ; Jeanneteau et al., 2010). Afin de comprendre les
mécanismes permettant la régulation de LKB1 dans un contexte de branchement axonal, nous
avons réalisé une approche candidat, avec I'hypothese que le BDNF induit la phosphorylation

du site S431 afin de réguler le branchement axonal par la voie LKB1/NUAK1.

L'introduction de cette thése se divise en trois grandes parties, dans la premiére partie je vais

présenter les différentes étapes permettant le développement cortical et les processus

moléculaires et cellulaires mis en place durant ce développement. Dans la deuxiéme partie je

vais détailler les mécanismes moléculaires induits par la fixation du BDNF sur son récepteur

TrkB. Enfin, dans la derniére partie je vais entrer dans les détails moléculaires et les différentes

fonctions de la kinase LKB1, qui est au coeur de ma thése.
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Introduction

I- Mécanismes moléculaires et cellulaires du développement des circuits corticaux

Le néocortex est une structure cérébrale connue pour étre le siege des fonctions cognitives
supérieures comme le langage ou la mémoire. Le cortex cérébral est constitué de différentes
aires. Il existe trois grands types d'aires corticales, les aires motrices, sensorielles et
associatives qui permettent des fonctions distinctes (Jabaudon, 2017) (Figure 3A). Korbinian
Brodmann a décrit les différences histologiques de chaque aire corticale et permet ainsi
d'aboutir a la classification des aires de Brodmann (Zilles and Amunts, 2010). De plus, chaque
aire corticale est interconnectée avec le thalamus. Les neurones des aires corticales frontales
sont connectées avec des neurones thalamiques rostraux impliqués dans la planification et

I'exécution des mouvements moteurs volontaires (Jabaudon, 2017).

A- Organisation du cortex cérébral de la souris
1) La composition du cortex
Le cortex est composé de deux grands types cellulaires, les neurones corticaux et les cellules
gliales tous deux composés de sous types cellulaires. Les cellules gliales comprennent les
astrocytes qui interagissent avec la grande majorité des cellules nerveuses, régulent la
formation des synapses et constituent un support métabolique ; la microglie qui sont les
cellules immunitaires du cerveau et les oligodendrocytes qui produisent la gaine de myéline
entourant les axones dans la matiere grise (Allen and Lyons, 2018) (Figure 1). Les neurones
corticaux et les cellules gliales du cortex proviennent majoritairement d'un seul type cellulaire

; les cellules radiales gliales (Figure 1).

A Neurone  Astrocyte
Cellules endothéliales

Progéniteur
oligodendrocyte

Q) Neurone
Cellule radiale gliale
Microglie % ’

Dt

Figure 1: Représentation schématique de la composition cellulaire du cortex. A. L'ensemble des cellules
neuronales proviennent d'un progéniteur commun : la cellule radiale gliale. B. Les cellules provenant de ce
progéniteur forme ensuite un ensemble complexe dans le cortex. Les cellules gliales (microglie,
oligodendrocyte, astrocyte) servent de support aux neurones. (Adapté de Allen and Lyons, 2018)



Le cortex présente deux types de neurones, les neurones pyramidaux et les interneurones.
Les neurones pyramidaux représentent la majorité des neurones du cortex, et sont des
neurones glutamatergiques excitateurs qui permettent les connexions corticales.

Les interneurones sont majoritairement inhibiteurs et GABAergiques, ils possédent des
axones courts mais jouent un réle pivot dans la propagation des signaux corticaux par
inhibition locale permettant de réguler les réponses des neurones pyramidaux (Faux et al.,
2012; Wamsley and Fishell, 2017). Il existe quatre types d'interneurones qui se caractérisent
par I'expression de marqueurs moléculaires spécifiques : paravalbumine (PV), somatostatine
(SST), peptide intestinal vasoactif (VIP) et reeline. En fonction du type de marqueur exprimé,
les interneurones ont des cibles synaptiques différentes. Chaque type d'interneurone peut
étre subdivisé en sous-catégories dépendantes de leur spécificité synaptique. En effet, les
interneurones exprimant la parvalbumine, la somatostatine ainsi que la reeline possedent des
contacts synaptiques directement sur le neurone glutamatergique et interagissent sur
différentes parties du neurone pour permettre différentes connexions au neurone (Figure 2).
Par exemple, les interneurones PV ciblent le compartiment somatique des neurones
glutamatergiques et permettent l'inhibition des signaux provenant du thalamus (Wamsley
and Fishell, 2017). Les interneurones VIP sont les seuls qui créent des contacts synaptiques

aves les autres interneurones pour les inhiber (Figure 2).

Figure 2: Représentation
schématique  des  divers
interneurones présents dans le
cortex. Chaque type
d'interneurone se lie

spécifiquement a une partie

d'un autre neurone. Les
Interneurone SST+ .
; interneurones PV+ se

Interneurone VIP+ connectent au corps cellulaire
des neurones pyramidaux. Les
interneurones Reeline+ et SST+

se connectent aux dendrites

des neurones pyramidaux alors
¢ que les interneurones VIP+
inhibe 'activité des
9 interneurones Reeline+ et SST+.
v (Adapté de Wamsley and
Neurone Fishell, 2017)

pyramidal
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2) Structure et fonction du cortex
Le cortex posséde une organisation stratifiée, I'organisation en couche du cortex est définie
par les différences morphologiques des neurones qui composent chaque couche (Figure 3C).
Les neurones du cortex forment six couches horizontales (I a VI), la couche | étant la plus
superficielle et la couche VI, la plus profonde.
Les neurones pyramidaux ou neurones de projection constituent 70 a 80% des neurones du
cortex (Florio and Huttner, 2014). Les neurones de projections peuvent étre classés en deux
catégories ; les neurones de couches II/Ill et IV projettent au sein du cortex cérébral de fagcon
intra ou inter-hémisphérique et jamais a |'extérieur (Molyneaux et al., 2007). Les neurones
des couches V et VI en revanche, projettent a I'extérieur du cortex cérébral vers des structures
sub-corticales comme la moelle épiniére ou le thalamus ; ce sont des projections dites
corticofugales (Molyneaux et al., 2007). Les neurones de projections sont nécessaires a la
transmission de l'information entre les régions extra-corticales et corticales.
A I'age adulte les neurones du cortex somato-sensoriel de la souris peuvent étre classés selon
leur caractéristique excitateur ou inhibiteur. Trois classes de neurones excitateurs ont été
déterminées : 1) les neurones excitateurs supragranulaires sont tous des neurones
pyramidaux et appartiennent aux couches Il et Il (Binzegger, 2004), 2) les neurones
excitateurs de la couche IV qui forment le cortex somato-sensoriel associé aux vibrisses,
segmenté par des agrégations de neurones et 3) les neurones excitateurs infragranulaires
composant les couches les plus profondes : V et VI (Figure 3B).
Bien que les neurones excitateurs supragranulaires soient tous des neurones pyramidaux, la
distinction entre les couches Il et lll est rendue difficile par la densité neuronale. Ce qui
explique que de nombreuses études considerent ces couches comme une seule, la couche
[I/11l. La dendrite apicale des neurones pyramidaux de la couche Il émerge du corps cellulaire
proche de la couche I. Les neurones de la couche Il peuvent se différencier de ceux de la
couche Il par la forte connectivité avec les couches IV et V (Bureau et al., 2006; Hooks et al.,
2011).

Les interneurones composant le cortex ne posséde pas de projection axonal, ils possedent des

axones courts qui ne sortent pas du cortex, afin de médiés les réponses des neurones

pyramidaux (Faux et al., 2012; Wamsley and Fishell, 2017).
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Figure 3 : Représentation schématique de la structure du cortex. A. Le cortex est formé de différentes aires
corticales, les principales sont les aires primaires sensorielles (S1), primaires motrices (M1), primaires
associatives (A1), et primaires visuelles (V1). B-C. Projections des neurones glutamatergiques des
différentes couches du cortex. (Adapté de Jabaudon, 2017 ; Molnar et al., 2019)

B- Principales étapes du développement
1) Naissance et migration des types cellulaires peuplant le cortex
a. Les neurones pyramidaux
i. Geneése des neurones

Les neurones pyramidaux des différentes couches sont formés séquentiellement entre les
stades embryonnaires E10.5 et E18 (embryon a 10.5 jours de gestation) chez la souris. Ils sont
formés depuis la zone ventriculaire (VZ) (Molyneaux et al., 2007).

Les neurones corticaux glutamatergiques sont générés a partir de différents progéniteurs
localisés dans la zone ventriculaire (Caviness et al., 1995) puis envahissent le cortex de
I'intérieur vers l'extérieur ; c'est-a-dire que la couche la plus profonde (VI) est formée en
premiére puis les autres couches se forment les unes aprés les autres au-dessus de la couche
VI. C'est le moment de la naissance du neurone qui détermine la couche dans laquelle le
neurone migre (Figure 5).

Dans la zone ventriculaire, les progéniteurs initiaux (cellules neuroépithéliales : NEC) s'auto-
amplifient puis donnent naissance a d'autres progéniteurs : les cellules radiales gliales (RGC)

qui permettent la formation des neurones. Le processus menant a la formation des neurones
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est appelé neurogénese. Il existe deux types de neurogénéese : la neurogénése directe et la
neurogénése indirecte. Durant la neurogénése indirecte, les RGC se divisent de facon
symétrique ou asymétrique afin de donner naissance a des progéniteurs intermédiaires qui
s'accumulent entre la VZ et la plaque corticale pour former la zone sub-ventriculaire (Pontious

et al., 2008). Durant la neurogénese directe, les RGC se divisent directement en neurones.

Les NECs sont les précurseurs de toutes les cellules neurales des mammiferes. Ce sont des
cellules cubiques formant un épithélium pseudostratifié qui s'allongent selon |'axe apico-basal
durant la formation du tube neural (Huttner and Brand, 1997). Cette élongation leur procure
une extension basale longue en contact avec la surface piale et une extension apicale courte
en contact avec le ventricule (G6tz and Huttner, 2005). Les NEC composent la VZ et proliferent
par des divisions symétriques qui permettent I'expansion latérale et radiale du néocortex.
Elles peuvent aussi se diviser de facon asymétrique, dites divisions différenciatives, afin de
former les cellules radiales gliales (Figure 5).

Les cellules radiales gliales (RGCs), issues de la division des NECs, possedent un pole apical au
contact du ventricule par des jonctions adhérentes et, une extension basale contenant des
microtubules et des filaments intermédiaires contrairement aux NECs. En outre, I'extension
basale est en contact avec la surface piale et permet aux neurones générés par la suite de
migrer le long de cette extension (Kosodo and Huttner, 2009; Nadarajah and Parnavelas,
2002). Les RGCs, contrairement aux NECs, produisent plus de divisions asymétriques
différenciatives que de divisions symétriques prolifératives (Noctor et al., 2004). Ainsi, lors de
la division asymétrique, elles forment une cellule fille RGC et une cellule différenciée qui peut
étre un progéniteur intermédiaire (IP) (Figure 5). La division symétrique des IP donnent

ensuite naissance aux neurones.

ii. La migration des neurones in vivo
Dans le cortex, la formation des différentes couches est permise par des vagues successives
de migration ; vers E13 la migration neuronale sépare la "pre-plate" en deux et va former les

zones marginale (=couche I) subventriculaire a proximité de la future couche VI.

Les neurones pyramidaux formés dans la VZ migrent radialement a travers la zone
intermédiaire pour atteindre la plaque corticale et finissent leur migration sous la zone
marginale. Au stade précoce, les neurones utilisent un mode de migration par translocation
somatique et deviennent des cellules multipolaires c'est a dire qui possedent plusieurs poles
représentés par des prolongements. Ces cellules subissent une migration dites multipolaire.
Plus tard, les neurones deviennent bipolaires et entrent dans la plague corticale ou les

neurones se dirigent par un mode de migration par locomotion vers la zone marginale (Noctor
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et al., 2004). Pour finir les neurones se placent sous la zone marginale par un mode de
migration dit translocation terminale.

La migration des neurones bipolaires par locomotion (Figure 4) a été proposée en 1972 par P.
Rakic qui montre chez le singe, que tout le neurone est lié a une extension d'une cellule radiale
gliale lors de sa migration (Rakic, 1972). Il propose donc que les neurones migrent le long des
fibres de cellules radiales gliales. Ce phénomeéne a ensuite été observé sur des coupes
corticales entre E13 et E14 lors de |'apparition de l'imagerie en temps réelle (Nadarajah et al.,
2001). Cette migration est irréguliere, lente (environ 30um/h) et le mouvement du soma ne
se fait qu'a la fin de la migration, lorsqu'une extension formée par la cellule entre en contact
avec la lame basale (Nadarajah et al., 2001).

Les migrations par translocation somatique et translocation terminale sont indépendantes des
fibres des cellules radiales gliales. La migration par translocation somatique a été a nouveau
observée par Nadarajah et al. (2001) qui montrent que les neurones forment de longues
extensions pour se fixer a la surface du cortex et permettre la migration rapide (environ
60um/h) du soma vers la zone cible. Le deuxieme type de migration indépendant des fibres
des cellules radiales gliales est la translocation terminale lors des étapes tardives du
développement cortical (Sekine et al., 2011). Ce mode de migration est mis en place apres la
migration par locomotion. Lors de ce processus seul le soma migre de facon rapide vers le

haut de la plaque corticale (Sekine et al., 2011).

- T\% _________ - _ furface piale
- | -~
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Figure 5 : Représentation schématique du développement cortical. Durant la phase de prolifération les
NEC se multiplient avant de se différencier en RGC. Durant la neurogénese, les RGC se divisent de facon
asymétrique proliférative ou neurogénique et forment respectivement un progéniteur intermédiaire et
un neurone. Une fois formés, les neurones migrent par locomotion ou par translocation somatique. Les
neurones se positionnent ainsi dans les différentes couches en poursuivant leur maturation, en paralléle
la gliogénése débute. (Adapté de Paridaen and Huttner, 2014)

b. Les interneurones

Contrairement aux neurones glutamatergiques, les interneurones ne sont pas produits dans
le cortex mais dans les éminences ganglionnaires et migrent tangentiellement, c'est-a-dire
perpendiculairement a la migration radiale et parallelement aux différentes couches du
cortex. Les interneurones PV positifs et SST positifs sont générés dans |'éminence
ganglionnaire médiane alors que les autres sont générés dans I'éminence ganglionnaire
caudale (Rudy et al., 2011; Wonders and Anderson, 2006).

Ces neurones recgoivent des signaux extracellulaires qui vont induire leur migration. Won et
al. (2013) a montré que les cellules endothéliales qui composent les vaisseaux sanguins sont
capables de guider les interneurones vers leur destination. |l existe deux trajectoires pour la
migration tangentielle : la premiére se fait depuis les éminences ganglionnaires médianes vers
néocortex et I'hippocampe et la deuxieme depuis les éminences ganglionnaires latérales

jusqu'aux bulbes olfactifs. La migration des interneurones provenant des éminences caudales
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est principalement guidée par des facteurs de transcription tels que COUP-TFI, COUP-TFII et
SP8 (Alzu’bi et al., 2017a, 2017b).

Enfin, les interneurones interagissent avec les neurones pyramidaux lors de la migration
neuronale. En effet, les neurones possedent des récepteurs GABAergiques qui fixent I'acide y-
aminobutyrique (GABA), principal neurotransmetteur inhibiteur du cerveau adulte (Ben-Ari et
al.,, 2007; Wang and Kriegstein, 2009). L'utilisation d'ARN interférents ciblant les récepteurs
GABAergiques dans les neurones pyramidaux impacte la migration neuronale ainsi que la
morphologie des neurones (Bony et al., 2013). C'est a dire que cela induit une augmentation
de la croissance de l'axone alors que la croissance des dendrites diminue. L'utilisation
d'antagonistes des récepteurs GABA induit une augmentation de cAMP. Ce qui montre que
cAMP est régulée négativement par les récepteurs GABA. La molécule GABA étant
principalement sécrétée par les interneurones, cette étude montre que les interneurones
interagissent avec les neurones pyramidaux via leurs récepteurs GABA lors de la migration de

ces derniers via l'inhibition de cAMP (Bony et al., 2013).

2) Polarisation des neurones pyramidaux
a. Les différentes étapes de la polarisation
La premiere étape de I'acquisition de la morphologie neuronale est la polarisation neuronale.
La polarité neuronale est définie comme une asymétrie morphologique et moléculaire de la
cellule. C'est a dire que les structures cellulaires sont orientées et possedent un pole basal et
un pole apical qui n'ont pas la méme structure. La morphologie atypique des neurones, qui
possédent un axone long et de multiples dendrites autour du corps cellulaire, reflete cette
asymétrie. La migration des neurones pyramidaux est accompagnée de la polarisation de ces
derniers puisque les neurones passent de multipolaires a bipolaires avant d'entrer dans la
plaque corticale (Tabata and Nakajima, 2003). Les neurones pyramidaux acquierent leur
polarité finale avec I'émergence d’extensions principale et secondaire pendant la migration
(Barnes and Polleux, 2009). L’extension principale correspondant a la future dendrite
principale est au pole basal alors que I'extension secondaire qui formera le futur axone est

situé du coté apical.

Des études considérables, réalisées dans les neurones de I'hippocampe (Dotti and Banker,
1987; Dotti et al., 1988; Goslin and Banker, 1989), ont permis de définir les différentes étapes
du développement neuronal correspondant a I'acquisition de leur morphologie. Il y a cing
étapes dans la formation des neurones in vitro qui sont basées sur la morphologie (Figure 6A)
: le premier stade cellulaire consiste en une cellule en forme de lamellipode avec protrusion
de multiples filopodes, au deuxiéme stade entre 1-2DIV (DIV : Days in vitro), la cellule forme
de multiples neurites immatures, toutes équivalentes les unes aux autres et poussant de facon

aléatoire. Au stade 3, une neurite s'allonge au détriment des autres pour se spécialiser et
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devenir I'axone entre 2 et 4DIV, c'est I'étape de spécification de I'axone : dites polarisation
neuronale. Durant le quatrieme stade entre 4 et 15DIV, |'axone croit et les branches axonales
se forment. Enfin, le stade 5 entre 15 et 25 DIV correspond a la formation d'épines
dendritiques et de contacts synaptiques.

Cependant, ces différentes étapes ont été observées in vitro. |l est important de noter que la
plupart des neurones mis en culture étaient polarisés au moment de leur dissociation (E15.5).
Ainsi, I'observation de culture in vitro ne correspond pas réellement a la premiere polarisation
des neurones mais correspond donc plutét a une deuxieme polarisation du neurone. Ces
cultures restent un bon modéle pour I'étude du développement des neurones puisque parmi
ces cinq étapes, seul le premier stade n'est pas observé in vivo (Polleux and Snider, 2010).
Apres division de la cellule, les neurones présentent de multiples neurites immatures puis
deux neurites se différencient en extensions principale et secondaire qui deviennent
respectivement la dendrite principale et I'axone. La polarisation des neurones pyramidaux
s'effectue au début leur migration, a contrario des étapes de formation de branches axonales,
d'épines dendritiques et de contacts synaptiques qui se déroulent une fois le neurone

correctement positionné (Figure 6B).

A Polarisation des neurones in vitro
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Figure 6 : Représentation schématique des étapes de développement des neurones pyramidaux in vitro
et in vivo. A. La polarisation des neurones in vitro se déroule en 5 étapes et excepté la lere étape, toutes

les étapes sont retrouvées in vivo (TP : trailling process, LP : leading process) (Polleux and Snider 2010)
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b. Role de I'environnement dans la polarisation in vivo
Durant la polarisation, les neurones sont localisés dans un environnement contenant de
nombreux facteurs extracellulaires. Ces facteurs, tels que les neurotrophines (NT-3 et BDNF),
les molécules d'adhésions (NgCam, N-cadhérine, TAG-1) ou encore les facteurs de croissance
(IGF-1, TGF-B) régulent la polarisation de I'axone.
Plusieurs études ont mis en évidence le role des neurotrophines dans la polarité (Cheng et al.,
2011b; Nakamuta et al., 2011; Shelly et al., 2007). BDNF et NT-3 sont toutes les deux
fortement exprimées au cours du développement du cerveau. Une diminution de I'expression
de leur récepteurs : TrkB et TrkC induit dans les deux cas la transition entre cellules
multipolaires et cellules bipolaires in vivo (Nakamuta et al., 2011). Les voies de signalisations
activées par le BDNF lors de sa fixation sur son récepteur, ainsi que leur effet moléculaire
permettant la régulation de la polarité seront abordées dans un prochain paragraphe.
Plus récemment, des études ont montré que différents facteurs de croissance étaient
impliqués dans la polarisation axonale. Une diminution de I'expression du récepteur a IGF-1
inhibe également la transition multipolaire-bipolaire et la migration neuronale (Nieto Guil et
al., 2017). L'implication de TGF[3 a été mise en évidence par déplétion de son récepteur TGF[3-
R2 qui induit une perte de la formation des axones (Yi et al., 2010).
Le role de la molécule d'adhésion cellulaire NgCam dans la polarisation a été découvert dans
des neurones de I'hippocampe. lls ont été cultivés sur des lamelles recouvertes
alternativement avec des stries contenant du NgCam ou de la laminine (Esch et al., 1999). Les
auteurs ont ainsi pu observer que lorsque le corps cellulaire est sur une strie de NgCam, alors
la neurite qui entre en contact avec la laminine devient I'axone et inversement ; si le corps
cellulaire est situé sur de la laminine la neurite qui entre en contact avec NgCam deviendra
I'axone. Cela suggére que le passage d'un substrat promouvant I'axone a un autre est un signal
suffisant pour initier I'axone (Esch et al., 1999). De plus, la molécule NgCam est une molécule
d'adhésion neurone-glie ainsi, cette découverte met en avant la nécessité de l'interaction
neurones-glies dans le cerveau. Plus récemment, la molécule d'adhésion N-cadhérine a été
identifiée comme déterminante dans la polarisation des neurones. Elle s'accumule dans la
région supérieure de la zone intermédiaire et permet l'interaction entre les cellules radiales
gliales et les neurones (Xu et al., 2015). Une inhibition de la N-cadhérine induit une perte de
la polarité axone-dendrite et une inhibition de la migration neuronale in vivo (Gartner et al.,
2012; Jossin and Cooper, 2011; Xu et al., 2015).
Ainsi I'ensemble de ces résultats montre que I'environnement des neurones est en partie

responsable de la régulation de la polarité axone-dendrite lors du développement cortical.
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¢. Meécanismes cellulaires impliqués dans la polarité in vitro

La polarité cellulaire n'est pas un processus unique aux neurones, de nombreux types
cellulaires acquiérent une polarité tel que les cellules épithéliales, ou encore les cellules
souches en division. Ainsi, de nombreux processus permettant d'aboutir a une cellule
polarisées sont partagés par les différents types cellulaires.

La fonction neuronale nécessite une morphologique unique avec de multiples dendrites et un
axone unique ayant des fonctions différentes. Afin de permettre ces fonctions, I'axone et les
dendrites different par leur morphologie, leur organisation du cytosquelette, leur composition
moléculaire ou encore leur composition membranaire. La premiere étape de I'acquisition de
la polarité est la formation d'un axone qui nécessite un remodelage du cytosquelette.

Durant la polarisation, de nombreuses voies de signalisation et protéines liées a l'actine
régulent I'organisation du cytosquelette d'actine. La premiére étude impliquant I'actine dans
le processus de polarisation des neurones a été effectuée en 1999 et montre qu'une
déstabilisation de l'actine par des drogues telles que la latrunculine B ou encore la
cytochalasine D, induit la formation de multiples axones et donc une perte de la polarité
(Bradke and Dotti, 1999). De plus, I'exposition a la cytochalisine D d'une neurite induit sa
différenciation en axone. En outre, méme une fois I'axone formé (stade 3), une exposition
d'une autre neurite a un depolymérisateur de l'actine induit sa différenciation en axone. Ces
résultats indiquent que le devenir axone ou dendrite est plastique et régulé par la dynamique
de l'actine. Un régulateur majeur de l'actine est le complexe ADF/cofiline. En effet, une
diminution de I'expression de ces deux protéines inhibe la croissance des neurites in vitro et
in vivo (Flynn et al., 2012). La cofiline est aussi régulée par Cdc42, une petite GTPase. Dans les
mutants possédant une diminution de I'expression Cdc42, la cofiline est inactive dans le cone
de croissance et une dépolymérisation de I'actine dans ces conditions induit une restauration
du phénotype de I'axone (Garvalov et al., 2007). Ces résultats suggérent que Cdc42 promeut
la formation de I'axone par la régulation de la cofiline. Les vagues d'actine sont des structures
ressemblant a des cones de croissance qui proviennent du corps cellulaire et se déplacent le
long des neurites. Elles permettent le transport de I'actine et de ses régulateurs. Ainsi, il a été
montré que les vagues d'actine sont plus fréquentes dans la neurite qui se spécialisera en

axone (Flynn et al., 2009).

Un deuxiéme composant du cytosquelette, le réseau de microtubules, est lui aussi impliqué
dans l'initiation de I'axone. En effet, la présence de protéines associées aux microtubules,
différentes entre I'axone et les dendrites (MAP2 pour le compartiment somato-dendritique et
Tau enrichi dans l'axone (Conde and Caceres, 2009)) suggere que les microtubules sont
fortement impliqués dans la polarisation. En outre, on peut observer la présence du moteur

moléculaire : kinésine 1 des le stade 2 de |la formation des neurones ou elle s'accumule dans
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le futur axone (Twelvetrees et al., 2016). La relocalisation de la dynéine dans le futur axone
est régulée par la kinésine 1 (Twelvetrees et al., 2016).

L'importance de la dynamique des microtubules a été démontrée par |'utilisation de drogues
qui stabilisent (Taxol) ou déstabilisent (Nocodasol) spécifiquement les microtubules. Leur
utilisation induit une inhibition de la formation de I'axone (Letourneau and Ressler, 1984;
Tanaka et al., 1995) montrant ainsi la nécessité de la dynamique des microtubules. Enfin, une
stabilisation partielle des microtubules par le taxol induit la formation de I'axone (Witte et al.,
2008). Toutefois, cet effet peut étre inhibé par une diminution de I'expression de MAP6 qui,
spécifiguement exprimé dans le cerveau, contribue a la stabilité des microtubules (Tortosa et
al., 2017). Les MAPs les plus abondantes dans le cerveau : MAP1B, MAP2 et Tau contribuent
a la polarisation des neurones par la stabilisation des microtubules et en permettant
I'interaction avec d'autres protéines associés aux microtubules. L'absence de MAP1B diminue
le développement axonal et la polymérisation des microtubules (Gonzalez-Billault et al., 2001)
alors qu'un défaut de Tau ou MAP2 n'a pas d'effet (Takei et al., 2000; Teng et al., 2001). Ceci
s'explique par le fait que MAP1B agit de fagon synergique avec Tau et MAP2. Lorsque MAP1B
est absent, un défaut de MAP2 induit des conséquences plus fortes dans les dendrites. Un
défaut de Tau lui induit des conséquences plus importantes dans |'axone comme une
diminution du corps calleux (Takei et al., 2000).

La protéine APC est une protéine qui se lie au réseau de microtubules au niveau des extrémités
positives des microtubules. Cette protéine est enrichie dans la neurite qui deviendra I'axone
(Shi et al., 2004). Phosphorylée par GSK3[3, APC induit alors une diminution de son affinité
avec la protéine EB1 qui lui permet de se lier aux microtubules. Enfin une inhibition de GSK3[3
induit une accumulation d'APC dans plusieurs neurites (Shi et al., 2004) démontrant ainsi
I'importance des microtubules pour l'initiation de I'axone via la protéine APC et sa

phosphorylation par GSK3p.

Un deuxieme phénomene important pour la polarisation de I'axone est la localisation
d'organelles comme l'appareil de Golgi et le centrosome. Les centrosomes sont placés de
facon asymétrique lors de la division cellulaire. Dans les neurones corticaux, le centrosome
subit des translocations successives. D'abord situé du c6té apical, le centrosome migre vers
I'extension arriere proche, du futur axone, pour finalement subir une derniére translocation
vers |'extension principale qui formera la dendrite principale ; ce phénomeéne est appelé
nucléokinése (Tsai and Gleeson, 2005). Ainsi la régulation de la localisation du centrosome
permet de réguler la polarité axone-dendrite.

De plus, l'appareil de Golgi et le centrosome se rassemblent dans le soma du c6té de la
premiére dendrite formée, c'est-a-dire, du c6té opposé au dernier plan de division mitotique
(de Anda et al., 2005). C'est la proximité de ces deux organelles qui détermine la spécification
d'une neurite en axone. L'hypothése est que la présence de |'appareil de Golgi a proximité de
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la dendrite proximale permet d'avoir une source de membrane et de microtubules proche du
cone de croissance (de Anda et al.,, 2010; Efimov et al., 2007). Ainsi, la polarité de ces

organelles est nécessaire pour la polarité des neurones.

3) Morphogéneése de I'axone et formation des réseaux corticaux
a. Mécanismes cellulaires de I'élongation axonale

Le développement axonal est divisé en différentes étapes : la spécification de I'axone avec la
mise en place de la polarité vu dans le paragraphe précédent, la croissance axonale, le
branchement des axones et pour finir le raffinement des circuits avec des processus de
formation et d'élimination des synapses. Dans ce paragraphe je vais présenter plus
particulierement la croissance de I'axone.

La croissance de I'axone est dirigée par la dynamique du cytosquelette. L'élongation de I'axone
est rendue possible par deux processus exercant des forces opposées sur le cone de croissance
: 1) le transport axonal lent et la polymérisation des microtubules créant une force de poussée
sur I'axone, 2) le flux rétrograde d'actine créant une force de traction a I'extrémité du cone de

croissance (Letourneau et al., 1987).

La premiere étude démontrant le réle du cytosquelette dans I'élongation axonal montre, par
['utilisation de cytochalasine D et colchicine, que les deux composants du cytosquelette :
I'actine et les microtubules sont nécessaires a la croissance (Yamada et al., 1970). Plus tard,
I'imagerie a permit de découvrir les principes généraux de leur assemblage durant la
croissance axonale (Omotade et al., 2017; Pacheco and Gallo, 2016). La régulation du
cytosquelette est permise par l'activité des protéines associées aux microtubules et aux
filaments d'actine. Ces protéines doivent donc avoir un fonctionnement coordonné pour

réguler I'élongation.

Récemment, il a été montré que la croissance de I'axone en 2D différe de la croissance en 3D
d'un axone. En effet, dans les cultures en 3D qui se rapprochent davantage des phénomeénes
observés in vivo, le stade 1 (lamellipode) du développement neuronal est largement raccourci
en temps par rapport aux cultures en 2D. Et plus de la moitié des neurones sont au stade 3
(polarisation) aprés 24h de culture, contrairement aux neurones cultivés en 2D ou la
polarisation de |'axone se déroule entre 2 et 4 jours aprés la mise en culture (Santos et al.,
2020). En outre, la composition en actine et en microtubules du cone de croissance differe
entre les cultures 2D et 3D. La structure du cone de croissance est bien caractérisée. Il est
composé d'un domaine central enrichi en microtubules et, en périphérie se trouvent des
filopodes et lamellipodes enrichies en filaments d'actine. Ce sont des arcs d'acto-myosines qui
permettent de faire la transition entre ces deux zones. Cependant, dans cette étude utilisant

des cultures 3D, une nouvelle organisation a été observée. Les auteurs n'ont pas détecté de
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zones périphériques et centrales distinctes, toutefois ils ont observé une structure riche en
actine et en microtubules contenant des filopodes sans arc d'acto-myosine ni lamellipode
(Santos et al., 2020). Enfin, cette étude montre que les neurones n'ont pas besoin de force de
traction pour croitre et que les cones de croissance ne nécessitent pas de sites d'adhésion
pour I'élongation de I'axone.

Ainsi, ces résultats montrent que les cultures classiques in vitro en 2D ne sont pas optimales

pour comprendre au mieux la morphologie neuronale.

b. Les étapes d'élongation et de branchement in vivo

L'élongation des axones des neurones corticaux des couches IlI/lll qui projettent dans
I'hémisphere opposé se déroule selon une séquence ordonnée (Figure 7). Les étapes
composant cette séquence se déroulent de fagcon post-natale, on observe au 1¢" jour post-
natal (P1) la migration des neurones des couches II/Ill dans les couches superficielles. La
plupart des neurones achevent cette migration autour de P3 et elle se termine compléetement
a P6 (Mizuno et al., 2007; Wang et al., 2007) (Figure 7A). Elle est suivie d'une élongation des
axones callossaux, qui traversent la ligne médiane entre P3 et P5 (Figure 7B-C) puis les axones
pénetrent dans la matiere grise opposée entre P6 et P10 (Figure 7D)(Mizuno et al., 2007;
Wang et al., 2007). Le branchement axonal a lieu de fagon concomitante avec I'élongation des
axones. L'arborisation axonale en couche V se déroule avant le passage de la lighe médiane
(Figure 7B-C). Le branchement terminal en revanche s'effectue a la fin de I'envahissement de
I'hémisphere opposé, a P10, les axones et les branches terminales sont entremélés (Figure 7E)
(Mizuno et al., 2007; Wang et al., 2007). Entre P10 et P13 on observe une spécification des
branchements dépendante des différentes couches (Figure 7F). A P13 on observe un fort
branchement terminal des couches | a lll et des ramifications moins nombreuses en couche V,
et le branchement continue a augmenter jusqu'a au moins P15 (Mizuno et al., 2007; Wang et
al., 2007).

Afin d’apporter une meilleure compréhension du développement neuronal a une résolution
neurone unique, une nouvelle méthode d’analyse des projections axonales a récemment été
proposée et répertorie plus de mille neurones ainsi que leurs projections in vivo (Winnubst
et al.,, 2019). Cette étude a permis le développement d'un site web nous permettant de
rechercher un type de neurone et de pouvoir I'observer dans le cerveau entier http://ml-

neuronbrowser.janelia.org/. Enfin la rapidité permise par cette technique (8h de

reconstruction pour 1 neurone contre 4 mois par une méthode classique) permettra, a plus

long terme, la reconstruction de I'ensemble des neurones du cerveau.
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Figure 7 : Représentation schématique des étapes de croissance et de branchement des neurones
pyramidaux de la couche Il in vivo. Les neurones pyramidaux atteignent la couche Ill au stade P2 (A),
s'ensuit une élongation de I'axone et une formation de branche en couche V (B). L'élongation se poursuit
avec la traversée de la matiére blanche (C) et la pénétration de la matiére grise de I'hémisphére opposé
(D). Le branchement terminal est d'abord aléatoire (E), puis se spécifie dans les couches II/Ill et V (F).
(D'apres Mizuno et.al, 2007, 2010 ; Wang et al., 2010)

c. Mécanismes cellulaires de la formation des branches collatérales

Suite a la croissance de I'axone, des ramifications se forment le long de |'axone, ces
ramifications sont nommeées branches collatérales. Une branche est une structure collatérale
mesurant plus de 5um composé d'actine et de microtubules (Kalil and Dent, 2014).

Lorsque celles-ci sont situées dans I'hémisphere opposé au corps cellulaire (contralatéral)
comme c'est le cas des neurones des couches Il/Ill, elles sont nommées branches terminales.
Lorsque ces branches collatérales émergent directement depuis I'axone elle sont aussi
appelées branches interstitielles (Schmidt and Rathjen, 2010).

La formation de branches axonales est mise en place par deux mécanismes : 1) la séparation
du cone de croissance, 2) la formation de branches collatérales (Acebes and Ferrus, 2000).

La séparation du cone de croissance induit la formation de deux structures formant un "Y" ou
un "T", ce qui permet de former des branches dans des cas spécifiques comme chez le poisson
zébre ou la premiere branche formée par les axones des neurones moteurs est induite par

bifurcation du cone de croissance (Sainath and Granato, 2013). Elles ont aussi été observées
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chez la souris dans les neurones de la racine dorsale, qui effectuent cette séparation du céne
de croissance a l'entrée de la moelle épiniére (Schmidt et al., 2007).

Suite a la séparation du cone de croissance, les autres branches se forment par le mécanisme
de branches collatérales. Le mode de formation de branches par séparation du céne de
croissance n'est donc pas le mécanisme majoritaire ; c'est un mécanisme qui permet la
formation d'une unique branche dans I'axone ce qui va permettre a I'axone de suivre deux
routes différentes.

La formation de branches collatérales quant-a-elle peut étre initiée par différents mécanismes
: 1) la formation d'un lamellipode, 2) la formation d'un filopode, 3) la pause du cOne de
croissance (Figure 8) (Kalil and Dent, 2014). Dans le mécanisme de lamellipode, la branche
émerge depuis un lamellipode formé a la base de l'axone et qui va migrer de fagon
antérograde le long de I'axone en formant des "vagues". Ce phénomeéne a été principalement
observé in vitro et in vivo dans les neurones hippocampaux, et la branche qui émerge du
lamellipode se forme la ou la "vague" s'arréte (Flynn et al., 2009).

Dans le mécanisme de formation par filopode, la branche est initiée depuis une protrusion de
I'axone puis se forme un filopode qui est ensuite stabilisé et maturé en branche (Ketschek and
Gallo, 2010; Spillane et al., 2012).

Enfin, pour la formation de branches par pause du cone de croissance, la branche est formée
depuis des sites de |'axone ou le cone de croissance s'est arrété. Lors de la croissance de
I'axone, le cone de croissance peut effectuer des pauses qui laissent des "marques" le long de
I'axone. Ces marques sont caractérisées par une activité persistante de protrusions d'actine,
ce qui va permettre la formation de branches collatérales (Halloran and Kalil, 1994).

Dans tous les cas la formation des branches nécessite une régulation du cytosquelette avec la

formation d'un patch d'actine et l'invasion des filopodes/lamellipodes par les microtubules.
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Figure 8 : Représentation schématique des différents modes de formation de branches. Quatres

3% modes de formation de branches sont possibles : la séparation du céne de croissance qui donne
une branche fille différente de la branche meére, la pause du céne de croissance qui laisse une
"marque" pour la formation de filopode, la formation de filopode ou encore de lamellipode.(Adapté
de Acebes et Ferrus, 2000)



i. Laformation des patchs d'actine et des filopodes

La premiere étape de la formation de branches implique les filaments d'actine et leur réle
dans la formation d'un filopode. Un filopode est une fine structure membranaire
principalement composée de filaments d'actine paralleéles les uns aux autres reliés par des
protéines associées a l'actine.

L'actine est un polymeére dynamique assemblé a partir de monomeres d'actine G liés a I'ATP.
Dans le cerveau, les isoformes majoritaires sont les isoformes f3 et y. Une sous-unité d'actine
est constituée d'une isoforme 3 et de deux isoformes y, ce qui crée une asymétrie et une
polarité. La polymérisation des filaments d'actine s'effectue au niveau de I'extrémité pointue
(positive) (Coles and Bradke, 2015; Dent et al., 2011; Flynn, 2013) (Figure 9). Chaque isoforme
est plus ou moins présente dans un compartiment donné (Moradi et al., 2017). L'actine o est
globalement peu présente dans les motoneurones, alors que les isoformes 3 et y sont
fortement exprimées dans I'axone et le cone de croissance. Bien que ce soit l'isoforme la
moins exprimée dans I'axone, I'isoforme a est localisée au point de branchement et son
absence induit une diminution du branchement axonal in vitro. Les isoformes [3 et y sont
enrichies dans les filopodes et le cone de croissance (Moradi et al., 2017). Cependant, cette
méme étude montre que dans les neurones corticaux, I'actine a est beaucoup moins exprimée
dans I'axone ce qui démontrant ainsi le réle spécifique de chaque isoforme au type cellulaire

étudié.
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La polymérisation rapide des filaments génere une force qui pousse la membrane vers
I'extérieur. La formation d'un filopode se déroule en trois étapes : tout d'abord la nucléation
de l'actine permettant la formation de nouveaux filaments d'actine, puis I'élongation rapide
de l'actine nucléée pour finir avec le regroupement des filaments d'actine (Mattila and
Lappalainen, 2008; Svitkina et al., 2003). Les patchs d'actine sont précurseurs de la formation

d'un filopode (Figure 11). Ces patchs d'actine sont des domaines trés localisés d'accumulation
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d'actine dynamique ayant une organisation similaire aux lamellipodes (Spillane et al., 2011)
qui se forment spontanément et de fagon transitoire (Ketschek and Gallo, 2010; Loudon et al.,
2006; Sainath et al., 2016). Seuls certains de ces patchs seront amenés a former des branches
(20% chez les neurones sensoriels) (Ketschek and Gallo, 2010)) et ils ont été observé in vivo
dans des neurones sensoriels de poisson zébre, des neurones somatosensoriels de souris et
chez I'embryon de poulet (Andersen et al., 2011; Hand et al., 2015; Spillane et al., 2011).

Les filaments d'actines sont régulés par les protéines associées a l'actine, parmi elles, le
complexe ARP2/3 est important pour la régulation des étapes précoces de la formation de
branches (Spillane et al., 2011, 2012; Strasser et al., 2004) (Figure 11).

ARP2/3 est un complexe qui permet la nucléation de nouveaux filaments d'actine sur des
filaments pré-existants, il permet donc de former une bifurcation sur un filament d'actine qui
sera par la suite regroupé avec d'autres filaments pour former un noyau d'ou émergera le
filopode (Korobova and Svitkina, 2008; Svitkina et al., 2003). Dans les neurones sensoriels, le
complexe Arp2/3 est nécessaire a la formation des patchs d'actine et donc a la formation des
branches (Spillane et al., 2011).

Une fois les patchs d'actine formés, I'émergence du filopode nécessite une élongation rapide
des filaments d'actine a leur extrémité pointue, et le regroupement des filaments pour former
un noyau de filament d'actine support du filopode (Lebrand et al., 2004; Mattila and
Lappalainen, 2008).

Ce processus est permis par I'action de protéines liées a I'actine comme Ena/VASP, une famille
de protéines qui se lie a I'actine pour réguler I'assemblage des filaments d'actine et régule la
morphologie des filopodes (Bear and Gertler, 2009; Dent et al., 2007; Mattila and Lappalainen,
2008) (Figure 11). Cette protéine se lie aux extrémités des filaments d'actine et augmente leur
élongation et, une déplétion en Ena/VASP diminue le nombre de filopodes dans les neurones
hippocampaux ce qui engendre une inhibition de la formation de branches collatérales des
axones retinoectaux (Dwivedy et al., 2007; Lebrand et al., 2004).

Un autre complexe protéique est nécessaire a I'émergence des filopodes, en effet, Ena/VASP
permet I'élongation des filaments d'actine mais cela n'est possible que par la disponibilité des
monomeres d'actine. Le complexe ADF/cofiline augmente la dépolymérisation de I'actine en
coupant les extrémités pointues (Figure 11). Cette coupure entraine une augmentation des
monomeres d'actine disponibles et ainsi I'assemblage de nouveaux filaments d'actine pour

promouvoir la formation de filopodes (Flynn et al., 2012).

ii. Emergence des branches par invasion des microtubules
Malgré la formation de multiples filopodes, seulement quelques-uns sont maturés en branche
grace a l'envahissement du filopode par les microtubules. Les microtubules permettent la

formation et le maintien de la morphologie neuronale par la croissance et la stabilisation des
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axones ainsi que des dendrites et des branches. De plus, ils servent de guides pour le transport
des moteurs moléculaires impliqué par exemple dans le transport des mitochondries (Armijo-
Weingart and Gallo, 2017; Delandre et al., 2016; Kalil and Dent, 2014; Menon and Gupton,
2016; Winkle et al., 2016)

Les microtubules sont des structures tubulaires creuses composées de 13 protofilament de
dimeéres de tubuline a et 3. Le polymére qui résulte de cet assemblage est polaire : il posséde
une extrémité positive a croissance rapide qui expose la B-tubuline et une extrémité négative
a croissance lente qui elle, expose l'a-tubuline (Coles and Bradke, 2015; Goodson and
Jonasson, 2018) (Figure 10).

Durant la formation des branches, des diméres de tubuline sont ajoutés (polymérisation) ou
supprimés (catastrophe : dépolymérisation du microtubule) de I'extrémité positive des
microtubules. L'extrémité positive est dirigée vers la membrane ce qui va permettre l'invasion
des microtubules dans le filopode (Coles and Bradke, 2015). Cette invasion des microtubules

dans les filopodes est un des critéres permettant de différencier une branche d'un filopode.

Polymérisation

© &

GO «(GTP)B(GTP)-heterodimere de tubuline
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— O@ «a(GTP)B(GDP)-heterodimere de tubuline

[ Protéines qui se lient a I'extrémité
\ Queue carboxy-terminale

I Stathmine * Coupure des filaments

Figure 10 : Représentation schématique de la dynamique des microtubules. La polymérisation des
microtubules a lieu a I'extrémité positive par addition d'hétérodimeére de tubuline. Cette polymérisation
est permise par les protéines qui se lient a I'extrémité des microtubules en recrutant d'autres protéines
régulatrices. Les filaments sans coiffe peuvent aussi légérement polymériser au pdle négatif du
microtubule. Les catastrophes sont généralement induites par une diminution de la disponibilité des
hétérodimeres de tubuline provoquée par la séquestration de ces derniers par la stathmine. (Adapté de
Coles and Bradke, 2015)
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Dans l'axone, les microtubules forment un réseau paralléle et groupé. Le long de I'axone, au
site de branchement, les microtubules subissent une fragmentation locale créant ainsi une
discontinuité du réseau de microtubules (Dent et al., 1999; Yu et al., 1993). Les microtubules
effectuent des mouvements rétrogrades et antérogrades dans la branche, ce qui montre une
action constante de polymérisation et dépolymérisation du microtubule. Toutes ces données
montrent que la formation des branches nécessite une "cassure" du réseau de microtubules

afin de former un nouveau réseau qui va pénétrer dans la branche nouvellement formée.

Il existe deux différences majeures dans I'organisation des microtubules des axones et des
dendrites. Tout d'abord |'orientation des microtubules, dans I'axone tous les microtubules
sont orientés dans le méme sens avec leur extrémité positive vers |'extrémité de |'axone alors
que dans les dendrites, |'orientation des microtubules differe d'un microtubule a un autre
(Baas et al., 1988). Leur deuxiéme caractéristique est leur composition en MAPs en particulier
les protéines MAP2 et tau. En effet, MAP2 est située uniquement dans le compartiment
somato-dendritique, ainsi il est possible de distinguer par immunomarquage |'axone des
dendrites puisque Tau est exprimé dans I'axone.

MAP1B est une des MAPs exprimée le plus tot au cours du développement. Dans les neurones
une délétion de MAP1B augmente le branchement axonal, en effet, en absence de MAP1B les
futures branches sont plus susceptibles d'étre stabilisées et donc de devenir des branches
matures (Barnat et al., 2016; Bouquet, 2004).

Une diminution de la phosphorylation de MAP1B spécifiquement a la base des branches
provoque une stabilisation des microtubules pour aboutir a une stabilisation des protrusions
axonales qui peuvent maturer en branches (Barnat et al., 2016). Cette diminution locale est
permise par une diminution de I'activité de GSK3[3 a la base des branches (Kim et al., 2006;
Zhou et al., 2004).

Enfin, Tau est une des protéines associées au MTs les plus étudiée. Elle a été identifiée pour
son role dans la fixation et I'assemblage des MTs (Figure 11). Elle est exprimée dans les axones
et dans le cone de croissance ou elle est nécessaire a I'élongation de I'axone dans les neurones
en culture. La déphosphorylation de cette protéine induit sa dissociation des microtubules ce
qui laisse I'acces des microtubules a la katanine qui est une protéine qui fragmente les
microtubules (Qiang, 2006; Yu et al., 2008). Longtemps considérée comme une protéine de
stabilisation des MTs, de récentes études suggerent que Tau permet aux MTs d'avoir des
domaines labiles (Baas and Qiang, 2019). Enfin, Tau est une protéine régulant le transport
axonal par la régulation des dynéines et kinesines. En effet, une forte concentration de Tau
sur les MTs inhibe I'association entre les MTs et les transporteurs moléculaires. Les dynéines

changent de direction lorsqu'elles rencontrent des MTs associés a Tau, alors que les kinésines

36



se détachent (Dixit et al., 2008). Cependant les trés fortes concentrations de Tau utilisées dans

cette étude ne permettent pas de conclure quant a ce réle in vivo (Tapia-Rojas et al., 2019).

f APC @ Microtubules
?:9 ARP2/3 . Septines 6
{  Cofiline d Septines 7
W Cordon bleu € spastine/katanine
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: Tau, MAP1B
= Actine-F
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Figure 11 : Représentation schématique du développement d'une branche axonale et sa régulation
par le cytosquelette. A. Formation d'un patch d'actine dans I'axone par I'accumulation de filaments
d'actine régulée par ENA/VASP, cordon bleu, ARP2/3 et cofiline. B. Formation d'un filopode avec
pénétration des microtubules par déstabilisation des microtubules par la spastine et katanine, les
septines 7 promeuvent l'entrée des microtubules dans le filopode. C-D. Formation des branches par
I'entrée de microtubules stables dans le filopode. Les microtubules se regroupent et s'alignent dans la
branche sous I'action des MAPs : Tau et MAP1B. (Kalil and Dent 2014)

iii. La synthése de protéines
La synthese de protéines dans les neurones se déroule souvent dans le corps cellulaire.
Cependant, I'axone pouvant mesurer jusqu'a plusieurs centimetres de long et le temps de
demi-vie de certaines protéines étant court, des études ont montré que des ARNm pouvaient
étre transportés afin de subir une traduction locale dans I'axone (Cioni et al., 2018). De plus,
des ribosomes libres et des ARNm ont été observé dans les axones (Bassell et al., 1988; Piper
and Holt, 2004; Tennyson, 1970). Lors du développement des neurones in vivo, la traduction
axonale n'est pas constante et atteint un pic au stade du branchement axonal dans les cellules
ganglionnaires rétiniennes chez la souris (Shigeoka et al., 2016). Le transport des ARNm dans
I'axone est permis par des modifications post-transcriptionnelles de I'ARNm. Ces
modifications sont induites par les protéines de liaisons a I'ARN (RNA-binding proteins : RBP),

qui se fixent sur les ARNm sur les régions non traduites (UTR). Cette fixation bloque la
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traduction des ARNm et permet leur ciblage dans I'axone. De plus, in vitro dans les neurones
corticaux, la protéine TRF2-S (telomere repeat-binding factor 2 ) interagit avec les ARNm pour
faciliter leur transport dans I'axone. La protéine FMRP (fragile-X mental retardation protein)
bloque la fixation de la protéine TRF2-S sur les ARNm, ce qui induit une diminution du
transport des ARNm (Zhang et al., 2015). La concentration de RBP in vivo varie au cours du
développement, certaines RBPs sont plus présentes au stade de la croissance axonale comme
APC alors que d'autres comme FRMP sont plus présentes au stade du branchement axonal
(Shigeoka et al., 2016). Ces variations suggerent que les RBP permettent la régulation de la

coordination entre la traduction et la localisation des ARNm.

De nombreux ARNm codant pour des protéines de régulation du cytosquelette telles que
ARP2, cortactine ou encore WAVE1 sont localisés dans I'axone grace a leur séquence en 3'UTR
(Gumy et al., 2011; Spillane et al., 2012, 2013). Les ARNm se déplacent dans I'axone via les
microtubules, et bien que de nombreux motifs soient nécessaires a la localisation des ARNm,
aucun motif unique n'a été identifié pour cibler spécifiquement I'axone (Kislauskis et al.,
1994). Ces ARNm sont localisés au point de branchement ce qui implique que la machinerie
de traduction soit présente elle-aussi dans I|'axone. Dans I'axone, ce sont les facteurs
extracellulaires qui régulent la traduction. Ainsi, in vitro, le NGF est capable d'induire la
traduction locale de la cortactine et WAVE1 et une inhibition de la traduction implique une
diminution de la formation de branches par le NGF (Spillane et al., 2012). In vivo, dans les
cellules rétiniennes ganglionnaires du Xenope, les ARN se localisent a des points permettant
de prédire la formation de branches. Ces sites d'accumulation corrélent avec la localisation de
la synthese de 3-actine nécessaire a la formation de branches (Wong et al., 2017). Cette étude

montre l'importance de la synthése locale de protéines pour le branchement axonal in vivo.

d. Roéle des mitochondries dans le développement axonal

Bien que le cerveau humain ne représente que 2% de sa masse corporelle, il consomme prés
de 20% de I'ATP produit (Attwell and Laughlin, 2001). Dans le cortex, 77% de I'ATP est
consommé par la matiere grise et parmi ces 77%, les neurones consomment environ 96% de
I'ATP. La source majeure d'ATP dans les neurones provient des mitochondries qui permettent
la conversion de pyruvate en ATP par la chaine de transport d'électrons et la phosphorylation
oxydative. Outre le fait d'étre une source majeure d'ATP, la mitochondrie permet le maintien
de I'homéostasie calcique (Billups and Forsythe, 2002) et est impliqguée dans différents
processus comme la régulation de I'apoptose ou l'inflammation (Bock and Tait, 2020).

La morphologie des neurones, implique un vrai défi pour maintenir une homéostasie
énergétique. Pour cela ils doivent pouvoir 1) recruter et redistribuer les mitochondries depuis
le corps cellulaire jusqu'a l'axone distal et I'arborisation terminale, 2) éliminer les

mitochondries anciennes ou endommagées aux extrémités axonales (Ashrafi et al., 2014; Lin
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et al., 2017; Zheng et al., 2019). Un modéle intéressant est que le trafic et la distribution des

mitochondries permet de répondre aux besoins métaboliques (Cheng and Sheng, 2020).

i. Distribution des mitochondries in vitro et in vivo

Dans les axones, les mitochondries sont individualisées contrairement au corps cellulaire ou
elles sont fusionnées pour former un réseau mitochondrial. Les mitochondries s'accumulent
dans certaines zones de |'axone qui demandent plus d'énergie comme le cone de croissance,
les boutons présynaptiques ou les ramifications axonales (Courchet et al., 2013; Lin et al.,
2017; Ruthel and Hollenbeck, 2003; Tao et al., 2014). Grace a leur individualité, il est possible
d'observer le trafic des mitochondries dans |'axone. Les mitochondries sont transportées le
long des microtubules par des moteurs moléculaires : la dynéine qui va permettre le
déplacement vers le péle négatif des microtubules et donc vers le corps cellulaire (Hirokawa
et al., 2010) et les kinésines (KIF5a, KIF5b, KIF5c) qui vont permettre le déplacement vers le
poble positif et donc vers le cone de croissance (Cai and Sheng, 2009; Cai et al., 2005) (Figure
12). La syntaphiline (SNPH) est une protéine localisée préférentiellement dans I'axone. Elle est
co-localisée avec les mitochondries immobiles de I'axone et, une diminution de I'expression
de SNPH induit une augmentation du trafic des mitochondries in vitro et in vivo (Kang et al.,
2008). Ces résultats montrent que la SNPH est nécessaire a la stabilité des mitochondries dans
I'axone. La SNPH se lie au mitochondries par son extrémité C-terminale et son domaine de
liaison aux microtubules lui permet de stabiliser les mitochondries le long de |'axone (Kang et
al., 2008).

