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“We live on an island surrounded by a sea of ignorance. As our island of knowledge

grows, so does the shore of our ignorance.” (John A. Wheeler)
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Résumé

LIMK1 et LIMK2 sont des sérines/thréonine kinases capables de phosphoryler et
d’'inactiver la cofiline, un facteur de dépolymérisation de l'actine. Elles sont régulées
négativement par la neurofibromine, responsable de la neurofibromatose de type 1, et
pourraient étre impliquées a la fois dans les aspects tumoraux et cognitifs de cette maladie

par leur role dans la dynamique de 'actine.

Nous avons étudié l'isoforme LIMK2-1 de LIMK2, spécifique des hominidés et
précédemment associée a la déficience intellectuelle. Cette isoforme posséde un domaine

kinase tronqué et un domaine inhibiteur de la phosphatase 1 (PP1i) en C-terminal.

Nos résultats montrent, d’'une part, que LIMK2-1 existe sous forme de protéine et
qu’elle est exprimée dans le systeme nerveux central chez I'homme, en particulier au cours du
neurodéveloppement. D’autre part, il apparait que cette isoforme favorise la polymérisation
de l'actine. Cette action semble indépendant de l'activité kinase puisque LIMK2-1 ne
phosphoryle pas la cofiline. Nous avons également montré que le domaine PP1i interagissait
spécifiquement avec la phosphatase 1 et des résultats complémentaires suggerent un role de

ce domaine dans I'inhibition de la dépolymérisation de l'actine.

Ces données mettent en évidence un mécanisme moléculaire nouveau pour une
protéine de la famille des LIMK et soulignent I'intérét d’étudier ces protéines afin de mieux

comprendre leur implication dans les troubles cognitifs et dans la neurofibromatose de

type 1.

Mots clés: Neurofibromatose de type 1, déficience intellectuelle, LIMK2, LIMK2-1, cofiline,

actine






Abstract

LIMK1 and LIMK2 are serine/threonine kinases that phosphorylate and subsequently
inactivate cofilin, an actin-depolymerizing factor. Neurofibromin, the protein responsible for
neurofibromatosis type 1, negatively regulates these proteins that may be involved in tumoral

and cognitive aspects of the disease through their role in actin dynamics.

We studied LIMK2-1, a hominidae-specific isoform previously involved in intellectual
disability. This isoform possesses a truncated kinase domain and a protein phosphatase 1

inhibitory (PP1i) domain at its C-terminal extremity.

Our results showed that LIMK2-1 exists at a protein level and that it is expressed in
human central nervous system, especially during neurodevelopment. Moreover, LIMK2-1
promotes actin polymerization independently from a kinase activity, since this isoform does
not phosphorylate cofiline. We also highlighted an interaction between the PP1i domain and
protein phosphatase 1 and complementary results suggest a role of this domain in the

inhibition of actin depolymerization.

These data highlight a new molecular mechanism for a LIMK protein and emphasize
the interest of studying these proteins to understand their involvement in cognitive disorders

and in neurofibromatosis type 1.

Keywords: Neurofibromatosis type 1, intellectual disability, LIMK2-1, cofilin, actin
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Introduction

La neurofibromatose de type 1 est une pathologie caractérisée par un tableau clinique
complexe, dont les symptomes les plus invalidants sont 'apparition de tumeurs, pouvant
dégénérer en cancers, et les troubles cognitifs. L’étiologie génétique de cette pathologie est
connue et due a des mutations du géne codant la neurofibromine (NF1). Le réle moléculaire
de cette protéine a été largement étudié, et sa fonction la plus connue est la régulation de la

voie Ras.

La voie des LIM kinases, moins étudiée dans le contexte de la neurofibromatose de
type 1, est également régulée par NF1. Les LIM kinases comprennent deux membres, LIMK1 et
LIMK2, qui pourraient étre impliqués a la fois dans les aspects tumoraux et cognitifs de cette

maladie par leur role dans la dynamique de I'actine et le réarrangement des microtubules.

Le travail présenté dans ce manuscrit fait suite a une premieére thése, portant sur le
role de LIMK2 dans l'autisme et la déficience intellectuelle (Tastet, 2012). Au cours de cette
these, il a été montré que I'isoforme LIMK2-1 de LIMK2 était spécifique des primates et qu'un
variant de cette isoforme était associé a la déficience intellectuelle. Dans ce travail, nous avons
voulu caractériser cette isoforme d'un point de vue cellulaire et moléculaire afin de mieux

comprendre son réle dans la déficience intellectuelle et dans la neurofibromatose de type 1.

Ce manuscrit débute par une introduction qui se divise en deux parties. La premiere
décrit la neurofibromatose de type 1, les symptomes qui lui sont associés ainsi que le role
moléculaire de la neurofibromine et vise a replacer les LIM kinases dans le contexte de cette
pathologie. La deuxieme porte sur les LIM kinases et décrit le role physiopathologique de ces
protéines, a la fois dans la tumorigenese et dans les dysfonctions neuronales. Ce chapitre se
termine par une revue de la littérature, publiée dans FEBS Letters, et portant sur le réle des

LIMK dans les fonctions et dysfonctions du systeme nerveux.

Nous présentons ensuite les objectifs de ce travail et le matériels et méthodes, puis
nous exposons les résultats, divisés en trois parties: une étude d’expression, une étude
moléculaire et une caractérisation du variant p.S668P associé a la déficience intellectuelle. La
premiere partie, ainsi que des résultats issus de la troisiéme partie et de la thése précédente,
font I'objet d'un manuscrit soumis dans Neuroscience et présenté a la fin des résultats. La
deuxiéme partie permettra d’écrire un second article, en collaboration avec le Dr. Béatrice
Vallée de I'équipe du Dr. Bénédetti, sur les isoformes de LIMK2. Enfin, ce manuscrit se termine

par une discussion de nos résultats et une conclusion.
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I. La neurofibromatose de type 1

I.1. Historique

La premiere description d'un malade atteint de neurofibromatose remonte au XIIIe siecle
dans un manuscrit hongrois écrit par le moine Henricus. Au XVIe siecle, Aldrovandi de Bologne
décrit une tumeur spécifique de la neurofibromatose de type 1 (NF1): le neurofibrome

plexiforme.