Mitochondrie mobile Mitochondrie immobile
Neurone jeune Neurone mature

SNPH

k-

-

Moteur/adaptateur 2

Adaptateur

[SNPH] faible [SNPH] élévée

Figure 12 : Représentation schématique du systéme de mouvement des mitochondries. Le mouvement des
mitochondries est permis par sa fixation sur les moteurs moléculaires kinésine et dynéine. La SNPH est une
protéine d'ancrage des mitochondries. Dans les neurones jeunes, la concentration en SNPH est faible et
conduit a une forte mobilité alors que dans les neurones matures une concentration de SNPH élevée induit
une faible mobilité des mitochondries. (Chamberlain and Sheng, 2019)
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Durant les premieres étapes du développement axonal, les neurones synthétisent de
nombreuses protéines et organites. Cette synthése nécessite un fort trafic des mitochondries
qui est transitoire, puisque dans les neurones matures, le trafic des mitochondries est diminué
(Chada and Hollenbeck, 2004; Ruthel and Hollenbeck, 2003). En effet, in vitro, dans les
neurones immatures (5 jours in vitro : 5DIV) la mobilité des mitochondries est plus élevée que
dans les neurones matures (14DIV)(Chang and Reynolds, 2006). En revanche, les fonctions des
mitochondries restent inchangées entre 5DIV et 15DIV, en effet les auteurs n'ont observé
aucune différence au niveau du potentiel de membrane et de leur capacité tampon pour le
calcium. Les auteurs proposent que la forte mobilité des mitochondries dans les neurones
immatures permet une dispersion de I'énergie plus rapide alors que dans les neurones
matures, l'immobilisation des mitochondries leur permet de devenir des sources d'énergie
stables pour les synapses (Chang and Reynolds, 2006).

Plus tard, une étude in vitro dans les neurones corticaux montre que I'arrét des mitochondries
au cours de la maturation axonale se produit aux sites présynaptiques (Lewis et al., 2016). De
plus, dans les neurones matures, le potentiel de membrane mitochondrial, et la dynamique
du calcium dans les mitochondries ont été mesurés. Les auteurs n'ont pas observé de
différence au niveau du potentiel de membrane entre des neurones de 7DIV et de 28DIV
(Lewis et al., 2016). Cela montre que les mitochondries ne subissent pas de changement au
niveau de leur potentiel membranaire au cours de la maturation. Cependant, I'import de
calcium dans les mitochondries et le niveau calcique basal dans les mitochondries des
neurones matures sont supérieurs a ceux des neurones immatures. Selon les auteurs, cet effet
serait d0 a la diminution du trafic des mitochondries (Lewis et al., 2016). L'utilisation de
chambre microfluidique pour cultiver les neurones permet de se rapprocher de la formation
de réseau de neurones qui se déroule in vivo puisque cela permet de former des connexions
orientées par les contacts axone-dendrites. Cette technique a permis de reconstruire un
réseau cortico-striatale et de démontrer que dans les neurones corticaux, le trafic des
mitochondries (Moutaux et al., 2018) (antérograde et rétrograde) diminue entre 4DIV et
21DIV sans affecter le nombre de mitochondries (Burkhalter et al., 2003)(Moutaux et al.,
2018).

Afin d’étudier le trafic mitochondrial en conditions physiologiques, des souris transgéniques
exprimant un marqueur mitochondrial fluorescent ont été générées. Ainsi I'équipe de
Litchman en 2007 a réalisé la premiere étude in vivo sur la mobilité des mitochondries dans
des neurones périphériques de souris adultes en utilisant la souche de souris Thyl-mitoCFP
(Misgeld et al., 2007). Ainsi ils montrent que, in vivo, dans les neurones périphériques de souris
adultes, 87% des mitochondries sont stationnaires et, 66% des mitochondries mobiles

effectuent des mouvements antérogrades.
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Les neurones corticaux des couches II/Ill la mobilité mitochondriale in vivo est d'environ 1%
dans les souris adultes (Lewis et al., 2016; Smit-Rigter et al., 2016). Les auteurs expliquent ce
résultat par la présence de mitochondries dans pres de 50% des sites présynaptiques et
suggerent que la diminution du trafic des mitochondries est due a I'augmentation des sites

présynaptiques stables (Lewis et al., 2016).

ii. Role des mitochondries dans la morphogénése axonale

Il a été montré dans des neurones corticaux de rats que la biogénése des mitochondries était
nécessaire a la croissance axonale. PGCla (peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator-1a) est un régulateur des mitochondries qui permet I'activation des
facteurs de respiration nucléaire NRF1 et NRF2 qui in fine régule I'expression des genes codant
pour les protéines de la chaine respiratoire mitochondriale (Wu et al., 1999). La surexpression
de PGCla induit une augmentation de la longueur de |'axone accompagnée d'une
augmentation de la densité mitochondriale. L'augmentation de cette densité n'est pas
homogene dans tous les compartiments cellulaires : il y a une forte augmentation dans I'axone
alors que I'augmentation a proximité du corps cellulaire est faible (Vaarmann et al., 2016).
De plus, la sonde ratiométrique PercevalHR permet de mesurer le ratio ATP/ADP (Tantama et
al., 2013) et montre que I'augmentation de la densité mitochondriale induit une augmentation
de ce ratio dans les axones (Vaarmann et al., 2016). Ainsi, ces résultats suggerent que lors de
la croissance axonale, les mitochondries se regroupent dans I'axone afin d'augmenter la
production d'ATP.

Dans un contexte de branchement, la mobilité des mitochondries est contrélée par la voie de
signalisation LKB1-NUAK1 (Courchet et al., 2013). En effet, in vitro dans les neurones corticaux,
une diminution de I'expression de LKB1 ou de NUAK1 induit une augmentation du trafic des
mitochondries. Cette augmentation du trafic a été corrélée avec une diminution du nombre
de branches. En effet, la surexpression de SNPH dans des neurones avec une diminution de
I'expression de LKB1 ou de NUAK1 permet de restaurer le phénotype de branchement
(Courchet et al., 2013). Ainsi cette étude montre que la régulation du trafic des mitochondries
pas LKB1 et NUAK1 est nécessaire au branchement axonal.

De plus, il a été montré que la position des mitochondries immobiles est corrélée avec la
position des branches matures (Spillane et al., 2013). En outre, une inhibition de la respiration
et de la synthése de protéines induit une diminution de la maturation des branches. Ainsi,
dans cette étude, les auteurs ont corrélé la formation de branches et la position des
mitochondries (Spillane et al., 2013).

La question se pose de savoir si les mitochondries se positionnent a la base des branches avant
ou apres leur formation. En 2014, des travaux sur les neurones de I'hippocampe montre in

vitro, que la localisation des mitochondries précede la formation des branches et que la
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présence de mitochondries est corrélée avec une durée de vie plus longue des branches (Tao
et al., 2014). Cependant, récemment, I'équipe a soumis un article (Lanfranchi et al., 2020)
montrant que dans les neurones corticaux, les mitochondries sont recrutées aprés la
formation de branches axonales et qu'elles sont nécessaires a leur stabilisation.

L'implication de NUAK1 dans le branchement axonal est appuyée par son implication dans la
régulation du métabolisme mitochondrial. En effet, I'équipe montre que lorsque I'expression
de NUAK1 est diminuée les neurones corticaux, le ratio ATP/ADP ainsi que le potentiel de
membrane des mitochondries diminuent (Lanfranchi et al., 2020).

Ainsi, I'ensemble de ces résultats montrent que la régulation du trafic et des fonctions des

mitochondries est importante lors de la croissance axonale et du branchement.

C- Les voies de signalisation impliquées dans le développement neuronal
De trés nombreuses voies de signalisation régulent les différentes étapes du développement
neuronal. Dans les paragraphes suivants, je vais dans un premier temps, décrire I'implication
de différentes kinases dans la polarisation des axones. Puis, j'aborderai les voies de

signalisation intervenant dans I'élongation et le branchement des axones.

Les kinases impliquées dans la polarisation axonale modulent I'expression protéique, la
transcription, la stabilité et la localisation des ARNm. Ces ARNm codent pour des régulateurs
du cytosquelette et assurent le remodelage du cytosquelette d’actine et des microtubules
requis pour le processus de polarisation. Ces kinases transmettent des signaux positifs qui
promeuvent la formation d’'un axone mais également des signaux négatifs qui inhibent la
formation des multiples axones. Ces signaux sont régulés spatio-temporellement au cours de
la polarisation. Plusieurs de ces voies de signalisation interviennent également dans les étapes
suivant la polarisation lors du développement axonal : la croissance et le branchement

axonale.

Ces voies de signalisation intracellulaires incluent :

- La Glycogen Synthase Kinase 3b (GSK3pB) est une serine threonine kinase qui régule de
multiples étapes de la morphogéneése neuronale. Elle intervient dans la polarisation, la
croissance et la migration neuronale (Jaworski et al., 2019; Jiang et al., 2005),

- la Liver Kinase B1 (LKB1), qui intervient également dans de multiples étapes de la
morphogénese neuronale (Kuwako and Okano, 2018; Mencarelli et al., 2018),

- le complexe Par3—Par6—atypical protein kinase C (aPKC) (Hapak et al., 2018),

- et les petites GTPases Racl/RhoA/Cdc42 (Lundquist, 2003).

Ces différentes voies de signalisation convergent pour assurer conjointement le remodelage

du cytosquelette d’actine et des microtubules qui sont les processus clés pour initier la
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polarité axonale. Certaines protéines effectrices sont communes a ces différentes

signalisations.

1) Lasignalisation de la polarité neuronale
a. Les facteurs extracellulaires
i. BDNF et NT-3

Parmi les facteurs extracellulaires figurent les neurotrophines comme le Brain Derived
Neurotrophic Factor (BDNF), le Nerve Growth Factor (NGF), la neurotrophine-3 (NT-3), et la
neurotrophine-4 (NT-4). lls exercent leurs actions via les récepteurs de la famille tropomyosin-
related kinase (Trk), des récepteurs a activité tyrosine kinase et p75"™®, un membre de la
famille des récepteurs au TNF (Tumor necrosis factor). La neurotrophine BDNF étant au coeur
de mon projet de thése, sa biologie et son action sur la croissance et le branchement axonale
sera détaillée dans une partie ultérieure de ce manuscrit.

Des études in vitro ont montré que des applications locales de BDNF, par I'application de stries
de BDNF sur les boites de culture avant la mise en culture (Shelly et al., 2007) stimule la
polarisation des axones corticaux et pyramidaux. Cette action est dépendante de I'interaction
des neurotrophines avec leurs récepteurs TrkB et C. L'inhibition de I'expression de ces
récepteurs (Nakamuta et al., 2011) ainsi que la neutralisation du BDNF par des anticorps ou
par un récepteur TrkB-Fc soluble réduit drastiquement le nombre de neurones formant des
axones in vitro (Cheng et al., 2011b).

Le BDNF est secrété localement par les neurones et son action autocrine est amplifiée par le
recrutement local de récepteurs TrkB (Cheng et al., 2011b). Une des voies de signalisation
impliquée dans la sécrétion autocrine du BDNF fait intervenir la PKA (protein kinase A) activée
par I'augmentation de I’AMPc (AMP cyclique) dans les neurites indifférenciés. Cette activation
a pour effet d’augmenter localement la sécrétion de BDNF en direction de I'axone (Cheng et
al., 2011b). L'augmentation de cAMP est permise par une régulation de la balance entre cGMP
et cAMP. L'utilisation de la technique de FRET dans des neurones en culture a permis
d'impliquer les phosphodiestérases (PD4E) dans le mécanisme de régulation réciproque entre
cAMP et cGMP (Shelly et al., 2010). De plus, la signalisation médiée par BDNF-TrkB active la
phosphatidyl-inositol kinase 3 (PI3-kinase) qui conduit au transport des récepteurs TrkB dans
le futur axone, amplifiant ainsi la signalisation du BDNF (Arimura et al., 2009; Cheng et al.,
2011b). De plus, I'activation de PI3K par BDNF-TrkB génére la production de phosphatidyl-
inositol 3,4,5-trisphosphate (PIP3) (Figure 13). Ces PIP3 sont localisés dans I'axone naissant et
permettent le recrutement et |'activation de la protéine kinase B (AKT), engendrant ainsi
I'inactivation de GSK3[. Cette inactivation permet I’activation de certaines protéines
associées aux microtubules (MAPs), comme les protéines collapsin response mediator protein
2 (CRMP2) et Taul, qui en régulant la polymérisation de la tubuline vont permettre la

polarisation de I'axone (Reichardt, 2006).
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Le BDNF induit également la phosphorylation de la kinase LKB1 une kinase importante dans
plusieurs aspects de la morphogénése neuronale. L'absence de LKB1 dans les neurones
hippocampaux et corticaux blogue la formation d’axones (Barnes et al., 2007; Shelly et al.,
2007). L’action du BDNF sur LKB1 est médiée par la phosphorylation et I’activation de LKB1
par PKA. L'interaction de LKB1 avec sa protéine partenaire (Shelly et al., 2007) la pseudokinase
STE20-related kinase adaptor alpha (Strada), promeut son exportation du noyau et
I’activation de ses cibles ; les kinases SAD (SAD-A and SAD-B). Ces kinases SAD vont, en
phosphorylant des protéines associées aux microtubules, favoriser la polarisation neuronale
(Kishi et al., 2005; Veleva-Rotse et al., 2014).

La neurotrophine NT3 active localement la formation d’un axone via des mécanismes
dépendants du Ca++. L'augmentation des ions Ca2+ ions fait intervenir la kinase
Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase kinase (CaMKK). De fagon intéressante et
contrairement au BDNF, NT3 inhibe également la formation de multiples axones. Cette
inhibition est permise par les ions Ca2+, produits sous I'effet de NT3 par la kinase CamK1, qui
par I'intermédiaire de I'activation de la GEF-H1 vont activer RhoA et prévenir la formation de
multiples axones (Nakamuta et al., 2011; Takano et al., 2017). RhoA permet de réguler la
rétraction des neurites par un remaniement du cytosquelette d'actine (Conde et al., 2010; Da
Silva et al., 2003).

ii. La semaphorine 3A

La sémaphorine 3A (Sema3A) ainsi que son récepteur neuropilin-1 (NP-1) sont exprimés dans
le cortex cérébral et les neurones corticaux en développement (Chen et al., 2008; Polleux et
al., 2000). L’exposition de neurones hippocampaux en culture, a la sémaphorine 3A supprime
la formation des axones et promeut la différentiation des neurites en dendrites (Shelly et al.,
2011). La stimulation de NP-1 par la Sema 3A éléve les niveaux de cGMP mais réduit ceux
d’AMPc et ce qui engendre une diminution de I'activation de PKA. L’effet inhibiteur de Sema3A
est attribué a I'absence d’activation de GSK3[3 et LKB1 par PKA (Shelly et al., 2011). Enfin, une
diminution de la signalisation de Sema 3A par injection d’un ARN interférent dirigé contre NP-
1 dans des progéniteurs corticaux de rat conduit a des défauts de polarisation in vivo (Shelly
etal., 2011).

ili. Les protéines de la famille du TGF-3
Les Transforming Growth Factor B (TGF-B1-3) sont les ligands du récepteur de type Il de TGF-
B (TBR2), qui apres activation recrutent le récepteur de type | TGF-B receptor (TBR1). Ce
rapprochement induit la phosphorylation de TBR1 par TBR2 conduisant au remodelage du

cytosquelette et a des régulations transcriptionelles.
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Les récepteurs TBR1 and TPR2 sont présents de maniére diffuse dans la membrane des
neurones primaires avant la polarisation de I'axone, puis ces deux récepteurs s'accumulent
dans la région du cone de croissance. Par cette relocalisation, I’exposition au TGF- permet la
spécification de I'axone. L'inhibition de I'expression de TBR2 dans des neurones primaires in
vitro et in vivo ne permet pas la formation d’un axone (Yi et al., 2010). Le mécanisme d’action
du TGF-B repose sur la phosphorylation de Par6 par TBR2. Par6 recrute I"'ubiquitine ligase
Smurfl (Ozdamar et al., 2005) et promeut la dégradation par le protéasome de RhoA

impactant in fine le cytosquelette d’actine.

b. Les voies intracellulaires impliquées dans la polarité neuronale
i. Le complexe Par3-Par6-aPKC

Le complexe Par3, Par6 et aPKC est conservé dans I'ensemble du régne animal et joue un réle
prédominant dans la polarité cellulaire. Ce complexe est assuré par linteraction des
différentes protéines entre elles. Par3 interagit avec Par6 et avec le domaine kinase de aPKC.
Par6 se fixe au domaine régulateur de la kinase aPKC. Dans les neurones, le complexe est
présent exclusivement dans le cone de croissance axonal et gouverne la mise en place et le
maintien de la croissance axonale, essentielle a la polarité des neurones (Shi et al., 2003,
2004). La localisation du complexe est cruciale a son action sur la formation de I'axone et
plusieurs mécanismes assurent cette localisation.
Le complexe Par3-Par6-aPKC est transporté a |'extrémité distale du futur axone par la kinésine
Kif3a (Nishimura et al., 2004; Shi et al., 2003) via une interaction entre Par3 avec Kif3a
(Funahashi et al., 2013). La phosphorylation de Par3 par la MAP kinase Erk2 interrompt son
interaction avec Kif3a et permet le relargage du complexe a I’extrémité de I’axone (Funahashi
et al., 2013).
La localisation de Par6 dans I'axone est également régulée par son ubiquitination et sa
dégradation dans les autres neurites par I'ubiquitine ligase Smurfl (Cheng et al., 2011a). La
phosphorylation de Smurfl par PKA aprés stimulation par le BDNF conduit a un changement
d’affinité de Smurfl pour ses différents substrats. Ainsi, la dégradation de RhoA nécessaire a
la formation de I'axone augmente tandis que celle de Par6 diminue (Cheng et al., 2011a). Ce
mécanisme permet donc la diminution de RhoA et I'accumulation de Par6 dans les futurs
axones ; conditions nécessaires a la formation et I’élongation des axones.
Un autre mécanisme est dépendent de l'association de Par3 avec APC (adenomatous
polyposis coli) et la kinésine KIF3A. APC se fixe a I'extrémité positive des microtubules et
stimule I'assemblage des microtubules et leur stabilité. La phosphorylation d’APC par GSK3f
inhibe son interaction avec les microtubules et régule la localisation d’APC et de son
partenaire Par3 (Shi et al., 2004).
La localisation du complexe Par a I’extrémité des axones est également régulée par I'activation

de la PI3K. La PI3K est une kinase permettant |'ajout d'un groupement phosphate sur un
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phosphatidyl-inositol : PI(4,5)P2, cet ajout mene a la formation de PI(3,4,5)P3. Ce
phosphatdylinositol contient un domaine PH (plextrin homology) qui va permettre la liaison
de différentes protéines (Figure 13). La phosphatase PTEN (phosphatase and tensin homolog
deleted on chromosome 10) permet la déphosphorylation de PI(3,4,5)P3 afin de reformer du
PI(4,5)P2, elle a un rble antagoniste a PI3K.

La génération de PI(3,4,5)P3 recrute des protéines comme |'aPKC, AKT ou encore les GEFs
Tiam1l et Tiam2 qui sont responsables de l'activation des GTPases Cdc42 et Racl. Une
surexpression de Tiam1 dans des neurones primaires conduit au développement de plusieurs
axones (Kunda et al., 2001).

La protéine AKT est recrutée a la membrane plasmique par PIP3 grace a son domaine PH ce
qui permet sa phosphorylation et son activation par les kinases PDK1 et 2. La forme
phosphorylée de AKT est retrouvée principalement dans le cne de croissance des neurones
polarisés in vitro (Shi et al., 2003). De plus, PI3K permet I'accumulation spécifique de PIP3 et
AKT dans une neurite qui sera le futur axone (Ménager et al., 2004). La phosphorylation des
sites S9 sur GSK3[3 et S21 sur GSK3a induit sa perte d'activité. La phosphorylation de GSK3f3
est aussi régulée par Dock3 (une protéine Rac1-GEF) qui permet le recrutement de GSK3[ a la

membrane pour faciliter sa phosphorylation par PI3K (Namekata et al., 2012).

Le complexe Par régule également la polarisation via la kinase MARK2 (microtubule affinity-
regulating kinase (MARK)/PAR-1). La diminution de I'expression de MARK2 favorise la
formation d’axones multiples tandis qu’une surexpression prévient la polarisation. La kinase
aPKC est responsable de [linhibition de MARK2. Cette inactivation conduit a Ia
déphosphorylation de protéines associées aux microtubules conduisant a I'assemblage des
microtubules et I"élongation de I'axone (Chen et al., 2006). Le complexe est impliqué dans

différentes signalisations régulant la polarité au cours du développement des neurones.

ii. Shootin1
Shootinl est une protéine cytosolique localisée dans toutes les neurites durant les premiers
stades de développement de neurones d’hippocampe. Par la suite, elle s’accumule dans le
cone de croissance en développement (futur axone) et disparait des autres neurites.
L'inhibition de I'expression de Shootinl empéche la polarisation (Toriyama et al., 2006). A
I'inverse, I'augmentation de son expression conduit a la formation d’axones multiples.
Shootinl recrute PI3K dans le cone de croissance. La diminution de I'expression de Shootinl

empéche la génération de PIP3 dans le cone de croissance (Sapir et al., 2013).

iii. CRMP2
La protéine Collapsin response mediator protein 2 (CRMP2) est une protéine adaptatrice qui

intervient dans le trafic vésiculaire et la régulation du cytosquelette. C'est une protéine
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associée aux microtubules (MAPs) qui a une activité d’hydrolase des pyrimidines. Elle est
exprimée dans le systéme nerveux en développement. La protéine est enrichie dans les
axones en croissance de neurones hippocampaux. La surexpression de CRMP2 induit la
formation d’axones multiples et I'élongation des axones préexistants (Inagaki et al., 2001).
CRMP2 se fixe aux hétérodimeres de tubuline et promeut la polymérisation des microtubules.
Elle participe ainsi a I’élongation et aux branchements des axones (Fukata et al., 2002). Les
mécanismes moléculaires intervenants ne sont pas encore connus.

Takeshi Yoshimura et col. ont montré que la phosphorylation de CRMP2 par GSK3f inhibe sa
liaison a la tubuline. L’expression d’une protéine mutante CRMP2 non phosphorylable par
GSK3p induit la formation de multiples neurites semblables a des axones dans des neurones
hippocampaux. Indiquant ainsi que GSK3f3 régule la polarité neuronale en contrdlant I'activité
de CRMP2 (Yoshimura et al., 2005). Le traitement de neurones par la neurotrophine NT3 ou
le BDNF entraine l'inactivation de GSK3[ et par conséquent l'activation de CRMP2 en
promouvant la croissance axonale. L'inhibition de GSK3[ quant a elle, est régulée par

I’activation de la voie PI3K-AKT par les neurotrophines (Yoshimura et al., 2006).

Extracellulaire Figure 13 : Représentation schématique
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2) Les voies impliquées dans I'élongation axonale
Les différentes kinases impliquées dans I’élongation des neurites régulent et coordonnent le
remodelage du cytosquelette, I'addition de nouvelle membrane plasmique, I'adhésion des

neurones et la synthése protéique.

a. Lakinase AMPK
L’AMPK (Adenosine 5'-monophosphate (AMP)-activated protein kinase) est un senseur clé du
métabolisme énergétique cellulaire qui participe a de multiples cascades de signalisation. Elle
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contréle I’'homéostasie énergétique en stimulant les voies productrices d’ATP et en inhibant
les voies qui en consomment. AMPK réduit I’élongation des neurites en inhibant la voie de
signalisation PI3K-AKT-mTOR impliquée dans I’élongation des neurites (voir paragraphe
suivant). Cependant, I'AMPK peut également réguler directement cette élongation,
indépendamment du niveau d’énergie cellulaire. En effet, 'AMPK interagit avec un récepteur
alanétrine 1, la protéine DSCAM (Down Syndrome Cell Adhesion Molecule) (Zhu et al., 2013).
L'addition de nétrine dans les cultures de neurones corticaux promeut I’élongation des
neurites via la phosphorylation et I'activation d’AMPK. L'utilisation d'inhibiteurs d’AMPK ou

de la forme mutée d’AMPK bloquent I'effet positif de la nétrine sur I’élongation des neurites.

b. Lavoie PI3K-Akt-mTOR
La voie de signalisation PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) - Akt (protein kinase) - mTOR
(mammalian target of rapamycin) participe non seulement a l'initiation de la formation des
neurites mais aussi a la croissance et au développement des dendrites et axones (Bennison et
al., 2020). Cette voie de signalisation régule le remodelage du cytosquelette mais également
la synthese des lipides et protéines via la kinase mTOR. De nombreux travaux ont montré
I'implication de la voie PI3K-AKT-mTOR sur la croissance des neurites dans des cellules
primaires (neurones de I'hippocampe, neurones des ganglions de la racine dorsale ou encore
les neurones des ganglions des nerf supérieurs) (Kuruvilla et al., 2000; Tucker et al., 2008;
Zheng et al., 2008). La signalisation PI3K-Akt est activée par différents stimuli comme le BDNF,
le HGF (Hepatocyte Growth Factor) ou encore le NGF . L'activation d'AKT induit I'inhibition de
GSK3B ce qui conduit a I'activation de MAP2 (Figure 14), et par conséquent a la polymérisation
des microtubules et I’élongation des neurites (Lim and Walikonis, 2008) (Figure 14).
L'inhibition de GSK3B conduit plus spécifiquement a I'élongation de I’axone via la protéine
APC qui promeut I'assemblage des microtubules (Zhou et al., 2004). AKT phosphoryle et active
la protéine Tau qui intervient dans la stabilité et I'assemblage des microtubules (Ksiezak-
Reding et al., 2003). En outre, AKT active également la kinase mTOR qui contréle la synthese

des protéines et des lipides nécessaires a la croissance des axones et dendrites.
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Récepteurs Figure 14 : Représentation schématique
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c. Role des kinases du cycle cellulaire

Ces kinases connues pour réguler le cycle cellulaire, sont également impliquées dans divers
processus dans les cellules post-mitotiques. C'est le cas de la kinase A Aurora, qui est un
régulateur important de I'élongation des neurites dans les neurones corticaux. Suite a sa
phosphorylation par la kinase aPKC, elle forme un complexe avec son substrat NDEL1 et régule
la projection et I'invasion des microtubules dans les neurites en croissance (Mori et al., 2009).
La Cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5), initialement connue pour son role dans la régulation de
la mitose, est également impliquée dans I’élongation des neurites (Figure 15). Le complexe
Cdk5-p35 est recruté au récepteur a la sérotonine (5-HTR6). 5-HTR6 est un récepteur couplé
aux protéines G (de type RCPG). Cdk5 phosphoryle et active 5-HTR6 induisant I’activation de
la GTPase Cdc42, un régulateur du cytosquelette d’actine pour aboutir in fine a I’élongation
des neurites (Figure 15). Cet effet n’est pas dépendant de la présence du ligand du récepteur
5-HTR6 (Duhr et al., 2014).

Cdk5 agit également via le récepteur 5-HTR7 (Figure 15), un récepteur a activité tyrosine
kinase. L’activation de 5-HTR7 et I’élongation des neurites nécessite la fixation du BDNF sur 5-
HTR7. Une fois activée, Cdk5 est recrutée et phosphoryle 5-HTR7 et déclenche une cascade
de signalisation impliquant la MAP kinase ERK et aboutissant a I'élongation des neurites. Les
MAPK sont elles aussi impliquées dans la régulation de la croissance axonale. En effet, un gain
de fonction des kinases Ras et ERK induit une augmentation de la longueur axonale in vitro.
La régulation de |'élongation axonale par les MAPK est rendue possible par leur activité sur les
facteurs de transcription et leur régulation du cytosquelette (Polleux and Snider, 2010).

La signalisation de 5-HTR7 implique également Cdc42 et MAP1B un régulateur des
microtubules (Speranza et al., 2015). Ainsi les récepteurs 5-HTR6 et 5-HTR7 via Cdk5 régulent

les cytosquelettes d’actine et de tubuline (Figure 15).
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3) Les voies impliquées dans le branchement axonal
Le branchement axonal est régulé spatio-temporellement par des facteurs extracellulaires tels
que les neurotrophines (BDNF) (Jeanneteau et al., 2010), les molécules de guidage (netrine-1,
éphrines, semaphorines)(Dent et al., 2004; Palmer and Klein, 2003; Pasterkamp, 2012), ou
encore les morphogénes (Wnt)(Ciani and Salinas, 2005). L'ensemble de ces facteurs régule des
processus intracellulaires comme la position des organelles ou I'expression des genes, et
peuvent étre régulés par I'activité neuronale. Ces facteurs déclenchent I'activation de voies
de signalisation qui régulent et coordonnent le remodelage local du cytosquelette et I'addition
de nouvelle membrane plasmique par endocytose et exocytose. Dans ce paragraphe, je vais
décrire le role des voies de signalisation PI3K-AKT-GSK3[3-mTOR et des Rho GTPases activées
par le BDNF dans la régulation du cytosquelette pour branchement axonal. L'implication de la

kinase LKB1 et de ces kinases cibles sera détaillée dans la partie III.

a. Signalisation PI3K, PTEN et GSK3J3
Comme nous I'avons décrit dans le paragraphe précédent, de nombreuses études ont montré
I'importance de la voie de signalisation PI3K et de PTEN dans la croissance axonale au cours
du développement. PI3K synthétise les phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PI(3,4,5)P3
et la phosphatase PTEN hydrolyse le phosphate situé en position 3 du phosphatidylinositol (3,
4, 5)-triphosphate (PIP3), ce qui lui confere un rdle de régulateur négatif de la voie de
signalisation intracellulaire contrélée par la phosphatidylinositol-3 kinase. Dans les neurones,
la production localisée de PI(3,4,5)P3 est associée (en plus de la polarité) a la mise en place de
spots riches en actine, a la formation de filipodes, leur élongation et par conséquent a la
formation de branches (Gallo, 2013; Ketschek and Gallo, 2010; Spillane et al., 2012). PTEN est

tres fortement exprimée dans les neurones. Elle participe a la régulation de I'activité de PI3K
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au cours de I'élongation des axones. Les niveaux de PTEN aux extrémités des axones en
croissance sont régulés via sa dégradation par le protéasome (Drinjakovic et al., 2010) ou
I’accumulation du micro RNA-17-92 (Zhang et al., 2013).

Des travaux récents de Brosig et al. ont montré que I'activité de PTEN au site du futur filopode
est régulée par son association avec la protéine PRG2 (plasticity-related gene 2 (PRG2). PRG2
est une protéine membranaire appartenant a la famille des protéines LPPR (lipid phosphate
phosphatase related). L'analyse de I'expression de PRG2 montre que cette protéine est
exprimée in vivo durant les stades de développement du branchement axonal (E17-P1). Dans
I'axone, PRG2 est localisée proche des patchs d'actine ou les filopodes se forment (Brosig et
al., 2019). Une surexpression ou une diminution de I'expression de PRG2 induit
respectivement une augmentation ou une diminution du nombre de filopodes uniquement
dans la compartiment axonal (Brosig et al., 2019). PRG2 interagit avec PTEN et inhibe son
activité préservant ainsi le pool de PI3P nécessaire a la signalisation de PI3K impliquée dans le
remodelage de I'actine.

La voie PI3K/AKT est également impliquée dans la régulation de la synthése de protéines. Elle
permet |'activation de mTOR qui phosphoryle la protéine ribosomal S6 (S6K1/2) et I'inhibiteur
de traduction 4E-BP1, ce qui permet l'augmentation de la traduction locale des ARNm

contenant une coiffe et une région UTR en 5' (Lipton and Sahin, 2014).

b. La signalisation des MAP kinases

Jeanneteau et al. (2010) ont démontré le role de la signalisation des MAP kinases et de la
phosphatase MKP1 dans le branchement axonal stimulé par le BDNF dans les neurones
corticaux de rat (Jeanneteau et al., 2010). MKP1 est une phosphatase spécifique de certaines
MAPKs. Cette famille comporte 11 membres et beaucoup sont exprimés dans le systéeme
nerveux. Lors des étapes de la formation de branches axonales, la fixation du BDNF sur son
récepteur TrkB engendre |'activation de la kinase ERK ce qui induit I'expression de la protéine
MKP1 (MAPK phosphatase 1) (Jeanneteau et al., 2010). Cette protéine régule négativement
la protéine JNK qui est connue pour phosphoryler la stathmine et MAP1B (protéine associée
aux microtubules 1B) qui stabilisent les microtubules (Chang et al., 2003). Ainsi, I'activation de
MKP1 par le BDNF favorise la déphosphorylation et donc I'inactivation des kinases JNK et par
conséquent I'activation de leur substrat les stathmines.

In vivo, une surexpression ou une diminution de I'expression de MKP1 dans les neurones
corticaux induit respectivement une augmentation ou une diminution du branchement

terminal (Jeanneteau et al., 2010).

La voie des MAP kinases régule aussi le branchement et I'expression protéique par l'activation
de CREB (Zhou et al.,, 2012). Cependant, l'activité de CREB n'est pas suffisante pour

promouvoir le branchement, elle nécessite l'interaction avec un co-activateur : CRTC1 qui est
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transloqué depuis le noyaux par un mécanisme dépendant de l'activation des récepteurs
NMDA par le glutamate (Finsterwald et al., 2010). L'augmentation de I'activité de CREB permet
par exemple une augmentation de la transcription des génes précoces comme c-fos et ARC

nécessaire au branchement dendritique (Cohen et al., 2011)

La voie PI3K/AKT est impliquée dans la régulation de deux processus lors de la formation des
branches axonales, la synthése de protéines et la dynamique des microtubules. Elle permet
d'une part l'activation de mTOR qui phosphoryle la protéine ribosomal S6 (S6K1/2) et
I'inhibiteur de traduction 4E-BP1, ce qui permet I'augmentation de la traduction locale des

ARNm contenant une coiffe et une région UTR en 5' (Lipton and Sahin, 2014).

Enfin, une diminution de I'expression de JIP3 (JNK-interacting protein kinase 3) induit une
augmentation du branchement axonal par la diminution du niveau de GSK3f. La diminution
du branchement par la voie JIP3-GSK3[3 est permise par la phosphorylation de la protéine

associée aux microtubules, la doublecortine (DCX) (Bilimoria et al., 2010).

c. Les Rho GTPases

Les Rho GTPases régulent le cytosquelette d’actine et sont importantes pour la croissance
axonale, la morphologie des axones et la plasticité synaptique. Cependant, leur implication
dans ces processus semble étre dépendante du type de neurones et du stade de
développement ainsi que de I'activité électro-physiologique. Cdc42 a été impliquée dans la
formation de I'axone mais ne joue pas un rble prépondérant dans le branchement axonal
(Schwamborn et al., 2009).

RhoA a un effet inhibiteur sur la formation des branches axonales en permettant la régulation
négative de la formation de filipodes (Loudon et al., 2006). Ainsi, l'inhibition de RhoA induit
une diminution du branchement axonal dans des cultures de neurones embryonnaires de
I’'hippocampe. Cependant dans ces mémes cultures, I'expression d’'un mutant RhoA
constitutivement actif n’a pas d’effet sur le branchement (Ahnert-Hilger et al., 2004).
L'activation ou l'inhibition de RhoA dans des cultures organotypiques de cortex induit
respectivement, une augmentation ou une diminution des branchements (Ohnami et al.,
2008). Cette augmentation est dépendante de I'activité neuronale. En effet, elle est bloquée

par I'inhibition des récepteurs aux glutamates et des canaux sodium.

Une autre famille de GTPases est impliquée dans le branchement : la famille des kinases Rac.
Rac3 est exprimée dans le systeme nerveux et son expression augmente au moment du
branchement des axones (Albertinazzi et al., 1998) indiquant ainsi une possible implication
dans ce mécanisme. RhoG inhibe la formation des branches axonales des neurones de

I’"hippocampe, cette action implique le signal ELMO/Dock180/Rac1 (Franke et al., 2012).
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Enfin, les GTPases Ras sont également impliquées dans la régulation du branchement axonal.
Une étude a montré que R-Ras induit le branchement axonal via I'inhibition de GSK3[ par la
signalisation PI3K/Akt (Iwasawa et al., 2012). En effet, les Ras GTPases activent PI3K par
interaction avec la sous-unité PI3K-p110 (Yang et al., 2012). D’autres GTPases sont également
capables d’activer PI3K (Rho, Racl-3) et la contribution de PI3K a leur action sur le

branchement axonal reste a déterminer.

D- Réle de I'activité neuronale pour la formation des circuits et conséquences
physiopathologiques
1) Activité neuronale et formation des circuits

Dans les neurones pyramidaux, le nombre de connexions homolatérales (dans le méme
hémisphére : ipsilateral) est largement supérieur au nombre de connexion dans I'hémisphére
opposé (contralatéral) (Swanson et al., 2017). Bien que les connexions contralatérales soient
moins nombreuses, il a été proposé plusieurs modeles quand-a la formation de la connectivité
inter-corticale. Le premier modeéle est que durant le développement, des projections axonales
de chaque aires se forment de facon exubérante et aspécifique et, seule une petite partie de
ses projections est conservée et stabilisée pour la formation d'un connectome mature. Le
deuxieme modele est que les projections sont prédéterminées et qu'elles se forment
directement dans les régions spécifiques cibles. Les premiéres études ont montré que la
formation des neurones callossaux est permise par I'élimination de projections transitoires
durant le développement (O’Leary et al., 1981). Les neurones forment des projections et
persistent la ou ils regoivent des projections afférentes a I'état adulte (Innocenti and Price,
2005). Cependant, d'autres études ont montré par marquage antérograde que les projections
axonales ne se développent que dans les régions qui seront conservées a l|'état mature
(Innocenti, 1981; Ivy and Killackey, 1981). Ce phénoméne a aussi été observé plus récemment
utilisant la technique d'électroporation in utero (Fenlon et al., 2017).
L'ensemble de ces résultats montrent que différents processus sont impliqués dans la mise en
place de la connectivité neuronale et en particulier, la mise en place des projections axonales
intra-corticales et peuvent étre considérés comme différents modeles. Ainsi, il y a tout d'abord
une formation aléatoire de connectivité avec formation de projections transitoires qui seront
éliminés durant le raffinement post-natal des circuits. Puis, une interaction, durant le
développement, entre les axones et leur cible permet une sélection des axones qui
persisteront aprés maturation. L'étape finale d'élaboration et de stabilisation des
connectivités (branches) a leur cible spécifique est dépendante de I'activité spontanée des
axones (Mizuno et al., 2007; Wang et al., 2007). En effet, il été a montré, par |'utilisation de
Kir2.1 (inhibiteur de l'activité neuronale), que d'une part I'activité neuronale présynaptique
est nécessaire a la formation du branchement des projections axonales en couche II/Il et,

d'autre part, que l'activité post-synaptique est peu impliquée dans le branchement terminal
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(Mizuno et al., 2007). Enfin, il a été montré avec |'utilisation d'inhibiteur de I'exocytose des
vésicules synaptiques (TeNT) que l'activité synaptique est nécessaire au branchement
collatéral (Wang et al., 2007). Peu de temps apreés, la contribution des activités neuronales
post et pré-synaptique a pu étre détailler (Mizuno et al., 2010; Tagawa and Hirano, 2012) avec
la mise en évidence de l'implication de |'activité neuronale pré-synaptique a partir du stade
P7, stade d'envahissement du c6té contralatéral. L'activité post-synaptique quant a elle n'est
nécessaire qu'a partir du stade P9, au début de la formation de branches terminales (Mizuno
et al., 2010).

2) Conséquences physiopathologiques des défauts de branchement axonal
Enfin, des défauts de fonctionnels des circuits corticaux sont associé a des pathologies neuro-
développementales comme des troubles du spectre autistique (ASD) ou la schizophrénie (del
Pino et al., 2018).
L'utilisation de I'IRM (imagerie par résonnance magnétique) a permis d'identifier des défauts
dans les circuits corticaux de patients ASD (Courchesne and Pierce, 2005). Cette étude montre
que dans les patients ASD, la connectivité a longue distance est diminuée alors que celle a
courte distance est augmentée dans le cortex frontal (Courchesne and Pierce, 2005).
La kinase NUAK1 est un géne candidat pour les troubles du spectre autistique (lossifov et al.,
2012). En 2018, I'équipe a montré qu'une haploinsuffisance de NUAK1 provoque des défauts
dans les neurones corticaux, in vitro et in vivo, comme une diminution du branchement axonal
ou une augmentation du trafic des mitochondries (Courchet et al., 2018). Ces défauts ont été
corrélés avec des troubles du comportement. Les souris NUAK1* ne présentent pas de
défauts olfactif, visuel et moteur. En revanche, elles présentent une diminution de la mémoire
spatiale, et de la mémoire a court terme. De plus, ces souris ont un comportement social
altéré, en effet, lors du test des 3 chambres, les souris NUAK1*- préférent le contact d'une
souris connue plutét que d'une souris inconnue contrairement aux souris sauvages (Courchet
et al., 2018). L'ensemble des résultats de cette étude montre que la perte d'un allele Nuak1
implique des défauts de comportement comparable a ceux observés dans les cas de trouble
du spectre autistique, schizophrénie ou encore une infirmité intellectuelle (Courchet et al.,
2018).
Plus récemment, I'étude d'un modéle de syndrome de Digeorge (22q11) a permis de montrer
gue la connectivité neuronale est diminuée dans le cortex de ces souris (Fernandez et al.,
2019). Ce syndrome, causé par une délétion dans le chromosome 22, induit de nombreux
troubles comme des malformations cardiaques, des problemes immunitaires mais il a
également été associé a des troubles neuro-développementaux tels que l'anxiété, la
schizophrénie ou encore des troubles du spectre autistique (Meechan et al., 2015). Ainsi
I'équipe de A.S. Lamantia a montré, grace a l'imagerie, que les connexions a longues distances

sont altérées chez les souris 22g11. Cette connexion longue distance est altérée par une

54



diminution de la complexité axonale (longueur et branches) et celle-ci est associée a un défaut
dans le fonctionnement des mitochondries, plus précisément a une augmentation des ROS
(Fernandez et al.,, 2019). Cette étude permet donc d'établir un lien entre la complexité

axonale, le métabolisme et des troubles du comportement.

Ainsi, les défauts de mise en place des circuits impliqués dans les pathologies neuro-

développementales montre l'importance de I'étude du développement cortical.
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- Le BDNF
A- Historique

Le développement du réseau neuronal est régulé par des facteurs intrinseques comme les
voies de signalisation et extrinseques comme les neurotrophines (Park and Poo, 2013). Les
neurotrophines (NT) constituent une famille de protéines impliquée dans la croissance, la
différenciation, la survie et la plasticité des neurones. La premiéere neurotrophine, le NGF
(Nerve Growth Factor), a été découverte en 1954. Rita Levi-Montalcini et Viktor Hamburger
ont mis en évidence la sécrétion d’un facteur soluble favorisant la survie et le développement
de fibres neuronales sympathiques (Levi-Montalcini et al., 1954). Des études in vitro réalisées
par Stanley Cohen en 1960 ont permis d’isoler et d’identifier le NGF comme un facteur de
croissance des cellules neuronales. Rita Levi-Montalcini et Stanley Cohen ont recu le prix
Nobel de "Physiologie ou Médecine" en 1986 pour leur découverte du NGF. En 1982, Barde et
al. ont isolé, a partir de cerveaux de porcs, un nouveau polypeptide capable de promouvoir la
survie et la croissance de neurones en culture. lls le nomment Brain-Derived Neurotrophic
Factor (BDNF) (Barde et al., 1982). Depuis d’autres facteurs neurotrophiques ont été identifiés
et regroupés par similarités de structure. La famille des neurotrophines a été construite selon
leur ressemblance au NGF et comprend le NGF (Nerve Growth Factor), la neurotrophine 3 (NT-
3), le brain-derived neurotrophic factor (BDNF) et la neurotrophine 4/5 (NT-4/5) chez les
mammiféres. Dans les paragraphes suivants, je vais décrire la structure du gene du BDNF et
son expression cellulaire et tissulaire a travers la description des différents transcrits du BDNF.
Dans un deuxieme temps, je détaillerai la synthese, la maturation du BDNF ainsi que son mode
d’action a travers ses récepteurs TrkB et p75N™R, J'aborderai aussi la signalisation et le trafic

intracellulaire de ces récepteurs.

B- Le BDNF : du géne a la protéine
1) Structure et expression du gene Bdnf
Le géne codant pour le BDNF est localisé, respectivement, sur les chromosomes 11, 2 et 3 chez
I'Homme, la souris et le rat. Il est composé de 11 exons chez 'homme et de 9 chez la souris et
le rat (Figure 16) (Aid et al., 2007; Hofer et al., 1990; West et al., 2014). Lesexons 1, 2,4 et 6
sont trés conservés entre I'Homme et les rongeurs (Tognoli et al., 2010). La transcription du
géne Bdnf induit de multiples variants de ’ARN messager du BDNF qui codent tous pour la

méme protéine. La séquence codante est entierement comprise dans I’exon 9.
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Figure 16 : Structure du géne BDNF et représentation schématique des zones d'expression des ARNm
messagers de BDNF en fonction des différents promoteurs. Le géne codant pour le BDNF est composé de
9 exons. L'expression des différents exons de BDNF permet une expression région dépendante. Les exons
2,4 et 6 promeuvent I'expression dans le soma et les dendrites proximales, I'exon 6 est le seul a promouvoir
I'expression dans les dendrites distales. (Adapté de De Vicenti et al., 2019)
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La machinerie de transcription du BDNF utilise 9 promoteurs différents, ainsi, |'épissage
alternatif de la région 5'UTR et les différence de longueur de la région 3'UTR mene a la
formation de 22 transcrits différents (Timmusk et al., 1993, 1995) (Figure 16).

Ainsi, deux mécanismes contrélent la localisation intracellulaire : la longueur de la région
3'UTR et I'expression des exons.

De plus, I'expression des différents promoteurs permet de cibler la zone ol est exprimée le
BDNF. A titre d'illustration, le promoteur 4 dirige I'expression du BDNF dans le cerveau et le
pancréas (Aid et al., 2007; Liu et al., 2006; Timmusk et al., 1995).

Plus précisément, I'équipe de T. Timmusk a pu décrire I'expression du BDNF dans différentes
régions du cerveau. Ainsi, certains ARNm sont exprimés dans toutes les régions du cerveau
comme les exons 1 et 3 alors que I'exon 5 par exemple est plus particulierement exprimé dans
le cortex et I'hippocampe. En outre, les niveaux d'expression de chacun des exons au cours du
temps ont été observés, de ce fait, au stade embryonnaire E15, c'est I'exon 4 qui prédomine
alors que les exons 1 et 3 sont peu exprimés. Ainsi, on peut constater que certains exons
dominants a I'dge adulte sont trés peu exprimés durant le développement, ce qui montre une

spécificité spatio-temporelle des différents exons (Aid et al., 2007).
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L'expression des différents exons quant-a-elle dirige I'expression dendritique du BDNF (Baj et
al., 2011) (Figure 16). Par exemple les exons 1 et 4 sont exprimés dans les dendrites
proximales alors que les exons 2C et 6 sont exprimés les dendrites distales des neurones
pyramidaux de I'hippocampe (Baj et al., 2011). Une ségrégation identique des ARNs a aussi
été retrouvée dans les neurones corticaux (Pattabiraman et al., 2005).

Le deuxieme mécanisme mis en place pour réguler I'expression de BDNF est la longueur de la
région 3'UTR. En effet, il a d'abord été démontré en 2008 chez la souris, que sila région 3'UTR
de I'ARNm est courte, 'ARNm se localise dans le corps cellulaire alors que si elle est longue,
I'ARNm est transporté dans les dendrites pour une traduction locale (An et al., 2008) (Figure
17). Quel signal permet des cibler les ARNm aux dendrites ? Une étude in vitro, dans les
neurones de I'hippocampe de rat, montre que la région codante commune a tous les transcrits
BDNF contient le signal pour la localisation aux dendrites (Chiaruttini et al., 2009). Cependant
dans cette étude, les exons 1 et 4 sont localisés dans le soma et non les dendrites. L'utilisation
d'ARN interférents ciblant la transline couplé a une expérience d'immunoprécipitation,
montre que ce complexe interagit avec les ARNm de BDNF sur le site G196 (Chiaruttini et al.,
2009). La transline est une protéine qui interagit avec I'ADN et les ARN simple brin et qui forme
un complexe hétérodimérique avec Trax (Translin associated factor x). Une mutation
ponctuelle du site G196 induit la perte de la translocation aux dendrites, et les ARN mutants
G196A sont localisés dans le compartiment somatique. Ainsi, la translocation des ARNm aux
dendrites distales est permise par la liaison du complexe transline/Trax sur I'ARNm BDNF via
son site G196. Cette étude montre que la séquence nécessaire a la fixation de transline/Trax
est absente dans les trancrits des exons 1 et 4 ce qui induit leur localisation somatique
(Chiaruttini et al., 2009).

En 2015, une nouvelle étude a montré dans des neurones de I'hippocampe chez le rat, que les
ARNmM BDNF ayant des régions 3'UTR courtes ou longues sont transportées dans les dendrites
par des mécanismes différents (Vicario et al., 2015). Ce transport implique la longueur de la
région 3'UTR et passe par différents mécanismes. Ainsi, les ARNm BDNF avec une région 3'UTR
courte répondent a une stimulation par NT-3 et requiert I'activité de protéines telles que
CPEB-1,2 et ELAV-2,4. En revanche, les ARNm BDNF constitués d’une longue région 3'UTR
répondent a une stimulation par le BDNF et font intervenir un mécanisme plus complexe qui
met en jeu la sécrétion du BDNF dépendante du BDNF lui-méme, de ELAV-1,3,4, de FMRP et
de FXRP2 (Vicario et al., 2015).
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2) Synthése et maturation de la protéine
Comme la plupart des hormones et des facteurs de croissances, le BDNF est synthétisé sous
forme d’une protéine précurseur, le pré-proBDNF qui acquiert sa structure tridimensionnelle
dans le réticulum endoplasmique. Le peptide signal constitué des 18 premiers acides aminés
du pré-proBDNF permet de I'adresser dans les voies de sécrétion ou il sera clivé lors de son
transfert dans le réseau trans de 'appareil de Golgi (Lu, 2003), formant ainsi le pro-BDNF
(Figure 18).
Le pro-BDNF est également clivé, au niveau intra- ou extracellulaire, pour donner la forme
mature qu’est le BDNF (Foltran and Diaz, 2016; Mizui et al., 2016). Le clivage intracellulaire
du pro-BDNF peut avoir lieu dans le réseau trans-golgi par des endoprotéases de la famille des
subtilisine-kexine comme les furines ou, dans des vésicules de sécrétion par des convertases
(Lu et al., 2005; Mowla et al., 1999). Le clivage extracellulaire est assuré par la plasmine (tPA :
tissue plasminogen activator) (Lee et al., 2001) en association avec les métalloprotéase
(MMP3, 7 et 9) de la matrice (Lee et al., 2001; Pang et al., 2004) (Figure 18).
L'efficacité de clivage du pro-BDNF en BDNF differe au cours du développement ; en effet, du
nouveau-né a l'adolescence les deux formes sont exprimées de fagon égale alors qu'a I'age
adulte le BDNF domine (Yang et al., 2014).
Pendant longtemps, les chercheurs ont pensé que seul le BDNF mature était biologiquement
actif et que le pro-BDNF n'était qu'un précurseur. Contre toute attente, une étude réalisée
2001 montre que le pro-BDNF peut se fixer de fagon indépendante sur le récepteur p75N'f et
pas sur TrkB qui fixe le BDNF mature (Lee et al., 2001; Woo et al., 2005). La fixation a son

récepteur induit I'activation de voies de signalisation qui seront détaillées par la suite.
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Le BDNF et tPA sont tous les deux impliqués dans la phase tardive de la stimulation a long
terme (LTP : Potentialisation a long terme) et la mémoire a long terme. L'étude de P. T. Pang
montre que le BDNF est capable de restaurer la LTP alors qu'un mutant pro-BDNF non clivable
ne permet pas cette restauration. Cette étude suggere que la conversion du pro-BDNF en
BDNF promeut la LTP dans les neurones hippocampaux (Pang et al., 2004).

Le BDNF produit dans le corps cellulaire est transporté dans les axones et les dendrites a sa
sortie de l'appareil de Golgi. Il est transporté dans des vésicules a coeur dense le long de
I'axone et jusqu’a la région présynaptique comme I'ont montré des travaux utilisant du BDNF
marqué radioactivement (von Bartheld et al., 1996; Moller et al., 1998)

Comme nous I'avons vu dans le paragraphe précédent, les ARNm du BDNF peuvent aussi étre
transportés et traduits localement. L’exocytose des vésicules contenant le BDNF peut étre
déclenchée suite a une augmentation du calcium intracellulaire. Cette derniére fait suite a une
dépolarisation membranaire (activation des canaux calciques via les récepteurs NMDA ou
activation des canaux calciques voltage dépendants). La kinase CaMKII activée par le calcium
entraine la fusion des vésicules de sécrétion (Kolarow et al., 2007) et la libération du BDNF au
niveau pré-synaptique. Le BDNF peut également étre stocké apres endocytose au niveau post-
synaptique constituant ainsi une réserve préte a étre mobilisée lors de I'augmentation de
I'activité neuronale (Santi et al., 2006; Wong et al., 2015).

Le développement d'anticorps monoclonaux ou de lignées de souris tagguées ont permis a
I'équipe de Y-A. Barde d'identifier la localisation subcellulaire du BDNF. Pour observer la
localisation du BDNF dans les cerveaux matures, |'équipe a ciblé les projections de fibres
moussues des cellules granulaires dans le CA3 (une des régions exprimant le plus le BDNF).
Ainsi, ils montrent que le BDNF est préférentiellement localisé et nouvellement synthétisé
dans le compartiment présynaptique dans les vésicules a corps dense (Dieni et al., 2012).
Cependant, des évidences suggerent que le BDNF peut étre synthétisé et sécrété depuis
d'autres composants des synapses comme les astrocytes (Parpura and Zorec, 2010), la
microglie (Parkhurst et al., 2013), les dendrites post-synaptiques (Lefmann and Brigadski,
2009) ainsi que les cellules endothéliales constituant les vaisseaux sanguins (Goldman and
Chen, 2011).
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Figure 18 : Représentation schématique de la maturation du BDNF. Le pré-pro-BDNF est d'abord converti
en pro-BDNF par les protéases intracellulaires puis en BDNF. Cette derniére conversion peut se faire au
niveau intracellulaire par les furines et les convertases ou au niveau extracellulaire grdce aux
métalloprotéase et a la plasmine. (Adapté de Kowianski et al., 2018)

C- Les récepteurs au BDNF
1) Les récepteurs Trk (Tropomyosine Related Kinase)

Les principaux récepteurs aux neurotrophines sont les récepteurs Trk (Tropomyosine-related
Kinase) qui sont des récepteurs a activité tyrosine kinase. La liaison des neurotrophines sur le
domaine extracellulaire de leur récepteur induit leur dimérisation, ce qui entraine I'activation
du domaine intracellulaire tyrosine kinase (Huang and Reichardt, 2001). Il existe trois
récepteurs Trk et chaque neurotrophine se fixe spécifiquement a un de ces récepteurs ; le
NGF se fixe spécifiquement sur TrkA, BDNF et NT-4 sur TrkB et NT-3 sur TrkC.

Le récepteur TrkB est composé d’un domaine extracellulaire liant le BDNF et NT-4, d’'un
domaine transmembranaire et d’'un domaine intracellulaire contenant le domaine tyrosine
kinase (Figure 19). Le domaine extracellulaire est composé de trois domaines riches en

leucines entourés par des domaines riches en cystéines, ainsi que deux domaines de la famille
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des immunoglobulines (Igl et 2) (Figure 19). L'interaction des récepteurs et de leurs ligands
se fait entre I'lg2 et la structure en boucle de la neurotrophine (Allen et al., 2013; Banfield et
al., 2001; Naylor et al., 2002; Wiesmann et al., 1999) (Figure 19). Suite a la fixation du BDNF,
TrkB forme un dimére et les deux récepteurs homodimérisés autophosphorylent les résidus
tyrosine de leur partie intracytoplasmique.