En 1768, le médecin anglais Mark Akenside rapporte le cas d'un malade porteur de
nombreuses « verrues » parsemant son corps et évoque la possibilité d'une transmission
familiale de la pathologie. Par la suite, en 1873, le médecin et naturaliste allemand Wilhelm G.

von Tilesius décrit un patient atteint de multiples tumeurs fibreuses visibles.

Ces observations sont synthétisées en 1882 par le médecin allemand Friedrich D. von
Recklinghausen qui propose une description précise de la pathologie ainsi que le terme de
« neurofibrome » (de « neuro» pour les nerfs et « fibroma» pour le tissu fibreux). Il est
également le premier a noter que ces neurofibromes se développent a partir de la gaine de
myéline des neurones périphériques. La formation des neurofibromes est commune a
chacune des entités nosologiques regroupées sous le terme de neurofibromatose. La
distinction entre ces entités ne se fera que pres d’'un siecle plus tard, suite a la création en
1978 de la «National Neurofibromatosis Foundation» (actuelle « Children’s Tumor
Foundation »). Cette association favorise les interactions entre scientifiques et cliniciens et
participe a l'établissement de critéeres diagnostiques qui permettront de caractériser

spécifiquement la NF1 (Korf and Rubenstein, 2005; NIH, 1988).

A la fin de années 1980, le locus associé a la NF1 est identifié dans la région
péricentromérique du chromosome 17 (Barker et al.,, 1987; Seizinger et al., 1987), trois ans
avant la localisation précise du géne responsable de la maladie (Viskochil et al., 1990; Wallace

etal., 1990).
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1.2. Epidémiologie

La NF1 est une maladie génétique a transmission autosomique dominante et
représente 'une des maladies génétiques les plus fréquentes, indépendamment du groupe
ethnique. Son incidence a la naissance est estimée a environ 1/2700 et sa prévalence a
1/4500 (Evans et al,, 2010). La maladie est héritée de I'un des deux parents dans 50 % des
cas, les autres cas résultant de mutations de novo (Friedman and Riccardi, 1999; Gutmann et

al,, 1997; Huson et al,, 1988; Lammert et al., 2005).
I.3. Clinique

I.3.1. Principaux signes cliniques
I.3.1.1. Critéres diagnostiques

La NF1 se caractérise notamment par la présence sur la peau de taches café-au-lait
(TCL) et de multiples neurofibromes, par des tumeurs bénignes du systeme nerveux central et
des anomalies osseuses. Dans 50 a 70 % des cas, des troubles d’apprentissage sont également
rapportés. Les symptomes de la maladie sont extrémement variables d’'un individu a l'autre,
méme au sein d’'une méme famille, ce qui peut rendre le diagnostic difficile. En 1987, la
conférence du National Institute of Health (NIH) a établi une liste de 7 critéres
caractéristiques de la NF1 (Tableau 1). Le diagnostic est posé lorsque deux des signes

proposés sont réunis chez un méme patient (NIH, 1988; Szudek et al., 2003).

Tableau 1 : Criteres diagnostiques de la NF1 (NIH, 1988)

1. Un apparenté du premier degré atteint

2. Au moins 6 taches café-au-lait

> 5 mm avant la puberté

> 15 mm apres la puberté

3. Des éphélides intertrigineuses ou lentigines

4. Deux nodules de Lisch

5. Deux neurofibromes cutanés ou un neurofibrome plexiforme
6. Un gliome du nerf optique

7. Une lésion osseuse caractéristique
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Bien que les symptomes soient connus et bien décrits, leur évolution a I'échelle
individuelle reste imprévisible et peut aboutir, dans certains cas, a 'apparition de nombreuses
complications. A ce jour, seuls les symptomes peuvent étre pris en charge. Il n’existe aucun

traitement étiologique global de la maladie.
1.3.1.2. Taches café-au-lait (TCL)

Les TCL sont des 1ésions cutanées bénignes (Figure 1). Elles sont caractérisées par une
couleur uniforme allant du brun clair au brun foncé, des contours réguliers et un diametre
variable, compris entre quelques millimétres et une vingtaine de centimetres. Elles
apparaissent précocement, entre la naissance et les deux premieres années de la vie, et sont
présentes chez 95 % des patients agés de plus de 8 ans (DeBella et al,, 2000). Leur nombre et
leur taille constituent I'un des premiers critéres diagnostiques de la NF1. Ainsi, pour étre
diagnostiqué, un patient doit avoir au moins 6 TCL mesurant au moins 0,5 cm chez 'enfant et
1,5 cm chez I'adulte (Tableau 1). Les TCL ne montrent pas de tendance a la transformation

maligne (Williams et al., 2009).

Figure 1 : Taches café-au-lait (Boyd et al., 2010)

1.3.1.3. Ephélides intertrigineuses ou lentigines

Les éphélides sont des taches de petite taille, communément appelées «taches de
rousseur » dans la population générale. Chez les patients atteints de NF1, elles sont localisées
spécifiquement au niveau des plis axilaires, inguinaux ou sous-mammaires et sont alors
appelées éphélides intertrigineuses ou lentigines (Figure 2). Elles apparaissent entre 3 et 5
ans (Korf, 2002). Leur prévalence est comprise entre 80 % chez I’enfant de 4 ans et 90 % chez
I'adulte (Friedman, 1999; Huson et al., 1988). Il s’agit donc d'un signe diagnostique important
(Tableau 1).
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P SRS TR A
Figure 2 : Ephélides (gauche) et lentigines (droite) (Stulberg et al., 2003)

1.3.1.4. Nodules de Lisch ou hamartomes iriens

Les nodules de Lisch sont des hamartomes, ou malformations tissulaires d’aspect
tumoral, localisés a la surface de l'iris et asymptomatiques (Figure 3). Ces malformations sont
facilement détectables par un examen ophtalmologique (Williams et al., 2009). Elles
constituent un signe spécifique de la pathologie mais ne permettent pas de poser un
diagnostic précoce. En effet, elles ne sont présentes que chez 53 % des patients de moins de

10 ans, alors que 100 % des patients de plus de 29 ans en sont atteints (Beauchamp, 1995).

Figure 3 : Nodules de Lisch (Adams et al., 2011)

I.3.1.5. Tumeurs du systéme nerveux
L3.1.5.1. Tumeurs du systéme nerveux périphérique

La NF1 est caractérisée par l'apparition de neurofibromes, qui sont des tumeurs
bénignes issues de la gaine de myéline des neurones périphériques. Ce sont des tumeurs
hétérogenes composées de cellules de Schwann, de fibroblastes, de cellules périneurales et de

mastocytes.

En dépit de I'absence d'un systéme de classification standard, les neurofibromes
peuvent étre classés en quatre catégories, en fonction de leur apparence et de leur

localisation : les neurofibromes cutanés, sous-cutanés, spinaux et plexiformes (Williams et al.,
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2009) (Figure 4). Les neurofibromes cutanés sont des tumeurs bénignes de petite taille qui
apparaissent dans la petite enfance ou au cours de la puberté. Ils touchent 95 % des patients
atteints de NF1. Les neurofibromes sous-cutanés sont des nodules bénins. Ils apparaissent a
partir de la puberté chez 20 % des patients. Les neurofibromes spinaux sont des tumeurs
bénignes localisées au niveau de la racine des nerfs. IIs touchent entre 30 et 40 % des patients
et induisent des déficits moteurs et/ou sensitifs dans 5 % des cas (Poyhonen et al., 1997). Les
neurofibromes plexiformes sont des tumeurs de tailles trés variables, comprises entre
quelques centimetres et plusieurs dizaines de centimetres. Ils se développent le long des nerfs
et peuvent s’étendre autour de structures telles que les muscles, les os ou les organes
internes. Ils sont observés chez 30 % des patients mais ces données n’'incluent pas les patients
atteints de lésions internes, visibles uniquement par IRM (Mautner et al, 2006). Les
neurofibromes plexiformes sont tres invalidants du fait des douleurs neurogenes et des
déformations inesthétiques qu’ils provoquent. Dans 10 % des cas, ils peuvent dégénérer en
tumeurs malignes appelées neurofibrosarcomes ou MPNST pour Malignant Peripheral Nerve
Sheath Tumor (Evans et al., 2002). Les MPNST sont le plus souvent résistants aux traitements
classiques (chimiothérapie, radiothérapie) et sont responsables d'une diminution importante
de la durée de vie moyenne des patients atteints de NF1 (Rasmussen et al., 2001; Zou et al,,

2009).

Figure 4 : Tumeurs du systéme nerveux périphérique
Neurofibromes cutanés de tailles variables (a gauche) et neurofibrome plexiforme (a droite)
(Antdnio et al., 2013).

L3.1.5.2. Tumeurs du systéme nerveux central

La NF1 se caractérise également par 'apparition de tumeurs développées a partir du
systéeme nerveux central et, plus particulierement, de gliomes optiques. Les gliomes optiques

sont des tumeurs bénignes qui se développent le long du nerf optique. D’un point de vue
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histologique, il s’agit le plus souvent d’astrocytomes pilocytiques de bas grade (Rosser and
Packer, 2002). Ces tumeurs sont retrouvées chez 15 % des patients atteints de NF1 et
apparaissent habituellement au cours des dix premieres années de la vie (Listernick et al,,
1999). Dans un tiers a la moitié des cas, les gliomes des nerfs optiques chez les patients
atteints de NF1 provoquent une baisse de I'acuité visuelle pouvant aller jusqu’a la cécité. Ils
peuvent également étre associés a une puberté précoce, si la tumeur se développe a proximité

de I'hypothalamus (Friedman, 2002).
I.3.1.6. Anomalies squelettiques

Des anomalies squelettiques apparaissent chez 38 % des patients (Crawford and
Schorry, 1999), dont la densité osseuse peut étre légerement inférieure a celle observée dans
la population générale (Stevenson et al., 2007). Ces anomalies peuvent inclure des dysplasies
osseuses, une ostéoporose ou des scolioses (Figure 5). La scoliose affecte 10 a 26 % des
patients (Dulai et al.,, 2007). Sa forme la plus sévere, présente dans moins de 10 % des cas,
peut entrainer une compression de la moelle épiniére pouvant aboutir, dans certains cas, a

une paralysie des membres inférieurs (Akbarnia et al., 1992; Williams et al., 2009).

Figure 5 : Anomalies squelettiques dans la NF1
Dysplasie osseuse (a gauche) et scoliose (a droite) (Antdnio et al.,, 2013; Williams et al., 2009).

I.3.1.7. Manifestations vasculaires

Des pathologies vasculaires sont observées dans 7 % des cas de neurofibromatose
(Oderich et al., 2007; Rea et al., 2009). Leur prévalence reste néanmoins difficile a évaluer, ces
pathologies n’étant pas systématiquement recherchées chez les patients. Les manifestations
vasculaires peuvent toucher tous les vaisseaux, principalement 'aorte et les arteres rénales, et

peuvent conduire a des obstructions ou des anévrysmes.
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1.3.2. Profils cognitifs et troubles associés

I.3.2.1. Déficience intellectuelle
L3.2.1.1. Définition

La déficience intellectuelle (DI) est la cause la plus fréquente d’handicap sévere chez
I'enfant dans les pays développés, avec une prévalence comprise entre 1 et 3 % (Perou et al,,
2013). La DI apparait avant I'dge de 18 ans. Elle se caractérise par des troubles des aptitudes
cognitives impactant le fonctionnement adaptatif dans trois domaines (conceptuel, social et

pratique) qui déterminent la capacité a gérer les taches quotidiennes.

Le domaine conceptuel inclut la compréhension verbale, le raisonnement perceptif, la
mémoire de travail et la vitesse de traitement des informations. Ce domaine est évalué par le
quotient intellectuel (QI) mesuré par I'échelle révisée d’intelligence de Wechsler (WISC-R). Un
patient est diagnostiqué déficient intellectuel lorsque son QI est inférieur a 70, ce qui
correspond a deux déviations standard (DS) en-dessous de la moyenne de la population
générale (m=100; DS=15). On distingue généralement la DI légeére (69>QI>50), modérée
(49<QI<35), sévere (34<QI<20) et profonde (QI<20).

Le domaine social se centre sur I'empathie, le jugement social et les capacités de
communication interpersonnelle. Le domaine pratique, quant a lui, se réfere aux compétences
de la vie quotidienne qui incluent la capacité a s’autogérer en ce qui concerne sa santé, dans le
cadre de son emploi ou de la gestion de son argent, ainsi que dans I'organisation des taches a
I’école ou au travail. Ce domaine inclut également la motricité, globale et fine. Ces deux
derniers domaines s’évaluent par l’échelle du comportement adaptatif de Vineland-II

(American Psychiatric Association et al., 2013).