Le récepteur TrkB existe sous trois isoformes : une forme longue et deux formes tronquées
TrkB.T1 et T2 (Middlemas et al., 1991). Les deux isoformes tronquées ne présentent pas de
domaine tyrosine kinase (Figure 19). La forme tronquée T1 provient d’un épissage alternatif
de I’ARNm de TrkB au cours duquel I’exon codant pour le domaine kinase est éliminé, excluant
ainsi les sites d'autophosphorylations de TrkB. Cette forme est plus particulierement exprimée
dans les cellules gliales (Rose et al., 2003). La forme tronquée T1 peut agir comme inhibiteur
dominant négatif du BDNF. En effet, TrkB.T1 se lie a l'isoforme longue de TrkB afin de créer
un hétérodimere diminuant ainsi la proportion de TrkB capable de former des homodimeéres
et inhibant a son tour la signalisation BDNF (Biffo et al., 1995; Eide et al., 1996). Ainsi, TrkB.T1
posséde un rble de régulateur de TrkB (Carim-Todd et al., 2009). Cependant, des travaux ont
montré que ce récepteur pouvait avoir des effets propres (Ohira et al., 2006; Rose et al.,
2003). Par exemple, TrkB.T1 est impliqué dans le remodelage du cytosquelette par la
régulation de RhoA dans les cellules gliales (Ohira et al., 2006). Une étude récente montre que
la forme tronquée TrkB.T1 est la forme la plus exprimée dans les astrocytes et que la
signalisation BDNF/TrkB.T1 permet la mise en place de la morphologie des astrocytes (Holt et
al., 2019). De plus, une diminution de I'expression de TrkB.T1 dans les souris induit une perte
de la maturation des astrocytes (Holt et al., 2019). Ainsi, I'ensemble de ces résultats montrent
que la forme tronquée de TrkB induit ses propres effets biologiques.

Trés récemment, il a été montré que I'ARNm codant pour le récepteur TrkB existe sous
différentes isoformes dépendantes de la longueur de la région 3'UTR (tout comme le BDNF).
Cette étude montre que la distribution des récepteurs TrkB dans les neurones corticaux est
dépendante de la longueur de la région 3'UTR (Chen et al., 2020). En effet, si globalement les
ARNm de TrkB sont plus présents dans le soma, les auteurs montrent que les ARNm de TrkB
avec un long 3'UTR sont plus présents dans les dendrites que la forme possédant une courte
région 3'UTR. La méme expérience a été réalisée avec la forme tronquée TrkB.T1 et montre a
nouveau que les transcrits possédant une longue région 3'UTR sont préférentiellement dans

les dendrites par rapport aux transcrits avec une courte région 3'UTR (Chen et al., 2020).
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Figure 19 : Schéma des différentes isoformes du récepteur TrkB et du récepteur p75"™. Le récepteur
TrkB posséde un domaine kinase et deux domaines Ig, les deux isoformes tronquées n'ont pas de domaine
kinase et possédent des petites séquences spécifiques d'acides aminés. Le récepteur p75NR posséde deux
domaines intracellulaires "chopper" et "death" par lesquels il va induire différentes signalisations.

2) Lerécepteur p75N™R

Le deuxiéme récepteur au BDNF, p75N™® (p75 Neurotrophin Receptor) est membre de la
famille des récepteurs aux TNF (tumor necrosis factor). Le récepteur p75N™ est un récepteur
pan-neurotrophique, qui a la capacité de fixer toutes les neurotrophines (Chao, 1994). Ce
récepteur est composé de quatre répétitions de cystéines négativement chargées, les deux
derniéres permettant la liaison aux ligands. Le domaine juxta-membranaire “chopper” est
requis et suffisant pour induire la mort cellulaire neuronale (Coulson et al., 1999, 2000) (Figure
19). L'activité pro-apoptose du domaine « chopper » requiert sa partie transmembranaire. Un
mutant “chopper” dépourvu de son domaine d’ancrage dans la membrane est capable
d’inhiber la mort cellulaire induite par une surexpression de p75N™®. La derniére partie
intracellulaire de p75N™ est un domaine « TNFR-like death domain ».

Les différentes isoformes du BDNF ont des affinités différentes pour les récepteurs TrkB et
p75NTR (Figure 20). Le pro-BDNF et le BDNF mature se fixent et sont capables d’activer p75N™R
tandis que seul le BDNF mature se fixe et active TrkB. Par conséquent, le taux de clivage, soit
dans le trans Golgi, soit aprés sécrétion, détermine les niveaux d’activation respectifs de
p75N™R et de TrkB et donc I'action biologique du BDNF a un endroit précis de la cellule
neuronale par exemple. Il est important de noter que le pro-domaine du BDNF généré aprées
clivage est trés stable et permet l'activation de différentes voies de signalisation
indépendamment du BDNF. En effet, le pro-BDNF peut également moduler les circuits
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neuronaux en développement ou matures (Lee et al., 2001; Lu et al., 2005; Teng et al., 2005;
Yang et al., 2009). La signalisation issue des deux récepteurs aprés fixation de leurs ligands est
influencée par des co-récepteurs dont la sortiline. La sortiline est une protéine d’environ 100
kDa qui posséde un unique domaine transmembranaire qui s’associe a d’autres récepteurs
membranaires. Elle ne possede pas d’activité catalytique. Elle intervient dans la fixation
extracellulaire du pro-BDNF au récepteur p75N™®. Le pro-domaine du pro-BDNF se fixe a la
sortiline et le BDNF a p75N™® (Leloup et al., 2018; Teng et al., 2005) (Figure 20). Il est intéressant
de noter que les deux co-récepteurs a p75"® sont aussi impliqués dans I'action de TrkB. En
effet, il a été montré que l'interaction entre TrkB et SorCS2 (Sortilin Related VPS10 Domain
Containing Receptor 2) induit le transfert de TrkB dans les domaines post-synaptiques et
contribue au maintien de la LTP (Glerup et al., 2016).

L'interaction du pro-BDNF avec p75"™ active de nombreuses voies de signalisation
intracellulaires différentes de celles activées par la liaison TrkB-BDNF (Teng et al., 2005).
L'activité intracellulaire induite par I'interaction proBDNF-p75N™R est souvent opposée a celle
du BDNF. A titre d'illustration, dans un cerveau adulte, I'activation de TrkB par le BDNF
renforce les connexions synaptiques et augmente la LTP, a I'inverse, I'activation de p75N® par
le pro-BDNF inhibe les connexions synaptiques et induit la LTD (dépression a long terme) (Lu
et al., 2005). Les différentes voies de signalisation et les effets biologiques correspondants

seront développés dans les paragraphes suivants.
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Figure 20: Représentation schématique de la fixation des différentes formes du BDNF sur leurs
récepteurs. La maturation du BDNF passe par le clivage des différents domaines. Aprés clivage, 4 formes
de BDNF sont formées. Le pré-domaine qui va étre éliminé, et trois formes qui vont activer différents
récepteurs. Le pro-domaine se fixe sur la sortiline, le pro-BDNF se fixe sur le récepteur p75"™ et sur son
corécepteur sortiline, alors que le BDNF mature va se fixer sur TrkB et induire sa dimérisation par
autophosphorylation. (Adapté de Kowianski et al., 2018)



3) Lerécepteur TrkB : de I'expression membranaire a la signalisation
a. Transport du récepteur a la membrane

Afin d'étre disponible pour la fixation des neurotrophines, les récepteurs TrkB doivent étre
exprimés a la membrane plasmique. Pour cela, le récepteur est transporté depuis le soma vers
les membranes de facon antérograde.

Le transport antérograde est permis par deux mécanismes. Le premier mécanisme implique
la protéine Rab27B. Rab27B est une protéine présente dans les vésicules de sécrétion (Chiang
et al., 2011), ce qui laisse a penser que le trafic par Rab27B contribue au trafic des récepteurs
TrkB nouvellement synthétisés. Rab27B permet le transport de TrkB par la création d'un
complexe qui implique Slp1 (ou exophillin 7) et CRMP-2 (collapsin response mediator protein-
2). Dans ce contexte, Rab27B permet l'interaction de TrkB sur son domaine intracellulaire a
Slpl qui lui-méme interagit avec CRMP-2. Ce complexe interagit avec la kinesine-1 via la
protéine CRMP-2, ce qui va permettre le transport de TrkB dans I'axone (Arimura et al., 2009).
Le deuxieme mécanisme permettant le transport antérograde de TrkB est permis par la
protéine JIP3 (c-Jun NH2-terminal kinase interacting protein 3). L'implication de JIP3 dans le
transport de TrkB est indépendante du transport par Rab27B (Huang et al., 2011). JIP3 est
une protéine elle aussi présente sur les vésicules et elle permet le recrutement de la protéine
de transport kinésine 1 (Bowman et al., 2000; Marchesin et al., 2015). TrkB est transporté de
facon antérograde par les deux mécanismes en parallele. Cependant, une déplétion de JIP3
induit une diminution du transport vers I'axone mais pas vers les dendrites. Cela indique donc
que le transport par JIP3 est spécifique au transport de TrkB vers les axones.

De plus, lorsque I'expression de |'une des protéines du complexe Rab27B-SIp1-CRMP-2 est
inhibée ou que I'expression de JIP3 est inhibée, une diminution de la phosphorylation de ERK
par BDNF-TrkB est observée (Arimura et al., 2009; Huang et al., 2011), indiquant que le

transport antérograde est nécessaire a la signalisation de TrkB.

b. Régulation du transport a la membrane

L'insertion de TrkB a la membrane est principalement régulée par I'activité neuronale. En
effet, il a été montré qu'une dépolarisation des membranes induite par du K* augmente la
concentration de TrkB a la surface de cellules rétiniennes ganglionnaires et des neurones de
la moelle épiniére (Meyer-Franke et al., 1998). Cependant, cette insertion peut se produire
par |'effet des neurotrophines. Dans les neurones hippocampaux, une exposition aiglie au
BDNF induit I'augmentation de I'expression de TrkB en quelques secondes (15s) a la surface
des membranes (Haapasalo et al., 2002).

En outre, cAMP (adenosine monophosphate cyclique) régule la signalisation TrkB par deux
mécanismes. Premieérement, le cAMP controle la phosphorylation de TrkB induite par la
fixation du BDNF sur ce dernier. En effet, |'utilisation d'inhibiteurs de cAMP diminue la

phosphorylation de TrkB sur le site 785, alors que celle-ci est augmentée avec des analogues
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de cAMP. Deuxiémement, cAMP induit la localisation de TrkB dans les zones de forte densité
post-synaptique en facilitant I'interaction entre TrkB et de la protéine d'échafaudage PSD-95
(Ji et al., 2005).

Enfin, une fois insérés a la membrane, les récepteurs Trk sont transloqués dans les rafts
lipidiques. Les zones de rafts lipidiques sont des zones avec une forte concentration de lipides
et de protéines de signalisation comme les protéines possédant une ancre GPI (Rietveld et al.,
1999), les protéines liées au cholestérol et palmitoylées comme Hedgehog (Rietveld et al.,
1999) ou encore les protéines doublement acétylées comme certaines protéines G de la
famille des kinases Src ou les sous-unités o des protéines G (Resh, 1999). Les rafts sont enrichis
au niveau des synapses, des dendrites et des axones terminaux.

Dans les rafts, la proximité des récepteurs TrkB et des protéines de signalisation permet de
rendre les récepteurs plus effectifs pour transduire les signaux.

La translocation de TrkB dans les rafts lipidiques se fait grace a la fixation du BDNF sur son
récepteur. TrkB est initialement présent dans les rafts cependant, I'exposition au BDNF
augmente sa translocation dans les rafts. Celle-ci est transitoire, in vitro elle atteint un pic
entre 30min et 120min apreés le traitement puis diminue progressivement jusqu'a un retour
au taux normal de TrkB dans les rafts, 6h aprés traitement (Suzuki et al., 2004). L'utilisation
d'un inhibiteur de I'autophosphorylation de TrkB (K252a) induit une diminution de la quantité
de Trk dans les rafts apres traitement au BDNF, ce qui montre que l'activité tyrosine kinase de
TrkB est nécessaire a sa translocation dans les rafts (Suzuki et al., 2004). Enfin, cette méme
étude montre la translocation de TrkB dans ces rafts est nécessaire a la croissance des
dendrites par le BDNF. En effet, |'utilisation de mevastatine (qui permet |'épuisement des
rafts) n'a pas d'effet sur le nombre de dendrites, en revanche lorsque les neurones sont traités
avec du BDNF, la mevastatine bloque I'effet du BDNF et ainsi I'augmentation du nombre de
dendrites (Suzuki et al., 2004). Pour conclure, cette étude montre que la translocation des

récepteurs TrkB dans les rafts par le BDNF est nécessaire pour la signalisation TrkB.

Ainsi, la présence de TrkB au niveau des membranes est régulée par des mécanismes de
transports des endosomes aux membranes. Une fois aux membranes, les récepteurs sont
transloqués dans des zones de rafts lipidiques afin d'induire différentes signalisations. Cette
signalisation peut étre activée directement a la membrane plasmique mais les complexes

BDNF-TrkB peuvent aussi étre endocytés afin d'induire une signalisation spatialement régulée.

c¢. Endocytose des complexes BDNF-TrkB
Les récepteurs TrkB sont transportés de facon rétrograde par la création de vésicules
d'endocytose nommées "endosomes de signalisation" et permettent d'activer des voies de
signalisation a distance de |'endroit ou le BDNF s'est fixé sur le récepteur. Cela permet une

régulation spatiale de I'activation des voies de signalisation. L'endocytose des facteurs de
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croissance neuronaux comme le BDNF permet de réguler ou et quand les cascades de

signalisation sont activées (Cosker and Segal, 2014).

Le transport rétrograde nécessite tout d'abord l'internalisation des récepteurs par la clathrine.
Beattie a montré en 2000 que dans les neurones hippocampaux, la présence de BDNF induit
une relocalisation de la protéine adaptatrice AP2 et de clathrine au niveau des membranes
plasmiques. En plus de la relocalisation d'AP2 au niveau des membranes, |'utilisation d'ARN
interférent montre qu'AP2 est nécessaire a I'endocytose de TrkB médiée par la clathrine
(Zheng et al., 2008). Enfin, il a été observé en présence de BDNF, que TrkB est internalisé apres
30min de traitement in vitro. Dans ce contexte, une inhibition de I'endocytose induit une
inhibition de l'internalisation (Liu et al., 2015; Zheng et al., 2008). Cette endocytose est régulée
par GSK3B. En présence d'un inhibiteur de GSK3f, la stimulation au BDNF n'induit plus
I'internalisation de TrkB. Afin de vérifier la spécificité de I'inhibition, la méme expérience a été
effectuée dans des souris mutantes GSK3[3 et permet d'observer le méme résultat (Liu et al.,
2015). De plus, GSK3[3 permet l'internalisation de TrkB par la régulation de la dynéine 1. Une
forte activité de GSK3p induit la phosphorylation de la dynéine 1 sur le site S774 et, lorsque
cette phosphorylation est inhibée, il y a une augmentation de l'internalisation de TrkB.

Deux Rab GTPases sont nécessaires pour la régulation des endosomes de signalisation : Rab5
et Rab11. Rab5 régule la fonction de fusion des endosomes alors que Rab11 régule le recyclage
des vésicules. Le BDNF induit une augmentation du nombre de vésicules Rab5 et 11, en
revanche il diminue la mobilité des vésicules Rab11 pour permettre un recyclage local (Lazo
et al.,, 2013; Moya-Alvarado et al., 2018). La mobilité des vésicules Rab5 augmente aprés
traitement au BDNF, Moya-Alaro et ses collégues montrent que |'activité des vésicules Rab5
est dépendante du temps d'exposition au BDNF et suggérent qu'il existe deux populations de
vésicules Rab5 avec des fonctions différentes. La premiére population serait nécessaire pour
le recyclage des vésicules alors que la deuxieme population serait impliquée dans le trafic a
longue distance entre les dendrites et le soma afin de permettre la croissance des dendrites
via leur interaction avec les myosines (Moya-Alvarado et al., 2018)

Aprés endocytose, les endosomes de signalisation contenant le récepteur TrkB sont
transportés le long des microtubules par la dynéine. Le premier mécanisme intervenant dans
le transport rétrograde des endosomes de signalisation est le couplage snapsine-dynéine.
Zhou et al,. 2012 a montré que l'interaction entre la snapsine et la dynéine permet le transport
rétrograde de TrkB (Zhou et al., 2012). Une deuxiéme étude montre que le BDNF induit la
phosphorylation de la chaine intermédiaire de la dynéine via I'activation de ERK1/2 ce qui
permet d'augmenter la liaison de la dynéine avec I'endosome (Mitchell et al., 2012). Ces deux
études montrent que le transport des endosomes de TrkB se fait via la dynéine qui est
recrutée par la snapsine et phosphorylée par ERK1/2 sur sa chaine intermédiaire par un
mécanisme BDNF-dépendant.
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Ainsi, tous ces résultats montrent que I'endocytose et le transport des récepteurs sont tres
régulés. De plus, I'activité de certaines protéines en aval de la signalisation BDNF-TrkB dépend
de cette internalisation. En effet, une inhibition de I'endocytose de TrkB induit une diminution
de la phosphorylation de AKT, ce qui montre que la phosphorylation de la protéine AKT est
dépendante de cette internalisation (Liu et al., 2015).

En outre, in vitro, le transport du BDNF est régulé par la protéine Huntingtin (HTT) et TrkB
colocalise avec HTT et la dynéine. Une mutation HTT induit une diminution du trafic des
vésicules contenant TrkB (Liot et al., 2013). Le transport rétrograde des vésicules permet
I'activation de la phosphorylation de ERK et l'induction de I'expression de c-fos (Liot et al.,
2013). Ainsi, la protéine HTT n'est pas seulement nécessaire au trafic des vésicules mais aussi
la signalisation par ERK est elle aussi dépendante du transport de vésicules.

Ainsi, ces résultats montrent que I'endocytose des vésicules BDNF-TrkB sont nécessaires a

I'activation diverses voies de signalisation.

D- La signalisation par le BDNF
1) Sécrétion du BDNF

Le BDNF est chargé positivement dans des conditions physiologiques (Barde et al., 1982).
Cette charge positive induit une interaction électrostatique avec les protéines de surface
cellulaire, cela limite sa diffusion et facilite la signalisation cellule autonome.
La sécrétion autocrine du BDNF fait intervenir deux mécanismes distincts : un relargage
constitutif indépendant de I'activité et un relargage régulé dépendant de I'activité électrique
neuronale (Edelmann et al., 2014; LeBmann and Brigadski, 2009). La sécrétion constitutive se
déroule la plupart du temps dans le soma alors que la sécrétion régulée se déroule
principalement de facon distale du soma (Brigadski et al., 2005). Cependant, la majorité du
BDNF intracellulaire est relargué de fagon activité dépendante. Les vésicules sécrétées de
facon dépendante de I'activité (Brigadski et al., 2005) sont des vésicules assez larges de 100-
300nm, la sécrétion se déroule au niveau des rafts lipidiques (Lang et al., 2001) et est permise
par les protéines SNAREs (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein
REceptor): Syb2 et SNAP25, SNAP47 qui permettent le positionnement des vésicules a la
membrane. Le relargage du BDNF mature se fait de facon dépendante de l'activité depuis les
dendrites et I'axone.
Le relargage constitutif fait intervenir de petites vésicules de 50-100nm qui fusionnent a la
membrane de facon calcium indépendante et c'est un mécanisme minoritaire pour le
relargage du BDNF (Brigadski et al., 2005).
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Ainsi, deux types de sécrétion du BDNF ont été mis en évidence, cependant, |'effet du BDNF
est-il pré ou postsynaptique ? La surexpression de TrkB.T1 dans les neurones permet d'inhiber
I'effet présynaptique du BDNF (Marshak et al., 2007). In vivo, une surexpression de TrkB.T1
dans les neurones visuels de xénope induit une diminution du branchement axonal par
rapport aux neurones controles aprés 24h de surexpression (Marshak et al., 2007). Ces
résultats indiquent que I'effet présynaptique du BDNF est nécessaire au branchement axonal
in vivo (Marshak et al., 2007).

La vitesse de sécrétion du BDNF est importante pour l'action du BDNF. Deux modes de
sécrétions ont été démontrés, une sécrétion aigiie ("acute mode") et une sécrétion graduelle
("gradual mode") (Ji et al., 2010). La sécrétion aiglie induit une activation de TrkB rapide et
forte mais transitoire (environ 2h) alors que la sécrétion graduelle induit une activation lente
mais qui perdure dans le temps (environ 8h) (Figure 21). La sécrétion rapide correspond a une
sécrétion induite par |'activité neuronale, proche des synapses. La sécrétion graduelle quant-
a-elle correspond a la sécrétion par les cellules gliales ou la sécrétion par des neurones a
distance. Cette différence de sécrétion est importante puisqu'elle n'induit pas les mémes
actions, par exemple I'augmentation aiglie induit une augmentation rapide de la transmission
synaptique alors que I'augmentation graduelle facilite la LTP (Ji et al., 2010). De plus, cette
différence de sécrétion meéne a une différence dans la cinétique d'activation des voies de
signalisation et dans ['activation de la transcription. La sécrétion aiglie induit une
phosphorylation rapide et transitoire de ERK alors que la sécrétion graduelle induit une
augmentation de phosphorylation lente et durable. Cette différence est permise par
I'activation de GTPase différentes : Ras et Raf qui induisent respectivement une
phosphorylation transitoire et maintenue (York et al., 1998). Cette différence d'activation
induit des phénotypes différents tels que I'augmentation de la longueur des neurites pour une
exposition aiglie et I'augmentation du branchement des neurites pour I'exposition graduelle
(Jietal., 2010)(Figure 21). L'ensemble de ces résultats indique que la signalisation de TrkB par

le BDNF est dépendante de la vitesse de sécrétion du BDNF.
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Figure 21 : Schéma de I'activation des récepteurs TrkB par deux modes d'exposition au BDNF :
aigiie ou graduelle. Les traitements aigiie ou graduel au BDNF induisent I'activation, transitoire ou
durable, de différentes kinases. L'activation de différentes voies moléculaires engendre un
phénotype différent au niveau des dendrites. (Adapté de Guo et al., 2018)

2) Lasignalisation neuronale du BDNF

Dans les neurones, la régulation de la morphologie est en partie contrélée par le BDNF. Cette
neurotrophine est impliquée dans différents mécanismes détaillés dans la premiére partie tels
que : la polarité neuronale et le branchement axonal.

In vitro, le BDNF régule la polarité neuronale par la régulation de la phosphorylation de LKB1
sur son site S431 (Shelly et al., 2007). Lors du branchement neuronale, il permet la régulation
de la protéine MKP-1 qui induit une dérégulation de JNK ce qui affecte la stabilité des
microtubules (Jeanneteau et al., 2010). In vivo, une diminution de I'expression du BDNF induit
une diminution du branchement terminal des neurones pyramidaux de la couche II/Ill
(Shimojo et al., 2015). L'ensemble de ces processus sont régulés par la fixation du BDNF sur
son récepteur TrkB qui engendre I'activation de différentes voies de signalisation.

Dans les paragraphes suivants, je vais détailler les processus moléculaires permettant
I'activation de différentes voies de signalisation durant le développement neuronal en

fonction de l'isoforme du BDNF.
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a. Lasignalisation pro-BDNF
La signalisation par le pro-BDNF se déroule via le récepteur p75N™ et son co-récepteur SorCS2.
Le récepteur p75N™ induit I'activation de trois voies de signalisation JNK et NFkB et RhoA
(Figure 22). L'activation des voies de signalisation NFkB et RhoA permet la survie et régule le
développement neuronal alors que I'activation de JNK induit la mort cellulaire (Kowianski et
al., 2018). L'activation de p75"™® permet l'interaction avec les protéines NRAGE (Salehi et al.,
2000), TRAF6 (Khursigara et al., 1999) et NRIF (Linggi et al., 2005) ; cette interaction induit
I'activation de la kinase Cdc42, ce qui stimule le facteur de transcription c-Jun et la protéine
p53. La stimulation de c-Jun implique I'activation des kinases ASK1 et MKK7 (Kanamoto et al.,
2000) qui permettent I'activation de JNK qui est I'activateur de p53 (Dhanasekaran and Reddy,
2008). Ainsi le pro-BDNF via son récepteur régule I'expression de génes pro-apoptotiques et
des caspases qui causent la mort cellulaire (MacLachlan and El-Deiry, 2002; Miyashita and
Reed, 1995).
La signalisation NFkB est elle aussi permise par |'activation de TRAF6. Son activation permet
la formation d'un complexe avec la protéine IRAK ainsi que PKC et p62 (Vandenplas et al.,
2002; Wooten et al., 2001). Ce complexe permet la phosphorylation de IKK-3, ce qui induit le
relargage de NFxB.
Enfin la GTPase RhoA est activée par son interaction avec le récepteur p75N™ et RhoGDI, cette
interaction induit une inhibition de la croissance des neurites par dépolymérisation de I'actine
qui ne nécessite pas la fixation de neurotrophines sur le récepteur (Wong et al., 2002;
Yamashita et al., 1999, 2002). L'effet de p75"™® sur I'activité de RhoA varie en fonction du
ligand associé au récepteur. En effet, lorsque le BDNF est lié a p75"™®, RhoGDI se dissocie de
p75NTR, ce qui diminue I'activité de RhoA et favorise la croissance des neurites (Gehler, 2004;
Yamashita et al., 1999). En revanche, lorsque le pro-BDNF est li¢ a p75"™® cela entraine une
augmentation de l'activité de RhoA de maniére dose dépendante, induisant ainsi un
augmentation de la rétraction du cone de croissance et la diminution de la croissance des
neurites (Sun et al., 2012) (Figure 22).
De hauts niveaux d'expression de p75N™f ont été observés dans des neurones apoptotiques
(Roux et al., 1999). De plus, in vitro, des cellules musculaires sécrétent du pro-BDNF, qui en se
fixant sur son récepteur a la surface des motoneurones, induit la mort cellulaire (Taylor et al.,
2012). L'activation de RhoA en revanche, réduit la croissance du céne de croissance et sa
mobilité (Reichardt, 2006). L'activation de NFkB promeut la survie et le maintien du bon
nombre de neurones pendant le développement (Reichardt, 2006).
L'activation des voies de survie ou de mort cellulaire est dépendante de la concentration de
pro-BDNF et de BDNF. Lorsqu'il y a une forte concentration de pro-BDNF comme dans les cas
de dégénérescence neuronale ou de blessure, ou une faible concentration de BDNF, les

neurones touchés ont tendance a étre éliminés (Bamji et al., 1998; Lu et al., 2005)
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b. La signalisation BDNF mature

Le BDNF mature se fixe sur les récepteurs TrkB qui se dimérisent. La dimérisation des
récepteurs permet |'autophosphorylation de sites tyrosinés et activent des cascades de
signalisation intracellulaires (Chao, 2003; Huang and Reichardt, 2003; Minichiello, 2009). Les
récepteurs Trk possedent deux sites d'autophosphorylation (Tyr515 et Tyr816) qui induisent
I'activation de voies de signalisation différentes. Le BDNF, peut donc induire différentes
signalisations et par conséquent différentes fonctions. La figure 23 récapitule les différentes
signalisations abordées dans ce paragraphe ainsi que les conséquences cellulaires engendrées
par |'activation de ces voies de signalisation.

La phosphorylation de la tyrosine 515 permet le recrutement de la protéine adaptatrice SHC
via ces domaines PTB (phosphotyrosine-binding) (Kavanaugh and Williams, 1994). Ce
recrutement est en compétition avec la protéine adaptatrice FRS2 (fibroblast growth factor
receptor substrate 2) (Kouhara et al., 1997; Meakin et al., 1992). Le recrutement et |'activation
de ces protéines adaptatrices engendrent la liaison et I'activation des protéines GRB2 (growth
factor receptor-bound protein 2) et SOS (son of sevenless) (Minichiello, 2009) (Figure 23).
Cette signalisation permet |'activation de la Rho GTPase Ras liée a la membrane plasmique,
via l'activation de GRB2 et SOS pour in fine aboutir sur la voie des MAP kinases (Huang and
Reichardt, 2003). La voie des MAP kinase va permettre la phosphorylation de la protéine

p90RSK, cette protéine nécessite la phosphorylation d'un deuxiéme site par PDK1 pour étre
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activée (Jensen et al., 1999). Une fois activée, elle engendre la phosphorylation de la kinase
LKB1 sur le site S431 (Sapkota et al., 2001). Ainsi, la voie des MAP kinases est activée en
réponse a la fixation du BDNF sur son récepteur TrkB et peut induire la phosphorylation de
LKB1 sur le site S431.

L'activation de GRB2 induit le recrutement d'autres protéines adaptatrices comme GAB1
(GRB-associated binder-1), IRS1 et IRS2 (insulin-receptor substrate). Ce recrutement permet
la liaison et I'activation d'une autre protéine de signalisation par son domaine SH2 : la PI3K qui
aboutit a la régulation de la polymérisation des microtubules (Holgado-Madruga et al., 1997;
Yamada et al., 1997) (Figure 23).

En outre, la phosphorylation de la tyrosine 816 permet le recrutement de PLC-y par son
domaine SH2 (Src-homology 2). Le recrutement de PLC-y engendre sa phosphorylation par le
récepteur actif (Kaplan and Miller, 2000). L'activation de PLC-y induit la génération d'inositol-
1,4,5-trisphosphate (Ins(1,4,5)P3) et de diacylglycerol (DAG) par conversion de PIP2. La
génération d'IP3 promeut le relargage de calcium intracellulaire ce qui active les kinases
CAMKII, CAMKK et CAMKIV et in fine CREB (Reichardt, 2006).

De plus, I'activation de PLC-y engendre la phosphorylation de TrkB sur la Ser478 par CDKS5.
Cette phosphorylation permet l'interaction de TrkB et TIAM1 qui active la RhoGTPase Racl ce
qui induit une régulation de la dynamique de I'actine par Cdc42 (Lai et al., 2012)(Figure 23).

De plus, le BDNF induit une augmentation de cAMP intracellulaire. Cette augmentation de
cAMP par le BDNF est permise par l'inhibition transitoire de PDE4 (phosphodiesthérase) par
ERK (Shelly et al., 2007). PDE4 permet la conversion de cAMP en 5'-AMP, son inhibition
transitoire permet donc une élévation de cAMP intracellulaire (Gao et al., 2003; Shelly et al.,
2010). Cette élévation de cAMP induit I'insertion de TrkB aux membranes plasmiques, son
transport dans I'axone ainsi que la sécrétion de BDNF (Cheng et al., 2011). Cette augmentation
de cAMP par le BDNF produit une boucle de rétroaction positive qui permet une régulation
autocrine de BDNF et assure une stabilité de I'activité de cAMP/PKA permettant la
différenciation axonale (Cheng et al., 2011) (Figure 23). Une autre voie est impliquée dans
I'activation de PKA par le BDNF ; dans les neurones du ganglion trigerminal, la PI3K permet de
stimuler la protéine p38 qui elle-méme active PKA (Wang et al., 2019). En outre, I'activation
de PKA par cAMP ou p38 permet la phosphorylation de la kinase LKB1 nécessaire a la

spécification, la croissance et le branchement de |'axone (Figure 23).
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E- Régulation du métabolisme par le BDNF
L'activation du récepteur TrkB par le BDNF n'induit pas seulement des modifications du

cytosquelette mais aussi des changements métaboliques.

1) Régulation du métabolisme des mitochondries

La régulation des mitochondries par le BDNF est intimement liée a I'activation de voies de
signalisation par le récepteur TrkB. In vitro, dans des neurones hippocampaux, une exposition
de 15min au BDNF induit une diminution du nombre de mitochondries mobiles dans les
axones alors qu'il n'a pas d'effet sur le trafic des endosomes (Su et al., 2014). Ceci montre que
la régulation du trafic par le BDNF est spécifique aux mitochondries. L'utilisation d'inhibiteurs
pharmacologiques a permis d'identifier les kinases TrkB, PI3K et PLC-y comme médiatrices de
I'effet du BDNF sur le trafic des mitochondries (Su et al., 2014) (Figure 24). L'inhibition de la
kinase ERK en revanche, n'a pas d'effet sur le trafic des mitochondries. La kinase ERK ne
semble donc pas participer a la régulation du trafic des mitochondries par la BDNF (Su et al.,
2014).

Dans les neurones, le calcium est un régulateur de la mobilité mitochondrial (MacAskill et al.,
2009), et le BDNF régule I'activité calcique (Amaral and Pozzo-Miller, 2007). La surexpression
d'une protéine mitochondriale sensible au calcium : Miro1, induit une diminution du nombre
de mitochondries mobiles (Su et al., 2014). Avec une diminution de I'expression de Mirol, le
BDNF n'est plus capable d'arréter les mitochondries. Ces résultats montrent que Mirol régule

I'arrét des mitochondries par le BDNF via sa liaison avec le calcium (Figure 24).

L'observation de I'effet du BDNF sur le trafic des mitochondries méne a se demander si le
BDNF possede aussi un réle de régulation des fonctions mitochondriales comme la respiration
ou le potentiel de membrane.

Un traitement de 15min au BDNF de neurones hippocampaux in vitro n'induit pas d'effet sur
le potentiel de membrane des mitochondries. En revanche, aprés 24 a 72h de traitement les
mitochondries montrent une augmentation de leur potentiel membranaire et de la prodction
d'ATP (Su et al., 2014).

Dans les cerveaux de rat, le BDNF induit une augmentation de la respiration mitochondriale
par le complexe | de la chaine respiratoire mais pas par le complexe Il (Markham et al., 2004).
L'utilisation d'inhibiteur de MEK, bloque la capacité du BDNF a augmenter la respiration. Ce
qui montre que |'effet du BDNF sur la respiration mitochondriale est médié par la voie des
MAP kinases (Figure 24) (Markham et al., 2004).

En revanche, dans ces cerveaux, le BDNF n'a pas d'effet sur I'activité ATPase du complexe V
(Markham et al., 2004). Ainsi ces résultats montrent que le BDNF induit une augmentation de
I'ATP par augmentation de la respiration mitochondriale par le complexe | de la chaine

respiratoire.
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Dans la premiere partie de cette introduction, j'ai expliqué le réle de la biogénése des
mitochondries sur la morphogénése neuronale. La morphogénése neuronale est en partie
régulée par le facteur PGC1-a. La régulation de PGC1-a est rendue possible par |'action du
BDNF (Cheng et al., 2012). En effet, dans les neurones hippocampaux, la présence de BDNF
induit une augmentation de l'activation du promoteur de Pgcl-« , ainsi que de la quantité
d'ARNm et de protéines PGCl-a. Cette augmentation est médiée par |'activation de la
signalisation des MAP kinases et du facteur de transcription CREB activés par la fixation du
BDNF sur son récepteur TrkB (Cheng et al., 2012). PGC-1a induit I'activation de génes comme
NRF1 qui contréle I'expression de protéines mitochondriales comme le cytochrome c et TFAM
qui, eux-mémes, sont nécessaires a l'initiation de la transcription et de la réplication de I'ADN
mitochondrial. Une augmentation des niveaux d'expression de NRF1 et TFAM est observée en
présence de BDNF (Cheng et al., 2012). Enfin, aprés 7 jours de traitement au BDNF, la quantité
d'ADN mitochondriale et la masse mitochondriale augmentent dans les neurones
hippocampaux (Cheng et al.,, 2012). Ainsi, ces résultats montrent que le BDNF régule la

biogénése des mitochondries nécessaire a la morphogénese neuronale (Figure 24).

TrkB

Extracellulaire
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/
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Biogénése des
mitochondries

Respiration et potentiel
de membrane

mitochondriale

Figure 24 : Schéma représentant la régulation des mitochondries par le BDNF. Le BDNF permet
I'activation de trois voies de signalisation intracellulaires majeures : PI3K/AKT, les MAP kinases, PLCy.
L'activation de ces voies de signalisation méne a différents processus biologiques tels que la biogénése
des mitochondries, le trafic des mitochondries ou encore une augmentation du métabolisme

mitochondrial. (Adapté de Su et al., 2014 ; Cheng et al., 2012 ; Markham et al., 2004)
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2) Régulation du métabolisme du glucose
Le BDNF régule la synthése de protéine dans les neurones (Manadas et al., 2009; Takei et al.,
2009), cette synthése de protéines nécessite un apport d'énergie qui peut étre procurer sous
forme de glucose, qui est le substrat prédominant dans le cerveau pour 'apport énergétique.
Dans des cultures de neurones corticaux, un traitement de 20min au BDNF induit une
augmentation de l'influx de 2-DG (analogue du glucose) qui atteint un maximum apres 2h de
traitement et cet effet est annulé en présence d'un inhibiteur de TrkB (Burkhalter et al., 2003).
Ce qui montre que le BDNF a la capacité d'augmenter l'influx de glucose dans les cellules.
L'utilisation d'inhibiteurs contre les kinases activées par le récepteurs TrkB a permis de définir
I'implication de la signalisation par la kinase PLC-y dans |I'augmentation de l'influx de glucose
induit par le BDNF dans les neurones corticaux (Burkhalter et al., 2003). L'influx de glucose
dans les neurones est assuré par l'augmentation de I'expression de GLUT3 (transporteur au
glucose) induite par le BDNF (Burkhalter et al., 2003). Cette augmentation du glucose est

corrélée avec une élevation de la synthése protéique.

3) Régulation du métabolisme des lipides

Le cholestérol est un composant majeur des rafts lipidiques dont la composition en TrkB est
régulé par le BDNF (voir partie 1I-C-1-c). Ainsi, la question s'est posée de savoir si le BDNF était
lié a la synthése de cholestérol.

Une exposition des neurones corticaux ou hippocampaux au BDNF augmente le cholestérol
dans les neurones (Suzuki et al., 2007). Cette augmentation est régulée de facon dose-
dépendante par le BDNF et une inhibition du récepteur TrkB engendre une perte de
I'augmentation du cholestérol. Ce qui montre que l'activation de TrkB est nécessaire pour
I'augmentation de cholestérol (Suzuki et al., 2007). L'augmentation de cholestérol dans ces
neurones est rendue possible par I'augmentation de la synthése d'enzymes (HMG-CoA, MPV)
responsables de la biosynthese du cholestérol. Le BDNF permet I'augmentation de la synthese
de cholestérol par régulation de la transcription des ARNm codant pour ces enzymes (Suzuki
et al., 2007). De plus, cette augmentation de cholestérol est spécifique aux rafts lipidiques,
elle ne se produit pas dans les zones sans raft. Cette hausse des lipides dans les rafts est
accompagnée d'une augmentation des protéines dans les zones sans raft (Suzuki et al., 2007).
Ainsi ces résultats montrent que le BDNF promeut la synthése de lipides dans les rafts qui sont

les plateformes de signalisation de son récepteur TrkB.

Pour conclure, I'effet du BDNF sur la morphogénese axonale est permis par |'interaction avec
de nombreux effecteurs comme les protéines de signalisation et les mitochondries.
L'ensemble des voies de signalisation activées par le BDNF sont des voies impliquées dans la
morphologie neuronale vue dans la premiére partie de cette introduction. La capacité du

BDNF a induire différents processus, dépendant de sa localisation, sa vitesse de sécrétion ou
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de son isoforme, montre que le BDNF est une neurotrophine majeure dans le développement
neuronal. Le BDNF est donc un facteur extracellulaire qui utilise des messagers intracellulaires
pour réguler différents processus biologiques permettant le contréle de la morphologie
neuronale. L'un de ces messagers est la kinase LKB1 a laquelle je vais plus particulierement

m'intéresser dans la prochaine partie.
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- LKB1

A- Historique et syndrome Peutz-Jeghers

1) Clinique du sydrome Peutz-Jeghers

L'étude du syndrome Peutz-Jeghers (PJS) a permis l'identification de LKB1. En effet, la
premiere analyse génétique effectuée sur le PJS a mis en évidence l'implication du
chromosome 19p dans ce syndrome (Hemminki et al., 1997). C'est par la suite en 1998 que la
méme équipe a montré l'implication de LKB1 dans le PJS (Hemminki et al., 1998). Quatre loci
spécifiques (D19S886, D19S565, D195894, D19S413) impliqués dans les PJS ont été identifiés
par hybridation génomique et analyse de lignées génétiques (Hemminki et al., 1997).
Le PJS est une pathologie autosomique dominante caractérisée par la présence de polypes
bénins dans le tractus gastro-intestinal et une pigmentation anomale de la peau et des
mugqueuses (Figure 25). Cette apparition de polype conduit, pour la moitié des patients atteint
par cette maladie, a une obstruction de l'intestin. Par conséquent, les patients subissent des
interventions chirurgicales répétées (Utsunomiya et al., 1975). Cependant, la mortalité de
cette maladie n'est pas due aux nombreux polypes mais au taux de malignité, en effet, le
risque de développer un cancer est de 85% chez les patients atteints par le PJS (Hearle et al.,
2006). Les cancers les plus développés par les patients sont les cancers des poumons, du petit

intestin, de I'estomac et du pancréas (Lier et al., 2010).

Figure 25 : Caractéristiques phénotypiques de patients atteints par le syndrome Peutz-Jeghers.

A-B: Les patients atteints présentent une pigmentation anormale principalement buccale se caractérisant
par la présence de zone riche en mélanine autour (A) et dans la bouche (B). (C) Ces zones peuvent aussi
étre présentes sur leur corps comme en témoigne ici la photo d'une main de patient PJS. (D) Enfin la
formation de polype intestinaux est la deuxieme caractéristique de ce syndrome. (Images provenant de :
Zhang et al., 2017)
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2) Fonctions et mutations de LKB1
LKB1 est une serine-thréonine kinase LKB1 aussi connue sous le nom de STK11. C'est une
kinase qui permet |'activation de 14 kinases de la famille de 'AMPK. Elle est essentielle pour
développement neuronal comme je l'ai détaillé dans la premiéere partie. Cependant cette
protéine est aussi impliquée dans de nombreuses autres fonctions comme le maintien
cellulaire de la balance énergétique (Tamas et al., 2010), la régulation de la division cellulaire
(Jansen et al., 2009) ainsi que la polarité cellulaire (Barnes et al., 2007; Shelly et al., 2007a). En
outre, LKB1 a été une des premieres kinases caractérisée comme suppresseur de tumeur
(Hemminki et al., 1998; Jenne et al., 1998). Un géne suppresseur de tumeur est un géne codant

pour une protéine dont I'activité bloque la prolifération anarchique des cellules cancéreuses.

Des mutations germinales de LKB1 ont été retrouvées dans 66 a 94% des patients PJS (Aretz
et al., 2005; Hearle et al., 2006; Volikos, 2005). Exactement 144 mutations ont pu étre
identifiées et sont pour la plupart situées dans le domaine kinase de LKB1. Ces mutations
comportent des mutations stop, des mutations induisant un changement du cadre de lecture,
des mutations ponctuelles, ainsi que des délétions de courtes séquences (Alessi et al., 2006).
La majorité de ces mutations induisent une coupure du domaine catalytique ce qui modifie
I'activité de la kinase. Aucune mutation ponctuelle n'a été retrouvé dans le domaine N-
terminal, ce qui a permis de suggérer que le domaine N-terminal n'était pas nécessaire pour
la fonction suppresseur de tumeur de LKB1 (Alessi et al., 2006).

Les souris homozygote LKB1-/- ne sont pas viables et décedent au milieu de la gestation vers
le stade embryonnaire E11 (Jishage et al., 2002; Miyoshi et al., 2002; Ylikorkala, 2001). Les
embryons LKB1-/- montrent de multiples défauts du développement a E8 comme un défaut
de fermeture du tube neural, et un développement anormal de |'aorte (Ylikorkala, 2001). Cela
montre que LKB1 est nécessaire au développement embryonnaire. Les souris hétérozygotes
pour LKB1 sont viables et ne présentent pas de phénotype particulier jusqu'a I'age adulte.
Cependant, a partir de 45 semaines, la plupart des souris développent des polypes gastro-

intestinaux dans I'estomac (Nakau et al., 2002).

B- Du géne a la protéine
1) Géne de LKB1
La protéine LKB1 est codée par le gene Stk11 sur le chromosome humain 19p13.3 (Mehenni
et al., 1998; Shah et al., 2008). Il est composé de 10 exons, dont 9 codants. C'est un géne de
23kb qui est transcrit du télomere vers le centromere (Alessi et al., 2006). C'est un fort
homologue du géne Lkb1 de la souris, situé sur le chromosome 10, composé lui aussi de 10
exons et mesurant 15kb (Smith et al., 1999). Un orthologue de Lkb1 est retrouvé chez

Caenorhabditis elegans (C. elegans) (Watts et al., 2000) et la drosophile (Martin and St

82



Johnston, 2003) : le géne Par-4, chez le xenope, |'orthologue de Lkb1 est Xeekl (Xenopus

laevis egg and embryonic kinase 1) (Su et al., 1996).

2) Différentes isoformes de LKB1

LKB1 a d'abord été caractérisée sous deux isoformes, une forme longue (LKB1-FL) et une
forme courte (LKB1-S) produite par un épissage alternatif de I'ARN (Figure 26). Les protéines
codées par ces isoformes different par la perte 63 acides aminés. L'isoforme courte est
principalement exprimée dans les testicules (Denison et al., 2009; Towler et al., 2008) et est
essentielle pour la spermatogéneése. En effet, une diminution de I'expression de LKB1-S chez
les souris males provoque la stérilité de ces derniers (Towler et al., 2008).

Une nouvelle isoforme a par la suite été caractérisée en 2015, c'est une isoforme privée du
domaine N-terminal (AN-LKB1) (Figure 26). Cette isoforme est principalement exprimée dans
les tissus cardiaques et muscles squelettiques et augmente |'activité de I'AMPK (Dahmani et
al., 2015) et elle est catalytiquement inactive. Une co-expression de LKB1-FL et AN-LKB1 induit
une augmentation de l'activité de AMPK par rapport a une surexpression de LKB1-FL seul. Ce
qui montre que AN-LKB1 régule I'activité de LKB1-FL. En revanche, une co-expression AN-LKB1
et LKB1 avec son domaine kinase inactivé (LKB1 KD) n'induit pas d'augmentation de I'activité
d'AMPK. Ces résultats montrent que AN-LKB1 n'est pas responsable de I'augmentation de
I'activité de I'AMPK et que I'activation de I'AMPK nécessite au moins une forme fonctionnelle
de LKB1 (Dahmani et al., 2015). La forme AN-LKB1 de LKB1 peut donc affecter les fonctions de
LKB1-FL comme le métabolisme énergétique, la polarité et la croissance cellulaire (Dahmani
et al., 2015).

83



LKB1-FL

LKB1-S

LKB1-FL N

LKB1-S N

97 125 155 199 245 287 307 369 433
Iy v Y VI VIE[ vl IX
97 125 155 199 245 287 307 369 408
| [l \Y, \Y VI VIl VIII IX
125 155 199 245 287 307 369 433
AN-LKB1 | I v Vv VI VIE[ vl IX
ARNmM
Protéines
44 309 433
Domaine kinase
44 309 408
Domaine kinase C
1 309 312
AN-LKB1 N Domaine kinase

Figure 26 : Représentation des différentes formes de LKB1. (A) Résultats de I'épissage alternatif des trois
ARNm pour LKB1. (B) Représentation des trois protéines codées par les trois différents ARNm. LKB1-FL est
la forme compléte de LKB1, les deux autres isoformes LKB1-S et AN-LKB1 sont deux isoformes tronquées.
LKB1-S est une forme tronquée active qui a perdu avec une perte en C-terminal alors que I'isoforme AN-

LKB1 a perdu son activité kinase. (Inspiré de Alessi et al. 2006)

3) Localisation de la protéine LKB1

LKB1 est un gene exprimé dans les tissus adultes et fétaux. Durant le développement de la
souris, LKB1 est particulierement présent dans le tractus gastro-intestinal, les poumons et les
testicules (Luukko et al., 1999). Chez I'homme, elle a été observée de facon similaire dans les
tubes séminiferes et de facon plus importante chez I'embryon que chez I'adulte (Rowan et al.,

2000). Chez I'adulte LKB1 est particulierement présent dans le cortex cérébral, les ovaires et

les glandes salivaires (Figure 27).
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Figure 27 : Représentation des différentes zones d'expression de LKB1 a I'état embryonnaire et adulte.
(Adapté de Sanchez-Cespedes 2007)

LKB1 est distribuée dans le noyau grace a une séquence NLS (signal de localisation nucléaire)
et le cytoplasme. La localisation de la séquence NLS dans la protéine a été déterminée par
['utilisation de la protéine mutante SL26 (possédant une deletion de 9bp des codons 303 a
306) qui a tout d'abord été caractérisée chez un patient PJS en 1998 (Hemminki et al., 1998).
Cette mutation n'induit pas de perte de l'activité kinase mais induit en revanche un
changement de localisation intracellulaire (Nezu et al., 1999). L'utilisation de différentes
constructions a permis, dans un premier temps de définir la région 1-88 comme contenant la
séquence NLS, la séquence a ensuite été affinée et il a été déterminé que la séquence NLS se

situe entre les acides aminés 43 et 88. (Nezu et al., 1999).

De par son domaine NLS, LKB1 est préférentiellement localisée dans le noyau. Pour sortir du
noyau et étre activée, elle interagit avec une autre protéine la protéine STRAD qui est
composée de deux dimers a et . C'est I'hétérodimérisation qui permet la sortie du noyau, en
absence de STRADq, la protéine LKB1 est incapable de sortir du noyau. STRAD va interagir
avec deux exportines : CRM1 et I'exportine 7 afin de transloquer LKB1 dans le cytoplasme
(Dorfman and Macara, 2008) (Figure 28). En plus de son role d'export de LKB1, STRADa bloque
la relocalisation de LKB1 dans le noyau par fixation compétitive sur l'importine-a (Figure 28).
Une troisieme protéine interagit avec le complexe LKB1/STRAD : la protéine MO25. Cette
protéine interagit préférentiellement avec STRAD. C'est la liaison de STRAD sur LKB1 qui va
créer un nouveau site de fixation pour MO25 sur STRAD (Figure 28). Cette interaction est
nécessaire a la stabilisation de STRAD/LKB1 dans le cytoplasme (Boudeau et al., 2003). Dans

le noyau, la fixation de RanGTPa l'importine B permet la désolidarisation du complexe
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d'import, dans le cytoplasme I'enzyme RanGAP hydrolyse le RanGTP en RanGDP ce qui
provoque le désassemblage du complexe d'export (Dorfman and Macara, 2008).

Une fois sortie du noyau la protéine LKB1 peut donc agir dans le cytoplasme sur ces 14 kinases
cibles (Lizcano et al., 2004).
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Figure 28 : Représentation du mécanisme d'export de LKB1 du noyau. La kinase LKB1 nécessite l'interaction
avec ses partenaires STRAD et MO25 pour sortir du noyau. L'interaction de STRAD avec les exportines CRM 1
et exportine 7 (Exp7) permet I'export du noyau. L'entrée de MO25 est STRAD dans le noyau se fait par diffusion
passive. (Adapté de Dorfman and Macara 2008)

Un dernier complexe protéique intervient dans la stabilisation cytoplasmique de LKB1. LKB1
peut interagir avec le complexe de protéines chaperonnes Hsp90-CDC37 (Figure 29). Cette
interaction stabilise LKB1 dans le cytoplasme (Boudeau et al., 2003; Nony et al., 2003) Hsp90
ne se fixe que sur deux isoformes de LKB1 : la forme longue et la forme courte mais pas la
forme AN-LKB1 ce qui montre que le domaine N-terminal est nécessaire pour cette interaction
(Gaude et al., 2012). Cette interaction a une fonction inhibitrice de I'activité kinase de LKB1.
En outre, une disruption de ce complexe facilite le recrutement des protéines chaperonnes
Hsp/Hsc70 et de I'enzyme E3 ubiquitine ligase ce qui induit la dégradation de LKB1 (Gaude et
al., 2012) (Figure 29).
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Figure 29 : Mécanismes de régulation de la localisation intracellulaire de LKB1. La sortie du noyau de LKB1
est permise par l'action de ces co-activateurs : STRADo/MO25 ou par LIP1. Dans le cadre de cellules
cancéreuses, LKB1, une fois dans le cytoplasme, peut étre stabilisé par les protéines chaperonnes
Hsp90/CDC37 et dégradé par le recrutement de I'E3 ubiquitine ligase et Hsp70.

4) Régulation post-traductionnelle de LKB1
Seulement 4 mutations ponctuelles de LKB1 ont été reportées pour modifier I'activité kinase
de la protéine : K78I, D17GN, W308C, et L67P (Mehenni et al., 1998; Ylikorkala, 1999). La
protéine de souris partage 90% d'identité avec la protéine humaine (Collins et al., 2000). LKB1
est une protéine qui subit de nombreuses modifications post-traductionnelles comme des
phosphorylations, acétylations, ainsi que des farnésylations. Ces modifications sont résumées

dans la figure 30.
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Figure 30 : Représentation des différentes modifications post-traductionnelles de LKB1.

(A) Représentation de la forme murine de LKB1. Les différents sites de phosphorylation sont représentés,
les sites en rouge sont des sites d'autophosphorylation alors que les sites représenté en noir sont des
sites phosphorylés par les différentes kinases indiquées. Le site de localisation nucléaire est représenté
dans le domaine N-terminal. Le site C433 est un site de farnésylation représenté en vert. S : serine, T :
thréonine, C : cystéine (B) Représentation de la forme humaine de LKB1 avec les différents sites
d'acétylation possible (Lan et al., 2008; Bai et al., 2016) (Inspiré de Alessi et al., 2006)

a. Les phosphorylations

LKB1 est une protéine contenant divers sites de modifications post-traductionnelles induisant
diverses régulations. Ainsi, elle posséde 4 sites d'autophosphorylations (T185, T189, T336 et
T402) et 6 sites de phosphorylation par d'autres kinases (S31, S307, S325, S334, T366, S399
and S431) (Alessi et al., 2006; Liu et al., 2012a; Xie et al., 2009; Zhu et al., 2013) (Figure 30).
Des mutations phospho-mimétiques ou phospho-déficientes des sites S31, S325, T366, S431
n'ont pas d'effet sur l'activité catalytique in vitro (Houde et al., 2014; Sapkota et al., 2002).

Le site d'autophosphorylation T336 chez I'Homme (S334 chez la souris) est nécessaire a la
fonction de croissance de LKB1. En effet, une mutation phospho-mimétique T336E rend la
protéine mutée plus active que LKB1 WT bloque l'activité de LKB1 sur la croissance de lignée
cellulaire maligne humaine (G361) (Sapkota et al., 2002). Ces résultats indiquent que
I'autophosphorylation de ce site permet une auto-inhibition de la kinase. Plus tard il a été
montré que le site T336 phosphorylé se lie a 14-3-3 ce qui bloque l'interaction entre LKB1 et
AMPKa (Bai et al., 2012). Ainsi ces résultats montrent que la phosphorylation sur le site T336

est nécessaire a |'autorégulation de la kinase LKB1.
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Le site S431 est phosphorylé par trois protéines p90~*K, PKA, et PKC( (Sapkota et al., 2001; Xie
et al.,, 2006)(Figure 30). Cette phosphorylation est induite par la fixation des facteurs
extracellulaires sur leur récepteurs comme la forskoline ou EGF/IGF1 et permet la croissance
des fibroblastes embryonaires (Sapkota et al., 2001). La forskoline permet I'activation de PKA
par augmentation de cAMP intracellulaire ce qui permet la phosphorylation du site S431. La
fixation de IGF1 permet I|'activation de la PI3K qui induit l'activation de PDK1 pour in fine
aboutir a I'activation p90°f°K, La fixation de EGF, quant-a elle, permet I'activation de RAF puis
ERK et finalement p90Rfk qui phosphoryle le site S431. La phosphorylation du site S431 par
PKCC a été démontrée dans des cellules endothéliales. Cette phosphorylation est induite par
le péroxynitrite et la metformine et engendre la phosphorylation d'AMPK sur le site T172. La
phosphorylation de LKB1 sur le site S431 permet I'augmentation de son interaction avec la
kinase AMPK (Xie et al., 2006, 2008).