La DI peut étre non-syndromique, quand le déficit intellectuelle est la seule
manifestation clinique observée, ou syndromique, lorsqu’elle est associée a d’autres
manifestations tels que des malformations, des signes neurologiques, des déficiences

sensorielles, de I'épilepsie ou des troubles du comportement (Srivastava and Schwartz, 2014).
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L3.2.1.2. Efficience intellectuelle globale dans la NF1

Plusieurs études montrent un léger décalage vers la gauche de la distribution du QI
chez les patients atteint de NF1, avec une déviation standard par rapport a la moyenne de la
population générale et un QI moyen compris entre 89 et 98. D’autres travaux montrent que 4
a 8 % des patients atteints de NF1 présentent une déficience intellectuelle (QI<70), soit une
incidence 1 a 3 fois plus élevée que celle observée dans la population générale (Acosta et al,,

2006; Levine et al., 2006; North et al.,, 2002).
1.3.2.2. Les troubles spécifiques d’apprentissage

Les troubles spécifiques d’apprentissage sont définis par le manuel diagnostique et
statistique des troubles mentaux, 5¢ édition (DSM5) comme des difficultés persistantes dans
une ou plusieurs aptitudes académiques : (1) lecture de mots inexacte, lente ou laborieuse ;
(2) difficultés a comprendre la signification de ce qui est lu; (3) difficultés en orthographe;
(4) difficultés dans I'’expression écrite ; (5) difficultés a maitriser le sens des nombres, les faits
numériques ou le calcul; (6) difficultés dans le raisonnement mathématique. Par définition,
les capacités dans ces aptitudes sont significativement en-dessous de celles attendues pour
I'age et les difficultés ne s’expliquent pas par un trouble du développement intellectuel, un
retard de développement global ou des troubles neurologiques, sensoriels ou moteurs. Enfin,
les difficultés d’apprentissage interféerent de maniére significative avec la réussite scolaire, le
fonctionnement professionnel ou les activités de la vie courante. Les troubles de
I'apprentissage sont évalués par la discordance entre les performances académiques et le
niveau attendu compte-tenu de 1'dge et du niveau intellectuel (Albaret and Chaix, 2013;

American Psychiatric Association et al., 2013).

Les troubles spécifiques de I'apprentissage touchent environ 50 % des patients atteints
de NF1 (Descheemaeker et al., 2005; Hyman et al., 2005, 2006). IIs concernent chacune des
aptitudes académiques décrites : la lecture (Billingsley et al., 2003; Cutting et al., 2000; Ferner
et al., 1996; North et al.,, 1994, 1995) et la compréhension de texte (Billingsley et al., 2004;
Cutting et al., 2000; North et al., 1994), l'orthographe (Billingsley et al., 2003), la numération
(Billingsley et al., 2003; Cutting et al, 2000; Hyman et al., 2003) et le raisonnement
mathématique (Billingsley et al., 2004; Cutting et al., 2000; Dilts et al., 1996; Mazzocco et al.,
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1995). L’incidence de ces troubles peut différer en fonction des définitions utilisées et de la

prise en compte ou non du QI (Hachon et al., 2011).

Dans une étude publiée en 2005, Hyman et collaborateurs montrent une incidence des
troubles d’apprentissage plus élevée chez les hommes (37 %) que chez les femmes (5 %)
(Hyman et al., 2005). Une étude plus récente corrobore ce travail en montrant un role du sexe

dans la dysfonction neuronale chez des modéles murins de NF1 (Diggs-Andrews et al., 2014).
1.3.2.3. Les déficits visuo-spatiaux

Le traitement visuo-spatial intégre un ensemble de processus cognitifs impliqués dans
la distinction, par la vue, de la position relative des objets dans l'environnement ou par
rapport a soi. L’altération de ces processus est caractéristique du profil cognitif de la NF1 et
peut étre mesurée par le test d’orientation de lignes de Benton ou judgment of line orientation
(JLO) en anglais. Ainsi, de nombreuses études ont rapporté que 80 % des enfants atteints de
NF1 montraient des déficits pour ce test, quels que soient les controles utilisés (Billingsley et
al., 2003; Clements-Stephens et al., 2008; Dilts et al., 1996; Eldridge et al., 1989; Hofman et al.,
1994; Hyman et al., 2003; Mazzocco et al., 1995; Schrimsher et al., 2003).

Il est intéressant de noter que la plupart des autres tests ne permettent pas d’obtenir
une telle discrimination (Billingsley et al., 2003; Eldridge et al., 1989; Hofman et al., 1994;
Moore et al, 2000; Schrimsher et al, 2003). Le JLO implique a la fois les capacités
visuo-spatiales, la mémoire de travail, I'attention visuelle et les compétences visuo-motrices.
Des troubles dans chacune de ces capacités peuvent conduire a un échec du test. Les
différences de résultats entre le groupe de patients atteints de NF1 et le groupe témoin
persistent lorsque les troubles de I'attention sont pris en considération (Schrimsher et al,,
2003), de méme lorsque les compétences visuo-motrices et la mémoire visuelle sont
controlées (Hyman et al., 2005). De ce fait, les résultats du test peuvent étre principalement

imputés aux capacités visuo-spatiales.

Au niveau cérébral, le JLO est basé sur le recrutement des aires dévolues au traitement
visuel (aires pariétales et occipitales). Une implication cérébrale plus diffuse a été montrée
par imagerie lors de la résolution de ce test, avec le recrutement en particulier du lobe frontal,
impliqué dans les fonctions exécutives (Levine et al, 2006). Ces fonctions désignent un

ensemble de processus cognitifs permettant un comportement flexible et adapté au contexte
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(Figure 6). Elles pourraient donc également étre impliquées dans les difficultés a résoudre le
JLO chez les enfants atteints de NF1. Plusieurs autres études suggerent un déficit des
fonctions exécutives chez les enfants atteints (Eliason, 1986; Ferner et al.,, 1996; Hofman et al.,
1994; Mazzocco et al., 1995; North et al., 1995), qui persisterait a I'dge adulte et concernerait
le raisonnement inductif, les capacités d’abstraction et la flexibilité mentale (Acosta et al.,

2006; Zoller et al., 1997).
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Figure 6 : Schématisation des composantes associées aux fonctions exécutives

Les fonctions exécutives peuvent se présenter sous forme d’'une élaboration successive en
quatre phases: analyse des données initiales, élaboration d’'un programme organisant et
ordonnant les différentes activités nécessaires a la réalisation de la tache proposée, exécution
du programme et confrontation du résultat avec les données initiales.

I.3.2.4. Les troubles moteurs

La motricité globale et la motricité fine sont touchées dans la NF1 (Hofman et al., 1994;
Hyman et al., 2005). Les enfants atteints montrent des troubles de la dextérité manuelle, de la
coordination motrice fine, de I’équilibre et de la coordination ceil-main (Hofman et al., 1994;
North et al., 1994, 1995). De plus, la coordination motrice chez les patients est associée aux
capacités visuo-spatiales tandis que la vitesse motrice est corrélée a la vitesse de traitement
de l'information. Ces études soulignent I'importance du role moteur dans les performances

cognitives des enfants atteints de NF1 (Acosta et al., 2006; Hyman et al., 2005).
1.3.2.5. Les troubles mnésiques

La moitié des études sur la NF1 rapportent des troubles de la mémoire verbale et de la
mémoire visuelle (Billingsley et al., 2003; Dilts et al., 1996; Ferner et al., 1996; Hofman et al.,

1994). Certaines suggerent que la mémoire verbale serait plus touchée que la mémoire

39



Introduction - La neurofibromatose de type 1

visuelle (Hyman et al., 2005; Levine et al., 2006). Il semble important de noter que la mémoire
est une construction cognitive complexe qui interagit étroitement avec les fonctions
exécutives. D’autres études sont requises pour affiner ces résultats. Les troubles de la
mémoire verbale pourraient découler de troubles du langage ou de l'attention, ou étre

associés a des déficits visuo-spatiaux (Acosta et al., 2006; Levine et al., 2006).
I.3.2.6. Les troubles du comportement
L3.2.6.1. Troubles du déficit de I'attention et hyperactivité

Les troubles du déficit de I'attention avec hyperactivité (TDAH) constituent I'un des
troubles de I'enfance les plus fréquents et peut se prolonger a 'adolescence et a I'age adulte.
Les symptomes incluent des difficultés a rester concentré et des comportements
d’hyperactivité et/ou d’'impulsivité. Entre 30 et 50 % des enfants atteints de NF1 présentent
des TDAH (Hyman et al,, 2005; Kayl et al., 2000; Koth et al., 2000; Schrimsher et al., 2003).
Chez 32 familles, Koth et collaborateurs ont montré une fréquence de 42 % de TDAH parmi
les enfants atteints de NF1, contre 13 % chez leurs apparentés sains, faisant ainsi des TDAH
I'un des troubles caractéristiques du profil cognitif associé a la NF1. En outre, plusieurs études
ont montré que le profil observé chez les patients était plus un profil d'inattention qu’un profil
d’hyperactivité ou d’'impulsivité, a I'inverse de ce qui est observé dans la population générale

(Eliason, 1986; Noll et al., 2007; North et al., 1995).

Les TDAH sont communément associés aux troubles des fonctions exécutives, et de
nombreuses études portant sur cet aspect de la cognition suggerent une corrélation entre la
NF1 et des déficits des fonctions exécutives (Descheemaeker et al., 2005; Ferner et al., 1996;
Hofman et al., 1994; Mazzocco et al., 1995). Cependant, peu d’études examinent réellement la

relation entre fonctions exécutives et TDAH.
L3.2.6.2. Troubles du spectre autistique

Les troubles du spectre autistique (TSA) sont définis par des troubles des interactions
sociales et de la communication ainsi que par un comportement restreint et répétitif
(American Psychiatric Association et al., 2013). La prévalence est estimée a 1 individu sur 100
par le National Institut of Mental Health. Les études portant sur des cohortes de patients

atteints de NF1 font état de troubles sociaux fréquents, d’'une tendance a I'isolement (Noll et
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al., 2007), d’'une difficulté a traiter les informations sociales et a reconnaitre les émotions
(Huijbregts et al., 2010). En 2013, Garg et collaborateurs ont mené une étude visant a
diagnostiquer les TSA chez les patients atteints de NF1 en utilisant plusieurs échelles
d’évaluation : 'ADI-R (Autism Diagnostic Interview-Revised) (Lord et al., 1994), 'ADOS-G
(Autism Diagnostic Observation Schedule-Generic) (Lord et al, 2000), I'échelle du
comportement adaptatif de Vineland-II et I'échelle abrégée d’intelligence de Wechsler. Ils ont
ainsi montré une prévalence de 24,9 % de TSA dans la NF1. De plus, leur évaluation du QI
verbal ne permettait pas de déceler de différences entre le groupe de patients atteints de NF1
et le groupe témoin. Ces résultats suggerent que les symptomes autistiques observés ne
résultent pas seulement de troubles d’apprentissage et proposent ainsi l'intégration des TSA

dans les caractéristiques cognitives de la NF1 (Garg et al., 2013).
1.3.2.7. Cognition et anomalies neurologiques
L3.2.7.1. Macrocéphalie et mégalencéphalie

La macrocéphalie et la mégalencéphalie correspondent respectivement a un volume de
la téte et du cerveau supérieur a la moyenne et sont retrouvés chez 50 % des patients atteints
de NF1 (Cutting et al., 2000, 2002; North et al.,, 1994). Aucun lien n’a pu étre mis en évidence
entre fonctions cognitives et macrocéphalie (Ferner et al, 1996; North et al, 1994). En
revanche, plusieurs études ont montré une corrélation entre fonctions cognitives et
mégalencéphalie. Ainsi, Cutting et collaborateurs ont observé une diminution significative du
vocabulaire chez les patients atteints de NF1 présentant une mégalencéphalie (Cutting et al.,
2002). Said et collaborateurs ont mis en évidence une corrélation positive entre la
performance au JLO et la matiere grise. IIs ont également montré une augmentation de la
matiere blanche chez les patients atteints de NF1 présentant une mégalencéphalie (Said et al,,