Par la suite, il a été démontré chez la drosophile que la phosphorylation du site S431 par PKA
mais aussi la farnésylation du site C433 sont nécessaires pour la polarité cellulaire (Martin and
St Johnston, 2003). C'est a partir de 2007 que cette fonction a été découverte chez les
mammiféres dans les neurones ou il a été montré que la phosphorylation du site S431 était
nécessaire pour la polarisation des neurones (Barnes et al., 2007; Shelly et al., 2007b).

La fonction du site S431 est controversée, en effet, de études montrent que la
phosphorylation du site S431 n'a pas d'effet sur I'activité kinase de la protéine (Fogarty and
Hardie, 2009; Houde et al., 2014; Sapkota et al., 2001) Cependant, diverses études montrent
que cette phosphorylation est nécessaire pour induire la phosphorylation d'AMPK-RK comme
les SAD (Barnes et al., 2007; Shelly et al., 2007a) ou encore la phosphorylation de I'"AMPK
induite par la metformine (Xie et al.,, 2008). Enfin, des études suggerent que la
phosphorylation de ce site est nécessaire pour la translocation de LKB1 dans le cytoplasme
(Lan et al., 2017; Xie et al., 2008), a sa localisation dans les synapses excitatrices (Bernard and
Zhang, 2015) ou encore nécessaire a la localisation asymétrique d'une autre protéine : Par-3
a l'interface entre les neurones et les cellules de Schwann (Shen et al., 2014).

Les souris LKB15431A/5431A sont viables, fertiles et aucun phénotype particulier n'a été observé
(Houde et al., 2014).

PKC peut induire la phosphorylation du site $S307, cette phosphorylation est importante pour
le transport de LKB1 entre le noyau et le cytoplasme (Xie et al., 2009). En effet, une perte de
la phosphorylation des sites S307 et S428 diminue son association avec STRADo. et CRM1 qui
sont nécessaires pour I'export de LKB1 (Dorfman and Macara, 2008) (Figure 28,30). Ainsi, deux
sites de phosphorylations sont nécessaires a |'export de LKB1 depuis le noyau.
Le site $325 est lui phosphorylé par ERK et le complexe cycline D1-Cdk4/6 (Casimiro et al.,
2017; Zheng et al., 2009). En effet dans les cellules de mélanomes une activation constitutive
de ERK phosphoryle LKB1 sur ce résidu. Ces cellules expriment un variant de B-raf qui induit
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I'activation de ERK. La phosphorylation de LKB1 sur $S325 diminue I'activation d'AMPK (Zheng
et al., 2009). En outre, la phosphorylation du site $S325 par la cycline D1-Cdk4/6 induit elle-
aussi une diminution de I'activation de AMPK (Casimiro et al., 2017). Les premiéres études sur
ce site montraient qu'il n'était pas impliqué dans l'activité catalytique de la protéine (Sapkota
et al., 2002). Ces résultats suggérent donc que I'activité n'est pas modifiée mais que ce site

module l'interaction avec d'autres protéines (Zheng et al., 2009).

b. Farnésylation

En plus de ces sites de phosphorylation, LKB1 posséde un site unique de farnésylation en C433
(Figure 30), ce site est conservé chez les orthologues de LKB1 de la drosophile et du xénope
mais pas chez C. elegans. Les farnésylations sont I'ajout d'un groupement alcool (farnésol) au
niveau d'une cystéine sur une protéine. Dans le cas de LKB1, une mutation de ce site n'induit
pas de défaut de son activité kinase in vitro (Sapkota et al., 2001). En revanche, la mutation
de ce site induit un défaut de localisation membranaire de LKB1 (Sapkota et al., 2001). Ainsi,
la farnésylation du site C433 permet une localisation de LKB1 a la membrane plasmique.

Le site C433 est placé proche du site de phosphorylation S431, une mutation de ce site
n'affecte pas le site C433 malgré sa proximité (Sapkota et al., 2001).

Les souris homozygotes déficientes pour le site C433 n'ont pas de phénotype particulier
(Houde et al., 2014) hormis un changement de localisation. Dans les souris mutantes, la
localisation de LKB1 est affectée, en effet, dans les souris WT, LKB1 est fortement exprimé
dans le cytoplasme et dans la fraction membranaire alors que peu de LKB1 est retrouvé dans
le noyau. Dans les souris mutantes en revanche, une faible concentration de LKB1 est retrouvé
dans les fractions membranaire et nucléaire (Houde et al., 2014). Bien qu'il ait précédemment
été démontré que le site C433 n'avait pas d'effet sur I'activité de LKB1, en 2014, il a été montré
que dans les hépatocytes embryonnaires mais aussi dans les muscles extraits des souris
mutantes C433, |'activation de I'AMPK est diminuée dans les souris mutantes ce qui a pour

conséquence une diminution de la synthése de lipides (Houde et al., 2014).

c. Acétylations
LKB1 est une protéine acétylée sur au moins 10 lysines identifiées : K44, 48, 64, 96, 97, 296,
311, 416,423, and 431 (Bai et al., 2016; Lan et al., 2008) (Figure 30). La protéine SIRT1 est une
déacétylase qui déacétyle spécifiguement la lysine 48 (K48) de LKB1. Cette déacétylation
permet d'augmenter son interaction avec STRADa et ainsi d'augmenter la fraction
cytoplasmique de LKB1 dans les HEK293T (Lan et al., 2008). Cette augmentation de LKB1 dans
le cytoplasme induit I'activation de I'AMPK. En outre, une surexpression de SIRT1 ou une
augmentation de I'activité de SIRT1 induisent une augmentation de |'activité de I'AMPK par la
déacétylation de LKB1 (Hou et al., 2008; Price et al., 2012). L'AMPK n'est pas la seule cible de
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LKB1 touchée par ce processus, en effet la méme étude montre que MARK1 est aussi plus ou
moins phosphorylée en présence ou en absence de SIRT1 (Lan et al., 2008).

Cependant, dans les cellules endothéliales du foie, la déacétylation de LKB1 induit sa
dégradation. En effet, dans le foie, SIRT1 posséde une activité de protéine chaperonne qui ne
dépend pas de son activité de déacétylation. Ainsi, SIRT1 se lie a K64 et recrute I'ubiquitine
ligase E3 HERC2, HERC2 ubiquitine LKB1 dans le noyaux et diminue ainsi la quantité de LKB1
acétylée (Bai et al., 2016). La dégradation de LKB1 promeut la prolifération et inhibe la
senescence endothéliale (Zu et al., 2010). De la méme fagon, SIRT2 promeut la déacatylation
de LKB1 sur K48 dans les cardiomyocytes (Tang et al., 2017). En effet I'expression de SIRT2 est
diminuée dans les souris avec une hypertrophie cardiaque, il en résulte une diminution de
I'activation d'AMPK par LKB1 qui méne a I'hypertrophie. A contrario, une surexpression de
SIRT2 augmente |'activité d'AMPK dans ces modeles de souris (Tang et al., 2017).

Ainsi I'ensemble de ces résultats montrent que la régulation de I'acétylation de la protéine est

un processus majeur de sa régulation et celle-ci est cellule dépendante.

C- Fonctions de LKB1

1) LKB1 et cancer
Des mutations somatiques de LKB1 sont associées a divers cancers comme le cancer des
poumons (Carretero et al., 2010; Sanchez-Cespedes et al., 2002), les mélanomes (Liu et al.,
2012b), les cancers du pancréas (Morton et al., 2010) ou encore le cancer de I'endometre
(Contreras et al., 2010). Trois grandes fonctions, résumées figure 31, sont attribuées a LKB1
sur les cellules cancéreuses : la suppression de la croissance des cellules cancéreuses, la

régulation de la mort cellulaire et I'inhibition de la formation de métastases.
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Figure 31 : Représentation schématique des différents processus régulés par LKB1 dans sa fonction de
suppresseur de tumeur. L'activité de LKB1 sur 'AMPK permet la régulation de la croissance des cellules
cancéreuse. En effet, la phosphorylation de I'AMPK sur la T172 permet d'inhiber différentes fonctions
nécessaires a la croissance comme I'anabolisme, le cycle cellulaire et I'hypoxie. De plus, LKB1 est capable
d'induire la mort cellulaire des cellules cancéreuses par le biais des protéines p53 et p73 mais aussi d'inhiber
la formation des métastases par I'activation des métalloprotésases MMP-2 et 9. (Adapté de Gan et Li,
2014)

La suppression de la croissance des cellules cancéreuses est permise par I'augmentation du
stress métabolique dans ces cellules. Dans ce contexte la voie LKB1/AMPK est activée pour
inhiber I'anabolisme (synthese de lipides, cholestérol et protéine), arréter le cycle cellulaire et
inhiber la croissance. Les mécanismes aboutissant a la suppression de la croissance par I'AMPK
seront abordés dans un futur paragraphe.

Outre la régulation de I'AMPK par I'augmentation du stress métabolique, LKB1 régule les
protéines p21 et p53 afin d'induire I'arrét du cycle cellulaire. En effet, I'arrét du cycle cellulaire
par LKB1 est permis par une régulation de I'expression de p21, un inhibiteur de CDK (Tiainen
et al., 2002; Zeng and Berger, 2006). Cet effet est indépendant de p53 (Setogawa et al., 2006),
cependant, LKB1 interagit avec p53 dans le noyau pour la stabiliser et induit la
phosphorylation de p53 sur les serines 15 et 392 qui sont nécessaires pour |'arrét du cycle
cellulaire par LKB1 (Zeng and Berger, 2006). Ainsi, LKB1 via l'activation de p53 permet
I'induction de 'apoptose (Karuman et al., 2001). (Figure 31).

Dans certains types cellulaire comme des cellules cancéreuses du pancréas (AsPC-1), p53 n'est

pas exprimée et ces cellules cancéreuses ont un défaut de I'expression de LKB1 (Qanungo et
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al., 2003). Dans ce contexte, I'expression de LKB1 peut-étre restaurer par |'utilisation d'un
inhibiteur de méthylation ce qui induit I'apoptose médiée par les mitochondries par relargage
du cytochrome C et les auteurs suggerent que cela est rendu possible par I'activation de p53
(Qanungo et al., 2003).

Pour finir, l'inhibition de la formation des métastases par LKB1 a été démontrée in vitro et in
vivo dans des cancers du sein. Une surexpression de LKB1 dans ces cellules induit I'inhibition
de la formation de métastase. Cette inhibition est associée a une diminution de |'expression
des métalloprotéases MMP-2 et MMP-9 ainsi que du facteur de croissance VEGF et de la taille
de vaisseau sanguin (Zhuang et al., 2006) (Figure 31). Les metalloprotéases sont des enzymes
importantes pour la dégradation de composants de la matrice extracellulaire tels que le
collagene ou les protéoglycans (lurlaro et al., 1999). Cette dégradation est nécessaire pour
I'invasion des carcinomes. Ainsi l'inhibition de ces enzymes par LKB1 permet l'inhibition de la

formation de métastases (Zhuang et al., 2006).

2) Régulation de I'AMPK

L'AMPK est un senseur métabolique de la cellule, c'est une kinase qui modifie son activité en
fonction du niveau d'ATP dans la cellule. L'activation de 'AMPK permet de restaurer le niveau
d'énergie dans la cellule par la stimulation de voies cataboliques comme la glycolyse,
I'oxydation des acides gras ou l'inhibition de processus anaboliques comme la synthése de
protéines, de lipides ou encore la noeoglucogénese (Alessi et al., 2006; Herzig and Shaw,
2018).

L'AMPK est composé d'un complexe hétérotrimérique comprenant la sous-unité catalytique
AMPKa, et les deux sous-unités régulatrices AMPK[ et AMPKy. L'AMP permet I'activation de
I'AMPK par la liaison sur la sous-unité AMPKy (Scott et al., 2004). La stimulation de I'AMPK se
fait sur la Thrl72 sur les deux sous-unités catalytiques AMPKal et a2. LKB1 permet la
phosphorylation de I'AMPK T172 in vitro lorsque le niveau d'ATP cellulaire est diminué
(Hawley et al., 2003; Shaw et al., 2004; Woods et al., 2003). La capacité de LKB1 a phosphoryler
AMPK est permise par son association avec le complexe STRAD/MO25 (Hawley et al., 2003).
Les deux processus majeurs régulés par I'AMPK sont les processus anaboliques et cataboliques

que je vais détailler dans les paragraphes suivants.

a. Inhibition de I'anabolisme
Dans les cellules cancéreuses, la croissance anarchique des cellules peut étre inhibée par
I'action de LKB1. Ceci est expliqué en partie par le stress métabolique induit dans les cellules
cancéreuses comme I'hypoxie ou le stress métabolique. Dans ce contexte, la voie de

signalisation LKB1/AMPK est activée (Hardie and Alessi, 2013), ce qui permet d'inhiber
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I'anabolisme et d'induire I'arrét du cycle cellulaire pour finalement aboutir a la suppression de
la cellule cancéreuse.

Pour permettre l'inhibition de I'anabolisme des cellules cancéreuses, la voie de signalisation
LKB1-AMPK inhibe différents processus métaboliques comme la production d'acide gras par
I'inhibition de I'acétyl-CoA carboxylase 1 (ACC1), la synthése des stérols grace a l'inhibition de
3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA réductase (HMGR) et la synthese de protéine par l'inhibition
de mTORC1 (Hardie and Alessi, 2013) (Figure 31-32).

La régulation de l'arrét du cycle cellulaire par LKB1/AMPK est médiée par diverses protéines
comme TSC2, p53 ou COX-2. Dans les cellules cancéreuses, I'activation de I'AMPK inhibe la
croissance cellulaire et induit I'arrét du cycle cellulaire, de plus cet effet est corrélé avec la
suppression de |'anabolisme par l'inhibition de TSC2 (Hardie, 2005; Shaw, 2009; Xiang et al.,
2004; Zakikhani et al., 2006). De plus, LKB1 inhibe la croissance des cellules cancéreuses par
I'inhibition de COX-2. En effet, une inhibition de COX-2 permet I'arrét du cycle cellulaire et
I'inhibition de la croissance. De plus, I'activation d'AMPK induit une diminution de I'expression
de COX-2 et de la prolifération cellulaire (Hwang et al., 2006). En outre, une surexpression de
LKB1 induit une diminution de |'expression de COX-2 dans les cellules cancéreuses de
poumons (Upadhyay et al., 2006). Ainsi I'ensemble de ces résultats montrent que la voie de
signalisation LKB1-AMPK-COX2 est impliquée dans I'inhibition de la croissance des cellules
cancéreuse (Figure 31).

Enfin, LKB1 inhibe la croissance des cellules cancéreuses en régulant HIF-1, un facteur de
transcription suractivé dans des conditions d'hypoxie. HIF-1 active des génes permettant la
survie des cellules cancéreuses (Powis and Kirkpatrick, 2004). La voie de signalisation LKB1-
AMPK régule négativement mTORC1 (Shaw et al.,, 2004), alors que HIF-1 est régulé
positivement par mTORC1 (Thomas et al., 2006). Dans les tumeurs ou |'expression de LKB1
est diminuée, il a été observé une augmentation de mTORC1 et HIF-1 (Shackelford et al.,
2009). Ainsi, ces résultats montrent que LKB1-AMPK-mTORC1 inhibe I'expression de HIF-1 et
de ces genes cibles (responsable de la survie cellulaire) ce qui permet la suppression de la

croissance des cellules cancéreuses dans des conditions hypoxiques (Figure 31).

En outre, 'AMPK a aussi pour fonction d'inhiber du stockage du glycogéne (Figure 32), ce
processus est permis par l'inhibition de la phosphorylation de GYS1 et 2, des glycogenes
synthases (Bultot et al., 2012). De plus, elle phosphoryle la protéine GFAT1 qui inhibe la
synthese des hexosamines et les modifications O-GlcNAc (Eguchi et al., 2009; Zibrova et al.,
2017) afin de limiter la consommation d'ATP.

Comme la croissance cellulaire et la synthése de protéines sont des mécanismes a forte
consommation d'ATP, I'AMPK peut étre activé lors de ces processus et régule dans ce cas la
kinase mTOR. En effet, |'activation de I'AMPK induit l'inhibition de mTORC1 par deux

mécanismes indépendants : 1) I'activation du régulateur négatif de mTORC1 : TSC2 (Inoki et
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al., 2003), 2) l'inhibition de Raptor une sous unité de mTORC1 (Gwinn et al., 2008). Dans des
conditions riches en nutriments, 'AMPK est inactif et mTOR est actif, alors que dans le cas
inverse, I'augmentation de I'activité de I'AMPK induit la diminution de I'activité de mTOR. Une
autre facon de réguler la synthese de protéine pour AMPK est la phosphorylation de eEF2K.
En effet, eEF2K est un inhibiteur de I'élongation protéique (Leprivier et al., 2013), ainsi, sa
phosphorylation par I'AMPK permet d'inhiber la synthése de protéine.

En conclusion, l'inhibition de I'anabolisme par I'AMPK permet de diminuer la consommation

d'ATP dans des conditions de stress énergétique (Figure 32).

b. La stimulation des voies cataboliques

La stimulation de la production d'ATP est permise par la promotion de |'utilisation du glucose,
la mobilisation des lipides et de l'autophagie afin de permettre le roulement des
macromolécules (Figure 32).

L'activation de I'AMPK permet d'induire la phosphorylation de TXNIP (Wu et al., 2013) et
TBCD1 (Chavez et al., 2008) des protéines impliquées dans le trafic des transporteurs du
glucose, afin de permettre I'augmentation du glucose intracellulaire. Ainsi, TXNIP et TBCD1
permettent, respectivement, I'augmentation a la surface membranaire des transporteurs
GLUT1 et GLUT4. La stimulation de l'utilisation du glucose est aussi permise par la
phosphorylation de la phospholipase D1 (PLD1) par AMPK 102. Enfin, la glycolyse est stimulée
par I'AMPK grace a la phosphorylation de PFKFB1 qui inhibe PFK1, une enzyme limitant la
vitesse de la glycolyse (Bando et al., 2005).

L'utilisation des lipides par la cellule est aussi permise par I'AMPK (Figure 32). En effet,
['utilisation des lipides est induite par la stimulation d'enzyme de relargage des acides gras
comme la lipase triglycéride adipose (ATGL) (Ahmadian et al., 2011). Le relargage des acides
gras permet ensuite leur transport dans les mitochondries pour la B-oxydation qui engendre

in fine la production d'ATP.
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Figure 32 : Représentation des fonctions de I'AMPK permises par la phosphorylation de LKB1. Via la
kinase AMPK, LKB1 permet la régulation métabolique des cellules. AMPK permet de conserver un équilibre
métabolique en stimulant les processus cataboliques permettant de produire de I'ATP tels que : le
métabolisme du glucose, I'autophagie et I'oxydation des lipides et en inhibant les processus anaboliques
qui consomment de I'ATP tels que la synthése des lipides, la néoglucogenése et la synthése de protéines.
(Herzig and Shaw, 2017)

3) Régulation des autres AMPK-RK
LKB1 permet la régulation des kinases de la famille des AMPK-RK. Elle permet I'activation de
14 kinases de la famille de 'AMPK (AMPKal, AMPKa2, NUAK1, NUAK2, SAD-A, SAD-B, SIK1-3
et MARK1-4, SNRK) (Lizcano et al., 2004) (Figure 33). Toutes ces kinases sont composée d'un
domaine catalytique en N-terminal, suivit d'un domaine d'ubiquitination et partagent une
séquence conservée (T-loop) qui est phosphorylée par LKB1 afin d'augmenter |'activité de ces
kinases (Lizcano et al., 2004) et de controler des mécanismes intracellulaires tels que le
métabolisme, la croissance et la polarité (George et al., 2016; Miyoshi et al., 2002; Tanwar et
al., 2014). Les AMPK-RK sont les seules kinases possédant un domaine d'ubiquitination localisé
dans la partie C-terminale de leur domaine catalytique (Manning et al., 2002). Ce domaine est
nécessaire aux AMPK-RK pour la phosphorylation et I'activation par LKB1 (Jaleel et al., 2006),
il a été proposé que ce domaine permet l'interaction des domaines catalytiques ce qui induit
un changement de conformation nécessaire a la phosphorylation par LKB1 (Jaleel et al., 2006).
La séquence commune des AMPK-RK est composée de 29 acides aminés : DFG@snX@XXgX--
XLXT@CGSPXYAaPE avec ; @ indiquant un résidu hydrophobique, X tout acide aminé, s, n, g et

a des préférences respectives pour Ser, Asn, Gly et Ala (Lizcano et al., 2004). Bien que ces
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protéines puissent étre phosphorylées par d'autres kinases sur cette séquence, seule LKB1 est
capable de phosphoryler I'ensemble des kinases de la famille de I'AMPK (Bright et al., 2009).
En outre, des cellules déficientes pour LKB1 montrent une diminution de I'expression des
kinases NUAKs, SIKs et MARKs (Lizcano et al., 2004).

Malgré leurs ressemblances, seules les kinases MARK 1, MARK4, SAD-A ainsi que SAD-B sont
exprimées uniquement dans le cerveau (Bright et al., 2009). Hormis les kinases SIK1 et 2 qui
sont exprimées respectivement dans les glandes surrénales et le tissu adipeux, toutes les
autres kinases sont ubiquitaires (Bright et al., 2009).

Dans le cerveau toutes ces kinases ont un réle dans la régulation des microtubules par la
protéine associée aux microtubules Tau. Les sites de phosphorylation de Tau sont dépendants
de ces kinases. MARK1, SIK, SAD-A/B induisent des phosphorylations de Tau d'intensités
différentes sur les sites S262, S356 ainsi que T212 (Yoshida and Goedert, 2012). MARK1, SAD-
A et SIK induisent aussi la phosphorylation du site S214 (Yoshida and Goedert, 2012) alors que
NUAK1 permet la phosphorylation de Tau sur le site S356 pour induire sa stabilisation
(Lasagna-Reeves et al., 2016). (Figure 33)

La phosphorylation de Tau par ces diverses kinases mene a la dissociation de celle-ci des
microtubules, ce qui induit in fine la déstabilisation des microtubules (Biernat et al., 2002;

Kojima et al., 2007) et interfére avec |'activité des protéines moteurs (Stamer et al., 2002).

Dans les paragraphes précédents j'ai détaillé le role de I'AMPK, je vais donc dans ce

paragraphe développer l'activité des autres kinases de la famille de I'AMPK induite par LKB1.

Diverses AMPK-RK sont nécessaires a la morphologie neuronale. Comme vu dans la 1™ partie,
les kinases SAD-A et B aussi connues sous le nom de BRSK1 (SAD-B) et BRSK2 (SAD-A) sont
nécessaires a la polarité neuronale. Ce sont des orthologues des kinases SAD de la souris et
de C. elegans. Cependant, elles ont aussi un réle dans I'activité synaptique. En effet, SAD-B est
associée a des vésicules synaptiques dans les neurones de |'hippocampe et permet le
relargage des vésicules synaptiques par la phosphorylation de RIM1 (Inoue et al., 2006).

Les kinases MARKs sont elles aussi impliquées dans la polarité cellulaire, ce sont des
orthologues de Par-1 chez C. elegans. Elles ont été purifiées dans le cerveau et ont pour réle
la phosphorylation de protéines associées aux microtubules (MAPs) telles que MAP2, MAP4,
tau ou encore la doublecortine afin de provoquer leur détachement des microtubules
(Drewes et al., 1997). Elles sont localisées de facon asymétriques dans les cellules épithéliales
et les kinases MARK1 et 2 sont nécessaires pour la polarité des cellules rénales et hépatiques
(Cohen et al., 2004). Chez la drosophile, la phosphorylation de Par-1 par LKB1 est nécessaire
pour promouvoir la phosphorylation de tau (Wang et al., 2007b).

Ainsi, ces deux groupes de kinases SAD et MARK peuvent réguler la polarité cellulaire par le

biais de I'activation par LKB1 (Figure 33).
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Une autre étape de la morphogénése axonale régulée par les AMPK-RK, est la formation de
branches axonales. La famille des protéines NUAKs est composée de deux membres NUAK1
(ou ARK5) et NUAK2 (ou SNARK). La localisation de NUAK1 a récemment été étudiée dans
différentes lignées cellulaires qui montre une localisation nucléaire de la protéine (Palma et
al.,, 2019). Plus précisément, NUAK1 est localisée dans la chromatine dans les cellules
d'ostéosarcome U20S (Cossa et al., 2020). Durant plusieurs années un seul interacteur de
NUAK1 était connu : MYPT1. A travers cette interaction, NUAK1 régule la myosine par la
phosphorylation de MYPT1, cette phosphorylation est rendue possible par la phosphorylation
de NUAK1 par LKB1 (Zagorska et al., 2010) (Figure 33). MYPT1 est une sous-unité de la myosine
phosphatase qui permet la phosphorylation de la chaine légére de la myosine (Ito et al., 2004).
Récemment, deux nouveaux interacteurs ont été identifiés : la phosphatase PP1 et PNUTS une
sous-unité régulatrice de PP1 (Cossa et al., 2020) et lui confére un réle de régulateur du
spliceosome. En effet, un défaut de NUAK1 induit un défaut de phosphorylation de
nombreuses protéines nucléaires ce qui montre que NUAK1 protege leur déphosphorylation
(Cossa et al., 2020). La régulation de PNUTS par NUAK1 permet de promouvoir l'activité du
spliceosome. Ainsi, par le biais de PNUTS, NUAK1 est capable de réguler I'épissage alternatif

dans les cellules (Figure 33).

NUAK2 a un réle de protection contre le cancer (Figure 33) elle est activée de facon cellule
spécifique par des stress hyper-osmotiques, les dommages a I'ADN, le stress oxydatif ou
encore I'AMP (Lefebvre and Rosen, 2005; Lefebvre et al., 2001). Dans le cerveau humain, une
perte de fonction de NUAK2 provoque une anencéphalie feetale par dérégulation du réseau
d'actomyosine apicale ce qui bloque la fermeture du tube neural (Bonnard et al., 2020).

Dans les muscles, les mécanismes induisant I'augmentation du transport de glucose sont
encore mal compris. Lors de la contraction musculaire NUAK2 est augmentée et cet effet est
perdu dans des muscles ol I'expression de LKB1 est diminuée (Koh et al., 2010). Un seul
substrat de NUAK2 est connu a ce jour, MYPT1, qui a été identifié par essai kinase in vitro
(Yamamoto et al., 2008). (Figure 33).

Les kinases SIK sont les premieres kinases découvertes dans les glandes surrénales de rat
possédant un régime fort en sel (Wang et al., 1999). L'activation de SIK1 par LKB1 induit la
phosphorylation de TORC pour aboutir a I'export et l'inhibition de CREB (Katoh et al., 2006).
(Figure 33). SIK2 aussi connue sous le nom de QIK, a un réle de phosphorylation sur deux
protéines aussi phosphorylées par I'AMPK sur le méme résidu : un substrat a I'insuline (IRS1)
(Horike et al., 2003; Jakobsen et al., 2001) et TORC2 le coactivateur de CREB. TORC est un co-
activateur de CREB permettant d'augmenter |'activité de CREB dans le noyau. Cette

phosphorylation permet l'interaction de TORC2 et la protéine chaperonne 14-3-3 et permet
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ainsi la séquestration de TORC2 dans le cytoplasme afin de bloquer la transcription de génes
dépendants de CREB (Screaton et al., 2004; Shaw et al., 2005). Dans ce contexte, LKB1 permet
la régulation de la localisation de la protéine. En effet, dans des souris invalidées pour le gene
LKB1 dans le foie, TORC2 est localisée dans le noyau est n'est pas phosphorylée par SIK2/AMPK
(Shaw et al., 2005). Ainsi, I'activité de LKB1 est nécessaire pour la fonction de SIK. Enfin, SIK3
est une kinase nécessaire a la prolifération cellulaire, en effet, chez la drosophile, une
diminution de l'expression de SIK3 induit des défauts d'alignement des chromosomes
(Bettencourt-Dias et al., 2004). En outre, |'activation de SIK3 par LKB1 est permise par
I'interaction avec la protéine 14-3-3. Cette interaction permet la régulation de la localisation
cellulaire de SIK3 (Al-Hakim, 2005) (Figure 33).

SNRK est une kinase exprimée uniquement dans les testicules et sa fonction est peu connue.
Cependant, nous savons que la forme tronquée de LKB1 est elle aussi exprimée dans les
testicules et est essentielle a la spermatogénése. En effet, les males avec une diminution de
I'expression de LKB1 et de sa forme tronquée sont stériles (Sakamoto et al., 2005). Ainsi, il est
proposé que le réle de LKB1 dans les testicules est médié par SNRK (Jaleel et al., 2005) (Figure
33).
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Figure 33 : Représentation des fonctions des différentes kinases de la famille de I'AMPK activées par
LKB1. LKB1 permet la régulation de nombreux processus biologiques a travers des kinases intermédiaires
appartenant a la famille de I'AMPK. L'activation de ces kinases induit la régulation d'autres protéines
intermédiaires qui agissent sur des fonctions telles que : la spermatogénese, la morphologie cellulaire, la
prolifération cellulaire, la transcription, le métabolisme et la croissance cellulaire. (Bleue : kinases de la
famille de I'AMPK, Rose : protéines activées par les AMPK-RK)
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4) Role de la protéine LKB1 dans le développement neuronal
a. Morphologie axonale
LKB1 est une protéine majeure dans le développement neuronale, en effet elle est impliquée
dans de nombreux processus comme la migration (Asada et al., 2007), la polarité, la
croissance axonale, le branchement terminal ou encore les processus de croissance,
d'orientation et d'espacement des dendrites (Kuwako and Okano, 2018a).
La fonction de polarisation par LKB1 nécessite la phosphorylation de son site S431 ciblé par
PKA et p90RSK (Barnes et al., 2007; Shelly et al., 2007a) (Figure 34, 35). Une fois phosphorylée,

elle active différentes kinases pour induire l'initiation axonale (Figure 34, 35). En effet, LKB1

va phosphoryler les kinases SAD-A et B (Barnes et al., 2007; Kishi, 2005) qui sont nécessaires
a la polarité neuronale par leur activité de phosphorylation de protéines associées aux
microtubules comme Tau, MAP2 et 4 (Figure 34). La phosphorylation de ces protéines
associées aux microtubules va induire une perte d'affinité pour I'extrémité positive des
microtubule et par conséquent augmenter la déstabilisation des microtubules (Drewes et al.,
1997). De plus, in vitro dans les neurones corticaux avec une diminution de |'expression LKB1,
la formation de |'axone est inhibée alors qu'une surexpression de LKB1 induit la formation de
multiples axones (Asada et al., 2007; Barnes et al., 2007; Shelly et al., 2007b). En outre, cette
formation d'axones multiples est inhibée lorsque I'on inhibe I'expression de SAD par ARN
interférents (Barnes et al., 2007). In vivo, une diminution de I'expression de LKB1
spécifiguement dans les progéniteurs du télencéphale dorsal induit une diminution de
I'épaisseur du cortex qui reflete la mort de neurones post-mitotiques. Au niveau axonal, une
agénésie du corps calleux a été observé ainsi qu'un faible nombre d'axones corticofugaux. Un
marquage axonal a permis d'observer une forte diminution des axones corticaux en condition
d’inhibition de I'expression de LKB1. L'observation de coupes organotypiques, apres
électroporation ex vivo induisant une inhibition de I’expression de LKB1, montre une
diminution du nombre de neurones polarisés. Ces résultats montrent que LKB1 est nécessaire
a la polarisation des neurones corticaux in vivo pendant la migration neuronale dans la zone
intermédiaire (Barnes et al., 2007).

La diminution de l'expression de LKB1 et de SAD A/B ciblée dans tous les progéniteurs
neuronaux montrent des effets similaires a la précédente étude de I'équipe de F. Polleux au
niveau cortical (Lilley et al., 2013). En revanche, les axones des autres zones du systéme
nerveux ne sont pas affectés par cette diminution démontrant ainsi que la voie de signalisation

LKB1/SAD est nécessaire uniqguement dans les neurones corticaux (Lilley et al., 2013).
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En plus de l'activation des SAD, LKB1 est aussi impliquée dans la polarité neuronale par
régulation de la distribution de I'appareil de Golgi. Bien que le role de la protéine STK25 soit
majoritairement décris dans la polarité des cellules épithéliales, un role de cette protéine dans
les neurones d'hippocampe a été décrit (Matsuki et al., 2010). In vitro, une surexpression de
la protéine STK25 induit une condensation de |'appareil de Golgi et la formation de multiples
axones (Matsuki et al., 2010). De plus, une diminution de I'expression de STK25 par ARN
interférent inhibe la spécification de I'axone. Cette méme étude montre que STK25 interagit
avec STRADa (co-activateur de LKB1) ainsi qu’une protéine de la matrice de I'appareil de Golgi,
GM130. Cette interaction permet la régulation de LKB1 par STK25. Ainsi, la surexpression de
Stk25 dans des cellules simultanément a la diminution de I'expression de LKB1 permet de
restaurer la polarité des cellules épithéliales (Matsuki et al., 2010). STK25 est connue pour
réguler la morphologie de |'appareil de Golgi, ainsi, les auteurs proposent que son interaction
avec STRADq et LKB1 permet la condensation de |'appareil de Golgi au niveau du futur axone
et inhibe le croissance de Golgi dans les dendrites (Matsuki et al., 2010). C'est I'export de LKB1
hors du noyau, médié par RanBP1, qui permet son action sur I'appareil de Golgi (Mencarelli et
al., 2018). En effet, in vitro, dans les neurones corticaux de rats, une inhibition de I'expression
de RanBP1 induit une diminution du nombre de neurones polarisés aprés 72h de culture. Ce
résultat montre que RanBP1 est nécessaire a la polarisation. En outre, une surexpression de
RanBP1 dans les neurones induit une augmentation de I'accumulation de LKB1 dans le
cytoplasme (Mencarelli et al., 2018). Enfin, le phénotype observé dans les neurones
présentant une diminution de I'expression de RanBP1 peut étre restauré par la surexpression

de STK25, ce qui montre que la fonction de RanBP1 durant I'axogénése est médiée par LKB1.
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Par ailleurs, LKB1 est également impliquée dans la croissance axonale (Courchet et al., 2013;
Vaarmann et al., 2016). En absence de LKB1, la croissance des axones diminue in vitro
(Courchet et al., 2013). LKB1 régule la croissance axonale par I'activation de PGC-1a qui est
un régulateur mitochondrial. En effet, I'activation de PGC-1la favorise la biogénese des
mitochondries afin de subvenir aux besoins énergétique nécessaires a la croissance
(Vaarmann et al., 2016) (Figure 35). Par ailleurs, LKB1 est impliquée dans la régulation du
calcium des mitochondries (Kwon et al., 2016).

Une fois I'axone formé LKB1 intervient dans la formation des branches axonales (Figure 35).
En effet, une diminution de I'expression de LKB1 ou de NUAK1 dans les neurones corticaux
ayant déja établi leur polarité diminue la formation des branchements terminaux in vitro et in
vivo (Courchet et al., 2013). A l'inverse, une surexpression de LKB1 ou de NUAK1 induit une
augmentation du branchement axonal in vitro. En outre, une surexpression de LKB1 en
présence d'un ARN interférent ciblant Nuakl ne montre pas d'augmentation du nombre de
branches ce qui n'est pas le cas lorsque I'expérience inverse est effectuée. Ce résultat indique
que LKB1 controle le branchement axonale par la régulation de NUAK1 (Courchet et al., 2013).
De plus, dans les neurones présentant une diminution de I'expression de LKB1 ou de NUAK1,
la mobilité des mitochondries est augmentée et cela correle avec une diminution du
branchement. En effet, une surexpression SNPH afin d'immobiliser les mitochondries dans les
neurones KO LKB1 ou NUAK1 permet la restauration du branchement (Courchet et al., 2013).
Enfin cette étude montre que les mitochondries ne s'arrétent pas de facon aléatoire le long
de I'axone mais se stabilisent au niveau des sites présynaptiques (Courchet et al., 2013) qui
régule positivement la stabilisation des branches (Meyer and Smith, 2006; Ruthazer et al.,
2006).

b. Morphologie dendritique

Tous ces résultats montrent que LKB1 est fortement impliquée dans le développement axonal,
toutefois elle est également impliquée dans le développement des dendrites de différents
types neuronaux. Chez C. elegans, l'orthologue de LKB1, Par-4, favorise la croissance
dendritiques des motoneurones sous le controle de UNC6, orthologue de la netrine
(Teichmann and Shen, 2011) (Figure 35).

Dans les cellules granulaires se formant a I'dge adulte dans I'hippocampe, LKB1 régule la
position de l'appareil de Golgi a la base de la dendrite primaire (Huang et al., 2014).
Récemment il a été proposé que le positionnement asymétrique de I'appareil de Golgi médié
par LKB1 pourrait aussi étre responsable de |'orientation des dendrites par la stabilisation du
complexe STK25-STRADa-GM130 (Rao et al., 2018) (Figure 35). Enfin, dans les cellules de
Purkinje, un mécanisme permet aux dendrites de ne pas s'entrecroiser les unes les autres, ce
mécanisme est appelé "dendrite self-avoidance" (Lawrence Zipursky and Grueber, 2013). Ce
mécanisme est en partie contrélé par le complexe de surface Slit2/Robo2 qui permet la
102



répulsion des dendrites dans les cellules de Purkinje (Gibson et al., 2014). Dans ces mémes

cellules, une diminution de I'expression de LKB1 induit une forte diminution de I'expression

de Robo2 et augmente les croisements dendritiques. Cette diminution est régulée par les

kinases SIK1 et SIK2 dont I'activité réduit I'expression membranaire de Robo2 (Kuwako and

Okano, 2018b) (Figure 35).

L'implication de LKB1 dans toutes ces étapes de la formation neuronale en fait donc une

protéine majeure pour I'étude de la morphogénése neuronale.

Vol
N AWAN e
‘j}’\\r{f s
l)rientation des dendritei ,‘\"F\‘
? > LKB1>? /
(Distribution de /

I’appareil de Golgi) [

Espacement des dendrite’

? 2> LKB1 > SIK1/2

(Régulation de la localisation
protéique)

Froissance des dendritesl

Netrine = LKB1 > ?

/

l
J0’ .
“fj’\\f‘ﬂé Branchement terminal axonal
| ? > LKB1 - NUAK1
/ . . . .
Axone f/ (Régulation des mitochondries)

J

Dendrites Croissance des axones

? 2 LKB1 > NUAK1 (Régulation des
? > LKB1 > AMPK mitochondries)

( Spécification des axones

)
o" CAMP/PKA > LKB1 = SAD A/B
(Organisation des microtubules)

Figure 35 : Différents réles
de LKB1 dans le
développement neuronal.
LKB1 est impliquée dans le
développement neuronal
depuis le neurone immature
jusqu'au neurone mature. Il
induit des modifications dans
la morphologie axonale par
la polarisation de I'axone, la
croissance et le branchement

terminal. Au niveau
dendritique, LKB1 est
impliquée dans leur

croissance, leur orientation
et leur espacement.

Pour ses différents réles dans
le développement neuronal,
LKB1 induit l'activation de
protéines de la famille de
I'AMPK  comme  AMPK,
NUAK1, SAD ou SIK.

(Adapté de Kuwako and
Okano 2018a)

103



104



OBJECTIFS ET PROBLEMATIQUE

105



106



La formation des branches axonales in vivo est régulée spatio-temporellement et des défauts
de branchements terminaux meénent a des disfonctionnements du systéme nerveux qui
induisent des pathologies telles que des troubles du spectre autistique ou la schizophrénie. La
question fondamentale de ma thése a été de comprendre comment se forment les branches
axonales en étudiant les mécanismes moléculaires aboutissant a leur formation. Dans
I'introduction, j'ai montré que le mécanisme de branchement pouvait étre controlé par des
facteurs intracellulaires et des facteurs extracellulaires. Ainsi, nous avons cherché a
comprendre comment les facteurs extracellulaires régulent les voies de signalisation
intracellulaires lors du branchement axonal.

Je me suis intéressée a un facteur extracellulaire : le BDNF dont la fonction de branchement
est connue, et un facteur intracellulaire : LKB1, en tant que messager du BDNF. La kinase LKB1
est associée a la régulation de différents stades de I'acquisition de la morphologie axonale
comme le branchement par la régulation de I'AMPK-RK : NUAK1 ou encore la polarité par
I'activation de SAD-A/B. Dans le contexte de polarité neuronale, LKB1 est régulée par le BDNF
pour induire l'activation de SAD-A/B et plus précisément, I'acquisition de la polarité requiéere
la phosphorylation d'un site précis de LKB1, le site S431, induite par le BDNF. Ainsi, I'hypothese
de ma thése est que le BDNF régule le branchement axonal par l'intermédiaire de la

phosphorylation de LKB1 sur le site S431.

Les travaux menés durant ma thése ont permis la production d'un article scientifique présenté

ci-apres :

1) Le premier objectif de ma these a été de mettre en évidence l'implication de LKB1 et
NUAK1 pour le branchement axonal des neurones corticaux induit par le BDNF. Pour cela,
j'ai réalisé des cultures primaires de neurones in vitro dans des neurones KO LKB1 ou
NUAK1 que j'ai traité ou non avec du BDNF. J'ai pu observer grace a ces cultures que
I'absence de LKB1 ou NUAK1 ne permet pas I'augmentation du branchement axonal par le
BDNF. Ainsi, ces expériences m'ont permis d'affirmer que les kinases LKB1 et NUAK1 sont

nécessaires a la formation de branches axonales par le BDNF in vitro.

2) Des études présentées dans l'introduction mettent en évidence le role de LKB1/NUAK1 et
de BDNF sur le trafic et la régulation du métabolisme mitochondrial. Dans le cadre de ma
these le 2¢ objectif a donc été de comprendre si LKB1 et NUAK1 étaient nécessaires la
régulation du trafic des mitochondries par le BDNF. Pour cela, j'ai réalisé des expériences
de trafic de mitochondries, dans des neurones corticaux traités ou non avec du BDNF et
montré que le BDNF induit un arrét des mitochondries. Par la suite, j'ai voulu savoir si la
régulation du métabolisme mitochondrial par le BDNF était médiée par LKB1/NUAK1. Pour
cela nous avons réalisé des expérience d'imagerie en temps réel avec la sonde

métabolique Perceval-HR afin de mesurer les ratios ATP:ADP. Nous avons pu montrer que
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3)

4)

le BDNF augmente le ratio ATP:ADP et que cette augmentation est dépendante de la
présence de LKB1. De plus, des expériences de Seahorse réalisées dans I'équipe ont permis
de montrer que NUAK1 est nécessaire a I'augmentation de la respiration mitochondriale
par le BDNF.

Le 3¢ objectif de ma these a été de comprendre par quel mécanisme moléculaire la fixation
du BDNF sur son récepteur pouvait réguler la kinase LKB1. Pour cela, j'ai réalisé des
cultures primaires de neurones corticaux embryonnaires au stade E15,5, et utilisé
différents inhibiteurs chimiques afin de bloqué la signalisation de certaines kinases.. Ainsi,
nous avons mis en évidence que le BDNF par I'intermédiaire de son récepteur TrkB permet
I'activation de la kinase ERK ce qui permet la phosphorylation de LKB1 sur le site S431. Afin
de comprendre l'implication du site S431 dans le branchement axonal, j'ai utilisé une
stratégie de remplacement de génes. Ces expériences m'ont permis de montrer que le site
S431 de LKB1 est nécessaire a la formation de branches axonales et au trafic des

mitochondries dans les neurones corticaux.

Enfin, le dernier objectif de mon projet de these a été de vérifier si les défauts
morphologiques observés in vitro étaient reproductibles in vivo. Pour cela, nous avons
réalisé des expériences d'électroporation in utero et une stratégie de remplacement de
génes afin de surexprimer des protéines mutantes pour LKB1. Ainsi, nous avons pu
observer que |'activité de LKB1 est nécessaire a la formation des branches axonales in vivo.
De facon intéressante, nous avons montré que la surexpression du mutant S431A induit
une restauration du branchement en ipsilatéral mais pas en contralatéral, montrant ainsi
que le site S431 est nécessaire pour la formation de branches terminales. Afin de de
vérifier que cet effet ne s'explique pas seulement par une quantité trop importante de
protéines mutantes, nous avons générés deux lignées de souris mutantes S431A et
confirmé le phénotype induit par la surexpression de S431A. Enfin, nous avons cherché a
savoir si le phénotype induit par la mutation S431A avait une conséquence
comportementale sur les individus. Pour cela, des tests de comportement ont été effectué
par I'équipe. Les résultats préliminaires montrent que le S431 est nécessaire pour la

préférence de nouveauté sociale et la mémoire spatiale.

L'ensemble de ces travaux ont permis une avancée dans la compréhension de la régulation du

branchement axonal des neurones corticaux. Ainsi, nous avons mis en évidence une nouvelle

signalisation du BDNF pour le branchement axonal des neurones corticaux. Et nous pouvons

suggérer que le BDNF promeut le branchement axonal par la régulation locale de I'activité

métabolique pour induire un effet différentiel du branchement en ipsilatéral et contralatéral.
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SUMMARY

The correct patterning of long-range axonal connections rely on the coordinated
activation of cell-intrinsic signaling pathways in response to environmental cues
such as trophic factors, guidance molecules and synaptic activity. The kinase
LKB1 has been linked to several aspects of axon development through the
sequential activation of intracellular signaling pathways involving AMPK and
related kinases. Previous studies suggested that LKB1-mediated neuronal
polarization depends upon neurotrophin signaling induced by the branch-
inducing BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor). We now gathered evidence
that BDNF is also a potent activator of LKB1-dependent signaling pathways at
the time of axon elongation and branching. Acute treatment of primary neuronal
cultures with BDNF, but not other neurotrophins, induced LKB1 phosphorylation
on the C-terminal Serine 431. Conversely, downregulation of the LKB1 effector
NUAK1 impaired the formation of collateral axonal branches in response to
BDNF treatment in cultured cortical neurons. We furthermore obtained evidence
that BDNF stimulation affects mitochondria trafficking and metabolic activity in
the axon through the upregulation of NUAK1 signaling. Finally through a gene-
replacement strategy and in utero plasmid electroporation, we observed that
S$431 phosphorylation is necessary for terminal axonal branching of layer 2/3
pyramidal cortical neurons in vivo. Interestingly, branch formation on other
regions of the brain such as the layer 5 ipsilateral plexus was largely unaffected
by S431 mutation, suggesting some spatial specificity to the effect of BDNF-
mediated signaling on LKB1. Therefore our results suggest that a LKB1/NUAK1
signaling pathway integrates extracellular BDNF signaling to promote axon
branching and suggest that a local regulation of metabolic activity participates

in the balance between ipsilateral and contralateral axonal projections.
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INTRODUCTION

The formation of functional cortical circuits relies on the coordinated action of
extracellular cues from target-derived trophic and guidance factors (Cohen-Cory et al.,
2010; Lewis et al., 2013), as well as spontaneous and target-derived synaptic activity,
ensuring the balance between ipsilateral and contralateral wiring (Mizuno et al., 2010;
2007; Suarez et al., 2014; Wang et al., 2007). An important effort focused on the
identification of signaling pathways serving as intracellular relays to these extracellular
cues to mediate neuronal morphogenesis (Arimura and Kaibuchi, 2007; Barnes and
Polleux, 2009; Namba et al., 2015; Polleux and Snider, 2010). Strikingly, the same
pathways are often involved in several, sequential morphogenetic events such as axon
specification, outgrowth, guidance, and ultimately axonal branching and synapse
formation, raising the question of how these pathways are regulated to modulate
distinct steps of axon development. One example is given by the Serine/Threonine
Liver Kinase B1 (LKB1), an evolutionary conserved regulator of the apicobasal polarity
(Baas et al., 2004; Kemphues et al., 1988; Martin and St Johnston, 2003). The cellular
functions of LKB1 come from the phosphorylation and activation of the metabolic
regulator AMP-activated Kinase (AMPK) (Hawley et al., 2003; Hong et al., 2003; Shaw
et al., 2004; Woods et al., 2003), as well as a family of 12 other AMPK-related kinases
(AMPK-RK) (Jaleel et al., 2005; Lizcano et al., 2004). In neurons, LKB1 plays multiple
roles in axonal development through the sequential activation of distinct AMPK-RKs
(Satoh and Arber, 2013). First, LKB1 positively regulates neuronal polarity and axon
specification through the activation of the downstream BRain Specific Kinases
(BRSK)1/2 and the phosphorylation of Microtubule Associated Proteins (MAPs)
(Barnes et al., 2007; Kishi et al., 2005; Shelly et al., 2007). Subsequently, LKB1 acts
through phosphorylation of the NUAK1 kinase to mediate axon outgrowth and

branching through the control of mitochondria capture at nascent presynaptic sites (J.
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Courchet et al., 2013). In parallel, LKB1 has been involved in synaptic calcium
regulation (Kwon et al., 2016), dendritic development (Kuwako and Okano, 2018),
axon (Beirowski et al., 2014; Sun et al., 2011) and synapse maintenance (Samuel et
al., 2014).

In contrast to the pleiotropic functions of LKB1, little is known of the signals regulating
its activity and downstream pathways in neurons. Association of LKB1 to the
pseudokinase STE20-related kinase adapter (STRAD) and the adaptor protein MO25
upregulates LKB1-signaling through conformational change and anchoring of LKB1 in
the cytosol (Baas et al., 2003; Boudeau et al., 2003; Hawley et al., 2003). The formation
of this heterotrimeric complex is at least required for LKB1-mediated neuronal
polarization (Barnes et al., 2007). In parallel, exposure of newborn neurons to
extracellular cues such as Brain Derived Neurotrophic factor (BDNF) (Shelly et al.,
2007) or cell-cell interactions with migrating interneurons (Bony et al., 2013) results in
the local phosphorylation on one Serine residue of the C-terminal extremity of LKB1
(mouse S431, human S428). The phosphorylation of Ser431 is restricted to the
nascent axon where it presumably correlates with the local activation of LKB1-
mediated signaling (Barnes et al., 2007; Shelly et al., 2007). Although it is clear that
LKB1 phosphorylation on S431 is important for neuronal polarization, its functional
relevance remain poorly understood. Indeed a phospho-defective mutation of S431 to
Alanine (S431A) has no impact on LKB1 catalytic activity or association to
STRAD/MO25 (Sapkota et al., 2001). Furthermore mice bearing a targeted S431A
mutation are viable and have no overt metabolic phenotype (Houde et al., 2014).

To get insight into the physiological roles of LKB1 S431 phosphorylation, we focused
on the branch-inducing neurotrophin BDNF. Inactivation of BDNF or its receptor

Tropomyosin-Related Kinase B (TrkB) decreased terminal axon branching in callosal-
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projecting neurons of the mouse cortex (Shimojo et al., 2015), a phenotype reminiscent
of the inactivation of LKB1 or NUAK1 (J. Courchet et al., 2013). Furthermore recent
evidence demonstrated that BDNF treatment induces changes in axonal mitochondria
trafficking and morphology (Armijo-Weingart et al., 2019; Guo et al., 2016; Su et al.,
2014). These observations strongly argue that BDNF could be a physiologically-
relevant upstream regulators of LKB1-dependent pathways in the context of axon
branching.

Here we present evidence that LKB1 and its downstream effector NUAK1 convey
BDNF signaling-dependent axon branching through mitochondrial regulation. We
observed that LKB1 and its effector NUAK1 are necessary for BDNF-induced axon
branching in cortical pyramidal neurons. Acute treatment with BDNF caused
mitochondrial arrest and an increased metabolic activity in a NUAK1-dependent
manner. Furthermore we provide evidence that BDNF acts through the activation of its
receptor TrkB and the Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) Extracellular signal-
regulated kinase (ERK) pathway to phosphorylate LKB1 on the C-terminal S431
residue. LKB1 phosphorylation was necessary to induce collateral branch formation
and mitochondria arrest in the axon. Strikingly a phospho-defective (S431A) mutant of
LKB1 failed to rescue terminal axon branching on the contralateral hemisphere in vivo,
whereas it was competent to restore axonal branching on the ipsilateral layer V plexus.
Finally we report that mice harboring a knock-in S431A mutation have altered cortical

connectivity and behavior.
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RESULTS
LKB1 and NUAK1 are required for BDNF-induced axonal branching

The extracellular factors converging on LKB1/NUAK1 to mediate axon morphogenesis
are largely unknown. As a candidate-approach, we focused on BDNF, a branch-
inducing neurotrophin that has been proposed as an upstream regulator of LKB1
signaling in the context of neuronal polarization (Shelly et al., 2007). BDNF has a well-
characterized branch-promoting activity (Cao et al., 2007; Cheng et al., 2011; Cohen-
Cory, 1999; Cohen-Cory and Fraser, 1995; Jeanneteau et al., 2010). As expected,
bath treatment of primary cortical neurons culture with 50nM recombinant BDNF led to
a marked upregulation of axonal branching (Fig. S1A). Single axon morphology
quantification revealed that BDNF markedly increased collateral branch formation,
without any effect on axon length (Fig. S1B-C, E). As a result, total axonal length was
significantly increased (Fig. S1D).

To test if LKB1 is necessary for BDNF-mediated axonal branching, we performed Ex
Vivo Cortical Electroporations (EVCE) of LKB1FF embryos with either an empty vector,
or a plasmid expressing CRE under a CAG promoter, together with a plasmid
expressing mVenus. Neurons were treated with BDNF after 1 day of culture in vitro
(DIV) to avoid an effect on neuronal polarity (Barnes et al., 2007; Shelly et al., 2007),
then fixed at 5DIV and imaged to analyze axonal morphology. In control conditions and
as expected, BDNF treatment had a marked positive effect on collateral branches
formation (Fig. 1A-B). Upon LKB1 knockout, axons were shorter and less branched,
as described previously (Fig. 1C) (J. Courchet et al., 2013). Strikingly, BDNF treatment
failed to induce axonal branching (Fig. 1D).

We similarly tested the role of NUAK1 downstream of BDNF by performing EVCE in
NUAK1FF embryos, followed by BDNF treatment at DIV2. As was the case for LKB1,

we observed no effect of BDNF on axonal branching in NUAK1 knockout neurons (Fig.
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1E-H). Quantifications confirmed that BDNF markedly increased collateral branch
formation, without affecting the main length of the axon (Fig. 1I1-N). However upon
deletion of LKB1 or NUAK1, BDNF failed to increase collateral branch formation (Fig.
1K, N). Taken together our results indicate that LKB1 and NUAK1 are necessary for
BDNF-induced axonal branching and suggest that BDNF signals through this kinase

pathway to regulate axon morphogenesis.

BDNF upregulates axonal metabolic activity in developing cortical neurons
Mitochondria trafficking, fusion/fission dynamics and activity have been connected to
extracellular neurotrophin signaling including the Nerve Growth Factor (NGF) or BDNF
(Armijo-Weingart et al., 2019; Su et al., 2014). Since the LKB1/NUAK1 signaling
pathways supports axon branching through the control of axonal mitochondria
trafficking (J. Courchet et al., 2013), we tested the effects of BDNF on axonal
mitochondria. Following EVCE of mitochondria-targeted DsRed protein (mito-DsRed),
axonal mitochondria trafficking was imaged by time-lapse microscopy over 90 minutes
(Fig. 2A). At 30 minutes, neurons were treated with either BDNF (50nM) or HBSS
medium as a control. We then compared mitochondria motility before treatment, or 30
minutes after drug treatment (Fig. 2A, B). Although HBSS addition to the medium had
a slight impact on mitochondria motility most likely due to phototoxicity over 90 minutes
imaging sessions, we observed that BDNF treatment led to a significant arrest of
mitochondria trafficking in the axon (Fig. 2C).

NGF treatment of sensory neurons increased mitochondria fission (Armijo-Weingart et
al., 2019). In cortical PNs, short-term treatment with BDNF had no significant impact
on mitochondria dynamics and morphology. On the contrary, prolonged (DIV1 to DIV5)

BDNF exposure led to the accumulation in the axon of smaller in size mitochondria,
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with the net effect of increasing axonal mitochondria density (Fig. S2A-B, quantified in
S2E-F). Interestingly, this effect was abolished in LKB1-deficient neurons (Fig. S2C-
D, quantified in S2E-F), suggesting that BDNF signaling to mitochondria involves the
LKB1/NUAK1 pathway.

BDNF has a marked pro-metabolic activity (Burkhalter et al., 2003; Markham et al.,
2004). This prompted us to assess axonal metabolic activity in cortical neurons. At first
we measured the local changes in the ATP:ADP ratio with the genetically-encoded
biosensor PercevalHR (Tantama et al., 2013). At DIV5, neurons were imaged at 1
frame per minute for 10 minutes to establish a baseline (F0) (Fig. 2D). We then added
HBSS (vehicle) and measured fluorescence for 60 minutes, before adding 50nM BDNF
and imaging for another 60 minutes (Fig. 2E-F). Finally, FCCP was added at 1uM to
determine a minimum signal (Fmin) (Fig. 2G). We then defined Regions of Interest
(ROI) in the cell body and in the axon, and followed the changes in fluorescence (F)
over time. HBSS addition had little impact on PercevalHR signal (Fig. 2H). On the
contrary, we observed an immediate and sustained increase of PercevalHR signal
upon BDNF addition (Fig. 2E-F, quantified in 2H-l). PercevalHR signal peaked after 6
minutes of BDNF exposure (Averagex95%Cl: Soma +52.3 +45.2%, Axon +72.2
154.5%), then reached a lasting plateau of increased activity (Soma +31.0 £9.9%,
Axon +50.6 +38.8% after 60 minutes) (Fig. 2H-I). Interestingly, the effect of BDNF on
PercevalHR signal was completely abolished upon deletion of LKB1 (Fig. 2J-K) (Soma
-7.9 £12.7%, Axon -1.4 £13.6%) suggesting that BDNF-induced increase in neuronal
metabolic activity was dependent upon LKB1-signaling.

In parallel, we measured the oxygen consumption rate (OCR) of primary neuronal
cultures using the Seahorse mitochondria stress test. Immediately prior to measuring

the basal respiration rate, we injected either HBSS or BDNF to a final concentration of
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50nM. BDNF led to an increase of the maximal respiratory capacity of mitochondria
upon BDNF exposure (Fig. S3A). We also observed an immediate increase of the
basal respiration rate (Fig. S3A-B), although this effect was not statistically significant.
Interestingly, the basal respiratory rate was virtually identical between the control and
BDNF-treated condition in NUAK1 depleted neurons (Fig. S3A-B). Taken together,
our results indicate that BDNF upregulates neuronal metabolic activity and
mitochondrial function and suggest that BDNF exerts its pro-metabolic activity through

the LKB1/NUAK1 pathway:.

LKB1 S431 phosphorylation integrates BDNF-mediated signaling

LKB1 is phosphorylated on a C-terminal Serine residue (mouse S431, human S428)
upon BDNF exposure in vitro (Shelly et al., 2007). S431-phosphorylated LKB1 is
enriched in the axon (Barnes et al., 2007) and has been linked to neuronal polarity
(Barnes et al., 2007; Shelly et al., 2007) but its relevance for subsequent steps of axon
morphogenesis is unknown. We first checked whether BDNF modulate LKB1 S431
phosphorylation in primary neuronal cultures at 7 days in vitro (DIV), a time
corresponding to axon elongation and collateral branch formation (J. Courchet et al.,
2013). Primary mouse cortical neurons were obtained from E15.5 wild-type mice. On
DIV7, neurons were starved for 30 minutes by replacing the culture medium by fresh
medium without supplements (see methods). We treated neurons with 50nM BDNF,
collected samples after 30 minutes then analyzed LKB1 phosphorylation by Western-
blot (Fig. 3A). In parallel, we tested the effect of alternative trophic factors that were
also identified as positive regulators of axon formation: TGF-31-3 (Yi et al., 2010) and
IGF-1 (Sosa et al., 2006). Furthermore IGF-1 and BDNF have complementary roles on

axon elongation and collateral branch formation, respectively (Ozdinler and Macklis,
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2006). Whereas TGF-31-3 and IGF-1 had no effect on LKB1 phosphorylation, BDNF
treatment specifically increased the phosphorylation of LKB1 on Ser431 (Fig. 3A). The
effect of BDNF on LKB1 phosphorylation was rapid (<10 minutes) and reached a
plateau 30 minutes following exposure (Fig. 3B-C). Furthermore, we observed an
increased phosphorylation of NUAK1 on the T-loop T212 residue, indicating that BDNF
treatment increases LKB1 catalytic activity (Fig. 3B-C).

We next sought to identify the signaling cascade linking BDNF to the phosphorylation
of LKB1. We first used K252a, a specific inhibitor of the BDNF-receptor tyrosine kinase
TrkB. As expected K252a treatment abolished TrkB autophosphorylation on Y516 in
response to BDNF treatment (Fig. 3D-E). In parallel, BDNF failed to induce LKB1
phosphorylation in K252a treated neurons (Fig. 3D-E). Interestingly, K252a did not
decrease the basal phosphorylation level of LKB1 in control condition, suggesting that
BDNF can trigger an increased activation of LKB1-dependent pathways but is not
required for some basal activity of LKB1 in neurons.

Previous studies demonstrated that LKB1 S431 can be phosphorylated by the ERK
downstream effector P90 Ribosomal S6 Kinase (p90RSK) and by the cAMP-
dependent Protein Kinase (PKA) (Collins et al., 2000; Sapkota et al., 2001). Thus to
identify which is the upstream LKB1 kinase in embryonic cortical neurons we treated
cultures with the ERK1/2 inhibitor U0126, or with the PKA inhibitors H89 or KT5720.
Contrary to previous studies in hippocampal neurons (Shelly et al., 2007), PKA
inhibition had no effect of LKB1 S431 phosphorylation in response to BDNF treatment
(Fig. 3F-G). On the contrary, U0126 largely abolished BDNF-dependent LKB1
phosphorylation (Fig. 3D-E), suggesting that p90RSK is the relevant LKB1-kinase in

cortical neurons in the context of axon growth/branching.
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LKB1 S431 phosphorylation is necessary for axonal branching

To test the physiological relevance of BDNF-mediated LKB1 phosphorylation on S431,
we adopted a gene-replacement strategy in primary cortical neurons cultured in vitro
(Fig 4). Single-cell deletion of LKB1 was achieved by CRE electroporation in LKB17F
embryos, together with plasmids encoding either wild-type (WT), or mutant LKB1
protein. At DIV5, we observed axonal morphology. As observed previously, LKB1
inactivation led to a decrease of collateral branches as compared to wild-type
conditions (Fig 4A-B). Re-expression of WT LKB1 protein fully rescued the branching
defect (Fig 4C). On the contrary, a phospho-defective (S431A) mutant of LKB1 failed
to rescue collateral branch formation and was rather comparable to a kinase-dead
(K78A) form of the protein (Fig 4D-E). Although quantifications did not reveal any
significant effect on axon length of LKB1 deletion or re-expression (Fig 4K), we
observed a marked, significant reduction in collateral branch formation in knockout
neuron (Fig 4L-M). Furthermore, axon branching was not different from the knockout
condition for both the kinase-dead (K78A) and phospho-defective (S431A) mutants of
LKB1 (Fig 4L-M), indicating that LKB1 phosphorylation on S431A is needed for
collateral branch formation.

Because LKB1-dependent axon branching relies on mitochondria capture at nascent
presynaptic sites (J. Courchet et al., 2013), we quantified mitochondria trafficking upon
LKB1 re-expression (Fig 4F-J). We performed time-lapse imaging of axonal
mitochondria (marked with mito-DsRed) in LKB1FF neurons expressing CRE together
with the indicated LKB1 proteins. As expected LKB1 deletion markedly increased the
fraction of motile mitochondria over a 30 minutes imaging session (Fig 4F-G, quantified
in 4N). Unlike WT LKB1 which fully restored the pool of stationary mitochondria, LKB1

S431A mutant only partially restored the pool of stationary mitochondria (Fig 4H-J,

123



quantified in 4N). Taken together, our data shows that S431 phosphorylation is

necessary for LKB1 function in axon branching.

Phosphorylation of the polarity kinase LKB1 regulates the balance between
ipsilateral and contralateral axonal branching

Initially, Lkb1 loss-of-function (LOF) has been achieved through a complete deletion in
the Radial Glial progenitors of the dorsal telencephalon using the EMX1-CRE driver
(Gorski et al., 2002), leading to a lack of axon formation and widespread neuronal
death (Barnes et al., 2007). Yet the conditional inactivation of Lkb7 in intermediate
progenitors with the Nex-CRE driver (Goebbels et al., 2006) leads to a milder
phenotype (J. Courchet et al., 2013), suggesting that LKB1 has sequential, temporally-
controlled functions in neuronal development (Satoh and Arber, 2013). We first
performed sparse Lkb1 inactivation through In Utero Cortical Electroporations (IUCE)
of a mixture of plasmid encoding CRE under a strong, ubiquitous CAG promoter
together with a plasmid expressing the fluorescent protein mVenus in floxed LKB1
embryos (LKB1F). As reported previously, CRE expression (hereafter noted LKB1
cKO) induced a strong, compound phenotype with a decrease of axonal branching on
layer V in the ipsilateral hemisphere and a decreased of terminal branching on layer
[I/lIl and layer V in the contralateral cortex ((J. Courchet et al., 2013) and Fig S4A-F).
Furthermore we could observe an increased spread of axonal projections in the
contralateral hemisphere (Fig S4B, green arrowhead) and a shortening of the apical
dendrite of neurons (Fig S4B, blue arrowhead, and S4E) in LKB1 cKO neurons. These
phenotypes persisted up to P90, indicating that they result from a permanent alteration
of cortical circuits development and not a delay in circuit formation/maturation (Fig

S$4G-J). Interestingly silencing of Nuak1, the main effector for LKB1 in axon branching,
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phenocopies the Lkb1 phenotype on contralateral axonal branching, but has no effect
on ipsilateral branching (J. Courchet et al., 2013; V. Courchet et al., 2018) suggesting
a distinct cellular mechanism controlling ipsilateral and contralateral axonal branching.
To get a comprehensive view of the functions of LKB1 on axon development and of
the importance of S431 phosphorylation, we initiated a rescue experiment of the LKB1
phenotypes in vivo in LKB1 cKO conditions (Fig 5). Re-expression of LKB1 induced a
complete rescue of all phenotypes in LKB1 cKO conditions (Fig 5A-B). On the
contrary, the expression of a catalytically-inactive LKB1 protein failed to rescue
branching in ipsilateral or contralateral, and the spread of axons (Fig 5C-D), indicating
that all phenotypes are dependent upon the kinase activity of LKB1. Interestingly the
reexpression of LKB1 S431A only partially rescued the LKB1 KO phenotype.
Specifically, ipsilateral layer V axon branching was comparable upon expression of
wild-type or S431A mutant LKB1 (Fig 5E, quantified in G). On the contrary, LKB1
S431A expression failed to rescue contralateral axon branching (Fig 5F, quantified in
H). Taken together, our results indicate that although both ipsilateral and contralateral
axon branching rely on LKB1 function, one phosphorylation site on LKB1 can control

the balance between ipsilateral and contralateral branching.

Axonal and behavioral abnormalities in LKB1 S431A transgenic mice

Finally, we sought to test the consequences of LKB1 S431A mutation in vivo. A
transgenic, S431A mouse line has been established (Houde et al., 2014). Interestingly,
this line displays very little phenotype compared to LKB1 knockout. However brain
anatomy and cortical connectivity has not been investigated in detail. Based on our
results, we predicted that LKB1 S431A mice might have subtle changes in cortical

connectivity. To test this hypothesis, we crossed LKB17F mice with LKB1S*3'A* mijce,
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then performed IUCE of CRE-coding plasmids into the brain of embryos. With this
cross, all embryos have one Floxed allele, which conveys normal expression of Lkb1
(Fig. 6A). Upon CRE-expression and inactivation of the conditional allele, the
remaining allele is either wild-type (+) or mutant (S431A). Hence, our strategy allows
to conditionally generate sparse populations of neurons with a mutant LKB1 protein
(S431A) within a brain that expressed the wild-type LKB1 protein. As was the case for
our rescue experiments (Fig. 5), we observed that S431A mutation differentially
affected axon branching on the ipsilateral and contralateral side. Indeed, layer V axon
branching on the ipsilateral side in the F/S431A condition was essentially the same as
branching in the control condition (Fig. 6B, C). On the contrary, terminal axon
branching on the contralateral side was strongly decreased in F/S431A condition (Fig.
6D, E).

We previously described that Nuak1 inactivation in the cortex leads to a specific
decrease of terminal axon branching without affecting layer V branching on the
ipsilateral side (J. Courchet et al., 2013; V. Courchet et al., 2018), a phenotype
reminiscent of the LKB1 S431A mutant phenotype (this study, Fig. 6). We furthermore
characterized behavioral alterations upon deletion of Nuak? in cortical PNs (V.
Courchet et al., 2018). We thus performed similar exploration of mouse behavior in
mice harboring two (S431A/S431A) mutant LKB1 alleles. First we assessed spatial
memory through the Y-maze assay (Dellu et al., 2000). Following a training period
during which the access to one arm of the apparatus is blocked, mice go through a test
period where they have access to the whole apparatus. Despite an important
variability, there was a trend for WT mice to preferentially explore the novel arm,

indicating a proper spatial memory (Fig. S5A). On the contrary, S431A/S431A mice
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failed to discriminate the novel arm, suggesting that they have impaired spatial
memory.

In parallel we assessed mice sociability using the 3-chamber assay (Moy et al., 2004).
In the first phase when we test the preference for a conspecific over an inanimate
object (Fig. S5B), we observed an overall significant effect of the time spent in each
chamber (F(2,24)=21.72, p<0.0001) without interaction with genotype (F(2,24)=4.275,
p=0.22). Thus S431A/S431A mice displayed the same preference as WT littermates
for another mouse over an inanimate object, although post-test revealed that the
preference for the mouse is less marked in S431A/S431A mice (Fig. S5B). In the
second phase of the test, mice where offered a choice between a familiar mouse or a
novel individual to test for the preference for social novelty (Fig. S5C). In this case
there was a significant effect of the time spent in each chamber (F(2,24)=20.12,
p<0.0001) as well as a significant interaction with genotype (F(2,24)=3.371, p=0.05).
S431A/S431A displayed no preference between the familiar and novel mouse,
indicating a deficit in the preference for social memory (Fig. S5C). Altogether, our
results indicate that LKB1 S431A mutation disrupts cortical circuits development and

behavior to a similar extent as the mutation of Nuak7 (V. Courchet et al., 2018).

DISCUSSION

Our study demonstrates that BDNF mediates axonal branching in part through
activation of a LKB1/NUAK1 pathway converging on mitochondria trafficking and
metabolic activity. The inhibition of LKB1 or NUAK1 abolished BDNF-mediated axonal
branching, and blocked the effect of BDNF on mitochondria trafficking and metabolic
activity. We furthermore demonstrated that BDNF acts through the phosphorylation of
LKB1 on a C-terminal S431 residue that was previously characterized as essential for

axon specification. Abolishing LKB1 phosphorylation through a phospho-defective
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mutation (S431A) disrupted axon branching and mitochondria trafficking in vitro.
Strikingly through a gene-replacement strategy, we observed that LKB1 S431A mutant
could rescue most of the neuronal phenotypes of LKB1 in vivo, excepted terminal axon
branching. Mice with a knock-in mutation of S431A had normal branching on the
ipsilateral cortex, but reduced branching on the contralateral cortex, as well as
alterations of spatial memory and the preference for social novelty.

The regulation of LKB1 in cortical neurons has been best studied in the context of
neuronal polarization and involves association with the STRAD/MO25 complex and
phosphorylation on S431 (Barnes et al., 2007; Shelly et al., 2007). Indeed STRAD is
required for LKB1-dependent neuronal polarization and axon specification (Barnes et
al., 2007; Kim et al., 2010; Veleva-Rotse et al., 2014) and co-expression of LKB1
together with STRAD induce a multiple axon phenotype (Barnes et al., 2007). In
contrast, the overexpression of LKB1 without a simultaneous expression of STRAD
has no effect on neuronal polarization but rather induces an exuberant axonal
branching (J. Courchet et al., 2013), suggesting that subsequent functions of LKB1
involve different regulatory mechanisms. In this study, we report that after the onset of
neuronal polarization, LKB1 is regulated by phosphorylation on S431 to mediate axon
branching. The functional relevance of S431 phosphorylation is unclear, owing to the
fact that S431A mutation does not affect LKB1 catalytic activity (Sapkota et al., 2001)
and that LKB1 S431A mice are viable with no overt phenotype (Houde et al., 2014).
This is in sharp contrast with the inactivation of BRSK1/2 (Kishi et al., 2005), LKB1
(Barnes et al., 2007) or STRAD (Veleva-Rotse et al., 2014), which are characterized
by a complete disruption of axon formation, marked cortical apoptosis and lethality in
the early postnatal weeks. Here we provide evidence that contrary to previous reports,

LKB1 S431A mutant mice have a subtle phenotype resulting in an alteration of cortical
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circuit formation. The most striking phenotype in LKB1 S431A mutant mice is a
disruption of the balance between ipsilateral and contralateral projections. Subtle
changes in cortical connectivity affecting the balance of local and long-range axonal
projections can have dramatic functional consequences and lead to
electrophysiological and behavioral alterations associated to neurodevelopmental
disorders (Fernandez et al., 2019). Accordingly, our results argue that LKB1 S431A
mutant mice have altered spatial memory and defects in social interactions, similar to
Nuak1-deficient mice (V. Courchet et al., 2018)

Different AMPK-RKs mediate distinct functions of LKB1 in neurons. The BRSK kinases
are involved in polarization and axon specification in cortical neurons (Barnes et al.,
2007; Kishi et al., 2005) but also branching in peripheral neurons (Lilley et al., 2014;
2013). NUAK1 has been linked to axon outgrowth and branching (J. Courchet et al.,
2013; V. Courchet et al., 2018). The SIK1 kinase mediates dendritic development and
self-avoidance in Purkinje cells (Kuwako and Okano, 2018). Because LKB1 is a so-
called “master kinase” (Lizcano et al., 2004), the genetic inactivation of Lkb1 is
functionally equivalent to the simultaneous inhibition of all AMPK-RKs. Hence it is not
unexpected for Lkb1 knockout animals to have a more complex phenotype than the
knockout of an individual downstream effector such as Nuak1 (Barnes et al., 2007; J.
Courchet et al., 2013). Indeed through in utero electroporations, we observed a strong
Lkb1 phenotype, including a reduction of dendritic development, decreased axon
branching on both the ipsilateral and contralateral side, and alteration of axon
projection spatial patterning on the contralateral hemisphere (Fig S4). Unlike previous
description of altered axon formation in vivo upon overexpression of S431A mutant
LKB1 protein in the rat cortex (Shelly et al., 2007), we observed no defect in neuronal

migration and axon specification in two models : either upon re-expression of S431A
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LKB1 in a Lkb1 null background (Fig. 5), or upon targeted knockin mutation of LKB1
(Fig. 6). This discrepancy could result from a faster kinetics for overexpressing LKB1
on one hand, compared to a slower kinetics of CRE expression and Lkb1 deletion on
the other hand, causing LKB1 protein level to drop after the onset of polarization.
Surprisingly, the reintroduction of LKB1 S431 was sufficient to rescue most
manifestations of this strong Lkb1 phenotype, save for the reduction in axon branching
on the contralateral side. This suggests that the phosphorylation of a single serine
residue in LKB1 is sufficient to control terminal axon branching. Overall the Lkb1
S431A phenotype in vivo closely matches our previous description of a Nuak1 deletion
phenotype (J. Courchet et al., 2013; V. Courchet et al., 2018), suggesting that S431
phosphorylation might act as a molecular switch providing specificity to LKB1
downstream pathways. This hypothesis is strengthened by observations that S431
phosphorylation prevents LKB1 binding to and activation of AMPK (Zheng et al., 2009).
Given its functional importance, we sought to identify upstream signaling pathways
regulating S431 phosphorylation on LKB1 and focused on the branch-inducing
neurotrophin BDNF on a candidate-based approach. BDNF has been proposed as an
upstream regulator of LKB1 phosphorylation during axon specification in vitro (Shelly
et al., 2007; 2010), yet it is unclear if BDNF controls LKB1-dependent neuronal
polarization in vivo. Indeed although the conditional inactivation of Lkb7 in the dorsal
telencephalon using the EMX1 promoter leads to a complete disruption of axon
formation and massive neuronal death (Barnes et al., 2007), the deletion of Bdnf using
the same CRE driver results in a mild phenotype with little evidence for neuronal death
(Gorski et al., 2003). On the other hand a cell-autonomous inactivation of Bdnf or TrkB
by shRNA electroporation decreases terminal axon branching (Shimojo et al., 2015),

a phenotype similar to LKB1 S431A mice. These results argue that BDNF might be
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physiologically more relevant in the context of axon outgrowth and branching than in
the context of neuronal polarization.

Both the ERK effector RSK1/2 and the cAMP-dependent kinase PKA are potent
mediators of LKB1 S431 phosphorylation. Several lines of evidence suggest that PKA
is the kinase involved in the phosphorylation of LKB1 at the time of axon specification
(Barnes et al., 2007; Shelly et al., 2007): in vitro, BDNF-induced LKB1 phosphorylation
is blocked by the PKA inhibitors KT5720 and Rp-cAMPS (Shelly et al., 2007). In vivo,
GABA liberation by tangentially-migrating interneurons can similarly activate PKA in
radially-migrating cortical pyramidal neurons, increasing S431 phosphorylation and
ultimately leading to axon specification (Bony et al., 2013). Altogether, the regulation
of LKB1-dependent neuronal polarization in a PKA dependent manner links the long-
range cAMP-cGMP imbalance and local activation of LKB1 (Shelly et al., 2010; 2011).
In this paper, we provide evidence that the ERK kinase pathway is the mediator of
BDNF-induced phosphorylation of LKB1 during axon branching. Indeed in our
conditions treatment with PKA inhibitors H89 and KT5720 had no effect on LKB1
phosphorylation. On the contrary, the ERK inhibitor U0126 abolished the effect of
BDNF on LKB1 S431. Our results match with previous observations that in postnatal
cortical extracts, siRNA-mediated inhibition of RSK1/2 blocked BDNF-induced S431
phosphorylation (Arthur et al., 2004). Importantly, studies so far showed that S431
phosphorylation is increased upon BDNF stimulation, yet inhibition of TrkB, PKA or
ERK did not abolish the basal level of phosphorylation of LKB1 ((Shelly et al., 2007)
and Fig. 3), which suggests that yet another pathway controls LKB1 phosphorylation.
The identity of this pathway and its relevance for axon specification and branching

warrants further studies.
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BDNF has a well characterized pro-metabolic activity both at the cellular level and
through the peripheral regulation of circulating glucose (Marosi and Mattson, 2014). In
neurons BDNF up-regulates glucose uptake through upregulation of the glucose
transporter GLUT3 (Burkhalter et al.,, 2003). BDNF signaling also converge on
mitochondria to increase mitochondrial oxidative metabolism (Markham et al., 2004;
Xu et al., 2018). Our results confirm previous observations that BDNF treatment
induces mitochondrial arrest and fractionation (Armijo-Weingart et al., 2019; Su et al.,
2014), and further extend these results by observing that the LKB1/NUAK1 pathway is
required for BDNF to act on mitochondria and upregulate axonal metabolism.
Mitochondria biogenesis, trafficking and association to specific location such as branch
points and presynaptic terminals is necessary to support axon morphogenesis and
collateral branching (J. Courchet et al., 2013; Sainath et al., 2017; Spillane et al., 2013;
Ulisse et al., 2020; Vaarmann et al., 2016). We recently observed that NUAK1 supports
axon branching through the control of mitochondrial metabolic activity (Lanfranchi et
al., 2020). Collectively, our results suggest that the activation of a LKB1/NUAK1
pathway, and subsequent regulation of axonal mitochondrial metabolism, mediates

part of the branch-promoting activity of BDNF.
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MATERIALS AND METHODS

KEY RESOURCES TABLE
REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER
Antibodies
MP biomedicals,
Mouse anti-Actin clone C4 Fisher Cat# 08691001

Rabbit anti-CRE recombinase (D7L7L) Cell Signaling mAb# 15036S
mAb# 600-901-
Chicken Anti-GFP Antibody Rockland B12
Hoechst 33258 solution Merk, Sigma Cat# 94403
Rabbit anti-ARK5 Cell signaling mADb# 4458
Mouse anti-p44/42 MAP Kinase (L34F12) Cell signaling mAb# 4496
Rabbit anti-phopho-p44/42 MAP Kinase
(Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) XP® Cell signaling mADb# 4370
Rabbit anti-LKB1 (D60C5) Cell signaling mAb# 3047
Rabbit anti-phospho-LKB1(Ser428)(C67A3) | Cell signaling mADb# 3482
Rabbit anti-TrkB (80E3) Cell signaling mAb# 4603
Rabbit anti-phospho TrkA(Tyr490)/TrkB
(Tyr516) (C35G9) Cell signaling mAb# 4619
Rabbit anti-phospho-NUAK1 Homaid
IgG (H+L) Donkey Anti-mouse HRP Invitrogen, Fisher | mAb# A16011
IgG (H+L) Cross-absorbed Donkey Anti-
Rabbit HRP Invitrogen, Fisher | mAb# A16029
IgY Cross absorbed Goat Anti-Chicken
AlexaFluor Plus 488 Invitrogen, Fisher | mAb# A32931
IgG (H+L) Cross absoebed Donkey Anti-
Mouse AlexaFluor 647 Invitrogen, Fisher |mAb# A31571
Experimental Models: Organisms/Strains
Timed-pregnant NUAK1F/F females were
mated with NUAK1F/F males
Timed-pregnant LKB1F/F females were
mated with LKB1F/F males
Timed-pregnant LKB1F/F females were
mated with LKB1S431A/+ males or
conversely
Timed-pregnant LKB1S431A/+ females were
mated with LKB1S431A/+ males
Chemicals, Peptides, and Recombinant
Proteins
GE Healthcare,
ECL Prime Merck GERPN2232
Cat# ISO008
Isoflurane (Isoflu-Vet 1000mg/qg) Dechra (Centravet)
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Tween® 20 Millipore, Sigma 9480-OP
Fast Green FCF Sigma, Merck Cat# F7252
Electron
Microscopy

Paraformaldehyde 32%

Sciences ; Fisher

Cat# 15714-S

HEPES buffer; 1M; pH7,3 Fisher Cat# BP299
Calcium chloride Sigma, Merck Cat# C1016
Magnesium sulfate Sigma, Merck Cat# M2643

Cat# 25080-
Sodium bicarbonate 7,5% solution Gibco, Fisher 094
D-glucose Fisher Cat# 47829

Cat# 14185-
HBSS (10X) Gibco, Fisher 045

Cat#
Papain, PDS kit, Papain Vial Worthington LKO003176

Cat# D5025-
Deoxyribonuclease | from bovine pancreas Sigma, Merck 150KU

Cat# P0899-
Poly-D-lysine hydrobromide Sigma, Merck 100mg
Laminin from Engelbreth-Holm-Swarm Cat# L-2020-
murine sarcoma basement membrane Sigma, Merck 1TMG

Cat# 21103-
Neurobasal medium™ medium (1X) Gibco, Fisher 049

Cat# 17504-
B27™ serum free-supplement (50X) Gibco, Fisher 044

Cat#
N2 serum-free supplement (100X) Gibco, Fisher A13707.01

Cat# 35050-
Glutamax™ supplement (100X) Gibco, Fisher 038

Cat# 15140-
Penicillin-Streptomycin solution (100X) Gibco, Fisher 122

Cat# P4417-
Phosphate buffered saline (PBS) Sigma 50TAB

MP Biomedical, Cat# 9002-93-

Triton™ X-100 Fisher 1

Cat# 04-100-
Albumin Bovine Frv Euromedex 812-E
Potassium phosphate monobasic Sigma, Merck Cat# P5655

Cat# EU1018-
Trizma base Ultrapure Euromedex A
Sodium dodecyl sulfate solution (SDS) Sigma, Merck Cat# 05030
Sodium chloride 99.85%, for molecular
biology, DNAse, RNAse and Protease free, Cat# AC
ACROS Organics™ Fisher 327300010

Cat#
Phosphatase inhibitor tablets Roche, Sigma 4906837001
Complete™, Mini, EDTA-free Protease Catt#
Inhibitor Cocktail Roche, Sigma 11836170001
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Cat#

Glycine Euromedex 26-128-6405-C
Brain Derived Neurotrophic Factor Sigma, Merck Cat# B3795
U0126 EMD milipore Cat# 662005
K252a Sigma, Merck Cat# K1015
Enzo Life Science, |Cat# BML-
KT5720 Fischer EI1199-0100
QuikChange Il kit Agilent Cat# 200523
Fluoromount G Sigma Cat# F4680
Recombinant DNA
Hand, R. et al.,
pCAG-IRES-GFP 2005 NA
Hand, R. et al.,
pCIG2-CRE 2005 NA
Hand and Polleux,
pCAG-mVENUS 2011 NA
Courchet, J. et al.,
pCAG-mitoDsRED13 2013 NA
Tantama et al.,
FUGW- Pervecal-HR 2013 NA
Courchet,J et al.,
pLKO 2013 NA
Courchet,J et al.,
pCAG 2013 NA
Gift of Tommy L
pCAG-CRE Lewis NA
Courchet,J et al.,
pCAG-LKB1 2013 NA
Houde V. P. et al,
pCAG-LKB1-S431A 2014 NA
Courchet,J et al.,
pCAG-LKB1-K78A 2013 NA
Courchet,J et al.,
shLKB1 24146 2013 NA
Courchet,J et al.,
shLKB1 24148 2013 NA
Software
Nikon Corporation,
NIS-Element Advanced Research Melville, NY NA
GraphPad
GraphPad PRISM Software Inc. Version 6
Microsoft
Excel® Corporation NA
ImagelLab Bio-Rad™ NA
Adobe Photoshop® Adobe NA
Other
Vibratome VT1000S Leica Biosystem NA
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Biorupteur TM Next Gen Diagenode NA
Cat# 051-

Micro-injector Picospritzer Ill Harvard Apparatus | 0530-900
Electroporator ECM 830 BTX and BTX

Generator Generator Footswitch (model Cat# EC1 45-
1250FS) Harvard Apparatus | 0002
Gold-coated electrodes (GenePads 53 7 mm

BTX) NA
Borosilicate Glass capillaries World Precision Cat# GBF100-
0.D.:1mm,1.D.:0.50m, 10cm length, FIMT Instrument 50-10

PVDF Millipore, Sigma Cat# IPFL85R

Machery-Nagel,

NucleoBond Xtra Midi kit Fisher Cat# 12798402
Seahorse XFe24 analyzer Agilent NA

Chemidoc MP Bio-imager Bio-rad NA
Microscopy

Nikon Ti-E microscope Nikon NA

Obijective lenses (Nikon): 20x PlanApo VC; .

NAJ0.75, 60x Apo( TIRF;)NA 1.49. i Nikon NA

A1R laser scanning confocal microscope Nikon NA

EM-CCD Andor iXon3 897 Camera Nikon NA

MatTek

Glass bottom dishes Corporation Cat# P35G-1.5
Corning™ BioCoat™ 12mm #1 German

Glass Coverslips, Round Corning, Fisher Cat# 354087
Animals

Mice breeding and handling was performed by following National Institutes of Health
guidelines and the French and European legislation. Experimental protocols were
approved by the CECCAPP Ethics committee (C2EA15) of the University of Lyon.
Time- pregnant females were maintained in a 12hr light/dark cycle and obtained by
overnight breeding with males of the same strain. Noon following breeding was
considered as Embryonic day (E)0.5. NUAK1FF mice (Nuak1tm1a(KOMP)Wtsi) have
been described previously (V. Courchet et al., 2018). Floxed LKB1 mice
(Stk11tm1.1Rdp) and LKB1S43'A4* (Stk11tm2.1Arte) were provided by Franck Polleux
(Colombia University Medical Center) and D. R. Alessi (University of Dundee),
respectively, and previously described (Bardeesy et al., 2002; Houde et al., 2014).

Animals were maintained on a C57BI/6J background.
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DNA and plasmids

Endotoxin-free plasmid DNA was obtained using Macherey Nagel midi-prep kit. We
used the following, previously described plasmids: empty vector pCAG-IRES-GFP
(pClG2), CRE- expressing vector pCAG- CRE-IRES-GFP (pCIG2-CRE) (Hand et al.,
2005), mVENUS expressing vector pSCV2 (Hand and Polleux, 2011), pLKO, pCAG-
mitoDsRed, shRNA targeting mouse LKB1 shLKB1 (J. Courchet et al., 2013), pPFUGW-
PercevalHR (Tantama et al., 2013), pCAG-LKB1-S431A (Houde et al., 2014). Mouse
LKB1 was cloned into a pCMV vector with a N-terminal myc-tag as described in (J.
Courchet et al., 2013). From this plasmid, we generated mutants of the LKB1 protein

by site-directed mutagenesis using the QuickChange Il kit (Agilent).

Primary culture of neurons

The electroporation of dorsal telencephalic progenitors was performed by injecting
plasmid DNA (1-2 pg/puL of endotoxin-free plasmid DNA) plus 0.5% Fast Green
(Sigma; 1:20 ratio) using a Picospritzer Il microinjector (Harvard Apparatus) into the
lateral ventricles of isolated E15.5 embryonic mouse heads (Polleux and Ghosh,
2002). Electroporation were performed with gold-coated electrodes (GenePads 5 mm,
BTX) using an ECM 830 electroporator (BTX) and the following parameters: five pulses
of 100 msec, 150 msec interval, at 20 V. Immediately after electroporation, cortices
were dissected in Hank’s buffered salt solution (HBSS) supplemented with HEPES (pH
7.4; 2.5 mM), CaCl2 (1 mM, Sigma), MgSO4 (1 mM, Sigma), NaHCO3 (4 mM, Sigma),
and D-glucose (30 mM, Sigma), hereafter referred to as complete HBSS (cHBSS).
Isolated cortices were dissociated in cHBSS containing papain (Worthington, 20U/mg
at least) for 20 min at 37°C. Cortices were washed once in cHBSS containing DNase
I (2.5mg/mL, Sigma), then 3 times in cHBSS before being manipulated by trituration.
Cells were then plated at 125.000 cells per 35 mm glass bottom dish (MatTek) coated
with poly-D-lysine (0.1mg/mL) and laminin (0.01mg/mL) and cultured for 5—6 days in
Neurobasal medium supplemented with B27 (1x), N2 (1x), Glutamax (2mM), and
penicillin (10U/mL)- streptomycin (0.1mg/mL).

In utero cortical electroporation
Timed-pregnant LKB1543'A* females were mated with LKB17F males. At E15.5, we
performed in Utero cortical electroporation as described in (Meyer-Dilhet and J.

Courchet, 2020). A mix containing 1 pg/pl endotoxin-free plasmid DNA (pCAG-CRE-
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IRES-GFP) plus 0.5% Fast Green (Sigma; 1:20 ratio) was injected into one lateral
hemisphere. Electroporation was performed using an ECM 830 electroporator (BTX)
using four pulses of 45V with 500 mSec interval to target cortical progenitors. Animals
were sacrificed at postnatal day 21 by terminal perfusion of 4% paraformaldehyde
(PFA, Electron Microscopy Sciences) followed by 2 h post- fixation in 4% PFA.

Drugs treatment

For Western Blot experiment, after 5 days of culture neurons were starved during 1hr
in Neurobasal medium with penicillin/streptomycin. After starvation, neurons were
treated with different inhibitors (U0126 : 0,1 uM, K252a : 200nM, K5720 : 1uM,
wortmannin : 1uM, Go6976 : 0,1uM) during 1hr, then, BDNF (50ng/mL) was added in
the medium for 35min.

For experiments on axonal morphology, BDNF (50ng/mL) was added in the medium

at 1 day in vitro (1DIV) and neurons were fixed at 5DIV.

Immunostaining

Cells were fixed for 20 min at room temperature in 4% (w/v) paraformaldehyde in PBS,
washed 3 times in PBS, then permeabilized for 1 hr in Permeabilization Buffer (PB:
0.3% Triton X-100, 0.3% BSA (Sigma), in PBS). Primary antibodies were incubated
overnight at 4°C in PB. Secondary antibodies were incubated for 1 hr at room
temperature. Coverslips (BioCoat) were mounted on slides with Fluoromount G (EMS).
Primary antibodies used for immunohistochemistry and immunocytochemistry in this
study are chicken anti-GFP (Rockland) (1:2000) and anti-CRE (Cell signaling)
(1:1000). All secondary antibodies were Alexa-conjugated (Invitrogen) and used at a
1:1000 dilution. Nuclear DNA was stained using Hoechst 33258 (1:10,000, Pierce).

Immuhistochemistry

At P21, mice were sacrificed by intracardiac perfusion of PFA (4% in PBS) followed by
a 2 hours post- fixation of the whole brain in a 4% PFA solution. 75um thick sections
were performed using a Leica VT1000S vibratome. Slices were permeabilized for 30
minutes in PB, then incubated overnight with primary antibodies (chicken anti-GFP,
Rockland, CUX1) diluted at 1:2000 in PB. The following day, we performed 3 washes

in PBS 1X, then incubated slices in secondary antibody-containing PB (Goat anti-
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chicken antibody, Alexa 488, 1:2000, life technology). Nuclear DNA was stained using
Hoechst 33258 (1:5000). Then coronal section was mounted on slide with Fluoromount
G®.

Western-Blot

Neurons were lysed in ice-cold Lysis Buffer (LB) containing 50mM Tris (ph8)
(Euromedex), 0,5% sodium deoxycholate (Sigma), 0,1% SDS (Sigma), 600 mM NaCl
(Sigma) and 1X protease and 1X phosphatase mixture inhibitors (Roche). Neurons put
in Bioruptor (Diagenode) for break nucleus and DNA (8 cycles with 15sec in Time on
and 60sec in time off). 25ug aliquots of lysate were separated by electrophoresis on a
8% and 10% SDS- polyacrylamide gel and transferred on a polyvinylidene difluoride
(PVDF) membrane (Amersham). Incubation with primary antibody was performed
overnight in TBS, 0,1% Tween, 5% BSA and anti-phosphoLKB1 antibody (Cell
Signaling #3482), anti-LKB1 (Cell Signaling #3047), anti-phosphoTrkA/B (Cell
Signaling #4619), anti-TrkB (Cell Signaling #4603), anti-phosphoERK1/2 (Cell
Signaling #4370), anti-ERK1/2 (Cell Signaling #4696), anti-ARK5 (Cell Signaling
#4458), anti-phospho-NUAK1 (homemaid), anti-lamine A/C (ref), anti-histone H3 (ref)
to 1/1000 dilution or anti-Actin antibody (MP Biomedicals) to 1/5000 dilution. The next
day, membranes were incubated at room temperature for 1 hr with HRP-linked
secondary antibodies in TBS, 0,1% Tween. Western-blot revelation was performed
using ECL Prime (Amersham). Imaging and analysis were performed on a chemidoc
imager (Bio-rad) using the ImageLab software. Images presented in the figures have

been cropped around the expected bands for figure design purpose.

Metabolomic flux analyzes

We used a Seahorse XFe24 analyzer (Agilent) with the Glycolysis and Mito Stress test
kits. Neurons were plated at 100,000 cells per well in Seahorse compatible 24 well
plates and metabolic activity was measured at 7 days in vitro. The assay was
conducted in Modified HBSS (1XHBSS supplemented with glucose (3.5g/L), Sodium
pyruvate 1mM, Glutamax 1X, CaCl2 1mM, MgSO4 1mM, pH 7.4). Following
measurement, neurons were lysed in ice-cold lysis buffer (LB) and protein

concentration was measured by Bradford for post- hoc normalization.
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Image acquisition and Analyses

Confocal images were acquired in 1024x1024 mode with a Nikon Ti-E microscope
equipped with the C2 laser scanning confocal microscope. Time-lapse images were
acquired in 1024x1024 mode with 2x2 binning using a CMOS ORCA-Flash 4.0 Camera
(Hamamatsu). Microscope control and image analysis was performed using the Nikon
software NIS-Elements (Nikon). We used the following objective lenses (Nikon): 10x
PlanApo; NA 0.45, 20x PlanApo VC; NA 0.75, 60x Apo; NA 1.4. When live-cell imaging
was carried out, the temperature was maintained at 37° C and CO2 at 5% v/v in a
humidified atmosphere. Live-cell imaging was performed in cHBSS 30min after
medium-changing. Representative neurons were isolated from the rest of the image
using Imaged. For axonal morphogenesis experiments, we performed large field
acquisition of neuronal cultures (typically a 4x4 tiling scan using a 20x objective).
Contrast was enhanced and background (autofluorescence of no transfected neurons
in culture) removed for better illustration of axons morphology. Kymographs were

created with NIS-Elements.

Three chambers social interaction test.

Mice were placed in a three-chambered Plexiglas box, with each chamber measuring
20cm x 40.5 cm x 22 cm. Dividing wallswere clear with small semicircular openings
(3.5 cm radius) allowing access into each chamber. The middle chamber was empty,
and the two outer chambers contained small, round wire cages (Galaxy Cup, Spectrum
Diversified Designs, Inc., Streetsboro,0OH) during testing. Mice were habituated to the
entire apparatus without the wire cages for 10 minutes. Social preference was tested
with a stranger mice in one of the wire cage in an outer compartment and an object in
the wire cage in the other compartment and the tested mice were returned in the middle
chamber. Time spent in the chamber with the novel mouse and time spent in the
chamber with the novel object was recorded for 10 minutes. For the social novelty test,
mice were returned to the middle chamber, this time with the original mouse (familiar
mouse) in its chamber and a new unfamiliar mouse (novel mouse) in the previously
empty chamber. Again, time spent in each chamber was recorded for 10 minutes.
Interval between habituation and social preference assay, and between social
preference and social novelty assay was 30 seconds. The position of the object, mouse

and novel mouse was assigned in a random manner.
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Y maze test

We then performed the Y maze test for spatial memory and spontaneous alternation.
This included two phases: in the first 5 min session of habituation, one arm (novel) was
blocked by a transparent plastic door; mice were introduced at the end of the start arm
and allowed to freely explore the two open arms. Mice were removed from the
apparatus for a 10 min period, and left undisturbed in home cage. Then the door was
removed, and mice reintroduced in the start arm and allowed to freely explore the entire
maze for 2 min. The three arms of the Y maze were identical and spaced at 120° from
each other. The Y maze was located in a room containing different extramaze cues.
Each arm was 35 cm long and 5 cm wide, separated by a center arms were enclosed
by a wall of 15 cm height. Allocation of the start arm was counterbalanced within
experimental groups. Time spent in the three arms was measured and used to obtain
an index of percent novelty preference as follows: time spent in the novel arm/time
spent in the three arms x 100. The maze was cleaned with 70% ethanol then water

and wiped with paper towels between each trial.

Quantifications and statistical analyses

Statistical analyses were performed using Prism (GraphPad). Statistical tests and
number of replicates are indicated in figures legend. All neurons on the reconstituted
image were quantified and axon length was measured with the Nikon NIS Elements
software. Axons shorter than 80um were not counted. Distance travelled by
mitochondria was calculating using kymographs on Nikon NIS Elements software.

Quantifications were performed blind to genotype.
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FIGURES LEGEND

Figure 1: LKB1 and NUAK1 are necessary for BDNF-induced axonal branching
(A-H) Representative images of mVenus expressing cortical neurons in the indicated
conditions. Single-cell deletion of LKB1 (A-D) or NUAK1 (E-H) was achieved by
expression of CRE in LKB1FF or NUAK1FF neurons, respectively. At DIV2, culture
medium was supplemented with either vehicle (water) or BDNF (50nM).

(I-N) Quantification of axon length and collateral branches in the indicated conditions.
Box-plot: 75" percentile, median and 25" percentile. Statistical tests: Mann Whitney
test. (I-K) Nwt, mock)=101, N, 8BonF)=75, Nko, Mock=61, Nko, Bonk)=37. (L-N) Newr,

Mock)=219, Nwr, BoNF)=145, N(ko, Mock)=168, N(ko, Bonr)=103.

Figure 2: BDNF regulates mitochondria metabolism and trafficking.

(A) Representation of the experiment design for mitochondria trafficking. (B)
Representative kymograph of neuron for 90 minutes. Neurons were treated with BDNF
after 30min. (C) Acute treatment with BDNF (50nM) induced an arrest of mitochondria
trafficking but not with HBSS. Statistical test : Wilcoxon and pared t-test (HBSS : p =
0,0072 ; BDNF : p = <0,0001) , NHsss) = 19, N@onr) = 23.

(D-G) Representative neuron electroporated with Perceval-HR before (D), and after
addition of HBSS (E), BDNF (50nM) (F) and FCCP (1uM) (G). The ATP:ADP ratio was
coded on a Rainbow LUT, with red high ratio and purple low ratio. (H-I) Quantifications
of Perceval-HR signal in WT neurons over 60 minutes following addition of HBSS or
BDNF (50nM). Fluorescence (F) was normalized to FO (signal at the time of injection)
and Fmin (minimum fluorescence obtained after FCCP addition). (J-K) Quantifications
of Perceval-HR signal in LKB1 FF neurons over 15 minutes following addition of HBSS

or BDNF (50nM).
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Figure 3: Phosphorylation of LKB1 S431 is induced by BDNF and ERK.

(A) Phosphorylation of LKB1 and TrkB increased in presence of BDNF but not other
growth factor. (B-C) At 5DIV, the increase of phosphorylation of LKB1 and NUAK1 are
time-depend. After 10min of treatment phosphorylation of TrkB increase and reach
maximum at 30min. Before treatment there is a basal phosphorylation of LKB1 and
NUAK1 which increase with BDNF and reach a plateau at 30min. (D) After 30min of
treatment, in control condition BDNF increases phosphorylation of TrkB and BDNF.
Addition of U0126 or K252a has no effect of LKB1, but the addition of BDNF and U0126
(or K252a) do not allow to increase the LKB1 phosphorylation. In contrary, H89 or
KT5720 inhibitor do not interfere with LKB1 phosphorylation. (E and G) Quantification
of western-blot represent normalize ratio with respect to controls without BDNF of each

condition.

Figure 4: LKB1 S431A mutation induces partial defects on axon branching and
mitochondria trafficking.

(A-E) Representative images of LKB1FF neurons electroporated at E15.5 the indicated
plasmids. Neuron morphology was visualized by mVenus expression. Neuronal
morphology was assessed at 5DIV.

(F-J) Kymographs over 30 minutes of axonal mitochondria in dissociated neurons
electroporated with the indicated constructs. Mitochondria were visualized by mito-
DsRed expression. Image acquisition: 12 frames per minute.

(K-M) Quantifications of axon length (K), collateral branches (L) and branches
normalized to axon length (M) in the conditions indicated. Data was normalized to the
average of control condition (non-CRE neurons) to account for variability between

cultures. Box-plot: 75™ percentile, median and 25" percentile. Statistical tests: Kruskal-
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Wallis test with Dunn’s post-test. N(non cre, controy=120, N(cRE, knockouty=73, NkB1 wT)=64,
Nks1 k78a)=51, Nks1s431a)=64 out of 5 independent experiments.

(N) Quantification of the fraction of stationary mitochondria over 30 minutes upon the
indicated conditions. Bar graphs: average + SEM. Each point represents a single axon.
Statistical tests: One-Way ANOVA with Dunn’s post-test. N(non cRE, contro)=8, N(CRE,
knockouy=8, Nwke1 wt)=9, Nwks1 k78a=6, Nks1s431a=10 out of 3 independent

experiments.

Figure 5 : Phospho-defective LKB1 mutant impairs cortical axon branching in
vivo.

(A-F) higher magnification of ipsilateral and contralateral side of coronal section of P21
LKB1F/F mice electroporated at E15.5 with pCAG-CRE-IRES-eGFP and plasmids
indicated. (G-H) quantification of axon branching in ipsilateral (G) and contralateral
side (H). Addition of LKB1 WT in KO condition, rescue of axonal branching in ipsilateral
and contralateral side. Whereas addition of LKB1 K78A : kinase dead in KO condition
does not rescue axonal branching neither in ipsilateral nor contralateral side. Finally,
addition of LKB1 S431A leads to rescue axon branching in ipsilateral side but not in
contralateral side. Statistical test : Kruskall Wallis test with Dunn’s multiple comparison
(A) and 2-way Anova (B). N(control) = 6 ; N(pcaG-CRE-IRES-GFP) = 7 ; N(pCAG-CRE-IRES-GFP+LKB1

wT) = 4 ; NpcaG-cRe-IRES-GFP+LkB1 K78A) = 6 ; N(pcAG-CRE-IRES-GFP+LKB1 S431A) = 9. Blue:

Hoechst, Red: CUX1 immunostaining.

Figure 6 : LKB1 S431A transgenic mice have defect in axon branching and
behavior. (A) mouse crossing genotype. B-E : higher magnification of the ipsilateral

(B-C) or the contralateral side (D-E) of P21 WT or S431A mice after in utero
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electroporation at E15.5 of pCAG-IRES-GFP or pCAG-CRE-IRES-GFP as indicated.

Blue: Hoechst, Red: CUX1 immunostaining

Figure S1 : BDNF increases axon branching in cortical neurons

(A) WT neurons electroporated with pCAG-mVenus and fixed at 5DIV, neurons was
treated at 1DIV with BDNF (50nM). (B-E) quantification of length and branching with
or without BDNF. BDNF does not affect axon length (B) but increases total number of
branches and branches/250um inducing an increase of the total length. Statistical test :

Mann-Whitney test. Nmock = 65, Nepnr = 54

Figure S2 : Modifications in mitochondrial density and morphology by BDNF are
dependent on LKB1.

(A-D) Representative distribution of mitochondria along the axon of eletroporated
neurons with plasmids indicated and treated (B and D) or not (A and C) with BDNF
(50ng/mL). (E) Quantifications of mitochondria size. BDNF decreases mitochondria
size in control condition. Absence of LKB1 does not induce modification of
mitochondria size, but LKB1 is necessary for BDNF-induced mitochondria size
decrease. (F) Quantifications of mitochondria density. The decrease of mitochondria
size leads to an increase of mitochondria density in control condition. Absence of LKB1

induces a decrease of mitochondria density.
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Figure S3 : NUAK1 is necessary for BDNF-induced increases of mitochondrial
respiration.

(A) Mitostress assay in cortical neurons. Maximal oxygen consumption rate (OCR) is
increased in presence of BDNF. Statistical test : 2 way ANOVA. N = 5 embryos out of
2 independent cultures (same for WT and BDNF) (B) BDNF increases basal respiration
in WT condition and this increase is dependent of NUAK1. Statistical test : Mann-
Whitney test. N = 10 (WT, with and without BDNF) and N=4 (KO with and without

BDNF) out of 2 independent cultures.

Figure S4 : Phenotypic characterization of LKB1 cKO mice.

(A-B) Coronal sections of LKB1 WT or LKB1 KO mice. Green arrow show a decrease
of axonal branching and axonal spread in contralateral side, Blue arrow show a
decrease of apical dendrites. (C-F) Higher magnification of ipsilateral (C and E) or
contralateral (D and F) of coronal sections of P21 mice electroporated with plasmids
indicated. (G-J) Higher magnification of ipsilateral (G and I) or contralateral (H and J)

of coronal sections of P90 mice electroporated with plasmids indicated.

Figure S5 : LKB1 S431A transgenic mice have behavior defects

(A) Quantification of Y maze assay of p21 female mice. Nwt = 3, Numut = 6. (B) 3-
chamber sociability test. Quantification of time spent in each chamber for P60 mice
show any social deficit in S431A mice. Nwr= 3, Nmut = 7. (C) 3-chamber sociability test.
Quantification of time spent in each chamber reveal a defect on preference for social

novelty. Statistical test : 2 way ANOVA with multiple comparison. Nwt = 3, Nmut = 7.
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Figure 2
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Figure 4

5DIV LKB1FF neurons / pCAG-mVenus + pCAG-mito-DsRed
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Figure 5
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Electroporation E15.5 -> P21
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Figure S5

A Y maze assay B social preference assay C Social novelty assay
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CONCLUSIONS ET DISCUSSION
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I- Régulation du branchement axonal in vitro par la voie BDNF-LKB1-NUAK1

LKB1 est une master kinase activant les kinases de la famille de I'AMPK. Elle est impliquée dans
de nombreux processus pour la régulation de la morphologie axonale comme la complexité
dendritique (Kuwako and Okano, 2018) et la polarisation neuronale (Barnes et al., 2007; Kishi,
2005; Shelly et al., 2007a). Dans notre article nous nous sommes interessé au réle de la kinase
LKB1 dans le branchement axonal. Il a précédemment été montré que LKB1 régule le
branchement axonal par le biais de la kinase NUAK1 (de la famille de I'AMPK) et la régulation
du trafic des mitochondries.

Les résultats présentés dans I'article montrent que dans les neurones WT, le BDNF induit une
augmentation du nombre de branches axonales. En revanche, en absence de LKB1 ou NUAK1,
on observe d'une part une diminution du nombre de branches et d'autre part que le BDNF
n'induit pas d'augmentation du nombre de branches. Ces résultats nous ont permis de
conclure que LKB1 et NUAK1 sont nécessaires pour le branchement axonal induit par le BDNF.
L'augmentation du nombre de branches par le BDNF est cohérent avec la littérature (Cohen-
Cory, 1999; Cohen-Cory and Fraser, 1995; Granseth et al., 2013; Jeanneteau et al., 2010), tout
comme la nécessité de LKB1 et NUAK1 (Courchet et al., 2013).

En 2010, la publication de Jeanneteau et al., montre que dans les neurones corticaux de rats,
le branchement par le BDNF est régulé par la kinase MKP-1. Cette étude a été réalisée dans
les neurones corticaux de rats et aboutit a la régulation des microtubules par la kinase JNK.
Deux hypothéses peuvent expliquer la différence de résultats, la premiére est que nous
sommes dans deux organismes distincts il se pourrait donc que les mécanismes soient
différents. La deuxieme hypothese est que le BDNF puisse réguler deux voies paralléles
aboutissant a la formation de branches, I'une permettant la formation de branches par la
régulation des mitochondries (LKB1/NUAK1), I'autre la déstabilisation des microtubules (MKP-
1).

- Mécanisme de phosphorylation du site S431

Les résultats de ma these présentés dans l'article mettent en évidence une signalisation de
BDNF pour le branchement des neurones corticaux. L'utilisation d'inhibiteurs chimiques nous
a permis d'identifier les kinases TrkB et ERK comme intermédiaires entre BDNF et LKB1. Par
cette méthode, nous avons pu établir in vitro, une nouvelle signalisation, la voie
BDNF/TrkB/ERK/LKB1/NUAK1.

Trois kinases phosphorylent LKB1 sur le site S431 ; la kinase p90®°K, |a kinase PKA ainsi que la
kinase PKC. Dans un contexte de polarité neuronale, dans des neurones de I'hippocampe,

BDNF induit la phosphorylation de LKB1 sur le site S431 par |'action de PKA (Shelly et al.,
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2007b). En revanche, dans un contexte de prolifération cancéreuse, c'est la kinase p90*** qui
phosphoryle LKB1 sur le site S431 (Zheng et al., 2009). Etant donné que la kinase ERK active
p90RK (Anjum and Blenis, 2008), notre hypothése finale est que dans un contexte de
branchement axonal, la fixation du BDNF sur son récepteur TrkB, induit I'activation de ERK qui
lui-méme active p90°*¢ pour in fine phosphoryler le site S431 de LKB1 (Figure 36).