1996).
L3.2.7.2. Objets brillants non identifiés

Les objets brillants non identifiés, ou OBNI, sont des hypersignaux visibles a I'RM au
niveau du cerveau et dont l'origine est inconnue (Hyman et al.,, 2003). Ils sont considérés
comme des lésions dysplasiques ou hamartomateuses. Une hypothese émise par certains

auteurs est que ces lésions pourraient correspondre a une myélinisation anormale transitoire
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avec vacuolisation de la myéline. Les OBNI sont observés chez environ 70 % des patients
atteints de NF1 (Hyman et al., 2007; Lopes Ferraz Filho et al., 2008) et leur intensité décroit
avec I'age (Gill et al., 2006; Hyman et al., 2003). Les OBNI sont typiquement observés dans la
région sous-corticale, en particulier au niveau des ganglions de la base, du thalamus, du
cervelet et du tronc cérébral (Moore et al., 1996; North, 2000). Leur localisation a été corrélée
aux troubles cognitifs dans la NF1. Par exemple, des OBNI sont observés au niveau du
thalamus chez des patients présentant des fonctions intellectuelles amoindries. De méme, des
OBNI localisés au niveau du globus pallidus gauche et du pédoncule cérébelleux moyen droit
ont été associés a des troubles de 'attention et une baisse des capacités sensitivo-motrice,

respectivement (Goh et al., 2004; Hyman et al., 2007).
1.3.3. Facteurs d’hétérogénéité clinique

La NF1 est une maladie monogénique dont le gene responsable, NF1, a été clairement
identifié. C’est une pathologie dont la pénétrance est compléte et I'expressivité extrémement
variable d'un individu a I'autre. Cette différence de phénotype peut s’expliquer, en partie, par
le type de mutation rapportée (voir paragraphe 1.4.2.). Toutefois, il a également été noté que
des individus d’'une méme famille, portant la méme mutation, pouvaient avoir des phénotypes
trés différents. Il semble aussi qu'un certain nombre d’autres facteurs puissent agir sur le
phénotype, en addition aux mutations du gene NF1. Ces facteurs ont commencé a étre élucidés
dans les cancers grace a des modeles murins chez lesquels le timing d’inactivation du
deuxiéme allele de NF1 (Bajenaru et al., 2002; Le et al.,, 2011; Zhu et al.,, 2005a), le type
cellulaire (Alcantara Llaguno et al., 2009; Bajenaru et al., 2003; Le et al., 2009; Lee et al., 2010,
2012; Zhu et al.,, 2002, 2005b), la souche génétique (Hawes et al., 2007; Reilly et al., 2000,
2004) et le microenvironnement cellulaire non néoplasique (Bajenaru et al, 2003;
Daginakatte and Gutmann, 2007; Daginakatte et al., 2008; Simmons et al., 2011) jouent des

roles critiques et déterminants sur le phénotype observeé.

Ces facteurs se retrouvent également dans les troubles cognitifs (Figure 7). Ainsi, le
type de mutation, l'expression allélique et les modifications génomiques, dont les
meéthylations de ’ADN, pourraient influencer ’'hétérogénéité clinique et créer des variations
d’expression de NF1 dans les différents types cellulaires. L’hétérogénéité des

sous-populations neuronales pourrait également étre un facteur influencant le phénotype
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cognitif global. Ainsi, la contribution relative des différentes populations de neurones
(neurones GABAergiques et dopaminergiques, par exemple) pourrait conduire a un spectre
distinct d’anomalies cognitives et comportementales. De méme, des caractéristiques moins
bien étudiées, tels que le sexe, I'dge du patient ou les anomalies cérébrales associées a la
neurofibromatose de type 1 (OBNI, mégalencéphalies), pourraient également participer a
I'apparition des différents profils cognitifs observés. De plus, l'effet d'une signalisation
aberrante via des voies moléculaires spécifiques pourrait affecter de maniere différentielle les
populations de neurones et mener a des phénotypes cognitifs spécifiques. Il est également
possible que les oligodendrocytes, la microglie et/ou les astrocytes de cellules NF1+-
contribuent a un fonctionnement neuronal anormal, avec pour résultat des troubles de la
propagation du signal axonal, de la plasticité synaptique ainsi que des modifications dans la
disponibilité du glutamate ou d’autres neurotransmetteurs (Diggs-Andrews and Gutmann,

2013).
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Figure 7 : Facteurs influencant le phénotype cognitif de la NF1
Les phénotypes observés refletent I'interaction entre des facteurs génomiques, moléculaires,
cellulaires et environnementaux (Diggs-Andrews and Gutmann, 2013).
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.4. Aspects génétiques
1.4.1. Description du gene

Le gene NF1 est localisé dans la région péricentromérique du bras long du
chromosome 17 (17q11.2). Il contient 57 exons constitutifs et 4 exons alternatifs (9a, 10a-2,
23a et 48a) répartis sur 350 kb d’ADN génomique (Trové-Marqui and Tajara, 2006). 1l code
une protéine appelée neurofibromine. Les introns 1 et 35 (1 et 27b selon I'ancienne
numérotation) ont chacun plus de 60 kb. L'intron 35 a la particularité d’'inclure 3 autres genes
transcrits en sens inverse de NF1: EV12A (Ectopic Viral Integration Site), EV1ZB et OMG
(Oligodendrocyte-Myelin Glycoprotein) (Li et al., 1995). EV12A et EV12B codent deux protéines
dont les homologues chez la souris sont associés au développement de leucémies. OMG code
une glycoprotéine membranaire exprimée dans le systeme nerveux central au cours de la
myélinisation (Habib et al., 1998). Elle est impliquée dans I'inhibition de la croissance des
neurites par I'intermédiaire du récepteur Nogo ainsi que dans la potentialisation a long terme
(LTP) (Raiker et al., 2010; Wang et al., 2002). Le gene NF1 est trés conservé au cours de
I’évolution. Il présente 90 % d’identité entre I'homme et la souris et 60 % entre ’homme et la

drosophile (Bernards et al., 1993)
1.4.2. Mutations du gene NF1

A ce jour, plus de 1485 variants pathogenes ont été décrits (Stenson et al., 2008). Ils
incluent des variations du nombre de copies (CNV) et des mutations ponctuelles. Le taux
d’apparition de ces variations est estimé a 10-4 par gamete et par génération, soit un taux 100
fois supérieur a celui décrit habituellement pour un gene chez les mammiferes (Gottfried et
al,, 2006). Cela peut expliquer le fait que 50 % des cas de neurofibromatose de type 1 sont de
novo. L'incidence particulierement élevée d’apparition de ces variations pourrait notamment
étre due a la grande taille du géne, ainsi qu’a I'existence de séquences répétées autour de NF1

et de nombreux ilots CpG dans la séquence codante.
1.4.2.1. Variations du nombre de copies (CNV)

Dans 5 a 10 % des cas, la neurofibromatose de type 1 est due a une microdélétion qui

englobe l'intégralité du gene NF1 et un nombre variable de genes adjacents (Kluwe et al,,
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2004). Ces microdélétions résultent de la présence des pseudogeénes ainsi que de 3 sites de
recombinaisons homologues de type low copy repeat (LCR) appelés NF1-REP-a, NF1-REP-b et
NF1-REP-c (Figure 8). Ces éléments, dont les séquences sont treés proches les unes des autres,
favorisent I'appariement des chromosomes homologues et la formation de crossing-over. Ils
sont impliqués dans 90 % des microdélétions observées. La microdélétion de type 1 résulte
d'une recombinaison homologue entre les sites NF1-REP-a et NF1-REP-c. Sa taille est
d’environ 1,4 Mb et elle représente 77 % des microdélétions observées chez les patients
atteints de NF1. La microdélétion de type 2 est due a une recombinaison homologue entre le
geéne SUZ12 et son pseudogene SUZ12P. Sa taille est d’environ 1,2 Mb et représente 9 % des
microdélétions de la région 17q11.2. La microdélétion de type 3 est le résultat d'une
recombinaison entre les sites NF1-REP-b et NF1-REP-c. Sa taille est d’environ 1 Mb et elle
représente 4 % des cas de microdélétions. Dans 10 % des cas, les microdélétions sont dites
atypiques et impliquent des sites de cassures non récurrents. Les tailles de ces délétions

varient entre 1 et 8 Mb (Abramowicz and Gos, 2014; Pasmant et al., 2010).
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Figure 8 : Organisation génomique du locus de NF1

Représentation de la localisation du gene NF1 sur le chromosome 17 (locus 17q11.2) et
principales microdélétions observées dans la neurofibromatose de type 1 (Abramowicz and
Gos, 2014).

1.4.2.2. Mutations ponctuelles

Il n’existe pas de « point chaud » de mutations pour le gene NFI. Les mutations se
répartissent tout le long du gene mais semblent plus fréquentes dans les exons codant les
régions GRD (Gap-related domain) et CSRD (Cystein and Serin rich domain) (Fahsold et al,,
2000). Ces régions sont importantes pour la fonction de la neurofibromine et les mutations les

affectant pourraient donc étre plus fréquemment identifiées du fait de leur impact
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phénotypique. Par exemple, des mutations du domaine GRD transforment la lysine 1423 en
glutamine ou en glutamate dans les neurofibromes associés a la neurofibromatose de type 1,
entrainant une inhibition de I'activité RasGAP de NF1 (Li et al.,, 1992; Upadhyaya et al., 1997)
(partie 1.5.2.2.).

Tous les types de mutation ponctuelle ont été observés: mutations faux-sens,
non-sens, mutations d’épissage, insertions ou délétions de quelques paires de bases. Dans
80 % des cas, la mutation conduit a la formation d'une protéine tronquée qui est rapidement
dégradée. Dans les 20 % restant, la mutation induit un changement d’acide aminé qui altere
I'activité de la protéine (Abramowicz and Gos, 2014). Le phénotype observé est donc

essentiellement la conséquence d’une perte de fonction de la protéine.
1.4.3. Corrélation génotype/phénotype

Le spectre des mutations de NF1 est tres large et, a ce jour, peu de corrélations ont été
établies entre le génotype et le phénotype. Une seule mutation du gene NF1 a été
spécifiquement associée a certains symptomes. Il s’agit d’'une délétion de 3 nucléotides dans
I'exon 17 (c.2970-2972 delAAT) caractérisée chez les patients par des défauts de
pigmentation et la présence de nodules de Lisch mais aucun neurofibrome, ni cutané, ni

plexiforme (Upadhyaya et al., 2007).

Les formes les plus séveres de la pathologie sont observées lorsque le gene entier est
délété, a fortiori lorsque la délétion inclut également des genes adjacents a NF1. Les effets
d’'une haploinsuffisance de ces génes peuvent alors s’ajouter a celle d’'une délétion de NF1. Il
s’agit d'un syndrome micro-délétionnel qui est associé chez les patients a une fréquence plus
élevée de dysmorphies faciales, d'une apparition plus précoce de neurofibromes, de troubles
de I'apprentissage et d’anomalies cardiovasculaires (Castle et al., 2003; Mautner et al., 2010;
Pasmant et al., 2010; Venturin et al.,, 2004). La délétion du gene OMG, par exemple, a été
impliquée dans les troubles d’apprentissage (Venturin et al,, 2006) et dans 'autisme (Martin
et al,, 2007; Vourc’h et al., 2003). Le géne RNF135, parfois également délété dans la NF1, a été
associé a l'autisme (Tastet et al., 2015). En revanche, le role des autres genes potentiellement

délétés n’est pas encore connu (Pasmant et al., 2010).

Les formes les moins graves de la pathologie peuvent s’observer dans les cas de

mosaicisme (Viskochil, 2002). Le mosaicisme désigne la coexistence chez un méme individu
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de deux ou plusieurs populations de cellules possédant des génotypes différents. Elle est due a
I'apparition d’'une mutation au cours de I'embryogenése. Dans la NF1, le mosaicisme est
responsable d’'une forme dite « segmentaire » de la pathologie. Elle se catégorise alors en 3
groupes qui sont fonction du stade d’apparition de la mutation : les formes légeres
généralisées, les formes localisées et les formes gonadiques (Ruggieri and Huson, 2001;

Williams et al., 2009).
1.4.4. Fonction du gene NF1
1.4.4.1. Ungéne suppresseur de tumeur

Le géne NF1 agit comme un suppresseur de tumeur en produisant la protéine NF1 qui
inactive la voie Ras. Chez les patients atteints de neurofibromatose de type 1, une premiere
copie du gene est constitutivement inactive. Les neurofibromes proviennent alors de cellules
de Schwann qui ont subi une perte d’hétérozygotie suite a une mutation ou a une délétion de
leur deuxiéme copie du gene, ce qui résulte en la perte totale de neurofibromine fonctionnelle
et donc en une hyperactivation de la voie Ras (Basu et al., 1992; Colman et al., 1995; DeClue et
al., 1992; Kim et al., 1995; Rutkowski et al., 2000; Serra et al., 2000; Sheela et al,, 1990; Zhu et
al., 2002). Les conséquences de cette hyperactivation sont décrites dans la partie 1.6.1. Le
développement de tumeurs malignes nécessite quant a lui la survenue de mutations
additionnelles dans d’autres genes tels que p53, CDKNZA (Cyclin-dependent Kinase Inhibitor
2A) ou PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) ou bien I'amplification des génes du
récepteur au PDGF (platelet-derived growth factor) ou a 'EGF (epidermal growth factor)
(Castle et al., 2003; Zhu et al., 2002).