Un effecteur de LKB1 connu pour étre impliqué dans le branchement terminal est NUAK1
(Courchet et al., 2013). Nous avons cherché a vérifier si sa phosphorylation était elle aussi
induite dans les neurones corticaux suite a une exposition au BDNF.

En absence d'anticorps contre le site T212 phosphorylé de NUAK1, les précédentes
publications utilisent la phosphorylation de MYPT1, cible de NUAK1, pour contrdoler son
activité (Monteverde et al., 2018). Ainsi, nous avons montré pour la premiere fois la

phosphorylation de NUAK1 par LKB1 ainsi que sa dépendance a la présence de BDNF.

TrkB

Figure 36 : Représentation schématique
de la régulation de la phosphorylation de
LKB1 sur le site S431.

La fixation du BDNF sur son récepteur
entraine I'autophosphorylation du site
Y515 ce qui va permettre la liaison des
proteines SHC/GRB2/SOS et RAS. Ceci
permet l'activation de MEK et ERK qui
phosphoryle  p90RSK  pour in fine
phosphoryler le site S431 et induire la
phosphorylation de NUAK1

L'activation de p90°* pour la phosphorylation de LKB1 est induite par les facteurs EGF
(Endothelial Growh Factor) et tPA (tissue Plasminogen Activator) alors que celle de PKA est
dépendante de la forskoline et de BDNF (Sapkota et al., 2001; Shelly et al., 2007).

Ainsi, nos résultats montrant la dépendance de la phosphorylation du site S431 au BDNF par
le biais de ERK ne correlent pas avec les résultats obtenus en 2007 par I'équipe de M-M. Poo.
De facon a valider nos résultats, nous avons utilisé deux inhibiteurs différents pour PKA
(KT5720 et H89) ce qui nous a permis de confirmer que PKA n'est pas la kinase intermédiaire
pour la phosphorylation du site S431 par le BDNF.

Les différences observées peuvent étre expliqué par deux hypothéses. La premiere est que

I'étude de Shelly et al., en 2007 a été effectuée dans des neurones d'hippocampe chez le rat,
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dans un contexte de polarité neuronale, mon projet quant-a lui s'est centré sur |'étape de
formation de branches axonale des neurones corticaux de souris. La premiere hypothése est
donc que la signalisation differe de facon tissus-spécifique, avec une signalisation BDNF-PKA-
LKB1 dans les neurones d'hippocampe et une signalisation BDNF-ERK-LKB1 dans les neurones
corticaux.

De plus, sachant que deux signalisations différentes pour LKB1 ont été démontrées entre la
polarité et le branchement au cours du développement (Barnes et al., 2007; Courchet et al.,
2013), il n'est pas étonnant de retrouvé une différence dans la signalisation menant a la
phosphorylation de LKB1. Ainsi, la deuxiéme hypothése serait que la phosphorylation de LKB1

induite par le BDNF serait dépendante du stade de développement des neurones.

- Quel est le role de la phosphorylation du site S431?

L'utilisation d'une stratégie de remplacement de génes nous a permis de montrer que l'activité
kinase de LKB1 est nécessaire pour le branchement mais aussi qu'un site de modification post-
traductionnelle de LKB1, le site S431 est nécessaire pour le branchement.

Cependant, nous avons constaté que le remplacement de la kinase LKB1 WT par la kinase
mutée S431A n'induit pas une perte totale du branchement mais uniquement une diminution
partielle. La diminution partielle du branchement induite par la mutation S431A permet de
poser I'hypothése qu'un autre mécanisme est impliqué dans la régulation du branchement
axonal. Quel pourrait-étre ce mécanisme ? Une premiére réponse a cette question pourrait
étre apporté par le fait que nous avons montré que I'activité kinase de LKB1 est nécessaire au
branchement indiquant ainsi qu'un autre mécanisme peut étre mis en place mais qu'il passe
tout de méme par la kinase LKB1. La nécessité de la kinase LKB1 pour I'action du BDNF permet
de poser I'hypothése qu'un autre site de LKB1 pourrait étre impliqué dans la régulation du
branchement axonal des neurones corticaux.

Différents sites de phosphorylation de LKB1 ont été décrits dans la littérature. Deux de ces
sites attirent mon attention pour notre hypothese. Le premier, le site S325 a été montré
comme étant phosphorylé lui-aussi par la kinase ERK (Zheng et al., 2009). La phosphorylation
du site S325 induit un changement de I'interaction entre LKB1 et AMPK (Casimiro et al., 2017).
Il serait tout d'abord intéressant de vérifier si la phosphorylation de ce site peut elle aussi étre
induite par le BDNF. Mais aussi de vérifier l'implication de ce site dans le branchement axonal,
par exemple, par la stratégie de remplacement de geénes in vitro en utilisant un plasmide
codant pour une protéine mutée sur le site S325. De plus, l'utilisation d'un double mutant
S431A/S325A permettrait d'éliminer l'implication potentiel d'un autre site de
phosphorylation.
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Le 2¢ site de phosphorylation de LKB1 qui pourrait étre impliqué dans la régulation du
branchement par le BDNF est le site S31. Ce site n'est pas impliqué dans I'activité catalytique
de LKB1 et est peu caractérisé (Sapkota et al., 2002). Cependant, c'est un site consensus de
phosphorylation par les AMPK-RK (Sapkota et al., 2002; Scott et al., 2002). Ce site pourrait

donc étre par exemple un site de rétrocontrdle par une AMPK-RK comme NUAK1.

Les résultats obtenus dans notre article sur le site S431 ont fait émerger de nombreuses
questions concernant le réle de ce site S431 sur la protéine. Dans la littérature, le réle de ce
site est controversé. Différentes études n'attribuent aucun roéle spécifique a cette
phosphorylation, pas d'effet sur l'activité de LKB1, ni sa localisation (Bright et al., 2008; Collins
et al., 2000; Fogarty and Hardie, 2009; Houde et al., 2014). A l'inverse, des études montrent
que le site S431 est important pour de nombreuses fonctions de LKB1 telles que la polarité
épithéliale (Martin and St Johnston, 2003), le contrdle du cycle cellulaire (Sapkota et al., 2001)
et la spécification de I'axone (Barnes et al., 2007; Shelly et al., 2007). De plus, certaines AMPK-
RK comme AMPK ou SAD ne sont plus activées suite a une mutation de ce site (Barnes et al.,
2007; Xie et al., 2006). Par ailleurs, en plus d'étre nécessaire a la phosphorylation de ces
AMPK-RK, la phosphorylation du site S431 est aussi impliquée dans l'interaction avec I'AMPK
(Xie et al., 2008). Au vu, des résultats présentés dans I'article montrant que d'une part le site
S431 est impliqué dans le branchement axonal et le trafic des mitochondries in vitro mais aussi
pour le branchement terminal in vivo, il apparait clair que ce site de modification post-
traductionnelle posséde un role important dans la régulation de la protéine.

Une hypothese concernant le role de cette phosphorylation est que celle-ci est impliquée dans
la localisation subcellulaire de cette protéine. En effet, plusieurs études appuient cette
hypothése et montrent que le site S431 régule la localisation d'autres protéine comme Par-3
chez la drosophile (Shen et al., 2014), mais aussi la localisation cytoplasmique de la protéine
LKB1 en elle-méme (Bernard and Zhang, 2015; Xie et al., 2008). Enfin, il a été montré par
immunofluorescence que dans les neurones polarisés, la forme phosphorylée de LKB1 est
enrichie dans |'axone apres 5 jours de culture (Barnes et al., 2007). Cependant, ce résultat ne
montre pas un changement de localisation mais seulement une localisation de la protéine
phosphorylée. De plus, il n'est pas reproductible puisqu'a ce jour, I'anticorps ayant servi pour
cette étude n'est plus disponible.

Afin d'en savoir plus sur la localisation (et les changements de localisation) de LKB1
phosphorylée sur le site S431, lors de ma these, nous avons mis en place un systéme de culture
compartimentalisée avec une partie somato-dendritique et une partie axonale. Par la suite,
nous souhaitons réaliser des cultures de neurones sur ce systéeme et traité les différents
compartiments avec du BDNF ou non afin de pouvoir observer la phosphorylation de LKB1 sur
le site S431.

171



V- Comment le BDNF régule le trafic et le métabolisme mitochondrial ?

Les résultats présentés dans l'article montrent que le BDNF induit une augmentation de la
respiration maximale des mitochondries. Ce résultat a déja été montré en 2004, plus
précisément, il a été montré que le BDNF permet d'augmenter la respiration oxydative
(Markham et al., 2004). Nos expériences ont permis de mieux comprendre ce mécanisme
puisque nous avons montré que la régulation de la respiration mitochondriale par le BDNF est
dépendante de la kinase NUAK1. De plus, nous avons pu montrer que la présence de LKB1 est
nécessaire a I'augmentation du ratio ATP:ADP (souvent associé a une augmentation de la
respiration) dans les neurones corticaux. Ainsi, nos résultats montrent que le BDNF régule le
métabolisme mitochondrial par le biais de la voie LKB1/NUAK1.

Cependant, comme il a été montré que le complexe | est régulé par le BDNF pour
I'augmentation de la respiration nous pouvons nous demander si la régulation de Ia
respiration par BDNF et LKB1/NUAK1 passe aussi par la régulation de I'activité du complexe I.
Dans les cellules cancéreuses, il a été montré que NUAK1 permet une augmentation de la
production d'ATP (souvent associé au phénomeéne de respiration) (Escalona et al., 2020). Ainsi,
dans la littérature nous avons d'une part le BDNF qui régule la respiration mitochondriale via
le complexe | et d'autre part NUAK1 qui augmente la production d'ATP. L'hypothése que nous
pouvons émettre est que la régulation de I'activité du complexe | par le BDNF est permise par
I'activité de NUAK1.

Récemment, il a été montré un role différentiel de NUAK1 en fonction de sa localisation
intracellulaire dans les cellules cancéreuses. En effet, dans I'axone, NUAK1 augmente la
production d'ATP par augmentation de I'activité de I'ATP synthase dans le cytoplasme. Alors
que dans le noyau NUAK1 promeut la glycolyse (Escalona et al., 2020).

Compte tenu de nos résultats suggérant une régulation locale de LKB1 et NUAK1 par le BDNF
pour le branchement et de I'hypothése faite précédemment énongant une régulation locale
de phosphorylation du site S431, la démonstration d'un role différentiel de NUAK1 entre le
corps cellulaire et I'axone pour la régulation du métabolisme est un appuis supplémentaire
pour supporter cette hypothese.

Bien que nous ayons pu montrer l'implication de BDNF et NUAK1 pour la régulation de la
respiration oxydative, le lien direct avec LKB1 et le site S431 reste encore a démontrer. Afin
de vérifier la spécificité de ce site pour la régulation du métabolisme mitochondrial par BDNF
et NUAK1, des expériences similaires (mesure d'activité des différents complexe, ou encore

Seahorse) devront étre effectuées dans I'avenir sur des neurones mutants S431A.

L'utilisation de la sonde Perceval-HR nous a permis de montrer que le BDNF augmente le ratio

ATP/ADP dans les neurones, nous avons pu observer que cette augmentation n'est pas globale
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dans le neurone mais que cette augmentation est localisée en des endroits précis de I'axone
et du corps cellulaire. A ce jour, nous n'avons pas pu déterminer si cette augmentation est
corrélée avec la position des mitochondries, il serait donc intéressant de réaliser des
expériences de co-electroporation ex vivo afin de corréler la position des mitochondries et
I'augmentation du ratio ATP:ADP afin d'appuyer |'effet mitochondrial du BDNF.

Une limite de cette expérience est la sensibilité de la sonde Perceval-HR au pH (Tantama et
al., 2013). Ce biais pourrait-étre corriger par |'utilisation d'une sonde pHmétrique : pH-Red
(Tantama et al., 2011) nous permettant de corriger les changements de valeurs dus aux
changements de pH. Dans la littérature, aucun papier ne montre un effet du BDNF sur le pH,
la vérification des changements de pH potentiellement induit par le BDNF serait donc a

effectuer comme controle.

Par ailleurs, nous montrons une diminution du trafic des mitochondries en présence de BDNF,
ce résultat corrobore avec la littérature qui montre que le BDNF induit un arrét du trafic des
mitochondries apres 15min de traitement dans les neurones de I'hippocampe (Su et al., 2014).
Pour notre article, la mesure du trafic des mitochondries a été effectuée apres 30min de
traitement au BDNF. Nous avons choisis le temps de 30min, puisque la signalisation
LKB1/NUAK1 induite par le BDNF atteint son maximal aprés 30min de traitement (article 1).
La question que pose se résultat est de comprendre comment le trafic des mitochondries est
régulé par le BDNF. Sachant que la voie LKB1/NUAK1 régule le trafic des mitochondries, notre
hypothése est que le BDNF par sa régulation de LKB1 permet de réguler le trafic des
mitochondries par le biais de I'activation de la kinase NUAK1. Si le BDNF régule le trafic des
mitochondries grace a cette voie, I'absence de ces protéines devrait bloquer |'effet du BDNF
sur les mitochondries.

Récemment, I'équipe de G. Gallo a montré que la présence de neurotrophines comme NGF,
NT-3 ou BDNF modifient la morphologie des mitochondries (Armijo-Weingart et al., 2019). En
particulier, le BDNF induit une diminution de la taille des mitochondries et une augmentation
de leur densité dans I'axone de neurones sensoriels (Armijo-Weingart et al., 2019). Au cours
de ma these j'ai obtenu des résultats similaires, en effet, je montre une diminution de la taille
des mitochondries en présence de BDNF, ainsi qu'une augmentation de la densité
mitochondriale dans |'axone. Cependant j'ai approfondi ce résultant en montrant que
I'augmentation de la densité mitochondriale en présence de BDNF dans les neurones WT n'est
plus visible en absence de LKB1. L'absence de LKB1 n'a pas d'effet sur la longueur des
mitochondries, en revanche, nous avons montré que la diminution de la longueur des
mitochondries par le BDNF n'est pas observable en absence de LKB1.

Ainsi, j'ai pu approfondir les résultats précédemment concernant la régulation de la
morphologie mitochondriale (Armijo-Weingart et al., 2019) en montrant que la kinase LKB1

est nécessaire dans le processus de régulation de la morphologie mitochondriale.
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V- Régulation de I'équilibre ipsilatéral et contralatéral de la phosphorylation du site
S$431 de LKB1 sur le branchement axonal

Lors de ma thése nous avons montré par des expériences d'électroporation in vivo qu'une
perte de l'expression de LKB1 dans les neurones corticaux induit une diminution du
branchement axonal ce qui correle avec une étude précédente de I'équipe (Courchet et al.,
2013). L'absence de LKB1 dans les neurones corticaux induit un phénotype fort présentant
trois phénomenes distincts : 1) une diminution du branchement ipsilatéral, 2) une diminution
du branchement terminal et 3) une dispersion des axones du coté contralatéral du cortex. Par
ailleurs, la surexpression de la protéine mutée LKB1 S431A en absence de LKB1 montre une
restauration partielle du phénotype. Bien qu’un défaut de branchement terminal persiste
dans cette condition, le branchement du c6té ipsilatéral ainsi que la dispersion des axones du
cOté contralatéral sont restaurés. Ainsi, par ces travaux, nous avons mis en évidence le role
du site S431 de LKB1 dans le branchement contralatéral.

La perte de branchement en contralatéral a été observé pour deux protéines étudiée lors de
ma these la kinase NUAK1 (Courchet et al., 2013) et le BDNF (Shimojo et al., 2015). Ainsi, le
phénotype du mutant LKB1 S431A récapitule le branchement terminal induit par des
diminutions d'expression de NUAK1 et BDNF. Ces résultats nous ont permis de poser
I'hnypothese selon laquelle le BDNF contrélerait le branchement terminal in vivo par la
régulation de LKB1 sur le site S431 et NUAK1.

Dans la littérature, de nombreux articles mettent en avant le réle de I'activité neuronale dans
le branchement terminal (Fenlon et al., 2017; Mizuno et al., 2007, 2010; Suarez et al., 2014;
Wang et al., 2007). La question se pose donc de savoir si le branchement terminal est régulé
par |'activité neuronale ou les voies de signalisation. Sachant que le BDNF peut étre sécrété
en réponse a l'activité neuronale une cohabitation des deux n'est pas a exclure (Gartner and
Staiger, 2002; Hartmann, 2001; Matsuda et al., 2009) et suggere I'hypothése que le
branchement terminal est régulé par le BDNF de fagon activité-dépendante in vivo.

En outre, le fait que cette mutation n'affecte qu'une partie du neurone met en évidence une
régulation différentielle du branchement axonal a l'intérieur d'un méme neurone par la kinase

LKB1, suggérant un role local et spécifique de la protéine.

Cependant, dans le cortex, les couches II/1ll sont composées de différents types de neurones
de projection avec des projections intra-corticales ou inter-corticales (De Ledn Reyes et al.,
2020). Bien que permettant |'observation de multiples neurones, la technique
d’électroporation in vivo ne permet pas de discriminer les populations de neurones
électroporées. En effet, ces neurones peuvent étre issus d'une méme population de neurones

inter-corticaux et former des branches du coté ipsilatéral et contralatéral ou encore, étre issus
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de deux populations de neurones distinctes : une population intra-corticale établissant des
branchements uniquement en ipsilatéral et une population inter-corticale possédant
seulement un branchement terminal (Figure 37). Dans ce dernier cas, nos résultats ne
montrent pas un effet différentiel de la phosphorylation de la protéine LKB1 mais un effet
cellule-dependant. Pour mettre en évidence ces populations des expériences de
d'électroporation cellule-unique (supernova) associées a des méthodes de transparisation de
cerveaux pourraient étre mises en place. Cela permettrait alors d'une part, d'observer des
neurones uniques afin de distinguer les différentes population mais aussi de les observer dans

leur environnement global afin d'améliorer mes résultats quant a la localisation des branches.

Figure 37 : Représentation
schématique des deux hypotheses
concernant les populations de

/\ ~ /\ neurones électroporés.
e o A- Hypothese avec une seule

population de neurone formant des
branches collatérales en ipsilatéral et
contralatéral.

B- Hypothese présentant deux
populations de neurones distinctes
avec en bleu une population formant
des branches du cété ipsilatéral et en
rouge une population formant des
branches du cété contralatéral.

Ipsilatéral Contralatéral

VI- Quel est le lien entre les défauts de branchements terminaux et les défauts

comportementaux des souris ?

Les derniers résultats de ma these ont été effectués dans des souris mutantes pour le site
S431 de LKB1. Deux types de mutant ont été générés, d'une part des souris LKB17/5431A et
d'autre part des souris LKB15431A/3431A | 'ytjlisation de ces souris nous permet de ne pas
surexprimer une protéine mutante qui pourrait induire des biais d'interprétation par la forte
quantité de protéines surexprimées. Par ailleurs, les souris LKB1%4314/5431A noys ont permis de
réaliser des tests de comportement ce qui est impossible avec la méthode d'électroporation
qui présente une efficacité limitée sur le nombre de neurones touchés par |'électroporation.

Ainsi, nous avons d'une part validé les résultats obtenus avec la surexpression de la protéine

S431A mutée en montrant qu'une mutation du site S431A de LKB1 provoque un défaut de
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branchement terminal in vivo. D'autre part, nous avons pu réaliser des expériences
comportementales préliminaires qui montrent une diminution de la préférence pour la
nouveauté sociale et de la mémoire spatiale dans les souris LKB15431A/5431A Ajnsi, ces résultats
préliminaires montrent que le défaut de branchement observé in vivo induit des défauts de
comportement social chez les souris. Cependant, le nombre d'animaux utilisés lors de ces
expériences reste trop faible pour conclure a un réel impact de la mutation, des expériences
supplémentaires devront donc réalisées. Ces résultats préliminaires sont cependant
concordants avec le phénotype comportemental des souris NUAK1*~ publié en 2018 par
I'équipe (Courchet et al., 2018) et nous permettent de poser I'hypothése que le site S431 de
LKB1 permet une régulation de NUAK1 pour le branchement terminal complet.

Les défauts comportementaux observés chez les souris LKB154314/5431A sont compatibles avec
des maladie neuro-développementales de type trouble du spectre autistique (ASD) ou
schizophrénie. Cependant, les défauts de sociabilité sont communs (comme bien d'autres) aux
deux pathologies : la schizophrénie et les ASD (St Pourcain et al., 2018), il est ainsi difficile de
lié directement les défauts de comportements sociaux observés chez les souris LKB154314/5431A
avec une pathologie précise. Cependant, il a été démontré que les connexions a longues
distances (comme les connexions inter-hemisphériques) sont diminuées dans les modéles
d'ASD (Geschwind and Levitt, 2007) nous permettant ainsi de suggérer que les défauts de

comportements sociaux observés seraient associés a des troubles du spectre autistique.

Enfin, une étude de Fernandez et al., (2019) montre que des altérations du métabolisme
mitochondrial sont associés a des défauts de connectivité et de comportement in vivo
(Fernandez et al., 2019). Nos résultats montrent une perte de la régulation de la respiration
mitochondriale par le BDNF en absence de NUAK1. Ce qui suggere une régulation des
mitochondries par NUAK1. Les souris NUAK1+/- présentent un défaut de branchement
terminal et une altération du comportement. De plus, les souris LKB1 mutantes sur le site S431
présente les mémes défauts que les souris NUAK1 +/- au niveau du branchement terminal et
du comportement. L'ensemble de ces données nous permet de poser I'hypothése que le BDNF
permet une régulation de la connectivité et du métabolisme mitochondrial par le biais du site
S431 de LKB1 et NUAK1 et que les défauts de comportements observés sont une conséquence
d'une dérégulation du métabolisme mitochondrial.

Pour confirmer cela, il faudrait d'une part associer les défauts de branchement terminal
observés a des défauts de fonctions mitochondriales, et d'autre part associer la mutation
S431A a la régulation de la kinase NUAK1.
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Vil- Conclusion

Nous avons montré que la régulation du branchement axonal est permise par la régulation
des kinases LKB1 et NUAK1 par le BDNF. Par ailleurs, nous avons mis en évidence que la
régulation du trafic et du métabolisme des mitochondries par le BDNF est dépendante des
kinases LKB1 et NUAK1. En outre, nous avons pu démontrer un réle spécifique du site S431 de
la kinase LKB1. En effet, nous avons montré que ce site S431 est nécessaire au branchement
axonal et au trafic des mitochondries. De plus, nous avons montré que le BDNF induit la
phosphorylation du site S431 par l'intermédiaire de la MAP kinase ERK.

Enfin, l'utilisation de la stratégie de remplacement de génes et de souris mutantes sur le site
S431 nous a permis de démontrer que le site S431 de LKB1 régule I'équilibre entre les
branchements ipsilatéral et contralatéral des neurones pyramidaux du cortex.

Enfin, nous avons pu a l'aide de tests de comportement établir un lien entre des défauts de

branchement terminal et des défauts comportementaux.

Dans I'ensemble mes travaux ont apporté une meilleure compréhension du mécanisme de
formation des branches collatérales au cours du développement embryonnaire notamment,
par la mise en relation d'effecteurs régulant ce processus. En effet, les travaux de ma these
ont mis en évidence l'identification de messagers tels que LKB1 et NUAK1 comme relais
intracellulaires du BDNF pour la régulation du branchement neuronal par le métabolisme des

mitochondries.

Trafic et métabolisme
des mitochondries

Branchement R L Branchement
9 axonal Ipsilatéral Contralatéral wonsl /)

Figure 38 : Schéma bilan de la régulation du branchement contralatéral des neurones corticaux des
couches I/,

Le branchement axonal des neurones corticaux est régulé en ipsilatéral et contralatéral par la kinase
LKB1. Au cours de ma these j'ai mis en évidence des mécanismes de régulation du branchement
contralatéral des neurones corticaux. La phosphorylation de LKB1 sur le site S431 est nécessaire et
induite par la fixation du BDNF sur son récepteur. La voie LKB1/NUAK1 régule le trafic et le métabolisme

des mitochondries pour permettre la formation des branches terminales.
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The AMPK-related kinase NUAK1 controls cortical axons branching
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ABSTRACT

The precise regulation of the cellular mechanisms underlying axonal morphogenesis is essential to the
formation of functional neuronal networks. We previously identified the autism-candidate kinase NUAK1 as a
central regulator of axon branching in mouse cortical neurons through the control of mitochondria trafficking.
How does local mitochondrial position or function regulate axon branching during development? Here, we
characterized the metabolic regulation in the developing axon and report a marked metabolic decorrelation
between axon elongation and collateral branching. We next solved the cascade of event leading to presynaptic
clustering and mitochondria recruitment during spontaneous branch formation. Interestingly and contrary to
peripheral neurons, mitochondria are recruited after but not prior to branch formation in cortical neurons. Using
flux metabolomics and fluorescent biosensors, we observed that NUAK1 deficiency significantly impairs
mitochondrial metabolism and axonal ATP concentration. Upregulation of mitochondrial function is sufficient to
rescue axonal branching in NUAK?1 null neurons in vitro and in vivo. Altogether, our results indicate that NUAK1
exerts a dual function during axon branching through its ability to control mitochondria distribution and activity,
and suggest that a mitochondrial-dependent remodeling of local metabolic homeostasis plays a critical role
during axon morphogenesis.

INTRODUCTION pathways mediating a cascade of cellular events
such as cytoskeleton remodeling, addition of
membrane or local protein translation (Brosig et al.,
2019; Dent et al., 1999; Dent and Kalil, 2001; Hu et
al., 2012; Ponomareva et al., 2014; A. Schwarz et al.,
1995; Spillane et al., 2012; 2013; Wong et al., 2017)
that are highly taxing energetically and are thought to
induce a local increase in the metabolic turnover. Yet
the spatial diffusion of metabolic molecules such as
ATP is limited, implying that cellular energy
production must match the local demand.
Understanding how these local mechanisms are set
up and how they contribute to aspects of neuronal
development such as the shaping of axonal
complexity is therefore a key question in cellular
neuroscience.

The local metabolic activity has been best studied at
synapses (Lee et al.,, 2018; Rangaraju et al., 2019;
Rossi and Pekkurnaz, 2019), which account for the
majority of ATP consumption in neurons to ensure
jonic homeostasis and synaptic vesicle recycling
(Attwell and Laughlin, 2001; Harris et al., 2012;
Rangaraju et al., 2014; Vos et al, 2010). In

In mammals, cortical circuits are organized
into complex networks of neurons interconnected
through long-range axonal projections. The
establishment of circuit connectivity occurs during a
protracted period of embryonic and postnatal
development through a series of tightly regulated
cellular processes whose disruption can lead to
socially-devastating neurodevelopmental disorders
such as autism spectrum disorders (ASD),
schizophrenia, epilepsy or mental retardation (del
Pino et al, 2018; Piven et al, 2017). Axon
morphogenesis is a multistep process culminating
with the formation of axonal branches to form a
network that is later refined through a process of
selection of functional contacts and elimination by
pruning (Kalil and Dent, 2014; Lewis et al., 2013). The
formation and refinement of terminal axonal branches
relies on a balance between synaptic activity and
target-derived extracellular neurotrophins (Mizuno et
al., 2007; C.-L. Wang et al.,, 2007). These signals
converge on the activation of intracellular signaling
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agreement with this local metabolic need,
mitochondria are actively transported to and captured
at presynapses (J. Courchet et al., 2013; Devine and
Kittler, 2018; Hollenbeck and Saxton, 2005; Misgeld
and T. L. Schwarz, 2017). Mitochondrial function has
been proposed to support synaptic release through a
crosstalk  between  ATP-producing  oxidative
phosphorylations (Ashrafi et al., 2020; Rangaraju et
al., 2014) and calcium buffering (Hirabayashi et al.,
2017, Kwon et al., 2016; Vaccaro et al., 2017,
Villegas et al., 2014), converging on the fine-tuned
regulation of synaptic vesicle release. In contrast, the
regulation of local metabolism in immature neurons
and during axon morphogenesis is far less well-
understood. Recent studies uncovered that
mitochondria function is critical for neuronal
development and cortical circuits formation
(Fernandez etal., 2019; Klein Gunnewiek et al., 2020;
Oruganty-Das et al., 2012).

Deregulation of mitochondria positioning, morphology
or function disrupts the formation of axonal
projections in vivo (J. Courchet et al, 2013;
Fernandez et al., 2019; Lewis et al, 2018). In
developing retinal and sensory axons, mitochondria
function has been linked to the local protein synthesis
required for cytoskeleton remodeling and the
conversion of filopodia into a collateral axonal branch
(Cioni et al., 2019; Spillane et al., 2013; Wong et al.,
2017). However it is unclear if all neuronal subtypes
or if all modalities of axonal branching rely on the
same mechanisms for branch formation, growth or
consolidation. Hence there is a need to better
understand the cellular mechanisms underlying the
role of mitochondrial function in the formation and
refinement of axon morphogenesis and thereby the
establishment of circuit connectivity.

We previously identified that a signaling pathway
formed by the kinases LKB1 (STK11) and NUAK1
(ARKS5) control cortical axon branching through the
regulation of mitochondria capture at immature
presynaptic sites (J. Courchet et al., 2013). NUAK1
belongs to a family of 14 closely related kinases
related to the metabolic regulator AMPK (PRKAA)
defining the so-called AMPK-related kinases (AMPK-
RK) family (Lizcano et al., 2004). NUAK1 expression
is strongly enriched in the developing mouse cortex
(Hirano et al., 2006; Ohmura et al., 2012). Rare de
novo mutations of NUAK1 have been associated to
several neurodevelopmental disorders including
Autism Spectrum Disorders (ASD) (lossifov et al.,
2014; 2012), Attention Deficit / Hyperactivity
Disorders (ADHD) (Alemany et al., 2015), cognitive
impairment (Johnson et al., 2016) or hydrocephaly
(Vojinovic et al, 2018). In mice, NUAK1
heterozygosity affects cortical development, leading
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to an array of anatomical and behavioral deficits (V.
Courchet et al., 2018). So far, the cellular functions of
NUAK1 remain incompletely known. It has been
linked to the control of the actomyosin cytoskeleton
through the phosphorylation of the Protein
Phosphatase 1 (PP1) regulatory subunit MYPT1
(Zagérska et al., 2010). Furthermore NUAK1 directly
phosphorylates the microtubule-associated protein
TAU (Lasagna-Reeves et al., 2016) and accordingly
NUAK?1 inhibition can alleviate some of the cellular
and behavioral effects in a mouse model of
tauopathy. In parallel NUAK1 function has been tied
to the regulation of mitochondrial metabolism in Myc-
overexpressing cancer cells, who rely on NUAK1
expression to maintain metabolic homeostasis and
for survival (Liu et al., 2012).

QOur previous observation that axonal mitochondria
capture at nascent presynaptic boutons is essential
for terminal axon branching (J. Courchet et al., 2013)
raised a central and unresolved question pertaining
to the function of presynaptic mitochondria in axon
branching. In this study, we explored the hypothesis
that presynaptic mitochondria have a unique property
with regard to their ability to promote branch
formation or stabilization in cortical pyramidal
neurons (PNs). We observed that axon elongation
and collateral branching rely on distinct metabolic
pathways. We further characterized that mitochondria
accumulate specifically at presynaptic sites located at
axonal branch points, and that unlike presynaptic
boutons that are formed before axonal branches,
mitochondria recruitment occurs after the onset of
branch formation. Through mitochondria
photoinactivation, we confirmed that in cortical PNs,
mitochondria are required for branch stabilization
rather than branch initiation. We subsequently
characterized mitochondrial function in NUAK1
deficient neurons and report that NUAK1 controls not
only mitochondrial trafficking, but also mitochondrial
metabolic activity. Finally using pharmacological and
genetic approaches to boost mitochondrial fitness,
we observed that a metabolic upregulation is
sufficient to rescue axonal branching in NUAK1
deficient neurons in vifro and in vivo. Overall, our
results indicate that the kinase NUAK1 exerts a dual
effect on mitochondria trafficking and activity in
cortical PNs and suggest a two-hit model by which
branch stabilization relies not only on the proper
localization of mitochondria, but also on their local
activity.

RESULTS

Cortical axon elongation and collateral branching
rely on distinct metabolic pathways
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Figure 1: differential requirement of glycolysis and oxidative metabolism for axon growth and branching

(A) Main pathways of glucose metabolism. Galactose was used to negate the metabolic effect of glycolysis. Pyruvate was used to support
mitochondrial metabolism in a glucose-free medium. Low doses of rotenone were used to lower mitochondrial Complex | activity.

(B) Representative images of mVenus expressing cortical neurons (5DIV) cultured in Neurobasal medium containing the indicated doses of
glucose. Red stars point to collateral branches of the axon.

(C-H) Quantification of axon length and collateral branches of 5DIV neurons in the indicated conditions: (C-D) medium containing increasing
concentrations of glucose. (E-F) 256mM glucose-containing medium with increasing doses of rotenone. (G-H) medium containing either
glucose (25mM), or galactose (24mM) + glucose (1mM), or pyruvate (10mM) without glucose.

Box-plot: 75" percentile, median and 25" percentile. Statistical tests: Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-test (each condition compared to
untreated 25mM condition). (C-D) Nomw=48, Nomm+pyn=75, Nzsmm=244, Nemm=191, N2smmy=238. (E-F) Nony=120, N10n=102, N(20nm=82,
Nonmy=44. (G-H) N =246, N =248, Nepy, =130

)

We first tested how axon morphogenesis rely on extent axonal elongation and collateral branching rely

glucose metabolism (Fig. 1A). Cortical and on glucose as a source of carbon, we cultured cortical

hippocampal neuronal cultures are classically grown neurons in neurobasal medium with no glucose, or

in a glucose-rich medium. To determine to what with low (2.5mM), medium (5mM) and high (25mM)
3/20
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concentrations of glucose. We observed a marked
dose-response  effect of medium  glucose
concentration on axon development (Fig. 1B).
Quantifications revealed that axonal length increases
as a function of glucose concentration (Fig. 1C). In
contrast, the number of collateral branches was
dependent upon the presence, but not quantity of
glucose (Fig. 1D). Interestingly a low dose of
pyruvate (1mM) was also sufficient to support axonal
branching, suggesting that collateral branch
formation or stabilization is largely dependent upon
mitochondrial metabolism.

To test this hypothesis further, we next used
strategies to decouple the two main pathways of
glucose catabolism, i.e. glycolysis and mitochondrial
respiration (Fig. 1A). We used low doses of rotenone,
an inhibitor of OXPHOS complex |, to downregulate
mitochondrial oxidative phosphorylation capacity
without affecting glycolysis. This led to a decrease of
both axon length and collateral branching (Fig. 1E-F
and Fig. S1A). Conversely, we bypassed glycolysis
either by replacing glucose by galactose (a 6-carbon
sugar catabolized by the glycolytic machinery but
negating the net ATP production of glycolysis), or by
adding pyruvate to a no-glucose medium. In both
case, axon branching was largely equivalent to
control conditions (25mM glucose) despite a strong
adverse effect on axon length (Fig. 1G-H and Fig.
S1B-C). Interestingly glucose concentration also
affected the number of dendritic branches formed by
neurons. Dendrite growth and branching was
reduced, albeit slightly, in conditions where glycolysis
was bypassed, whereas reduction of dendritic growth
and branching was significantly more pronounced
upon mitochondria inhibition by rotenone (Fig. S1D-
F). Taken together, our results show distinct
metabolic requirement for axon elongation and
collateral branching and suggest that mitochondrial
oxidative phosphorylation is necessary and sufficient
for axon branch formation and/or consolidation.

Mitochondria cluster at axonal branchpoint of
cortical pyramidal neurons

The importance of oxidative metabolism for axonal
branching prompted us to define the position of
axonal mitochondria relative to collateral branches in
cortical pyramidal neurons (PNs). Indeed previous
studies by us and others linked branching with the
trafficking and distribution of axonal mitochondria (J.
Courchet et al., 2013; Sainath et al., 2017; Spillane et
al., 2013). We performed Ex Vivo Cortical
Electroporations (EVCE) of plasmids encoding the
fluorescent protein BFP together with mitochondria-
targeted DsRed and the synaptic vesicle marker
vGIut1-GFP as a marker of immature presynaptic
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boutons in cortical layer 2/3 PNs mitochondria. (Fig.
2A-B). After 5 days of culture in vitro (DIV), cortical
PNs were fixed and imaged to analyze the distribution
of mitochondria along the axon. Mitochondria were
not distributed evenly along the axon, but rather we
could observe zones of high mitochondrial density
and zones of low mitochondrial density (Fig. 2A-C).
The observed distance from a given mitochondrion to
its nearest neighbor was significantly lower than the
expected distance if mitochondria were evenly
distributed along the axon (Fig. 2D), indicating that
mitochondria form clusters along developing axons of
cortical PNs. We observed that branchpoints are
significantly closer to a mitochondrion than a random
position in the axon (Fig. 2E) and that mitochondria
density was higher at branch origin than in any
random location along the axon shaft (Fig. 2F).
Accordingly, branches were found in regions of high
mitochondria density more frequently than in regions
of low mitochondria density (Fig. 2G).

We previously identified that presynaptic capture of
mitochondria is required for axonal branching in vitro
and in vivo (J. Courchet et al., 2013). However, since
vGlut1-positive puncta outhumber mitochondria
along the axon, it is unclear if all presynaptic boutons
are equally important for axonal branching. We thus
performed extensive correlation of mitochondria
position and presynaptic boutons along the axon (Fig.
2C). As it is the case for mitochondria, the distance
between vGlut1-positive puncta was lower than
expected if puncta were evenly distributed, indicating
that presynaptic boutons form clusters along the axon
(Fig. 2H). These clusters were significantly closer and
denser at branchpoints compared to along the axon
(Fig. 2I-J). Virtually all branches had a vGlut1-
positive cluster at their origin, and more than half of
them also had resident mitochondria (Fig. 2K).
Accordingly, presynaptic boutons located to
branchpoint are more likely to be associated to
mitochondria compared to boutons located along the
axon (Fig. 2L). Finally, we tested if the distribution of
synaptic puncta and mitochondria is conserved in an
in vivo setting by performing In Utero Cortical
Electroporation (IUCE) targeting callosal-projecting
superficial (layer 2/3) PNs. The axon formed by these
neurons projects toward the white matter (WM) and
form collateral branches on layer 5 specifically (Fig.
S2A-B). As expected, these axons form more
synaptic puncta on layer 5 compared to the adjacent
layers IV and VI. In comparison mitochondria density
showed a progressive reduction with distance from
the soma, but no specific enrichment in the branch-
rich layer 5 (Fig. S2C-D). However, as we observed
in vitro, the large majority of axonal branches had a
vGlut1-positive cluster at their origin, and branch-
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associated vGlut1 puncta were more likely to harbor Mitochondria are recruited after, and not prior to
a mitochondrion than vGlut1 puncta along the axon branch formation

(Fig. S2E-F). Taken together, our results strongly Since our results presented so far relied primarily on
suggest that mitochondria are not randomly recruited static imaging, we next sought to determine the
to nascent presynaptic boutons but rather spatio-temporal dynamics of presynaptic bouton and
preferentially associate to vGlut1 puncta located at mitochondria recruitment relative to branch formation.
branch origin. To do so we used EVCE and performed time-lapse
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Figure 2: presynaptic sites and mitochondria clustering at axonal branchpoints

(A-B) Representative images of a 5DIV cortical neuron following expression of the mitochondrial marker mito-DsRed (A) or the presynaptic
marker vGlut1-GFP (B). BFP was used to visualize neuronal morphology. Magnification of a segment of axon (C) shows vGlut1-GFP and
mito-DsRed localization respective to branch origin (white dotted line).

(D-1) Quantification of mitochondria (D-F) and presynaptic puncta (G-1) distribution in the axon. The following quantifications were performed:
(D;G) observed minimal distance between objects compared to expected distance if objects were evenly distributed. (E;H) Observed
minimal distance from branchpoint compared to average distance from a random point along the axon. (F;l) Object density at branchpoint
compared to average density along the axon. Box-plot: 75" percentile, median and 25" percentile. Individual dots represent average (per
axon). Statistical tests: Wilcoxon matched-pairs ranked test. Nmio)=46, Nyait=48 out of 3 independent neuronal cultures.

(J) Representation of mitochondria density along the axon (normalized to axonal length from origin (0%) to extremity (100%). Position of
collateral branches (green arrowhead) correlates with regions of high mitochondrial density.

(K) Quantification of branchpoint occupancy by either vGlut1+ puncta, mitochondria, or vGlut1+ puncta and mitochondria. Each point
represents the value (%) for a given axon. Bars: average + SEM. N=22 axons out of 2 independent experiments.

(L) Proportion of vGlut1 puncta devoid (grey) or associated to (red) mitochondria along the axon, and at branchpoints. N=22 axons out of 2
independent experiments. Bars: median + 95% CI
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imaging of nascent presynaptic boutons (defined as PNs (Fig. S3A-B). To alleviate phototoxicity while
vGlut1 positive puncta) and mitochondria (marked preserving spatio-temporal dynamics, we performed
with mito-DsRed) over 24 hours periods in 5-7DIV pulses of high-frequency imaging (5 minutes at 12
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Figure 3: dynamics of mitochondria recruitment at branch origin and inside branches

(A) Time-lapse imaging of a spontaneous branch formation from the axon of a cortical PN at 5DIV following EVCE of mVenus (green) and
mito-DsRed (magenta) coding plasmids. Branch apparition defined by length >5um and a growth-cone like structure was considered
T=0min. (B) Dynamics of mitochondria recruitment at branch origin (blue) or at branch origin and inside branch (orange) over time. Data:
average + SEM, N=12 axons. (C) Kymographs of axonal mitochondria centered around branch position (green arrowhead) from axon in
(A).

(D) Mitochondria dwell time at branch origin (+ 5um) compared to dwell time along the axon. Time was represented on a logarithmic scale.
Each point represents a mitochondrion. N(aiong axon)=143, N¢ranch origin=75 out of 14 axons. Bars: median + 95% CI. Statistical test: Mann-
Whitney.

(E) Comparison of mitochondria occupancy in a branch during periods of growth (white) or retraction (red). Box-plot: 75" percentile, median
and 25" percentile. Individual dots represent average over period (per branch), N=15 branches. Statistical test: Wilcoxon matched-pairs
ranked test.

(F-G) Correlation of mitochondria entry into a branch with lifetime (F) and length (G). Bars: median + 95% CI. Each dot represents a
spontaneous branch formation event. Nnoy=24; N(vesy=21. Statistical test: Mann-Whitney
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frames per minute) followed by periods with low
frequency imaging (20 minutes at 0.1 frames per
minute). We detected 45 events of spontaneous
branch formation over 24 neurons and quantified
presynaptic boutons and mitochondria localization at
branchpoints and within branches, as well as axonal
branch length and lifetime.

Studies in the Xenopus and Zebrafish demonstrated
that axonal collateral branches from RGC nheurons
originate from presynaptic sites (Javaherian and
Cline, 2005; Meyer and Smith, 2006; Ruthazer et al.,
2006). We confirmed some of these findings in mouse
cortical PNs (Fig. S3C). time-lapse longitudinal
imaging revealed that presynaptic boutons form
along the axon before the formation of collateral
branches. Furthermore, these presynaptic boutons
remained stable at branch origin and additional
vGlut1 clusters formed inside the branch as it
consolidates.

In mouse sensory axons, mitochondria recruitment at
sites of local protein synthesis promote filopodia and
branch formation (Spillane et al., 2013). However, in
cortical PNs, we observed that mitochondria were
recruited to branchpoints after, and not prior to,
branch formation (Fig. 3A and Fig. S3D).
Immediately following the turning of filopodia to new
axonal branches (as defined by the formation of a
growth-cone like structure, T=0min), mitochondria
started clustering at branch origin. On average the
number of mitochondria increased by 42% at
branchpoints within 30 minutes of branch formation
(Fig. 3B). In parallel we assessed local changes in
mitochondria motility around axonal branch points
(Fig. 3C). Following branch formation, we observed
clustering of immobile mitochondria within 5pm of
branch origin (green box in Fig. 3C). In contrast,
mitochondria passing in the corresponding region of
the axon before branch formation only displayed
short dwelling periods. Individual mitochondria dwell
time at branch origin was significantly longer than at
other positions along the axon (Fig. 3D).
Furthermore, we observed that mitochondria entered
newly formed collateral branches shortly after
clustering at branch origin (Fig. 3A, T=50min and Fig.
S3D). Within 2 hours of branch formation, there was
a marked increase of mitochondria entering branches
(Fig. 3B). The number of mitochondria inside
branches was correlated with periods of extension
and decreased when branches were retracting (Fig.
3E). Accordingly, mitochondria entering branches
were correlated with increased length and lifetime
(Fig. 3F-G). On the contrary branches that failed to
recruit mitochondria rapidly retracted (Fig. S3E).
Overall, our results demonstrate that contrary to
sensory axons, branch formation precedes

7120

mitochondria clustering but also revealed that
mitochondria are involved in axonal branch
stabilization in mouse cortical PNs.

Mitochondria are required for branch stabilization
We next tested how the local pool of mitochondria is
required for branch stabilization by performing
Chromophore-Assisted Light Inactivation (CALI) of
mitochondria (Bulina et al., 2006a; 2006b). As a proof
of principle, we co-expressed the genetically-
encoded photosensitizer Killer-Red (mito-KR) (Bulina
et al., 2006b; 2006a) targeted to the mitochondrial
matrix together with the biosensor mito-roGFP2
(Gutscher et al., 2008) to measure ROS production in
mitochondria following photosensitization in Hela
cells. Following a single 30sec laser pulse, mito-KR
induced a strong production of ROS in mitochondria
restricted to the laser-targeted Region Of Interest
(ROI) (Fig. S4A-D). Furthermore, CALI led to a rapid
fragmentation of mitochondria in the ROI (Fig. S4E-
G). We observed no change in roGFP2 signal in the
cytosol even 30 minutes following CALI, suggesting
minimal ROS leakage from damaged mitochondria
(Fig. S4H). CALI on control fluorescent protein mt-
DsRed did not induce significant morphological

changes in mitochondria or accumulation of ROS (Fig.

S$4D-G).

We subsequently expressed mito-KR in cortical PNs
by EVCE and targeted axonal mitochondria for
photosensitization. As observed in HelLa cells, a
30sec laser pulse induced a rapid accumulation of
ROS in mitochondria, restricted to the ROI (Fig. 4A-
B). We then assessed the local metabolic
consequences of axonal CALI by expressing
PercevalHR, a genetically-encoded biosensor for the
ATP:ADP ratio. Following laser illumination of mito-
KR, we measured an immediate drop in PercevalHR
signal, indicating a local decrease of the ATP.ADP
ratio (Fig. 4C). The reduction in PercevalHR signal
was persistent over 60 minutes and largely restricted
to the ROI (Fig. 4D-E). In contrast PercevalHR signal
was not affected by laser illumination upon
expression of control mt-DsRed (Fig. 4F).

Finally, we expressed mito-KR together with the
green fluorescent protein mVenus by IUCE and
observed axon morphogenesis over 12 hours time-
lapse movies (Fig. 4G). Localized photoinactivation
of mitochondria significantly altered branch dynamics
in the ROIl, by promoting branch retraction and
decreasing branch growth, whereas this effect was
not observed on the same axon outside of the ROI,
indicating that overall axonal viability is not affected.
In contrast, laser illumination had little effect on
branch dynamics upon expression of mt-DsRed (Fig.
4H-K). Taken together, our results demonstrate that
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Figure 4: mitochondria CALI disrupts branch stabilization

(A) Typical neuron at 5DIV expressing mt-KR. At T=0min, CALI was performed by a 30sec laser pulse in the Region of Interest (ROI, white
box). ROS was measured by mito-roGFP2 fluorescence (red = oxidized, blue = reduced). (B) Mitochondria ROS accumulation was
measured outside and inside of the ROI before and immediately after CALI. Each point represents roGFP2 signal (Ex405:Ex488 ratio, see
methods) for a given mitochondrion. Bars: average + 95% Cl. Analysis: Unpaired t-test. N3 oun=26, N(r=0,0ury=25, N(1-3,m=27,, N(r=0, =34
mitochondria out of 7 independent experiments.

(C) Measurement of the ATP:ADP ratio with PercevalHR in the axon of cortical PNs expressing mt-KR. CALI was performed in the indicated
ROI (white box). (D) PercevalHR signal (Ex488:Ex405 ratio, see methods) was measured along the axon in (C) at the indicated time-points.
(E-F) Average PercevalHR signal in the ROl of neurons expressing mt-KR or the control mt-DsRed. Bars: average + SEM. Analysis:
Repeated measures ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. N=5 axons out of 5 independent experiments.

(G) Time-lapse imaging of axon growth over 12 hours following CALI (magenta box). mVenus fluorescence was used to assess axonal
morphology. (H-1) Examples of axon (schematic reconstruction) expressing mt-KR or the control mt-DsRed. Growing/new branches (green)
and retracting branches (magenta) were observed over 12 hours and quantified in and out of the ROI (J-K). Bars: average + SEM. Analysis:
2way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparison test. Growth or retraction in ROl was compared to out ROI. Niilerred=27 axons, Npsred=17
axons out of 4 independent experiments.

mitochondria are required locally to promote branch
stabilization.

branching (Fig. 1) and that mitochondria are required
locally for axonal branch stabilization (Fig. 3) raises
the question of their local function. We previously

NUAK1 kinase controls axonal mitochondrial
metabolism

The observation that mitochondrial metabolism is
necessary and sufficient to promote collateral

8/20

reported that the Serine/Threonine kinase NUAK1
controls terminal axon branching through the control
of mitochondria capture at presynaptic sites in
developing PNs (J. Courchet et al, 2013).
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Figure 5: mitochondrial metabolism is altered in NUAK1-deficient neurons

(A-B) Measurement of glucose metabolism in 5DIV cortical neurons cultures from the indicated genotypes. ExtraCellular Acidification Rate
(ECAR) and Oxygen Consumption Rate (OCR) were measured respectively to assess glycolysis and oxidative metabolism. Data: average
+ SEM. Nwr=9, NHer=27, Nko=9.

(C) Measurement of mitochondrial content in cortical neurons cultures of the indicated genotypes. Mitochondrial and genomic DNA was
measured by quantitative PCR. Each point represents a distinct culture. Bars: average + 95% CI. Analysis: Kruskal-Wallis test with Dunn’s
post-test. Nwn=12, Ner=32, Nxo)=11.

(D-E) Measurement of the ATP:ADP ratio in 5DIV NUAK1™F neurons transfected with a control (D) or a CRE coding plasmid (E). Excerpt:
mCherry fluorescence was used to determine neuronal morphophogy. PercevalHR signal is displayed as a fluorescence ratio between 488
and 405 illumination using a Fire LUT (White: high ratio. Blue: low ratio)

(F-G) Measurement of the ATP:ADP ratio in NUAK1FF neurons expressing a control (WT) or CRE-expressing plasmid (KO). Each point
represents average values for a given neuron. Bars: average + 95% Cl. Nwr)=18, Nko)=18 out of 3 independent experiments.

(H-1) Measurement of the mitochondrial membrane potential (AWm) or redox potential (GRX1-roGFP2) in the axon of NUAK1™F neurons
expressing a control (WT) or CRE-expressing plasmid (KO). Each point represents average values for a given neuron. Bars: average +
95% Cl. Analysis: Unpaired t-test with Welch’s correction. (H) Nwr)=24, Nko)=27 out of 5 independent experiments. (I) Nwn)=18, Nko)=20
out of 4 independent experiments.

(J) Typical Western-blot showing the expression of OXPHOS proteins in mitochondria from cortical neuronal cultures of the indicated
genotypes.

(K-L) SDH and CS enzymatic activity relative to protein quantity (normalized to WT). Box-plot: 75th percentile, median and 25th percentile.
Analysis: One-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. Nwn)=13, Nen=8, No)=10 independent samples.

Interestingly NUAK1, a kinase related to the master
metabolic regulator AMPK (Lizcano et al., 2004) is
also involved in mitochondrial metabolism in c-Myc

dependent cancer models (Liu et al., 2012). We
therefore  sought whether NUAK1 controls
mitochondrial function as well in cortical PNs. Using
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a Seahorse analyzer, we measured the glycolytic and
respiratory capacity of 7 DIV neuronal cultures from
NUAK1** (WT), NUAK1* (HET) or NUAK1" neurons
(KO). There was a dose-response decrease in both
the basal and maximal respiratory rate upon deletion
of NUAK1, whereas glycolysis was largely unaffected
(Fig. 5A-B). Importantly there was no difference in
mitochondrial DNA content in NUAK1 KO neuronal
cultures compared to WT conditions, thus ruling out
that the decreased respiratory rate is a secondary
consequence of impaired mitochondria biogenesis
(Fig. 5C). To confirm these results, we assessed the
overall metabolic consequence of NUAK1 knockout
by measuring the ATP:ADP ratio with the biosensor
PercevalHR. In 5DIV neuronal cultures following
EVCE of plasmids encoding CRE together with
PercevalHR, we observed a marked decrease of the
ATP:ADP ratio in NUAK1 KO neurons (Fig. 5D-E).
After quantification, the average PercevalHR signal
was decreased by 21,9% in NUAK1 KO neurons
compared to control cortical PNs (Fig. 5F).
Interestingly, the decrease in PercevalHR signal was
even more pronounced in the axon of NUAK1 KO
neurons (-23.4%) (Fig. 5G).

The decreased respiratory rate suggested that
NUAK1 is required not only for mitochondria
trafficking, but also for proper mitochondria function
in axons. To test this hypothesis, we turned to
microscopy-based strategies to directly investigate
mitochondrial function. Cortical neuron cultures were
performed from floxed NUAK1 embryos (NUAK1FF;
(V. Courchet et al., 2018)) in order to achieve sparse,
single-cell NUAK1 inactivation. CRE recombinase
encoding plasmids were electroporated together with
plasmids encoding the fluorescent protein mVenus
and the mitochondrial marker mito-BFP. At 5DIV,
cultures were exposed to Tetra-Methyl-Rhodamine
Ethyl-ester (TMRE) to measure mitochondrial inner
membrane potential (¥m). We observed a marked
decrease of P'm in the axon of NUAK1 KO neurons,
compared to control cortical PNs electroporated with
a non-CRE expressing plasmid (Fig. 5H and Fig.
S5A). In parallel, we measured axonal mitochondrial
redox potential using a mitochondria-targeted
roGFP2. We observed a shift of roGFP2 signal
toward a more oxidized state in NUAK1 KO neurons,
suggesting an increased ROS production by axonal
mitochondria (Fig. 51 and Fig. S5B).

To check whether the low Yn and oxidized
mitochondria state is a secondary consequence of
the increased trafficking of NUAK1 KO neurons, we
measured TMRE and roGFP2 fluorescence in wild-
type neuronal cultures and sorted out motile versus
stationary mitochondria (Fig. S5C-F), however there
was no difference in either measured parameter.

Altogether, our results strongly argue that
mitochondria function is decoupled from mitochondria
trafficking in the axon and therefore suggest that
NUAK1 regulates not only presynaptic mitochondria
capture but also mitochondrial metabolic function.
Finally, we turned to biochemical assays to determine
if mitochondria are defective per se or if mitochondria
impairment is context-dependent. Specifically we
sought to confirm that the alterations in mitochondrial
metabolism resulting from NUAK1 loss are conserved
in an in vivo setting. We measured the activity of two
key mitochondrial enzymes, Citrate Synthase (CS), a
key enzyme of the Citric Acid Cycle, and of Succinate
Dehydrogenase (SDH), forming the complex Il of the
mitochondrial respiratory chain. We observed a
marked, dose-dependent reduction of CS from
mitochondria extracted of the cortex of NUAK1 KO
mice (Fig. 5K). We measured a similar, although not
statistically significant, reduction in SDH activity from
NUAK1 KO cortices (Fig. 5L). As a control, we
checked the expression of OXPHOS
supercomplexes and CS by Western-blot but
observed no change with NUAK1 expression (Fig.
5J).

Taken together, our results indicate that NUAK1
controls not only mitochondria positioning but also
mitochondria function along the axon and suggest
that a metabolic imbalance may account for the axon
branching phenotype of NUAK1 KO neurons.

Upregulation of mitochondria function rescues
collateral branching

In order to determine if there is a direct, causal, link
between the downregulation of mitochondrial
metabolic activity and the reduction in collateral
branching in NUAK1 KO axons, we devised
strategies to upregulate mitochondria function. Our
prediction was that, improving mitochondrial fithess
should rescue collateral branching in NUAK1
deficient neurons. Based on published studies, we
treated cortical PNs with the cell-permeant
mitochondria modulator L-Carnitine (Dickey and
Strack, 2011; Sainath et al., 2017), a cell-permeant,
lysine-derived quaternary amine that acts by
promoting the metabolism of long-chain fatty acids by
the mitochondria. It has been shown to be
neuroprotective in a wide variety of metabolic
stresses (Tefera and Borges, 2016; Zanelli et al.,
2005) and has clinical interest in the treatment of
depression and anxiety (Chiechio et al., 2017; Filiou
and Sandi, 2019).

We achieved single-cell knockout of NUAK1 through
EVCE of CRE-coding plasmid in NUAK1F cortical

10/20



bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2020.05.18.102582. this version posted May 20, 2020. The copyright holder for this preprint
(which was not certified by peer review) is the author/funder. It is made available under a CC-BY-NC-ND 4.0 International license.

W

D MM potential wm) E

A | 5DIV neurons / pCAG-mVenus
NUAKITF ; pCAG (WT) NUAK1" ; pCAG-CRE (KO)
A1 X ¥ oA
x ( Y +/ ~*
[3} \ ! *
(<] * \xe :
ol IR
.
100 pm W
= e
NUAKI1™F ; pCAG (WT) NUAK1™ ; pCAG-CRE (KO)
~ T ¥ LAY
c * et « 2l *x
£ i, B T, B
* % * o * * ¥ *
Sl L = U B
© L™ s e
o 1:;
A A"y

Axon length C # branches/ 250pm
300 3 400
£ ns
3 250 8
2 oo o o 300
S 200 S
Y (]
o ©
® 150 £ 200
~ ©
£ 100 £
g’ g 100
~ 50 E
I+
1]
L-carnitin = - + + L-carnitin = - + +
WT KO WT Ko WT KO WT KO

Redox potential

250 (axon) 400 (axon)
g 200 E
*
€ 150 ey
© c
s S
2 100 a
o
g ¥
S 50 [}
= e
0 0
L-carnitin = - + + L-carnitin = - + +
WT KO WT KO WT KO WT KO

Figure 6: upregulation of mitochondrial function rescues axon branching in NUAK1-deficient neurons

(A) Representative images of mVenus expressing cortical neurons of NUAK1F/F background and electroporated with a control or CRE-coding
plasmid. At DIV2 neurons were treated with L-Carnitine (1mM). Red stars indicate collateral branches.

(B-C) Quantification of axon length and collateral branches of 5DIV neurons in the indicated conditions. Box-plot: 75" percentile, median and
25" percentile. Statistical tests: Kruskal-Walllis test with Dunn’s post-test (each condition compared to untreated WT condition). Nwn=399,
Nk0)=232, Nwr+L-camy=387, N(ko+L-cam=256 out of 5 independent experiments.

(D-E) Effect of L-Carnitine on the mitochondrial membrane potential (A%Wm) and redox potential of WT and KO neurons. Untreated samples
from experiment in Figure 5D-E. Each point represents average values for a given neuron. Bars: average + 95% CI. Analysis: Unpaired t-test
with Welch’s correction. (D) Nwr+-cam=29, Nko+cam=31 out of 5 independent experiments. (E) Nwr+L.cam=28, No+L-cam=22 out of 4

independent experiments.

PNs and quantified axon morphology at 5DIV. As
previously reported (J. Courchet et al., 2013) NUAK1-
null neurons had shorter axons (Fig. 6A) with a
reduced number of collateral branches (red stars in
Fig. 6A). Upon L-Carnitine addition to the culture
medium, we observed no effects on axon length in
control or NUAK1-null cortical PNs (Fig. 6B). In
contrast, L-Carnitine addition to NUAK1-deficient
neurons (but not control) increased collateral branch
formation compared to untreated control or NUAK1-
deficient neurons. When normalized to axonal length,
L-Carnitine induced a complete rescue of collateral
branches, without affecting axon elongation (Fig. 6B-
C). Importantly, L-Carnitine treatment had no effect
on wild-type neurons. As an alternative means to
upregulate mitochondrial function, we treated
neuronal cultures with the mitochondria-targeted
electron carrier Vitamin K2/menaquinone (VK2) (Vos
et al., 2012). Similar to the effect of L-Carnitine, we
observed a normalization of axonal branching in
NUAK1-deficient neurons without affecting axonal
length in VK2 treated neurons (Fig. S6A-B).

We next sought to confirm that L-Carnitine treatment
upregulated mitochondrial function in NUAK1-null
neurons. We turned to microscopy-based assays

using TMRE to measure P in 5DIV neuronal cultures.

L-Carnitine treatment normalized ¥m in NUAK1 KO

neurons (Fig. 6D), indicating an upregulation of
mitochondrial fitness. Interestingly, L-Carnitine had
no effect on mitochondrial redox potential and failed
to rescue the increased mito-roGFP2 signal in
NUAK1-null neurons (Fig. 6E), thus ruling out that L-
Carnitine rescues axonal branching through ROS
scavenging. Accordingly, application of the ROS
scavenger N-AcetylCystein (N-AC) had no effect on
axon branching despite the normalization of oxidative
stress in treated neurons (Fig. S6C-E).

L-Carnitine rescues terminal axon branching in
NUAK1 KO in vivo

Finally, we performed experiments to determine if
metabolic upregulation can rescue terminal axon
branching in NUAK1 KO mice in vivo. Our choice
turmed toward L-Carnitine because it presented
several advantages: first it is virtually not toxic and
especially it is used in humans for treatment in
newborn babies to treat metabolic disorders and
camitine deficiency. Second, it is suitable for oral
administration, and has been approved for use in
veterinary medicine. We performed a conditional
inactivation of NUAK1 in the dorsal telencephalon by
breeding with the Nex®RE mouse line (Goebbels et al.,
2006) to induce cortex-specific post-mitotic deletion
in all cortical PNs. We previously demonstrated that
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Figure 7: L-Carnitine treatment rescues terminal axon branching in vivo

(A-D) Representative images of contralateral terminal axon branching in NexCRE ; NUAK1 mice following IUCE with a plasmid coding the red
fluorescent protein mScarlet-I. When indicated (C-D) animals were treated with L-Carnitine in drinking water. The observed decrease in terminal
axon branching in KO animals (B) was rescued upon L-Carnitine treatment (D).

(E-F) Quantification of normalized mScarlet-i fluorescence along a radial axis in the contralateral cortex. Data: Average = SEM. Statistical tests:
Two-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparison. Nwr=8, Nko=6, Nwr+L-car=10, Nko+L-car=6

this conditional genomic deletion leads to a significant
decrease in terminal axon branching of
contralaterally-projecting layer 2/3 axons (V.
Courchet et al., 2018). Upon detection of gestation (at
E13.5), time pregnant mice were treated with L-
Carnitine in the drinking water, while the control group
received only regular water. At E15.5, we performed
In Utero Cortical Electroporation (IUCE) of plasmid
coding the red fluorescent protein mScarlet-l as a
neuronal cell filler (Bindels et al., 2017). Drug
treatment was continued after birth and during
lactation, and pups were sacrificed at weaning (P21)
when cortical layer 2/3 PNs axons display adult-like
branching patterns (Fig. 7).

As expected, we could observe a decrease in
terminal  axon branching in KO  mice
(NexCRE":NUAK1™F)  compared to  controls
(Nex**;NUAK1"F) (Fig. 7A-B). On the contrary,
terminal axon branching was undistinguishable

between WT and KO mice upon L-Carnitine treatment
(Fig. 7C-D). Quantification confirmed that L-Carnitine
treatment during pregnancy and lactation is sufficient
to rescue axon branching, especially in contralateral
layer 2/3 (Fig. 7E-F). Taken together, our results
suggest that metabolic upregulation of mitochondrial
function can rescue defective axon branching in
NUAK?1 deficient mice in vivo.

DISCUSSION

In the present study, we extended our previous
observations that mitochondria distribution in the
axon is necessary and sufficient for terminal
branching, by providing new evidence that
mitochondria positioning at axonal branch points and
mitochondria function locally supports branch
stabilization. We characterized that mitochondria
capture at presynaptic boutons occurs preferentially
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at boutons associated with axonal branch points.
Finally, we observed that the AMPK-related kinase
NUAK1 controls not only axonal mitochondria
distribution but also mitochondrial function and that
upregulation of mitochondrial metabolism is sufficient
to rescue the axonal branching defects characterizing
NUAK1-deficient axons in vitro and in vivo. Together
our results suggest a two-hit model by which it is
equally important to ensure that mitochondria reach
their proper destination, but also that they are active
locally, to stabilize nascent axonal branches.

One striking observation from our study is the fact that
axon elongation and collateral branching are
operatively decorrelated in terms of metabolic
requirement. First, we observed a dose-response
effect of D-glucose concentration on axon length,
whereas collaterals formation could be supported in
an all-or-nothing fashion by directly fueling
mitochondrial metabolism (Fig 1). Furthermore L-
Carnitine and VK2 can rescue axon branching in a
NUAK1 null  background, without affecting
significantly axon length (Fig 6). We previously
reported that an autism-linked truncated NUAK1
impairs axon branching without affecting axon
elongation (V. Courchet et al., 2018), although
mitochondrial function has not been explored for this
mutant. Taken together these observations suggest
that, in cortical axons, mitochondrial function is
necessary and sufficient for collateral branching.
Further studies are warranted to determine if axon
elongation involves distinct metabolic pathways, and
if so whether these are also dependent upon NUAK1
function.

Several lines of evidence support the idea that
immature  neurons  differ  significantly  from
synaptically active neurons in terms of their metabolic
organization. Axonal transport of mitochondria plays
a critical role in supporting axon morphogenesis
(Devine and Kittler, 2018; Misgeld and T. L. Schwarz,
2017), yet mitochondria motility decreases gradually
as neurons mature (Lewis et al., 2016; Moutaux et al.,
2018; Obashi and Okabe, 2013). Specifically,
mitochondria are recruited at immature presynaptic
boutons (J. Courchet et al., 2013) where they remain
captured by an actin-dependent mechanism (Guthick
et al., 2019). Here, we further demonstrate that
mitochondria are recruited after, and not prior to,
branch formation. Furthermore, mitochondria are not
recruited to any given presynaptic boutons, but are
preferentially recruited to branch-associated boutons.
This differs from observations in sensory and retinal
neurons where mitochondria recruitment to hot-spots
of local translation induce filopodia and branch
formation (Spillane et al., 2013; Wong et al., 2017). It
is possible that this discrepancy stems from distinct

modalities of collateral branch formation. Indeed
cortical PN branches emerge from regions where the
growth cone paused during axon elongation (Kalil
and Dent, 2014; Szebenyi et al., 1998), whereas
NGF-induced branch can form anyplace along the
axon (Gallo and Letourneau, 1998). Interestingly
although NUAK1 expression is largely enriched in the
developing cortex and hippocampus (Hirano et al.,
2006), studies suggest other AMPK-RKs can
functionally operate in regulating axon branching in
sensory neurons (Lilley et al., 2013), potentially
explaining mechanistic differences in the modalities
of branch formation in different neuron types. Of note
our study does not rule out a possible role of NUAK1
and mitochondria recruitment in supporting local
protein synthesis in cortical neurons.

Our results reveal that mitochondrial function is
needed to support axonal branching in connection
with presynaptic boutons. Mature synapses have
high metabolic heed. Recent studies identified that
synaptic ATP comes mostly from glucose uptake and
metabolism locally (Ashrafi et al., 2017) and involves
the two main components of glucose, ie. glycolysis
(Jang et al., 2016; Rangaraju et al., 2014) and
mitochondrial oxidative phosphorylations (Ashrafi et
al., 2020; Pathak et al., 2015). However, it is unlikely
that ATP by itself is sufficient to support branch
formation and stabilization. Indeed the metabolic
functions of mitochondria are not restricted to ATP
production but contribute to most metabolic pathways
in the cell including the metabolism of lipids, amino
acids, nucleic acids or neurotransmitters (Martinez-
Reyes and Chandel, 2020). Furthermore, axon
outgrowth and branching is dependent on local
calcium dynamics (Hutchins and Kalil, 2008) and
calcium buffering by mitochondria is important for
cortical PN axons branching (Lewis et al., 2018).
Mitochondrial ATP production and calcium dynamics
are intertwined (Ashrafi et al., 2020; Llorente-Folch et
al., 2013). Further studies are warranted to carefully
dissect the metabolome of mitochondria captured at
axonal branchpoints in developing axons.

Although our evidence clearly indicate that
mitochondrial function is impaired in NUAK1 deficient
neurons, the molecular link between NUAK1 and
mitochondria is so far unknown. In c-Myc dependent
cancer cells, a knockdown of NUAK1 downregulates
the expression of several essential mitochondrial
proteins including multiple components of the
Electron Transport Chain (ETC) (Liu et al., 2012).
This broad effect on mitochondrial proteome
suggests that the kinase NUAK1 might have an
indirect effect on mitochondrial composition.
Interestingly NUAK1 has recently been linked to RNA
biogenesis (Cossa et al., 2020). Furthermore NUAK1
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is an AMPK-related kinase (Lizcano et al., 2004), and
AMPK activity is decreased upon NUAK1 knockdown
in cancer cells (Liu et al., 2012). Interestingly AMPK
acts on mitochondria biogenesis through the
transcription factor PGC1a, and on mitochondria
dynamics through the Mitochondrial Fission Factor
MFF, which are both involved in axon morphogenesis
(Lewis et al., 2018; Vaarmann et al., 2016). The
potential role of a NUAK1/AMPK crosstalk on axonal
mitochondria function and axonal branching remains
to be studied. Finally, NUAK1 has a well-
characterized action on actomyosin organization
through the phosphorylation of the myosin
phosphatase regulator MYPT1 (Zagbrska et al,
2010). Interestingly a recent study uncovered that
actomyosin contractility promotes axonal transport,
and specifically that actomyosin affects the speed of
mitochondrial transport in the axon (T. Wang et al.,
2020). Furthermore in sensory neurons actomyosin
contraction at branchpoint antagonizes the formation
of microtubule bundles in NGF-induced branch
formation (Ketschek et al., 2015). To which extent a
NUAK1/MYPT1 complex controls mitochondria
positioning and axon morphogenesis through the
regulation of actomyosin should be explored.
Mitochondrial defects can cause an increased ROS
production, which has been linked to defects in
cortical circuits formation (Fernandez et al., 2019).
The use of ROS scavenger can alleviate some of the
anatomical and behavioral phenotypes in a mouse
model of schizophrenia (Cabungcal et al., 2014).
However, we did not observe any benefit of N-AC
treatment in NUAK1-deficient neurons. On the
contrary L-Carnitine rescued axonal branching in vitro
and in vivo. L-Carnitine has demonstrated some
beneficial effects on axonal development and
branching in sensory neurons (Sainath et al., 2017).
Furthermore L-Carnitine has anti-depressant effect
mediated by an upregulation of metabolic activity
(Cherix et al., 2020; Filiou and Sandi, 2019). Our work
provides further evidence that L-Carnitine might be of
therapeutic interest in correcting mitochondrial
disfunction and metabolic imbalance during
neurodevelopment.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Mice breeding and handling was performed by
following National Institutes of Health guidelines and
the French and European legislation. Experimental
protocols were approved by the CECCAPP Ethics
committee (C2EA15) of the University of Lyon. Time-
pregnant females were maintained in a 12hr
light/dark cycle and obtained by overnight breeding
with males of the same strain. Noon following
breeding was considered as E0.5. Floxed NUAK1
mice (Nuak1™m1aKOMPYWs) haye  been  described
previously (V. Courchet et al., 2018). The NexCRE
mouse line (Neurodg™'cekan) (Goebbels et al., 2006)
were provided by Sandrine Humbert (Grenoble
Institute of Neuroscience, France). Animals were
maintained on a C57BI/6J background.

DNA and plasmids

Endotoxin-free plasmid DNA was obtained using
Macherey Nagel midi-prep kit. We used the following,
previously described plasmids: empty vector pCAG-
IRES-GFP (pClG2), CRE- expressing vector pCAG-
CRE-IRES-GFP (pCIG2-CRE) (Hand et al., 2005),
mVENUS expressing vector pSCV2 (Hand and
Polleux, 2011), pLKO, pCIG2-shSNPH, pCAG-
mitoDsRed (J. Courchet et al.,, 2013), pFUGW-
PercevalHR (Tantama et al., 2013), pCAG-
mTagBFP2 and pCAG-mito-mTagBFP2 (Lewis et
al., 2016).

pCAG-mito-KillerRed was created by cloning the
photosensitizer  KillerRed  targeted to the
mitochondria with two mitochondria targeting
sequences (MTS, derived from subunit 8 of human
cytochrome C oxidase) into a pCAG vector between
Xhol and Notl sites, following PCR ampilification from
a pCMV-mito-KillerRed plasmid (Evrogen). mScarlet-
i cDNA was amplified by PCR from a pmScarlet-i_C1
plasmid (gift from Dorus Gadella, Addgene #85044)
(Bindels et al., 2017) and cloned into a pCAG2

14720



bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2020.05.18.102582. this version posted May 20, 2020. The copyright holder for this preprint
(which was not certified by peer review) is the authorffunder. It is made available under a CC-BY-NC-ND 4.0 International license.

backbone between Xhol and EcoRI sites. pCAG-
mito-Grx1-roGFP2 and pCAG-cyto-Grx1-roGFP2
(Gutscher et al., 2008), pCAG-CRE, and pCAG-
vGlut1-GFP (Herzog et al., 2011) were a kind gift from
Tommy L Lewis (OMRF, USA), Seok-Kyu Kwon
(KIST, Korea) and Etienne Herzog (U Bordeaux,
France), respectively.

Primary neuronal culture

The electroporation of dorsal telencephalic
progenitors was performed by injecting plasmid DNA
(1-2 pg/pL of endotoxin-free plasmid DNA) plus 0.5%
Fast Green (Sigma; 1:20 ratio) using a Picospritzer ||
microinjector (Harvard Apparatus) into the lateral
ventricles of isolated E15.5 embryonic mouse heads
(Polleux and Ghosh, 2002). Electroporation were
performed with gold-coated electrodes (GenePads 5
mm, BTX) using an ECM 830 electroporator (BTX)
and the following parameters: five pulses of 100 msec,
150 msec interval, at 20 V. Immediately after
electroporation, cortices were dissected in Hank's
buffered salt solution (HBSS) supplemented with
HEPES (pH 7.4; 2.5 mM), CaCl2 (1 mM, Sigma),
MgSO4 (1 mM, Sigma), NaHCO3 (4 mM, Sigma), and
D-glucose (30 mM, Sigma), hereafter referred to as
complete HBSS (cHBSS). Isolated cortices were
dissociated in cHBSS containing papain (Worthington,
20U/mg at least) for 20 min at 37°C. Cortices were
washed once in cHBSS containing DNase |
(2.5mg/mL, Sigma), then 3 times in cHBSS before
being manipulated by trituration. Cells were then
plated at 125.10° cells per 35 mm glass bottom dish
(MatTek) coated with poly-D-lysine (0.1mg/mL) and
laminin (0.01mg/mL) and cultured for 5—7 days in
Neurobasal medium supplemented with B27 (1x), N2
(1x), Glutamax (2mM), and penicillin (10U/mL)-
streptomycin (0.1mg/mL).

In Utero Cortical Electroporation

Timed-pregnant NUAK1FF females were mated with
NexCRE*: NUAK1FF males. At E15.5, we performed in
Utero Cortical Electroporation as described in
(Meyer-Dilhet and J. Courchet, 2020). A mix
containing 1 pg/pl endotoxin-free plasmid DNA
(pCAG-mScarlet-i) plus 0.5% Fast Green (Sigma;
1:20 ratio) was injected into one lateral hemisphere.
Electroporation was performed using an ECM 830
electroporator (BTX) using four pulses of 45V with
500 mSec interval to target cortical progenitors.
Animals were sacrificed at Postnatal day 21 by
terminal perfusion of 4% paraformaldehyde (PFA,
Electron Microscopy Sciences) followed by 2 h post-
fixation in 4% PFA. In the treated group, L-Carnitine
(Isulik 20, Sogeval laboratories) was provided in the
drinking water from detection of pregnancy (E13.5) to
P21.

Drug treatments

Unless indicated otherwise, drugs were from Sigma-
Aldrich and diluted in water (see Supplementary
Resource Table). For experiments of mitochondria
inactivation (Figure 1), cells were treated with low
doses or Rotenone (10, 25 or 50nM). For in vitro
rescue experiments (Figure 6), neurons were treated
at 2 DIV with either L-Carnitine (1mM), Vitamin K2
(Menaquinone K4) (1pM in ethanol), N-Acetyl-L-
Cystein (1mM).

For measurements of mitochondrial Inner Membrane
potential, neurons were pre-incubated in cHBSS
during 30 min at 37°C, then incubated in cHBSS
containing 20nM of TMRE during 30min at 37°C.
Medium was replaced by cHBSS containing 5nM of
TMRE immediately before live-imaging.

Immunostaining histochemistry

Cells were fixed for 15 min at room temperature in 4%
(w/v) paraformaldehyde in PBS, washed 3 times in
PBS, then permeabilized for 1 hr in Permeabilization
buffer (PB: 0.3% Triton X-100, 0.3% BSA (Sigma), in
PBS). Primary antibodies were incubated for 2 hr at
room temperature in PB. Secondary antibodies were
incubated for 1 hr at room temperature. Coverslips
(BioCoat) were mounted on slides with Fluoromount
G (EMS). Primary antibodies used for
immunohistochemistry and immunocytochemistry in
this study are chicken anti-GFP (Rockland) (1:2000)
and anti-CRE (Millipore) (1:1000). All secondary
antibodies were Alexa-conjugated (Invitrogen) and
used at a 1:1000 dilution. Nuclear DNA was stained
using Hoechst 33258 (1:10,000, Pierce).

Immunohistochemistry

At P21, mice were sacrificed by intracardiac perfusion
of PFA (4% in PBS) followed by a 2 hours post-
fixation of the whole brain in a 4% PFA solution. 75um
thick sections were performed using a Leica
VT10008S vibratome. Slices were permeabilized for
30 minutes in PB, then incubated overnight with
primary antibodies (chicken anti-GFP, Rockland)
diluted at 1:2000 in PB. The following day, we
performed 3 washes in PBS 1X, then incubated slices
in secondary antibody-containing PB (Goat anti-
chicken antibody, Alexa 488, 1:2000, life technology).
Nuclear DNA was stained using Hoechst 33258
(1:5000).

Western blotting

Neurons were lysed in ice-cold Lysis Buffer (LB)
containing 50mM Tris (ph8) (Euromedex), 0,5%
sodium deoxycholate (Sigma), 0,1% SDS (Sigma),
600 mMNaCl (Sigma) and 1X protease and 1X
phosphatase mixture inhibitors (Roche). Neurons put
in Bioruptor (Diagenode) for break nucleus and DNA
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(8 cycles with 15sec in Time on and 60sec in time off).
25pg aliquots of lysate were separated by
electrophoresis on a 12% and 15% SDS-
polyacrylamide gel and transferred on a
polyvinylidene  difluoride  (PVDF)  membrane
(Amersham). Incubation with primary antibody was
performed overnight in TBS, 0,1% Tween, 5% BSA
and anti-OXPHOS antibody (abcam 110413) to
1/1000 dilution or anti-Actin  antibbody (MP
Biomedicals) to 1/5000 dilution or anti-TOM20(Cell
Signaling) to 1/1000 dilution. The next day,
membranes were incubated at room temperature for
1 hr with HRP-linked secondary antibodies in TBS,
0,1% Tween. Western-blot revelation was performed
using ECL Prime (Merk, Sigma). Imaging and
analysis were performed on a chemidoc imager (Bio-
rad) using the ImageQuant software. Images
presented in the figures have been cropped around
the expected bands for figure design purpose.

Metabolomic flux analyzes

We used a Seahorse XFe24 analyzer (Agilent) with
the Glycolysis and Mito Stress test kits. Neurons were
plated at 100,000 cells per well in Seahorse
compatible 24 well plates and metabolic activity was
measured at 7 days in vitro. The assay was
conducted in  Modified HBSS (1XHBSS
supplemented with glucose (3.5g/L), Sodium
pyruvate 1mM, Glutamax 1X, CaCl2 1mM, MgS0O4
1mM, pH 7.4). Following measurement, nheurons
were lysed in ice-cold lysis buffer (LB) and protein
concentration was measured by Bradford for post-
hoc normalization.

Mitochondria DNA

Mitochondrial DNA was measured by qPCR following
a protocol described elsewhere (Oruganty-Das et al.,
2012). 7DIV primary neurons DNA was extracted by
whole cell lysis in lysis buffer (Tris pH8 100mM, EDTA
5mM, SDS 0.2%, NaCl 200mM, proteinase K
0.5mg/mL) followed by isopropanol precipitation.
Quantitative PCR was performed with the CFX-
connect thermal cycler (BioRad). The following

primers were used: mMtDNA_F:
ACCATTTGCAGACGCCATAA, mtDNA_R:
TGAAATTGTTTGGGCTACGG, betatub_F:
GCCAGAGTGGTGCAGGAAA, betatub_R:
TCACCACGTCCAGGACAG.

Biochemical Assay

Biochemical assays were performed on mouse cortex
samples from NUAK1 KO, NUAK1 HET or NUAK1
WT mice. Samples were subjected to a chemical lysis
using RIPA buffer (150mM NaCl, 0,5M EDTA ph8,
50mM Tris pH 8, 1% NP-40, 05% sodium

deoxycolate, 0.1% SDS) and followed by a
mechanical lysis using the Precellys Evolution.
Enzymatic activity (EA) was determined by
measuring absorbance using a PowerWave XS plate
reader (BioTek). We used the Beer Lambert law EA=
Mean V(e x |) where | is the width of the tank (1 = 0.4
cm) and Mean V was expressed in mDO/min. For
Succinate deshydrogenase activity assay, e = 21000
uA/M/cm. For Citrate synthase activity assay, ¢ =
13600 uA/M/cm.

SDH activity was measured from a volume of 10pL
(50pg of total proteins) diluted in 95pL of specific
reaction buffer (65uL of 50mM KH2POs, pH 7.2, 15uL
of 70mM Succinate, 15pL of 560pM DCIP).
Absorbance at 412nm was performed over 15
minutes at 37°C (one read per 10 seconds).

CS activity was measured from a volume of 20pL
(100pg of total proteins) diluted in 90uL of specific
reaction buffer (65pL of 50mM KH2POs, pH 7.5, 10pL
of Acetyl-CoA 4.4mM, 10pL of Oxaloacetate 4.4mM,
10pL of 150mM DTNB). Absorbance at 600nm was
performed over 15 minutes at room temperature (one
read per 10 seconds).

Image Acquisition and Analyses

Confocal images were acquired in 1024x1024 mode
with a Nikon Ti-E microscope equipped with the C2
laser scanning confocal microscope. Time-lapse
images were acquired in 1024x1024 mode using a
CMOS ORCA-Flash 4.0 Camera (Hamamatsu).
Microscope control and image analysis was
performed using the Nikon software NIS-Elements
(Nikon). We used the following objective lenses
(Nikon): 10x PlanApo; NA 0.45, 20x PlanApo VC; NA
0.75, 60x Apo; NA 1.4. When live-cell imaging was
carried out, the temperature was maintained at 37° C
and CO2 at 5% v/v in a humidified atmosphere. Live-
cell imaging was performed in cHBSS.
Representative neurons were isolated from the rest
of the image using Imaged. Contrast was enhanced
and background (autofluorescence of no transfected
neurons in culture) removed for better illustration of
axons morphology. Kymographs were created with
NIS-Elements.

Quantifications and statistical analyses

Statistical analyses were performed using Prism
(GraphPad). Statistical tests and number of replicates
are indicated in figures legend. For axonal
morphogenesis experiments, we performed large
field acquisition of neuronal cultures (typically a 4x4
tiling scan using a 20x objective). All neurons on the
reconstituted image were quantified and axon length
was measured with the Nikon NIS Elements software.
Axons shorter than 80pm were not counted.
Quantifications were performed blind to genotype.
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Abstract

Skeletal muscle is made from multinuclear myofiber, where myonuclei are positioned at the
periphery or clustered below neuromuscular junctions (NMJs). While mispositioned myonuclei
are the hallmark of numerous muscular diseases, the molecular machinery maintaining
myonuclei positioning in mature muscle is still unknown. Here, we identified microtubule-
associated protein MACF1 as an evolutionary conserved regulator of myonuclei positioning, in
vitro and in vivo, controlling the “microtubule code” and stabilizing the microtubule dynamics
during myofibers maturation, preferentially at NMJs. Specifically, MACF1 governs myonuclei
motion, mitochondria positioning and structure and acetylcholine receptors (AChRs)
clustering. Macf1-KO in young and adult mice decreases muscle excitability and causes
evolutionary myonuclei positioning alterations in adult mice, paralleled with high mitochondria
content and improved resistance to fatigue. We present MACF1 as a primary actor of the
maintenance of synaptic myonuclei and AChRs clustering, peripheral myonuclei positioning
and mitochondria organization through the control of microtubule network dynamics in muscle
fibers.

Introduction

Throughout muscle development, myonuclei actively position themselves and adapt special
localization in mature myofibers where myonuclei are regularly spaced along muscle fibers and
localized at the periphery (Roman and Gomes, 2017). The density of myonuclei along
myofibers’ length remains relatively constant with the exception of immediately below the
neuromuscular junction (NMJ) where about 5-6 myonuclei (synaptic myonuclei) are clustered
(Manhart et al., 2018; Ravel-Chapuis et al., 2007, Bruusgaard et al., 2006). Failure in extra-
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synaptic myonuclei patterning has been linked to different myopathies and muscle weakness
(Metzger et al., 2012; Roman et al., 2017; Falcone et al., 2014; Collins et al., 2017; Perillo and
Folker, 2018). This precise organization of myonuclei is correlated with particular myonuclei
shape in muscle fibers, the alteration of which has recently emerged as potentially contributing
to several muscular diseases (Norton and Phillips-Cremins, 2017; Cho et al., 2017; Puckelwartz
et al., 2009; M¢jat et al., 2009; Janin and Gache, 2018).

Proteins localized inside myonuclei such as Lamin A/C, Emerin or Nuclear Envelope Proteins
(NEPs), that couple the nuclear lamina to cytoskeleton through the “Llnker of Nucleoskeleton
and Cytoskeleton” (LINC) complex, play critical roles in the maintenance of myonuclei shape
and localization (Chang et al., 2015; Lee and Burke, 2017; Levy et al., 2018; Mattioli et al.,
2011). Additionally, molecular motors, Microtubule-Associated Proteins (MAPs), in interaction
with actin/microtubule networks are also involved in myonuclei localization during muscle
formation (Gache et al., 2017, Rivero et al., 2009; Casey et al., 2003; Metzger et al., 2012).
Most importantly, this precise localization and shape, determined by mechanical forces
emanating from different cytoskeletons networks, acts directly on myonuclei-triggered
chromatin organization and gene expression (Ramdas and Shivashankar, 2015; Robson et al.,
2016; Chojnowski et al., 2015; Kirby and Lammerding, 2018). Still, how late positioning of
myonuclei in myofibers is set and how it regulates signaling within cells that contributes to
different pathways to maintain muscle integrity are still poorly understood.

To identify proteins involved in the late positioning of myonuclei, we used primary
myotubes/myofibers culture and identified MACF1 (Microtubule Actin Cross Factor 1) as a
regulator of myonuclei positioning in late phases of myofiber maturation. MACF1 is a member
of the plakin family. It is a large protein composed of multiple domains capable of interacting
with actin filaments and microtubules that helps stabilizing them towards adhesion structures in
a variety of tissues (Kodama et al., 2003; Sanchez-Soriano et al., 2009). In addition, other
supporting evidences have shown a role of MACF1 in myonuclei position. The C. elegans
orthologous, VAB-10 and the Drosophila orthologous, Shot, are essential for nuclei migration
in distal tip cells of the somatic gonad and myotendinous junction formation respectively (Kim
et al., 2011; Lee and Kolodziej, 2002; Bottenberg et al., 2009). Nevertheless, a duplication of
MACF! gene (inducing a decrease in the total amount of MACF1 protein) has been linked to a
new neuromuscular disease (Jorgensen et al.,, 2014). Also important in this respect, it was
recently proposed that Shot/MACF1 participates in the formation and maintenance of a
perinuclear shield in the muscle of drosophila larvae, contributing once again in myonuclei
localization (Wang et al., 2015).

Here, we demonstrate in vitro and in vivo that MACF1 is implicated in the maintenance of
myonuclei patterning in myofibers, starting at the NMJs, and controlling both myonuclei and
mitochondria dynamics through the regulation of microtubules.

Results

MACF1 is not required in precocious myonuclei positioning but is essential during
myofibers maturation in the maintenance of myonuclei localization.

To identify new factors that contribute specifically to myonuclei spreading in myofibers, we
purified proteins able to bind to microtubules, stabilized with Taxol®, from 3 days mouse
primary myotubes (FiglA). The major Microtubule Associated Protein (MAP) identified by
mass-spectrometry using this protocol revealed the significant presence of MACF1/ACF7
protein, a member of the plakin family (Supplementary Figl A-B). Although MACF1 is initially
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97  described to be predominantly expressed in neurons and muscle (Bernier et al., 2000), its role

98  during muscle fibers formation and behavior is poorly understood. Published work suggests

99  that plakin family members play specific roles through the regulation of placement and
100 function of specific organelles such as nucleus, mitochondria, Golgi apparatus, and
101  sarcoplasmic reticulum (Boyer et al., 2010). Mouse Macfl mRNA was previously show to
102  increase steadily during myogenesis (Sun et al., 1999) and MACF1 was proposed to contribute
103  in muscle fiber to form a flexible perinuclear shield in collaboration with two other MAPs
104 named EB1 and Nesprin (Wang et al., 2015). We confirmed the increase of Macfl mRNA and
105 MACEFI protein during early steps of myotubes formation (3 to 5 days of differentiation) using
106  RT-qPCR and Western blotting on mouse myoblast C2C12 cells (Supplementary Fig1C-D).

107  We first addressed the role of MACF1 in early steps of myotubes formation (FiglA). Briefly,
108  isolated murine myoblasts were treated with either short interfering RNA (siRNA) or small
109  hairpin RNA (shRNA) targeting either a scrambled sequence or the AMacf! gene to obtain a
110  strong reduction of MACF1 expression after 3 or 10 days of differentiation (Figl B-C). Primary
111  myoblasts were then induced in vitro to form myotubes that were fixed and analyzed after 3
112 days of differentiation (FiglD-E). At this step, myoblasts have fused together and formed
113 immature myofibers (myotubes) characterized by myonuclei alignment in the middle of
114  myotubes, mainly organized by an interplay between MAP7, Kif5b and microtubules (Metzger
115 et al,, 2012). Surprisingly at this early step of differentiation, MACF1 down-regulation had no
116 impact on parameters related to myotubes architecture, reflected by myotubes areas and/or
117  length according to myonuclei content (Supplementary FiglE-F). Additionally, myonuclei
118  repartition reflected by the mean distance of each myonuclei from myotubes centroid or by the
119  statistical repartition of myonuclei along the length of myotubes, was not affected by the down
120  regulation of MACF1 (FiglF-H). These results were confirmed in C2C12 myoblasts cells,
121  treated with either siRNA or shRNA targeting Macfl and induced to form myotubes
122 (Supplementary FiglG-J). This suggested that for a defined myonuclei content in myotubes,
123 MACEFI1 does not act as an early “anti-elongation” factor and is not involved in the process that
124  contributes to the early equilibrium in force spreading emanating on myonuclei in myotubes
125  (Manbhart et al., 2018).

126  To further investigate the implication of MACF1 in late steps of differentiation, primary mice
127 myotubes were maintained in differentiation media for 10 days as previously described
128  (Pimentel et al., 2017, Falcone et al., 2014), covered by matrige1® and supplemented with
129  neural Agrin (FiglA). In these conditions of maturation, myonuclei are compressed between
130  the membrane of the myofiber and sarcomere structure, adopt a flatten architecture and spread
131  all along myofibers (Roman et al., 2017). This long-term differentiation approach allowed the
132 identification of MACF1 as a regulator of myonuclear positioning in the maturation steps of
133 developing myofibers (Figll-J). Actually, MACF1 depletion caused a 40% decrease of the
134  mean distance between adjacent myonuclei using either each of 3 individual siRNA or a pool
135  of individual siRNAs (FiglK). We confirmed this data with an alternative approach using 4
136  individual shRNA or a pool of these 4 shRNAs (FiglK) and observed a 30% decrease in the
137  mean distance between myonuclei.

138  Altogether, these results suggests that MACF1 is progressively expressed and accumulates
139  during early steps of differentiation processes without implication in the precocious
140  microtubules-dependent localization of myonuclei, yet during myofibers maturation steps,
141  MACEF1 gets involved in the maintenance of the distance between adjacent myonuclei.

142 MACF1 controls Myonuclei shape, microtubule network, mitochondria localization and
143  AChRs clustering in mature myofibers.
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MACF1 is a member of the plakin family (Gong et al., 2001; Goryunov and Liem, 2016),
composed of multiple domains interacting with and stabilizing both actin filaments and
microtubules network (Supplementary FiglB) in variety of tissues (Kodama et al., 2003;
Sanchez-Soriano et al., 2009). To further investigate the specific roles of MACF1 in mature
myofibers, we analyzed the structure of actin and microtubule cytoskeleton networks (Fig2A).
The structure of sarcomeres reflected by actin and alpha-actinin staining did not seem to be
affected in the absence of MACFI, as evidenced by the proper peripheral localization of
myonuclei (Fig2A)(Roman et al., 2017). However, the microtubule network was slightly
altered all along myofibers with a net architectural modification at the vicinity of myonuclei
(Fig2A). To discard an effect of the absence of MACF1 on the global shape of myofibers, we
analyzed the width of each individual myofiber and did not observe significant differences
between scrambled and macf! si/shRNA treated myofibers (Fig2B).

The obvious phenotype regarding myonuclei aspect was an increase of the apparent sphericity
of myonuclei (Fig2C). We measured the mean feret diameter of each myonuclei compressed
between myofibrils network and the external membrane (Roman et al., 2017) and observed that
in mature myofibers, the mean length of myonuclei was decreased by 11 and 16% in the
absence of MACF1, using siRNA and shRNA strategies respectively, compared to control
conditions (Fig2C).

We also addressed the structure and localization of the mitochondrial network in the presence
or absence of MACF1, as revealed by a Cytochrome-C staining in mature myofibers (Fig2A-
B). In myofibers treated with scrambled siRNA, mitochondria lined up in the bulk of
myofibers, in-between myofibrils, where they followed the microtubule network. However in
Macfl siRNA/shRNA treated myofibers, we observed a 30% increase of mitochondria
fragmentation (Fig2D). Furthermore unlike in control condition where mitochondria clustered
in the vicinity of myonuclei with a preference for both extremities of polarized myonuclei
(Fig2 A, purple arrows), we observed a loss of mitochondria localization at the periphery of
myonuclei upon MACF1 knock-down (Fig2E). These results confirmed a role of MACF1 in
muscles specifically related to microtubule network alteration, as myonuclei and mitochondria
localization were both affected.

Interestingly, the MACF1-dependent microtubule network in charge of both transmitted forces
on myonuclei and mitochondria localization, occurred specifically during the maturation
process and especially on extracellular matrix treated and Agrin stimulated myofibers. The use
of Agrin in this system is known to induce clustering of acetylcholine receptors (AChRs), a
synaptic receptor expressed locally at NMJs (Lin et al., 2005; Schmidt et al., 2012; Vilmont et
al., 2016) (Fig 2A, green arrows). Thus, we next focused on AChRs clustering and found that
even though the proportion of myofibers expressing AChRs was not changed (Fig2F), the
ability of myofibers to efficiently cluster AChRs was highly affected resulting in a drop of at
least 20% in this clustering ability, determined by the presence of cluster larger than 8 um
(Fig2G). To confirm these results on the potential role of MACF1 on AChRs clustering
specifically at the neuromuscular junction, we used the muscle specific driver (Mef2-GAL4) to
express RNAI against Drosophila Shot (Macfl orthologous) as described previously (Wang et
al., 2015). Immunostaining against Shot confirmed a preferential localization of the protein
around myonuclei and showed a significant reduction of protein level around myonuclei in
Shot-KD larval muscles (Supplementary Fig2 A-B). In accordance with our in vitro system, we
found that actives zones of synaptic button and post-synaptic terminals were decreased in Shot-
KD larval muscles (Supplementary Fig2C-D).
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191  Altogether, these results suggest that MACF1 is implicated in late steps of the myofibers
192  maturation process by maintaining microtubule related spreading of both myonuclei and
193  mitochondria and by controlling AChRs clustering at the NMJs.

194 MACTF1 controls myonuclei dynamics in a microtubule dependent manner.

195

196 MACF1 was previously shown to regulate microtubule polymerization (Ka and Kim, 2016,
197  Alves-Silva et al., 2012; Wang et al., 2015). We tested whether in our system microtubule
198  dynamics were changed using the tracking of fluorescently tagged EB1. As expected, EB1
199  localization at the tips of microtubule was not dependent on the presence of MACF1, however
200  the velocity of EB1 was increased by 20% when MACF1 was down-regulated, confirming the
201  role of MACFI in the regulation of microtubule polymerization (Fig3A-B; Supplementary
202 movie 1-2). As myonuclei use preferentially the microtubule network to move longitudinally
203  along myotubes (Gache et al., 2017; Metzger et al., 2012), we next investigated the impact of
204  the increase in microtubule dynamicity on myonuclei movements in mature myofibers. Just
205  before fusion occurs, myoblasts were transfected with lamin-chromobody® to allow the
206  visualization of myonuclei concomitantly with sShRNA targeting either scramble sequence or
207  Macfl with a GFP reporter to select myotubes containing both construction (shRNA and lamin-
208  chromobody®) (Fig3C, Supplementary movie 3-4). In 5-day differentiated myofibers (already
209  covered by matrigel® and supplemented with neural Agrin), myonuclei were tracked every 15
210  minutes for a time period of 14 hours. Myonuclei displacements parameters were analyzed
211  using SkyPad method (Cadot et al., 2014). In control condition, myonuclei moved during 32 %
212 of the time at a median speed of 0,16 um/min, resulting in a displacement of 24 um after 14
213  hours (more than twice the distance between 2 myonuclei) mainly in the same direction
214  (persistence of 0,98). Interestingly in the absence of MACF1, the median velocity of myonuclei
215  was not significantly changed (Fig3D). On the other hand, the percentage of time that
216  myonuclei spent in motion was doubled to reach 66% of the time (Fig3E). Similarly, the
217  median duration of pause was 530 minutes in the control condition while it fell to 330 minutes
218  in the absence of MACF1 (Fig3F). Interestingly, we also observed a decreased tendency in the
219  persistence of the movement of myonuclei (persistence is 0,68 in absence of MACF1). All in
220 all, in the absence of MACFI1, myonuclei travelled twice more distance than in control
221  condition with a mean distance of 44 um in 14 hours (Fig3G). This result suggests that
222 MACEF]1, through the increase of microtubule dynamics, increase the movements of myonuclei
223  that will induce a reduction of the distance between adjacent myonuclei.

224

225 MACF1 conditional muscle-KO adult mice exhibit myonuclei mislocalization.

226

227  To further investigate the role played by MACF1 in skeletal muscles development, we used a
228  conditional Macfl knockout mouse line in which exons 6 and 7 of the Macf] gene are floxed
229  (Goryunov et al., 2010). Homozygous mice were then crossed with mice carrying the Cre-
230 recombinase expression under the control of the Human Skeletal muscle Actin (HSA)(Miniou
231 et al., 1999). Briefly, mice carrying two floxed alleles of Macf! (Macflf/f) were crossed with
232 heterozygous mice for Macfl (Macf1f/-) that carried Hsa::Cre transgene (Hsa::Cre; Macfif/-),
233 generating the conditional mutant (Hsa::Cre; MacfIf/f referred as Macﬂf/f Cre+) and control
234  mice (WT, Macflf/f referred as Macﬂf/f Cre-) (Supplementary Fig3A-B). We quantified the
235  loss of Macfl by measuring the amount of MACF1 mRNA and protein in muscle tissue lysates
236  (Supplementary Fig3C-D). MACF1 levels were reduced by more than half in muscle tissue,
237  indicating that MACF1 is efficiently removed from myofibers in Macf] muscle-conditional
238  mutant mice. We can attribute the remaining presence of MACF1 proteins from other tissues
239  such as fibroblasts, motoneurons and schawnn cells. Mice were born at Mendelian frequencies
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and appeared indistinguishable from WT littermates (data not shown). The comparative iglobal
body weight evolution of conditional mutant (Macﬂf/f Cre+) and control mice (Macf]f/ Cre-)
did not show any apparent problems in growing and maturation phase (Supplementary Fig3E).

Myonuclei localization in different type of muscles was studied using a histological staining
approach in muscle cross-section. Laminin staining was used to determine the limit of each
myofiber and Dapi to detect myonuclei (FigdA). We observed a dramatic delocalization of
myonuclei in 12-month-adult muscle fibers revealed by the presence of myonuclei in the center
or dispatched in the myofibers rather than at the periphery in the Tibialis Anterior, Soleus and
Gastrocnemius with a respective increase of 275, 153 and 230% of the delocalization index
(FigdB, Supplementary Fig3F). Interestingly, no significant delocalization of myonuclei was
observed in 3- and 8- month-adult mice (Fig4B). At the fiber level, no significant alteration was
detected in the distribution of myofibers cross-sectional area (CSA) in 3-months-adult mice in
the Tibialis Anterior (FigdC). Nonetheless, we observed a shift of myofibers repartition to a
smaller CSA sizes in 8-month mice (Fig4D) and this shift was maintained in 12-month-adult
mice (Fig4E). The change in myonuclei positioning was not associated with an alteration in the
total number of myofibers per muscle (Supplementary Fig3G) or with a massive regeneration
process as evidenced by the absence of staining for embryonic myosin heavy chain in
myofibers with mispositioned myonuclei (data not shown). We confirmed the accumulation of
mislocalized myonuclei in myofibers from 12-month-adult mice, using single isolated
myofibers from the Tibialis Anterior or Extensor Digitorum Longus muscles (FigdF-G, green
arrows). Altogether, these results demonstrate that MACF1 is implicated in the maintenance of
myonuclei localization in muscle myofibers of adult mice that is not associated to a
regeneration process. This role for MACF1 seems to be a long-term process since no
significant myonuclei mis-localization is observed in younger mice.

MACF1 muscle-KO mice exhibit early neuromuscular junction alteration with a reset of
the related “muscle-microtubule code”.

Our in vitro results suggested that MACF1 is implicated in myonuclei spreading in an
Agrin/NMJ dependent manner (Figl-2). Thus, we wondered if in our in vivo conditional mutant
model, synaptic AChRs clustering size and density were impacted by the absence of MACFI1.
To address this question, we isolated individual’s myofibers from the Tibialis Anterior and the
Extensor Digitorum Longus muscles and visualized AChRs clustering using bungarotoxin
staining in 12-months-adult mice (Fig5A). In this condition, we found that the size of synaptic
AChRs clusters was highly diminished in both muscles. To determine if the fragmentation of
NMJ-related AChRs was an early process, we isolated individual’s myofibers from the Rectus
Lateralis muscle, known to be multi-innervated, allowing an access to multiple NMJs, from 4-
months-young mice (Fig 5B). In this muscle, NMJs were much more fragmented in
conditionally mutant mice compared to control mice reflected by the doubling of individual
clusters stained for AChRs (Fig5C). Accordingly we measured a reduction of mfyonuclei
associated with the NMJs, with a mean value of 5 myonuclei in control mice (Macf]f/ Cre-) as
compared to 3 in mutant mice (Mctcf]f/f Cre+) (Fig5D). These data further demonstrate that
MACF1 is required to maintain neuromuscular synapses integrity through AChRs clustering in
young and adult mice and this alteration seems to precede myonuclei disorganization in
myofibers.

MACF]1 contains a microtubule-binding domain (MTB) in the C-terminus part (Supplementary
FiglB) and has been shown to modulate microtubule dynamics through the interaction with
different partners such as CLAPS2, EB1, CAMSAP3, Nesprin, Map1B, ErbB2 (Ryan et al.,
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290  2012; Ka et al., 2014; Drabek et al., 2006; Noordstra et al., 2016; Wang et al., 2015; Zaoui et
291 al, 2010). In addition, microtubules are subjected to a variety of post-translational
292  modifications (PTMs). A combination of different - and B-tubulin isoforms and PTMs are
293  referred as the “tubulin code” (Nieuwenhuis and Brummelkamp, 2019). Among these different
294  PTMs, Tubulin de-tyrosination is associated with longer-lived microtubules, whereas more
295  dynamic microtubules are found to be mainly tyrosinated (Bulinski and Gundersen, 1991). To
296  see if MACF1 plays a role in the correct formation of tubulin code, we addressed changes in
297  microtubule tyrosination/de-tyrosination status in conditionally mutant mice compared to
298  control mice (Fig5E). In Macfl " Cre- muscle, tyrosinated-tubulin was found to locate
299  preferentially at the vicinity of myonuclei along myofibers. No particular enrichment was
300 found close to the AChRs clusters at the NMJ (FigSE, top). Nonetheless, de-tyrosinated-tubulin
301 was found at the vicinity of myonuclei with a noticeable enrichment at the NMJ, close to the
302  AChRs clusters (Fig5SE, top). In conditionally mutant mice (M acﬂf/ f Cre+), although myonuclei
303  shape was changed, tyrosinated-tubulin was still found at the vicinity of myonuclei associated
304  with few aggregates along myofibers, but this time, the presence of tyrosinated-tubulin was
305  enriched at the vicinity of AChRs clusters. In the same perspective, de-tyrosinated-tubulin was
306  highly reduced both around myonuclei and near AChRs clusters (FigSE, bottom). These data
307  show that MACF1 plays a role in the maintenance of the pool of de-tyrosinated-tubulin which
308  consequently stabilizes the microtubule network at both the vicinity of myonuclei and at the
309 NMls.

310

311 Adult MACF1 muscle-KO mice exhibit increased myofibers with high mitochondria
312  content.

313

314  Our in vitro results suggested that MACF1 is implicated in mitochondria spreading and
315 fragmentation in muscle fibers (Fig2A, D-E). Since skeletal muscles are composed of a
316  functional and metabolic continuum of slow (type I) and fast fibers (types Ila and IIx), we first
317  questioned whether there were changes in the mitochondrial pool in adult conditional mice. We
318  measured the intensity of succinate dehydrogenase staining, indicative of mitochondrial activity
319  and found a significant increase in the number of fibers with positive succinate dehydrogenase
320  staining in 7ibialis Anterior muscle in conditionally mutant mice (Macf]f/fCreJr) compared to
321  control mice, while no effect was observed in Soleus muscle (Fig6A-B). Quantification of
322 proteins comprising the electron transport chain was then performed on Gastrocnemius muscles
323  and our results confirmed an increase in total amount of mitochondria (Tom20 relative to actin)
324  and no changes in protein contents from the electron transport chain (CL II, IIL, IV and V
325  relative to Tom20) (Fig6C). The intensity of succinate dehydrogenase staining is commonly
326  used to discriminate slow and fast fibers. Since our quantification suggests a change in the
327  repartition of slow/fast fibers in Macfl " Cre+ muscle, we next investigated if the proportion of
328 slow fibers was changed in conditional mutant mice (Macﬂf/f Cret). Cross-sections of 12-
329  month-adult muscles from the 7Tibialis Anterior, Soleus and Gastrocnemius were analyzed for
330 slow myosin content and no alteration of the proportion in each muscle type was observed
331 compared to control mice (Fig6D-E). We then used electron microscopy to visualize the
332 ultrastructure of mitochondria in Tibialis Anterior muscle of Macf! ¥ Cre+ mice (Fig6F). This
333  approach confirmed an apparent increase in mitochondria content in muscle fibers associated
334  with the presence of spherical mitochondria in-between myofibrils and close to myonuclei
335 (Fig6F). All together, these data show that MACFI1 is involved in the maintenance of
336  mitochondria architecture in muscle fibers and that the loss of MACF1 is associated with a
337  redistribution of mitochondrial content dependent on muscle type.

338
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Muscle fibers from MACF1-KO mice show muscle function defects and increased fatigue
resistance but preserved excitation-contraction coupling.

To see if the observed alterations have any impact on muscle force of our MACF Imuscle-KO
mice, we examined the muscle performance in Macf! conditional KO mutant mice. We used a
strictly non-invasive experimental setup offering the possibility to stimulate the Hindlimb
muscles to record the force production concomitantly. For both Macf./f/f Cre- and Mcch]f/f
Cre+ mice, we assessed the force production from the Hindlimb muscles in response to various
incremental stimulation frequencies (i.e., from 1 to 100 Hz) in order to obtain the force-
frequency relation. In young 4-months-old mice, we observed a large rightward shift of the
force—frequency relation in conditional Macf! KO mice (Fig7A), suggesting an alteration of the
excitation-contraction coupling process. Interestingly, this shift was maintained in adult mice
but in a less significant manner indicating compensation mechanisms to thwart the loss of
efficiency in response to motoneurons stimulation. As the absolute maximal force developed by
Macfl conditional KO mice was not changed compared to control mice (data not shown), we
next questioned the fatigability of those muscles. In accordance with the increased SDH
staining, we found that in both young and old mice, Macf! conditional KO mice are more
resistant to fatigue compared to control mice (Fig7B). We then used electron microscopy to
study the ultrastructure of muscle in Macﬂf/f Cre+ mice and analyzed sarcomeres, transverse
tubules (T-tubules) and sarcoplasmic reticulum (SR) organization (Fig7C). We found that
global muscle organization reflected by sarcomeric structure (myofibrils) is not dependent on
MACF1. However, T-tubules and the SR appeared severely affected in some myofibers
(Fig7C) confirming a possible direct modification of excitation-contraction coupling in muscle
of the Macf]f/f Cre+ mice. To test this possibility, we compared voltage-activated SR Ca"
release in Flexor Digitalis Brevis (FDB) muscle fibers isolated from conditional Macf! P Cre+
mice and control mice. Confocal staining using di-8-anepps showed an overall comparable
structure of T-tubule network in MacﬂﬂfCre- and in Macfl Cre+ FDB muscle fibers (Fig7D-
top, & -middle panels). However, some isolated muscle fibers exhibited strong alteration of T-
tubule orientation without perturbation in T-tubules density or sarcomere length (Fig7D-
Bottom panel, E-G). We next tested if SR Ca®" release amplitude and kinetics are affected in
Marcﬂf/f Cre+ muscles fibers. Figure 7H shows rhod-2 Ca®" transients elicited by membrane
depolarizing steps of increasing amplitude in aMachf/fCre— and in aMacf]f/fCre+ fibers. As
routinely observed under these conditions (Kutchukian et al., 2017), transients in control fibers
exhibit a fast early rising phase upon depolarization followed by a slower phase at low and
intermediate voltages and by slowly decaying phase for the largest depolarizing steps. As
shown in figure 71, rhod-2 transients from Macf! " Cre+ fibers exhibit an overall similar time-
course, not distinguishable from control muscle fibers. In each tested fiber, the rate of SR Ca™
release was calculated from the rhod-2 Ca®" transients. Traces for the calculated rate of SR Ca®*
release corresponding to the transients shown in figure 71 are shown in figure 7J. In both fibers,
the rate exhibits a similar early peak, the amplitude of which increases with the amplitude of
the pulse, followed by a spontaneous decay down to a low level. The SR Ca”" release peak
amplitude was similar in Marcﬂf/f Cre- and in a Marcﬂf/f Cre+ muscle fibers for all voltages
(Fig7J) and the time to reach the peak was also not affected in the A/ acﬂf/ fCre+ muscle fibers
(Fig. 7K, values not shown). Mean values for maximal rate of SR Ca*' release (Max d[Cayo]/dt),
mid-activation voltage (Vg s) and slope factor (k) of the voltage-dependence were statistically
unchanged in Marcﬂf/f Cre+ muscle fibers compared to control fibers (Fig7K). Accordingly,
there was also no change in the voltage-dependent Ca*" channel activity of the dihydropyridine
receptor (also referred to as Cayl.1, the voltage-sensor of excitation-contraction coupling) in
fibers from Macf] ¥ Cre+ mice (not shown). All in all, these data show that muscle from Macf!
conditional mutant mice exhibit delay in excitability in response to nerve stimulation and
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389  although the T-tubule network organization seems affected in some myofibers, the global
390  efficiency of SR-Ca?" release seems not engaged. Interestingly, muscles from Macfl
391  conditional mice display a higher resistance to fatigue compared to muscles of control mice.
392

393 Discussion

394

395 Different mechanisms control myonuclei positioning during muscle fiber formation (Roman
396 and Gomes, 2017; Starr, 2017; Manhart et al., 2018). Early steps of myonuclei positioning in
397 immature fibers (myotubes) depend on an interplay between microtubule, microtubule-
398  associated-proteins and motors proteins such as MAP4, MAP7, Dynein and Kif5b (Gimpel et
399  al., 2017; Mogessie et al., 2015; Metzger et al., 2012; Cadot et al., 2012; Wang et al., 2013,
400  Wilson and Holzbaur, 2014). This process also depends on myonuclei membrane associated
401  components such as Nesprin-1 or AKAP9 (Wilson and Holzbaur, 2015; Gimpel et al., 2017). In
402  mature myofibers, myonuclei are found at the periphery of fibers and reach this localization by
403  aprocess dependent on actin network, contraction and myonuclei rigidity (Roman et al., 2017).
404  However, processes involved in maintenance of myonuclei at the periphery of muscle fibers are
405  still unknown.

406

407  The present study is the first to demonstrate that a protein related to the microtubule network
408  controls and maintains peripheral myonuclei localization in mature myofibers. Here, we show
409  that MACF1 is progressively accumulated at the onset of myotubes formation, with no evident
410 implication in early steps of myonuclei spreading or myotubes elongation but remarkable
411 actions in maturation steps to set the distance between adjacent myonuclei (Figl-2).
412 Accordingly, conditionally mutant mice (Macf! " Cre+) exhibit a strong decrease in peripheral
413  myonuclei, but surprisingly, this alteration becomes significant only at 12-months of age
414  (Fig4). This alteration comes after a slight reduction in myonuclear domains in myofibers
415  reflected by a decrease in the mean diameter of myofibers in 8-month-adult mice. These data
416  suggest a complex interplay between factors that maintain peripheral myonuclei localization
417  and demonstrate that the absence of MACF1 contributes to a long-term modification of this
418  equilibrium that breaks in 12 month-adult A/ acf]f/ fCre+ mice.

419

420 It has already been shown that atrophy can result from a progressive alteration of NMlJs
421  (Bonaldo and Sandri, 2013). In fact, in our in vivo model, the first alterations in myonuclei
422  localization occurred at the NMJs in 4-month-adult mice (Fig5). This is in accordance with
423 results from our in vitro system, where myonuclei disruption in myofibers occurs when
424  myofibers are stimulated with extra-cellular matrix and neural Agrin, which seems to be the
425  starting point of myonuclei positioning alteration in myofibers. Myonuclei clustering beneath
426  the NMJ is known to be dependent on proteins of the LINC complex such as Nesprin and Sun
427  proteins and implicated myonuclei rigidity, as mutation or depletion of Lamin A/C leads also to
428  aberrant and fragile NMJs with myonuclei lying out of it (Razafsky and Hodzic, 2015; Méjat et
429  al., 2009). In the present study, we show that MACF1 contributes in a first instance to synaptic
430 myonuclei clustering at the NMJs. This property seems to be related to the control of MACF1
431  on microtubule dynamics and stability (Fig3 & 5). Microtubule dynamics and associated MAPs
432 (Claps2, Clip170) and motors (Dynein) mediate microtubule capture at the vicinity of synaptic
433  myonuclei and seem to be crucial for the stabilization of acetylcholine receptors (AChRs) and
434  Musk (muscle-specific receptor tyrosine kinase) at the post-synaptic region (Basu et al., 2015;
435  Vilmont et al., 2016; Schmidt et al., 2012; Basu et al., 2014). Here, we found that MACF1
436  controls myonuclei-related “microtubule code” affecting the ratio between tyrosinated and non-
437  tyrosinated tubulin and thus longer-lived microtubules at the vicinity of myonuclei (Bulinski
438  and Gundersen, 1991). Interestingly, our observations point to a strong influence of MACF1 at
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axons endplates to control myonuclei clustering and microtubule organization dynamics and
this make sense as this site is known to strongly accumulates microtubule network (Ralston et
al., 2001). Synaptic alteration in the local “microtubule code™ can itself drive changes in forces
applied locally on synaptic myonuclei, independently of myonuclei membrane proteins, and
contribute to the NMJ integrity. Interestingly, extra-synaptic myonuclei are affected by this
change of dynamics after the synaptic myonuclei, suggesting a different pool of proteins
controlling myonuclei localization between synaptic and extra-synaptic myonuclei.

Genetic inactivation of Macf! redistributes microtubule dynamic equilibrium, which acts on
diverse pathways that control muscle functionality. MACF1 directly affects NMJ integrity
through the control of AChRs clustering (Fig2 & 4). We observe an early failure in the capacity
to cluster AChRs in vitro in mature myofibers (Fig2). This effect is confirmed in conditionally
mutant mice (Macﬂf/f Cre+), which exhibit failure in AChRs clustering at the contact with
motoneurons. This specific alteration of NMJ integrity is most likely responsible for the
decrease in muscle performance (Fig5). This possibility is reinforced by the facts that first,
myofibril genesis is not impacted either in vitro in mature Macf!-KD myofibers or in vivo in
mutant mice (Macfl o Cre+) and second, there is no alteration in SR-Ca®' release even though
the overall structure of T-tubule network seems to be affected in few myofibers (Fig7). In
contrast, we observed, in our in vitro model, an alteration in the organization of the
mitochondrial network (Fig2). This modification is translated in the conditional mutant mice
into a strong increase of mitochondria with shape alteration, mainly smaller and rounder (Fig6).
Interestingly, we also observe an increase in the number of oxidative fibers by muscle and it
appears to be dependent on muscle type, without changes in myofibers typology according to
myosin type expression (fast or slow muscle fibers). This alteration in oxidative fibers content
is correlated with an increase of the resistance to fatigue (Fig6). This effect of MACF1 down-
expression on mitochondria organization is consistent with a number of previous observations,
namely, microtubule network, through molecular motors such as Kif5b and Dynein, previously
shown to control mitochondrial movements in myoblasts (igbal and Hood, 2014). Additionally,
MACF1 was shown to affect mitochondria localization through nuclear positioning in oocyte
egg (Escobar-Aguirre et al., 2017). Interestingly, the interplay between actin branching and
microtubule acetylation has been recently pointed out as a mitochondrial distribution keeper in
fibroblasts cells (Shi et al., 2019). Increase in microtubule dynamic run against stabilization of
microtubules partners, but even worse, it can contribute to the delocalization of few MAPs that
preferentially bind to stable microtubule (Gache et al., 2010). Among them, DNM2, is a MAP
that preferentially associate with stable microtubules (Tanabe and Takei, 2009). The absence of
MACF1 could contribute to the release of DNM2 clustered on stable microtubule and
consequently trigger mitochondria fission in mutant mice (Mcch]f/f Cret) (Kraus and Ryan,
2017). Alternatively, increase in microtubule dynamic instability directly impact local
concentration of free tubulin (Gache et al., 2005) whereas free available tubulin-BII was shown
to affect mitochondrial metabolism and organization (Kumazawa et al., 2014; Guzun et al.,
2011; Guerrero et al., 2009). In this perspective, MACF1 could command mitochondria shape
and functionality through the control of microtubule dynamics in muscle fibers.

Various diseases can directly affect NMJs integrity, resulting in a progressive disconnection
between muscles and motoneurons. Two of the most common laminopathies, Limb-Girdle
Muscular Dystrophy (LGMD) and Emery-Dreifuss Muscular Dystrophy (EDMD), which affect
striated skeletal muscles, typically lead to a disproportion of fiber size, myonuclei aggregation
along myofibers and dispersion under NMlJs (Chojnowski et al., 2015). Conversely
pathological mechanisms affecting presynaptic site can similarly lead to synaptic myonuclei
dispersion as is the case in MotoNeuron Diseases (MNDs), such as Amyotrophic Lateral
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489  Sclerosis (ALS), a fatal neurodegenerative condition characterized by progressive motoneuron
490  denervation and muscle atrophy associated with synaptic myonuclei dispersion (Geevasinga et
491  al, 2016). Additionally, there are several conditions where peripheral myonuclei localization is
492  affected. For example, in a heterogeneous group of inherited muscle diseases, CentroNuclear
493  Myopathies (CNMs), are defined pathologically by an abnormal localization of myonuclei in
494  the center of muscle fibers (Jungbluth and Gautel, 2014). But unlike many myopathies, CNMs
495  are not linked to excessive degeneration/regeneration processes. Genes implicated in various
496  forms of CNMs as well as encode proteins that participate in different aspect of membrane
497  remodeling and trafficking such as Mtm1, Amphyphisin-2/BIN1, Dynamin-2 and Hacdlhave
498  been already identified (Laporte et al., 1996; Bitoun et al., 2005; Muller et al., 2003;
499  Muhammad et al., 2013). In addition, in the case of Sarcopenia, peripheral myonuclei are also
500  progressively lost (Edstrom et al., 2007, Malatesta et al., 2009; Brooks et al., 2009). Altogether,
501 MACEF1 will be a perfect candidate, from the postsynaptic muscle view, to investigate the basis
502  of motoneuron diseases and the “de-peripherization” of myonuclei in skeletal muscle in various
503  types of myopathies.

504

505 Figures legend

506

507  Figure 1: MACF1 is an essential regulator of myonuclei positioning in mature myofibers.
508 (A) Schema of sequential steps in order to obtain immature myotubes and mature myofibers
509 from primary myoblasts. siRNA/shRNA were transfected in early phases of myotubes fusion.
510 (B). Western blot analysis of MACF1 protein expression in total protein extracts of primary
511 myoblast not treated (WT), treated with 3 individual siRNAs (#952, #954, #958) or a pool of 3
512  individual siRNAs targeting Macf] after 3 days of differentiation. Tubulin is used as “loading
513  control”. (C) Western blot analysis of MACF1 protein expression in total protein extracts of
514  primary myoblast treated with a pool of 3 individual siRNAs or a pool of 4 shRNAs targeting
515 Macfl after 11 days of differentiation. HSP90 is used as “loading control”. (D-E)
516 Representative images of immunofluorescence staining from 3 individual experiments
517  presenting Myosin Heavy Chain (green, MHC) and myonuclei (red) in primary myotubes
518 treated with scramble (D) or a pool of 3 individual siRNAs targeting Macf! (E) after 3 days of
519  differentiation. Scale Bar = 150 um. (F) Mean distances between each myonuclei and
520 myotube’s centroid ranked by myonuclei content per myotubes were quantified after 3 days of
521  differentiation in cells treated with a scramble or a pool of 3 individual Macf] siRNAs. (G-H)
522  Mpyonuclei Spreading Graph (MSG) represents statistical spatial distribution of myonuclei
523  along myotubes in scramble (G) and in Macf! siRNA-treated myotubes (H). In F-H, 3
524  individual experiments, n=170 for scramble and n=365 for SiRNA Macf! conditions. (I-])
525  Representative images of 10 days differentiated myofibers stained, for DiHydroPyridine
526  Receptor (green) and Dapi (red) in cells treated with scramble siRNA (I) or a pool of 3
527  individual siRNAs targeting Macf! (J). Scale Bar= 50 um. (K) Mean distance between adjacent
528 myonuclei in primary myotubes treated with scramble, 3 individual siRNAs (#952, #954, #958)
529  or a pool of 3 individual siRNA targeting Macf!! and in primary myotubes treated with
530 scramble, 4 individual shRNAs (#1, #2, #3, #4) or a pool of 4 individual shRNAs targeting
531 Macfl after 10 days of differentiation from 3 individual experiments with at least n=400 by
532 conditions.

533

534  Figure 2: MACF1 control myonuclei shape, microtubule integrity, mitochondria
535 localization and AChRs clustering in mature myofibers. (A) Representative images of 10
536  days differentiated myofibers, stained, from the top to the bottom respectively, for Tyrosinated-
537  Tubulin (green), Alpha-actinin (green), Actin (red), Cytochrome-C (green) and acetylcholine
538  receptor (Green) in cells treated with scramble siRNA (left panels) or a pool of 3 individual
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siRNAs targeting Macf1 (right panel). Myonuclei are stained in blue or red. Scale Bar= 20 pm.
(B) Myofibers width (3 individual experiments with at least n=190 by conditions) and (C)
myonuclei ferret (3 individual experiments with at least n=170 by conditions) in primary
myotubes treated with scramble, 3 individual siRNAs (#952, #954, #958) or a pool of 3
individual siRNAs targeting Macf! and in primary myotubes treated with scramble, 4
individual shRNAs (#1, #2, #3, #4) or a pool of 4 individual shRNAs targeting Macf] after 10
days of differentiation. (D) Mitochondria fragmentation (2 individual experiments with at least
n=800 by conditions) and (E) distribution around myonuclei (2 individual experiments with at
least n=30 by conditions) in cells treated with scramble siRNA/shRNA, a pool of 3 individual
siRNAs or a pool of 4 individuals shRNAs targeting Macf] after 10 days of differentiation. (F)
Percentage of myofibers expressing immunofluorescence staining for acetylcholine receptors in
primary myotubes treated with scramble shRNA, 4 individual shRNAs (#1, #2, #3, #4) or a
pool of 4 individual shRNAs targeting Macf! after 10 days of differentiation. 3 individual
experiments with at least n=130 by conditions. (G) Acetylcholine receptors (AChR) clustering
distribution in cells treated with scramble shRNA or 4 individual shRNAs (#1, #2, #3, #4) or a
pool of 4 individual shRNAs targeting Macf! after 10 days of differentiation. 3 individual
experiments with at least n=130 by condition. Error bars, s.e.m. ***p <0.001, **p < 0.01, *p <
0.05.

Figure 3: MACF1 controls microtubules and myonuclei dynamics. (A) Representative
images of primary myotubes transfected with EB1-GFP with either scramble or a pool of 3
individual siRNAs targeting Macfl (#952, #954, #958) showing colored comets. (B)
Quantification of EB1 comets speed in myoblasts treated with scramble or a pool of 3
individual siRNAs targeting Macf! in primary myotubes after 3 days of differentiation. At least
200 comets were mapped per condition from 3 independent experiments. Error bars, s.e.m.
*¥*p < 0.001. (C) Representatives frames from a 14h time-lapse movie in two channels
(shRNA in green and lamin-chromobody® in red) of primary myotubes in the presence of
Agrin and covered by matrigel. In the first frame (on the left), myofibers are selected in white,
which corresponds to the region used to create the adjacent kymograph. Primary myotubes
were treated with scramble or a pool of 4 individual shRNAs targeting Macf] after 5 days of
differentiation. 3 individual experiments with at least n=200 by conditions. Speed (D), Time in
motion (E), Duration of pauses (F) and Distance crossed by myonuclei (G) were quantified
using SkyPad analysis (Cadot et al., 2014). ***p < 0.001, **p <0.01, *p <0.05.

Figure 4: muscle specific MACF1 knockout presents myonuclei organization failure. (A)
Representative images of Tibialis Anterior muscle cross-section from Macf]f/ Cre- and M. acf]f/f
Cre+ mice at the age of 8 and 12 months-old, stained for Dapi (red) and Laminin (green).
Example of myofibers with mis-localized myonuclei are stamped by white arrows. Scale Bar =
150 um. (B) Quantification of the percentage of myofibers with mis-localized myonuclei in 3,
8 and 12 months-old Macf] " Cre- and Marcﬂf/f Cre+ in Tibialis Anterior, Soleus and
Gastrocnemius muscles. ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05. Distribution of cross-sectioned
myofibers areas from the 7ibialis Anterior in 3 (C), 8 (D) and 12 (E) months-old Macf] 7 Cre-
and Macfl 7 Cre+ mice. Representative images of Tibialis Anterior (F) or Extensor Digitorum
Longus (G) extracted myofibers stained for Dapi (blue) and Phalloidin (purple) from 12
months-old Macf]f/f Cre- and Macf]f/f Cre+ mice. Mis-localized myonuclei are stamped by
green arrows. At least 3 mice per condition were analyzed. Scale Bar = 150 pm.

Figure S: muscle specific MACF1 knockout mice display NM.J integrity failure in parallel

with the loss of dynamic microtubules. (A) Representative images of 7ibialis Anterior (Top)
or Extensor Digitorum Longus (Bottom) extracted myofibers from 12 months-old Macf! 7 Cre-
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589  and Macfl " Cret+ mice stained for Dapi (blue), Phalloidin (purple) and Bungarotoxin (green).
590  Scale Bar = 150 um. (B) Representative images of extracted myofibers from Rectus Lateralis
591 muscle stained for Dapi (blue), presynaptic markers (Neurofilament & Stynaptic vesicles 2
592  (red)) and Bungarotoxin (green) from 4 months-old M acf]f/f Cre- and Macf1 " Cre+ mice. Scale
593 Bar = 150 um. (C) Quantification of NMIJ (bungarotoxin staining) fragmentation. (D)
594  Quantification of myonuclei number under Bungarotoxin staining. ***p < 0.001. At least 3
595  mice per condition were used, n=37. (E) Representative images of Tibialis Anterior extracted
596 myofibers stained for Tyrosinated-Tubulin or de-Tyrosinated-Tubulin. In the overlay
597  Tyrosinated-Tubulin (blue), de-Tyrosinated-Tubulin (green) and Bungarotoxin (red) from 12
598  months-old Macf! 7 Cre- and M acfl 7 Cre+ mice.

599

600  Figure 6: muscle specific MACF1 knockout affects mitochondrial content and structure.
601  (A) Representative images of transversal cross section of 7ibialis Anterior muscle from 12
602  months-old Macﬂf/f Cre- and Macﬂf/f Cre+ mice stained Succinate DeHydrogenase activity.
603  Scale Bar = 150 pum. (B) Quantification of the Succinate DeHydrogenase activity relative to
604  myofibers repartition in conditional mutant mice compare to control, **p < 0.01. (C) Western
605  blot analysis of OXPHOS proteins, TOM20 and Actin expressions in total Gastrocnemius
606 muscles protein extracts from 12 months-old Macfi™ Cre- and Macﬂf/f Cre+ mice. (D)
607  Representative images of transversal cross section of 7ibialis Anterior muscle from 12 months-
608 old Macf]f/fCre- and Macf]f/fCreJr mice stained for slow myosin (red) and laminin (green).
609  Scale Bar = 150 um. (E) Quantification of the percentage of myofibers with slow myosin
610  expression in 12 months-old Marcﬂf/f Cre- and Mczcﬂ/f Cre+ in Tibialis Anterior, Soleus and
611  Gastrocnemius muscles. (F) Representative electronic microscopy images of myofibrils and
612  mitochondria organization of Tibialis Anterior muscles from 12 months-old MacﬂﬂfCre- and
613 Macﬂf/fCre+ mice. Scale Bar =1 um.

614

615 Figure 7: muscle specific Macfl knockout affects muscle functions and T-tubule
616  formation but not RS Ca2" release. (A) Force production from the Hindlimb muscles in
617  young (4 months) and adult (12 months) Macﬂf/f Cre- and Marcﬂf/f Cre+ mice in response to
618  various incremental stimulation frequencies (from 1 to 100 Hz). **p < 0.01, *p < 0.05. (B)
619  Quantification of the fatigue index from the Hindlimb muscles in young (4 months) and adult
620 (12 months) Macﬂf/f Cre- and Mczcﬂf/f Cre+. *p < 0.05. (C) Representative electronic
621  microscopy images of myofibrils and T-tubule organization of Tibialis Anterior muscles from
622 12 months-old Macﬂf/fCre- and Macf]f/fCreJr mice. Scale Bar = 0,5 um. (D) Representatives
623  fluorescence images of di-8-anepps staining of the T-tubule network in a Mczcﬂf/f Cre- and
624 Macﬂf/ T Cre+ mice muscle fibers. Quantification of T-tubule density index (E), Sarcomere
625 length (F) and T-Tubules orientation (G) in a Macﬂf/f Cre- and Macﬂf/f Cre+ mice muscle
626  fibers. (H) Representative thod-2 Ca”" transients in a M. acﬂf/f Cre- and in aMacﬂf/fCre+ fiber
627  inresponse to 0.5s long depolarizing pulses from —80mV to the range of indicated values, with
628  intervals of 10 mV. (I) Corresponding Ca®" release flux (d[CaTot]/dt) traces calculated as
629  described in the Methods. (J) Mean voltage-dependence of the peak rate of SR Ca”" release in
630 Macﬂf/fCre- and in aMacﬂf/fCre+ fibers. (K) Inset shows the mean values for maximal rate,
631  half velocity and k index of SR Ca®" release in the two groups of fibers, as assessed from
632  Boltzmann fits to data from each fiber.

633

634  Supplementary figure 1: MACF1 expression in myotubes and myofibers. (A) Table
635 showing mass spectrometry identification of MACF1 and Kif4b in 3 days-old primary
636 myotubes. (B) Schematic representation of MACF1 already identified domains. ABD is the
637  “Actin Binding Domain” and MBD is the “Microtubule Binding Domain”. (C) QRT-PCR
638  analysis of Macfl gene expression level relative to Hprtl and Gapdh gene in proliferating
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C2C12 cells (GM) and after 1, 3, or 5 days of differentiation. Data’s means are + SEM (n=3).
(D) Western blot analysis of MACF1 protein expression in total protein extracts from
proliferating cells (GM) to differentiating C2C12 myotubes after 1, 3, or 5 days of
differentiation in cells treated with either Scramble shRNA (control) or a pool of 4 individual
shRNAs targeting Macf]! gene. Tubulin is used as “loading control”. Myotubes Area (E) and
myotubes length (F) ranked by myonuclei content per myotubes were quantified after 3 days of
differentiation in cells treated with a scramble or a pool of 3 individual Macf! siRNAs. In E-H,
3 individual experiments, n=170 for scramble and n=365 for SiIRNA Macf] conditions. (G-J)
Immunofluorescence staining of Myosin Heavy Chain (green) and myonuclei (red) in 5-days
old C2C12 myotubes treated with scramble siRNA (G) or a pool of 3 individual siRNAs
targeting Macf! (H) and in C2C12 myotubes treated with scramble shRNA (I) or a pool of 4
individual shRNAs targeting Macf1 (J). Scale Bar = 50 um.

Supplementary figure 2: MACF1/Shot in myotubes and myofibers. (A-B) Larval muscles
labeled with Shot (Green), Dapi (blue) and Phalloidin (red) in WT (left) or RNAI treated
muscle-targeting Shot (right panel). (C) Larval muscles labeled with Discs-Large, Dlg (Green),
Dapi (blue) and Phalloidin (red) in WT (left) or RNAI treated muscle targeting Shot (right
panel). (D) Larval muscles labeled with Bruchpilot, BRP (Green), Dapi (blue) and Phalloidin
(red) in WT (left) or RNAI treated muscle targeting Shot (right panel). Scale Bar = 50 um.

Supplementary figure 3: Muscle specific Macf1 knockout mice. (A) Schema of the strategy
used to generate mouse muscle specific Macf! knockout mouse model (B) Mutant mice
carrying a Cre transgene under the control of the Human Skeletal Actin (HSA) promoter
confirmed by genomic PCR. (C) Total MACF1 expression is reduced by Half-fold in
Gastrocnemius muscle lysates. Mean + SEM values from three independent experiments. ***p
< 0.001. (D) Dot blot assay for MACF1 expression in Heart, Brain and Gastrocnemius lysates
from Macfl fCre- and Macfl 7 Cret (E) Evolution of M. acﬂf/fCre- and Macﬂf/fCre+ body mass
of mice during 12 month (n=4). (F) Representative images of Gastrocnemius and Soleus
muscle cross-section in 8 and 12 months-old Macf]f/fCre- and Macf]f/ Cre+ mice "stained for
Dapi (red) and Laminin (green). Example of myofibers with mis-localized myonuclei are
stamped by white arrow. Scale Bar = 150 pim. (G) Quantification of the total number of
myofibers in 3, 8 and 12 months-old Macf! " Cre- and Mczcﬂf/f Cre+ mice from in Tibialis
Anterior, Soleus and Gastrocnemius muscles.

Video legend

Movie 1. EB1 comets velocity in primary myotubes transfected with EB1-GFP and scrambled
siRNA. Picture were recorded every 500 ms. Movie correspond to Figure 3A Scramble.

Movie 2. EB1 comets velocity in primary myotubes transfected with EB1-GFP and a pool of 3
individual siRNAs (#952, #954, #958) targeting MacfI. Picture were recorded every 500 ms.
Movie correspond to Figure 3A MACF1 siRNA.

Movie 3. Nuclear movements in primary myotubes transfected with a scrambled shRNA
(green) and lamin-chromobody® (red). Picture were recorded every 15 min. Movie correspond
to Figure 3C sh-Scramble.

Movie 4. Nuclear movements in primary myotubes transfected with a pool of 4 individual

shRNAs targeting Macfl (green) and lamin-chromobody® (red). Picture were recorded every
15 min. Movie correspond to Figure 3C sh-MACF1.
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689  Materials and methods

690

691  Cell culture

692

693  Primary myoblasts were collected from wild type C57BL6 mice as described before (Falcone et
694  al., 2014; Pimentel et al., 2017). Briefly, Hindlimb muscles from 6 days pups were extracted
695  and digested with collagenase (Sigma, C9263-1G) and dispase (Roche, 04942078001). After a
696  pre-plating step to discard contaminant cells such as fibroblasts, myoblasts were cultured on
697  matrigel coated-dish (Corning, 356231) and induced to differentiate in myotubes for 2-3 days
698  in differentiation media (DM: IMDM (Gibco, 21980-032) + 2% of horse serum (Gibco, 16050-
699  122) + 1% penicillin-streptomycin (Gibco, 15140-122)). Myotubes were then covered by a
700  concentrated layer of matrigel and maintained for up to 10 days in long differentiation culture
701  medium (LDM: IMDM (Gibco, 21980-032) + 2% of horse serum (Gibco, 16050-122) + 0.1%
702  Agrin + 1% penicillin-streptomycin (Gibco, 15140-122)) until the formation of mature and
703  contracting myofibers. LDM was changed every two days.

704  Mouse myoblast C2C12 cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM
705  (Gibco, 41966029) + 15% fetal bovine serum (FBS) (Gibco, 10270-106) + 1% penicillin-
706  streptomycin (Gibco, 15140-122))) and were plated on 0.1% matrigel-coated dishes for 1-2
707  days before differentiation. Differentiation was induced by switching to differentiation media
708 (DMEM + 1% horse serum).

709  Production of wild type Agrin recombinant proteins

710  For production of recombinant proteins, the stably transfected HEK293-EBNA cell lines were
711  grown to about 80 % confluence and were transferred to expression medium without FBS.
712 Conditioned medium containing secreted proteins was collected every 3 days and replaced with
713  fresh expression media for 12 days. Conditioned medium was centrifuged at 2,000xg for 10
714  min to pellet the cells before storing at -20°C. After thawing, recombinant proteins were
715  purified from conditioned media by HPLC, on a HITRAP Imac HP column (GE Healthcare,
716  17-0920-03,), eluted with imidazol and desalted on silica column with PBS (HiPrep
717 26 /10Desalting, GE Healthcare) or on a Vivaspin column (Vivaspin Sartorius). The absolute
718  concentration of soluble Agrins was estimated on a coomassie blue stained gel by comparison
719  with a known amount of a commercial purified Agrin.

720  Cell transfection

721

722 For C2CI12 cells, 3 different siRNAs Silencer per gene were transfected in cells using
723  Lipofectamine 2000 (ThermoFisher Scientifics, 11668-019) at the final concentration of 10
724 nM, following manufacturer instructions, 2 days before differentiation. For shRNA c¢cDNA
725  (Geneocopia), we used Lipofectamine 2000 (ThermoFisher Scientifics, 11668-019) was used
726  following manufacturer instructions as well.

727

728  For primaries cells, siRNA were transfected using Lipofectamine 2000 (ThermoFisher
729  Scientifics, 11668-019) at the final concentration of 2nM. shRNA (Geneocopia), Ebl or RFP-
730  Lamin-chromobody (Chromotek) ¢DNA were transfected in cells using Llipofectamine 3000
731  (ThermoFisher Scientifics, L3000-008).

732

Anti-Sense oligonucleotide

siRNA Sense oligonucleotide sequence
sequence
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MACF1 #952 | GAGUUUCAAAAGAACCUUAtt | UAAGGUUCUUUUGAAACUCHt
MACF1 #954 | CAAUACAGCUGAAAAAGUUtt | AACUUUUUCAGCUGUAUUGgg
MACF1 #958 | GGAUGAAAUUAAUACUCGAtt | UCGAGUAUUAAUUUCAUCCat
shRNA Clone Name Target Sequence
MACF1 #1 MSH071923-1-CU6 (0S398499) | GCACATCAATGATCTCTATGA
MACF1 #2 MSH071923-2-CU6 (0S398500) | GCAGGTGAAGCTAGTGAATAT
MACF1 #3 MSH071923-3-CU6 (0S398501) | GCAGATTGCAAACAAGATACA
MACF1 #4 MSH071923-4-CU6 (08398502) | GCTAAAGAATATCCGACTACT

Protein sample preparation

For primary cultured cells or C2C12 cell lines, cells were harvested, using 1X Trypsin for Smin
at 37°C and centrifuged at 1500RPM for Smin at 4°C. Cell pellets were diluted and incubated
in the optimal volume of RIPA lysis buffer containing phosphatases inhibitors (Sigma, P5726-
5mL) and proteases inhibitors (Sigma, P8340) for 10min at 4°C. Following a sonication and a
centrifugation at 12000RPM for 10min at 4°C, protein samples were collected for further uses.
The concentration of proteins was determined using BCA protein assay kit (Thermo Fisher
Scientifics, 23225) as described by the manufacturer.

Western blot and dot blot analysis

To carry out western blots, the same amount of sample were loaded in 6% acrylamide gels and
were migrated at 130V for 10min followed by 160V for 90min. iBlot 2 mini slacks (Thermo
Fisher Scientifics, IB23002) semi-dry system was used to transfer the proteins to nitrocellulose
membranes. Membranes were then saturated in 5% milk in TBS for 1H at RT and were
incubated in primary antibodies in 5% milk in TBS over night at 4°C. Following washes by
0.1% Tween-20-1X TBS, the membranes were incubated in HRP conjugated secondary
antibodies in 5% milk in TBST for 1H at RT. Following washes by 0.1% Tween-20-1X TBS
the detection of the target proteins was carried out using Super Signal West Femto (Thermo
Fisher Scientifics, 34095) and ChemiDoc imaging system (BioRad).

To carry out dot blots, Bio-Dot SF Microfiltration Apparatus plates (BioRad) were used to
transfer the protein samples onto the nitrocellulose membranes. Membranes were then saturated
in 5% milk in TBS for 1H at RT and were incubated in primary antibodies over night at 4°C.
Following washes by 0.1% Tween-20-1X TBS, the membranes were incubated in HRP
conjugated secondary antibodies in 5% milk in TBST for 1H at RT. Following washes by 0.1%
Tween-20 in TBS the detection of the target proteins was carried out using Super Signal West
Femto (Thermo Fisher Scientifics, 34095) and ChemiDoc imaging system (BioRad).

Primary cells immunofluorescence staining

Cells were fixed in 4%PFA in PBS for 20min at 37°C followed by washes with PBS and
permeabilization with 0.5% Triton-X100 in PBS for 5min at RT. Following washes with PBS,
cells were saturated with 1% BSA in PBS for 30min at 37°C and incubated in primary
antibodies over night at 4°C. Following washes with 0.05% Triton-X100-1X PBS, cells were
incubated in secondary antibodies or dyes for 2H at RT followed by washes with 0.05% Triton-
X100 in PBS and a last wash in PBS. Cultured myofibers were imaged using either Z1-
AxioObserver (Zeiss) or confocal SP5 microscope (Leica).

Isolation of mono-myofibers and immunofluorescence staining
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Following the dissection of the whole muscle from the mice, TA or EDL muscle blocks were
fixed in 4%PFA in PBS for 2H at RT. After washes, 30 to 50 mono-myofibers were isolated
per staining from each muscle. Myofibers were then permeabilized using 0.5% Triton-X100 in
PBS for 5Smin at RT and saturated in 1% BSA in PBS for 30min at RT. Based on the
experiments, myofibers were incubated in desired primary antibodies at 4°C over night.
Following washes with 0.05% Triton-X100 in PBS, myofibers were incubated in secondary
antibodies or dyes for 2H at RT followed by washes with 0.05% Triton-X100 in PBS and a last
wash in PBS. Myofibers were mounted on slides using fluromount Aqueous mounting (Sigma,
F4680-25mL) and kept at 4°C or -20°C. Slides were analyzed using confocal SP5 microscope

(Leica) or TI-Eclipse (Nikon).

Antibodies
. Species and Dilution
Antibody or Dye Utility Factor Manufacturer and Reference
Anti-Cytochrome-C | Mouse - primary 1:300 Cell Signaling Technologies
129638
. . . . Santa Cruz
Anti-MACF1 Rabbit - primary 1:100 SC-68430
. . . ) Cell Signaling Technologies
Anti-TOM20 Rabbit - primary 1:1000 DST4N
. . ) Abcam
Anti-OXPHOS Mouse - primary 1:1000 Ab110413
. . . . Sigma
Anti-¢-Tubulin Mouse - primary 1:1000 T6074-200ul.
. . . Enzo life
Anti-HSP90O Mouse - primary 1:1000 SPAS30
Anti-Tyrosinated . ) L, .
Tubulin Rat - primary 1:100 Andrieux’s Lab gift
Anti-deTyrosinated . . ) L, .
Tubulin Rabbit - primary 1:100 Andrieux’s Lab gift
MF20 Mouse-primary 1:10 DSHB
S ) Thermo Fisher Scientifics
Dapi-brilliant blue Dye 1:50000 DI1306
a-Bungarotoxin- ) Thermo Fisher Scientifics
Alexa Flour 488 Dye 1:1000 B13422
a-Bungarotoxin- ) Thermo Fisher Scientifics
Alexa Flour 555 Dye 1:200 B35451
Phalloidin-Alexa D 1:100 Thermo Fisher Scientifics
Flour 647 ve ' A22287
. ) Invitrogen
Anti-mouse-HRP Goat - secondary 1:3000 62-6520
. . . Invitrogen
Anti-rabbit-HRP Goat - secondary 1:3000 65-6120
Anti-rat- Donkey - 1:500 Thermo Fisher Scientifics
Alexa Flour 488 secondary ) A-21208
Anti-rabbit- Thermo Fisher Scientifics
Alexa Flour 647 | G0t - secondary 1:500 A-21245
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Anti-mouse- Goat d 1:500 Thermo Fisher Scientifics
Alexa Flour 647 oat - secondary ' A-21240

Video-Microscopy

Time-lapse images were acquired using Z1-AxioObserver (Zeiss) with intervals of 15minutes.
Final videos were analyzed using Metamorph (Zeiss) and SkyPad plugin as described before
(Cadot et al., 2014).

Electronic-Microscopy

Tissues were cut into small pieces and fixed in 2% glutaraldehyde for 2H at 4°C. Samples were
washed three times for 1H at 4°C and post-fixed with 2% OsO4 1H at 4°C. Then tissues were
dehydrated with an increasing ethanol gradient (5Smin in 30%, 50%, 70%, 95%) and 3 times for
10min in absolute ethanol. Impregnation was performed with Epon A (75%) plus Epon B
(25%) plus DMP30 (1,7%). Inclusion was obtained by polymerization at 60°C for 72H.
Ultrathin sections (approximately 70 nm thick) were cut on a UC7 (Leica) ultra-microtome,
mounted on 200 mesh copper grids coated with 1:1,000 polylysine, and stabilized for 1 day at
room temperature (RT) and contrasted with uranyl acetate and lead citrate. Sections were
acquired with a Jeol 1400JEM (Tokyo,Japan) transmission electron microscope, 80Kv,
equipped with a Orius 600 camera and Digital Micrograph.

Drosophila model

Shot GD9507 UAS-RNAI line from VDRC collection crossed to Mef2-GAL4 driver has been
used to attenuate shot gene expression specifically in muscles. Third instar larvae were
dissected in physiological salt with 25mM EDTA. Body wall muscles were fixed with 4%
formaldehyde in PBS for 15min and then rinsed three times for Smin each in PBS with 0.5%
Tween 20 (PBT). Muscles were blocked for 30min with 20% horse serum in PBT at RT.
Staining was performed by using primary antibodies applied overnight at 4°C and after washing
3 times in PBT secondary antibodies were applied at RT for 1H. The following primary
antibodies were used: anti-Brp1 (1:100; DSHB, N¢82-s), anti-Shot (1:100; DSHB, mAbRod1).

Mouse model

The following mice have been described previously, mice that carry a loxP-flanked allele of
Macfl (Goryunov et al., 2010) and Hsa-Cre transgenic mice (Miniou et al., 1999). All of the
experiments and procedures were conducted in accordance with the guidelines of the local
animal ethics committee of the University Claude Bernard — Lyon 1 and in accordance with
French and European legislation on animal experimentation and approved by the ethics
committee CECCAPP and the French ministry of research. At least 3 Macﬂf/ 7 Cre- or Cre+
mice were tested for each experiment.

Genotyping of mice

In order to extract the DNA, samples (mice tales) were incubated in extraction solution (25mM
NAOH - 0.2mM EDTA) for 30min at 95°C. Following the addition of neutralization solution
(40mM Tris-HCL), samples were centrifuged at 13000RPM for 2min at RT and the DNA were
collected. DNA concentration was evaluated using Nanodrop (ThermoFisher Scientifics). PCR
were carried (Hot Start Taq polymerase (QIAGEN, 1007837), PCR buffer mix (QIAGEN,
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1005479) DNTP mix (Biolabs, 447)) using following primers. The same amount of PCR
products were then loaded in 2X Agarose-1X TAE gels and were migrated for 2H at 130V.
Results were obtained using GelDoc (BioRad).

Primer Sequence
MACF1 F CATCAGAAGAGATCAACCAACC
MACF1 R AAAGGAAGAGAGGTCCAAGGT
Cre F GAGTTGATAGCTGGCTGGTGGCAGATG
Cre R CCTGGAAAATGCTTCTGTCCGTTTGCC
CD8 F GGTGCATTCTCACTCTGAGTTCC
CD8R GCAGACAGAGCTGATTTCCTATGTG

RNA extraction

After the addition of Trizol (Sigma, T9424-200mL) on each sample, lysing matrix D and fast
prep system (MPbio, 6913-100) were used for sample digestion and pre-RNA extraction. In
order to extract RNA, samples were incubated in chloroform for 5min at RT, centrifuged for
15min at 12000 rcf at 4°C and incubated in the tubes containing isopropanol (precipitatation of
RNA) for 10min at RT. following a centrifuge of samples for 15min at 12000rcf at 4°C,
samples were washed 2 times with 70% ethanol and the final RNA pellets were diluted in ultra-
pure RNase free water (Invitrogen, 10977-035). RNA concentration was calculated using
Nanodrop (ThermoFisher Scientifics).

RT-q-PCR

Goscript Reverse Transcriptase System (Promega, A5001) was used, as described by the
manufacturer to produce the cDNA. Fast Start Universal SYBR Green Master (Rox)(Roche,
04913914001) and CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System (BioRad) were used to
carry out the quantitative PCR using the following primer sets. The CT of target genes were
normalized on 3 control genes.

Primers Sequence
MACF1 isoforms 1&2 F AATACCGGTTCTTCCTCGGC
MACF1 isoforms 1&2 R CATCCTCCACCAACTCGGAC
MACEFI isoform 2 F TTGCGTGTGCTGAAGAAGAC
MACF1 isoform 2 R GCAGAGTCTTTTGTTCCGTCTG
ChRNAF TTCCTTCGATGAGCAGAACT
ChRNA R GGGCAGCAGGAGTAGAACAC
Gusb F GAGGATTGCCAACGAAACCG
Gusb R GTGTCTGGGGACCACCTTTGA
GAPDHF AACTTTGGCATTGTGGAAGG
GAPDH R ACACATTGGGGGTAGGAACA
RplL4F GCCATGAGAGCGAAGTGG
RpL4 R CTCCTGCAGGCGTCGTAG

Histological staining and analysis
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Tibialis anterior, Soleus and Gastrocnimius muscles were collected, embedded in tragacanth
gum, and quickly frozen in isopentane cooled in liquid nitrogen. Cross-sections (10um thick)
were obtained from the middle portion of frozen muscles and processed for histological,
immunohistochemical, enzymohistological analysis according to standard protocols. The fibre
cross-sectional area and the number of centrally nucleated fibers were determined using
Laminin and Dapi-stained sections. Fluorescence microscopy and transmission microscopy
were performed using Axioimager Z1 microscope with CP Achromat 5x/0.12, 10x/0.3 Phl, or
20x/0.5 Plan NeoFluar objectives (Zeiss). Images were captured using a charge- coupled device
monochrome camera (Coolsnap HQ, Photometrics) or color camera (Coolsnap colour) and
MetaMorph software. For all imaging, exposure settings were identical between compared
samples. Fiber number and size, central nuclei and peripheral myonuclei were calculated using
Imagel software.

Succinate DeHydrogenase (SDH) staining and analysis

SDH staining was performed as previously described (NACHLAS et al., 1957). Briefly,
transverse sections (8um) were cut from the mid-belly of the TA muscles on a cryostat at
—20°C and stored at —80°C until SDH staining was performed. The sections were dried at room
temperature for 30min before incubation in a solution made up of 0.2M phosphate buffer (pH
7.4), 0.1M MgCI2, 0.2M Succinic Acid (Sigma) and 2.4mM NitroBlue Tetrazolium (NBT,
Sigma) at 37°C in a humidity chamber for 45min. The sections were then washed in deionized
water for 3min, dehydrated in 50% ethanol for 2min, and mounted for viewing with DPX
mount medium (Electron Microscopy Sciences). Images were acquired as described above.

Confocal imaging of T-tubule network

FDB muscle fibers were incubated for 30min in the presence of 10um di-8-anepps in Tyrode
solution. Estimation of the T-tubule density from the di-8-anepps fluorescence was carried out
from a largest possible region of interest excluding the plasma membrane, within each fiber.
For each fiber, two images taken at distinct locations were used. Analysis was carried out with
the ImagelJ software (National Institute of Health). Automatic threshold with the Otsu method
was used to create a binary image of the surface area occupied by T-tubules. The “skeletonize”
function was then used to delineate the T-tubule network. T-tubule density was expressed as
the percent of positive pixels within the region. Sarcomere length was estimated from half the
number of fluorescence peaks (T-tubules) along the length of the main axis of a given fiber. To
assess variability in T-tubule orientation, objects within two T-tubule binary images of each
fiber were outlined and particle analysis was performed to determine the angle of all objects
yielding a perimeter larger than an arbitrary value of 10um. For each fiber, the standard
deviation of angle values was then calculated. This analysis was performed on 10 muscle fibers
from 3 Macf1f/f Cre- and from 3 Macf1{/f Cre+ mice, respectively.

Intracellular Ca*" in voltage-clamped fibers

Single fibers were isolated from FDB muscles as described previously (Jacquemond, 1997). In
brief, muscles were incubated for 60min at 37 °C in the presence of external Tyrode containing
2 mg.mL collagenase (Sigma, type 1). Single fibers were obtained by triturating the
collagenase-treated muscles within the experimental chamber.

Isolated muscle fibers were handled with the silicone voltage-clamp technique (Lefebvre et al.,
2014). Briefly, fibers were partly insulated with silicone grease so that only a short portion (50-
100um long) of the fiber extremity remained out of the silicone. Fibers were bathed in a
standard voltage-clamp extracellular solution containing (in mM) 140 TE A-methanesulfonate,
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904 2.5 CaCl2, 2 MgCl12, 1 4-aminopyridine, 10 HEPES and 0.002 tetrodotoxin. An RK-400 patch-
905  clamp amplifier (Bio-Logic, Claix) was used in whole-cell configuration in combination with
906 an analog-digital converter (Axon Instruments, Digidata 1440A) controlled by pClamp 9
907  software (Axon Instruments). Voltage-clamp was performed with a micropipette filled with a
908  solution containing (in mM) 120 K-glutamate, 5 Na2-ATP, 5 Na2-phosphocreatine, 5.5 MgCIl2,
909 15 EGTA, 6 CaCl2, 0.1 rhod-2, 5 glucose, 5 HEPES. The tip of the micropipette was inserted
910  through the silicone within the insulated part of the fiber and was gently crushed against the
911  bottom of the chamber to ease intracellular equilibration and decrease the series resistance.
912  Intracellular equilibration of the solution was allowed for 30min before initiating
913 measurements. Membrane depolarizing steps of 0.5s duration were applied from -80mV.
914  Confocal imaging was conducted with a Zeiss LSM 5 Exciter microscope equipped with a 63x
915  oil immersion objective (numerical aperture 1.4). Rhod-2 fluorescence was detected in line-
916  scan mode (x,t, 1.15 ms per line) above 560nm, upon excitation from the 543nm line of a HeNe
917  laser. Rhod-2 fluorescence transients were expressed as F/FO where FO is the baseline
918  fluorescence. The Ca2+ release flux (rate of SR Ca2+ release) was estimated from the time
919  derivative of the total myoplasmic Ca2+ ([Catot]) calculated from the occupancy of
920  intracellular calcium binding sites following a previously described procedure (Kutchukian et
921 al,2017).

922

923  In vivo force measurements

924  Mice were initially anesthetized in an induction chamber using 4% isoflurane. The right
925  Hindlimb was shaved before an electrode cream was applied at the knee and heel regions to
926  optimize electrical stimulation. Each anesthetized mouse was placed supine in a cradle
927  allowing for a strict standardization of the animal positioning. Throughout a typical experiment,
928  anesthesia was maintained by air inhalation through a facemask continuously supplied with
929  1.5% isoflurane. The cradle also includes an electrical heating blanket in order to maintain the
930 animal at a physiological temperature during anesthesia. Electrical stimuli were delivered
931 through two electrodes located below the knee and the Achille’s tendon. The right foot was
932  positioned and firmly immobilized through a rigid slipper on a pedal of an ergometer
933 (NIMPHEA Research, AIl Biomedical SAS) allowing for the measurement of the force
934  produced by the Hindlimb muscles (i.e., mainly the Gastrocnemius muscle). The right knee
935 was also firmly maintained using a rigid fixation in order to optimize isometric force
936  recordings. Monophasic rectangular pulses of 0.2ms were delivered using a constant-current
937  stimulator (Digitimer DS7AH, maximal voltage: 400V). The force-frequency curves were
938  determined by stepwise increasing stimulation frequency, with resting periods > 30s between
939  stimuli in order to avoid effects due to fatigue. For each stimulation train, isometric peak force
940  was calculated. After a 3-min recovery period, force was assessed during a fatigue protocol
941  consisting of 30Hz stimulation trains of 0.3s delivered once every second for 180s. The peak
942  force of each contraction was measured and averaged every 5 contractions. A fatigue index
943  corresponding to the ratio between the last five and the first five contractions was determined.
944  Force signal was sampled at 1000Hz using a Powerlab system and Labchart software
945  (ADinstruments).

946  Quantification methods for myonuclei spreading in myotubes

947  Quantifications in immature myotubes were assessed using an analysis tool developed in our
948  team. An image analysis performed in ImageJ® software is combined with a statistical analysis
949  in RStudio® software. This provides quantifications of parameters, ranked by myonuclei
950  content per myotubes, regarding phenotype of myotubes (area, length) and their respective
951 myonuclei positioning compare to centroid of myotubes (DMcM).
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MSG diagrams were obtained through the normalization of lengths of all analyzed myotubes
(independently to their myonuclei content) to 100%. White lines represent myonuclei density
curves assessing the statistical frequency for myonuclei positioning along myotubes. Each color
group reflects statistical estimation of myonuclei clustering along myotubes.

Quantification methods for EB1 Comets

To determine EB1 comets speed, four continuous frame of a time-lapse movie of EB1-GFP
were overlapped, the first two are color-coded in green and the last two are color-coded in red.
Comets length was counted if green and red length were equal, traducing a comets growing in
the same focal plan.

Quantification of mitochondria fragmentation

In order to analyze mitochondria repartition, Cytochrome-C staining was used as representative
of the mitochondrial network in long differentiated myofibers. Representative images were
taken from myofibers and the analysis of images was done using ImageJ® software. One or
several Regions Of Interest (ROI) were selected per image, these regions were set just next-to
or close to myonuclei. Following a threshold determination, the whole information of each
stained particle (representing a single or a group of mitochondria) was extracted from Imagel
software. The particles with circularity equivalent to 1 were eliminated in order to purify our
results from any unwanted background errors. Particles with feret less than 0.75um (mean size
of mitochondria) were eliminated to purify our results. Finally, the ratio of number of particles
per area of ROI was calculated.

Quantification of AChRs fragmentation

Bungarotoxin staining was used to analyze formation of acetylcholine receptors clusters in
mature myofibers. Representative images were taken from myofibers of each condition as
described before and the analysis of images was done using ImageJ® software. Briefly, a
threshold of 8um was set as the minimal size for AChRs clusters. Myofibers with at least one
cluster of 8um or bigger were considered as positive.

Statistical analysis

The statistical analyses were performed using Student’sttest or the Mann-Whitney test
according to samples amount and distribution
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Audrey Garcia

Mécanisme moléculaire du controle de l'arborisation axonale par une régulation
post-traductionnelle de la kinase LKB1

Résumé

La connectivité neuronale est a la base des fonctions cognitives et est une conséquence de la morphologie neuronale. Des
défauts de développement neuronal sont associés a des troubles neuro-développementaux tels que la schizophrénie ou
des troubles du spectre autistique. Ainsi dans ce cadre, la question fondamentale de ma thése a été de comprendre
comment la morphologie des neurones est acquise durant le développement, en étudiant les mécanismes moléculaires
aboutissant cette morphologie. L'acquisition de la morphologie axonale est permise par la coordination de voies de
signalisation intracellulaires et des facteurs extracellulaires tels que les molécules de guidages ou les neurotrophines. La
kinase LKB1 (Liver Kinase B1) est impliquée dans I'acquisition de la morphologie neuronale par I'activation séquentielle des
kinases de la famille de I'AMPK (Amp activated Potein Kinase). Cependant, les facteurs extracellulaires permettant la
régulation de cette kinase sont a ce jour peu connu. Un facteur extracellulaire est impliqué dans la polarisation neuronale
par l'intermédiaire de LKB1, la neurotrophine BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor). Cette neurotrophine est
impliquée dans le branchement axonal, tout comme la kinase LKB1 qui régule le branchement axonal par |'activation de la
kinase NUAK1 (NUAK Family Kinase 1). Ainsi, nous avons posé I'hypothése que le BDNF régule la kinase LKB1 pour le
branchement axonal.

L'utilisation d'une approche candidat nous a permis de montrer que le BDNF régule la voie LKB1/NUAK1 pour le
branchement axonal par le biais de la régulation des mitochondries. En effet, un traitement des neurones au BDNF induit
une augmentation du nombre de branches et du métabolisme des mitochondries et nous avons montré que ces régulations
sont dépendantes de LKB1 et de NUAK1. De plus, nous avons montré que le BDNF induit la phosphorylation du site S431
de LKB1 par le BDNF par le biais de la MAP kinase ERK. Une approche de remplacement de genes nous a permis de montrer
que le site S431 de LKB1 est nécessaire a la formation de branches et au trafic des mitochondries in vitro. Par la suite, nous
avons utilisé la méthode d'électroporation in utero associé a I'approche de remplacement de genes in vivo. L'expression
du mutant S431A permet de restaurer le branchement axonal de la couche V en ipsilatéral mais pas le branchement
contralatéral des couches II/Ill. Pour finir, nous avons montré que les souris mutantes S431A ont un défaut de branchement
terminal mais aussi de comportement.

Ainsi mes travaux ont permis une meilleure compréhension de la signalisation BDNF menant a la formation de branches,
mais aussi I'identification d'un site de modification post-traductionnelle de LKB1 impliqué dans I'équilibre du branchement
ipsilatéral et contralatéral in vivo.

Mots-clés : développement cortical, BDNF, LKB1, NUAK1, branchement axonal, cortex

Abstract

Neuronal connectivity forms the basis of neuronal functions and is a consequence of neuronal morphology. Neuronal
development defects result in neurodevelopmental diseases such as schizophrenia or autism. In this context, the
fundamental question of my thesis was to understand how neuronal morphology is acquired during development by the
identification of molecular mechanism leading to the regulation of axonal morphology. Acquisition of specific pattern of
axonal morphology is regulated by coordination of intracellular signaling pathway and extracellular cues such as
neurotrophines or guidance molecules. The LKB1 kinase (Liver Kinase B1) is a master kinase involved in the acquisition of
neuronal morphology. Yet the extracellular factors ensuring the regulation of LKB1-dependent signaling pathway in the
axon remain largely unknown. An extracellular cue is involved in LKB1-dependent neuronal polarity : the neurotrophin
BDNF. Moreover, BDNF regulates axon branching as LKB1. Axon branching regulation by LKB1 involved the activation of
NUAK1 kinase. Thus, we hypothesized that BDNF regulates axon branching by the regulation of LKB1 and NUAK1.

A candidate-approach technic allowed us to show that BDNF-induced axon branching and mitochondria regulation is
dependent on LKB1/NUAK1 signaling. A BDNF neurons treatment leads to an increase in axonal branching and
mitochondria metabolism and we show that these regulations are dependent to LKB1 and NUAK1. Moreover, BDNF-
induces S431 phosphorylation on LKB1, and this phosphorylation is mediated by the MAP kinase ERK. A gene replacement
strategy allowed us to show that S431 site on LKB1 is necessary for axon branching and mitochondria trafficking in vitro.
Then, we used in utero electroporation linked to gene replacement strategy in vivo. We observed that expression of S431A
mutant rescue axon branching in ipsilateral side in layer V whereas S431A mutant failed to rescue axonal branching of
layers II/Ill in the contralateral side. Finally, we reported that mice mutant S431A have altered terminal axon branching
and behavior

Taken together, these results allowed a better understanding in BDNF signalization for axon branching and suggest a local
regulation participates in the balance between ipsilateral and contralateral axonal projections.

Key words : cortical development BDNF, LKB1, NUAK1, axon branching, cortex
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