L.4.4.2. Unrégulateur de différentes fonctions neuronales

Des troubles cognitifs sont observés chez environ 50 % des patients atteints de NF1, ce qui
suggere un role du gene NF1 dans le développement et le fonctionnement du systéme nerveux
central. Les souris hétérozygotes NfI1*- présentent des troubles de la mémoire et de
I'apprentissage dus a une haploinsuffisance de NF1. La protéine NF1 est engagée dans
plusieurs voies de signalisation qui jouent un réle dans la cognition et I'haploinsuffisance de
NF1 dérégule ces voies (Costa et al., 2002; Cui et al., 2008; Li et al., 2005). Les conséquences

de cette perte de régulation sont présentées dans la partie 1.6.2.
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L1.4.4.3. Un régulateur de la pigmentation de la peau, de la densité osseuse et

de I'activation des macrophages

L’haploinsuffisance de NFI1 est responsable de nombreuses autres manifestations
cliniques de la maladie : les TCL, les anomalies squelettiques et I'activation des macrophages.
Elle peut induire une surexpression de génes mélanogéniques dans les mélanocytes (Allouche
et al.,, 2015; Diwakar et al., 2008). Au niveau des ostéoclastes, une haploinsuffisance de NF1
peut favoriser une morphologie cellulaire aberrante et une augmentation des capacités de
résorption (Alanne et al, 2012; Heerva et al., 2010). Enfin, 'haploinsuffisance de NF1 peut
entrainer une suractivation des macrophages dans la circulation sanguine, qui vont sécréter
des cytokines pro-inflammatoires. Cette sécrétion stimule la prolifération des cellules
musculaires lisses vasculaires qui peut alors conduire a I'occlusion des vaisseaux (Lasater et

al, 2010; Li et al., 2014; Stansfield et al,, 2013).
I.5. La neurofibromine

I.5.1. Expression de la protéine

Les études d’expression sur NF1 portent généralement sur des tissus de rat, sauf
mention contraire. La protéine NF1 est exprimée dans de nombreuses cellules,
majoritairement au niveau cytoplasmique (DeClue et al.,, 1991). Elle est aussi associée au
réticulum endoplasmique lisse des neurones du systeme nerveux central (Nordlund et al.,
1993). Pendant la différenciation des cellules SH-SY5Y, une fraction de la protéine
cytoplasmique est transportée dans le noyau (Leondaritis et al, 2009). La protéine a
également été observée dans le noyau de cellules du cancer du sein, de cellules de Schwann
normales et tumorales (Kweh et al,, 2009). La localisation nucléaire pourrait étre due a la
présence d’'un signal de localisation nucléaire (NLS) codé par I'exon 43. Ce signal permet

également I'adressage de la neurofibromine dans les vacuoles (Vandenbroucke et al., 2004).

NF1 est exprimée de maniere accrue au niveau du cerveau, des reins et de la rate. Pour
cette derniére, la protéine est principalement observée au niveau des lymphocytes B et T
(Gutmann and Collins, 1993). Elle est également retrouvée au niveau des mélanocytes et des
kératinocytes. L’'expression de NF1 dans le systeme nerveux a été montrée dans de

nombreuses cellules neuronales, indépendamment de I'expression des neurotransmetteurs,
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de la voie neuronale concernée ou de la région du cerveau. La protéine est également
exprimée dans les oligodendrocytes et les neurones corticaux, pour le SNC, dans les cellules
de Schwann non myélinisantes, les ganglions spinaux et les nerfs périphériques, pour le SNP

(Daston et al., 1992).

L’expression de NF1 a aussi été étudiée au cours du développement. Aux 10¢ et 12¢
jours du développement embryonnaire, NF1 est exprimée dans tout I'’embryon. A partir du
16¢ jour, 'expression s’accroit au niveau des neurones corticaux, des ganglions périphériques
et des faisceaux de nerfs périphériques. A partir du 6¢ jour postnatal, I'expression décroit dans
les tissus non neuronaux. Chez I'adulte, NF1 est faiblement exprimée dans les poumons, la
peau et le cortex surrénalien, et absente des muscles squelettiques et du cartilage (Daston and

Ratner, 1992).

L’expression de NF1 dépend également de 'isoforme considérée. Il existe 4 isoformes
de NF1, dont I'expression a été montrée au niveau protéique. Les plus connues sont les
isoformes I et II. L'isoforme I, dépourvue d’exon 23a, est exprimée majoritairement dans les
neurones, et plus particulierement dans le cortex cérébral, le cervelet, les cellules souches et
les ganglions spinaux. L'isoforme de type Il possede un exon 23a et est plutot exprimée dans

les cellules gliales, les cellules de Schwann et la glande surrénale.
I.5.2. Structure de la protéine
I.5.2.1. Structure globale

La neurofibromine est une protéine de 250 a 320 kDa, en fonction des isoformes. Elle
se compose de plusieurs domaines: un domaine CSRD riche en cystéines et sérine, un
domaine TBD de liaison a la tubuline, un domaine central GRD (GTPase activation protein
Related Domain), un domaine SecPH (Sec14 homology, Pleckstrin homology), un domaine
C-terminal CTD et un domaine SBD de liaison aux syndécanes (Figure 9). Les domaines GRD et
SecPH sont les mieux décrits dans la littérature. Ce sont les seuls dont la structure
tridimensionnelle ait été décrite (D’Angelo et al., 2006; Scheffzek et al., 1998; Trovo-Marqui
and Tajara, 2006).

NF1 interagit avec un certain nombre de protéines et de lipides, qui la régulent ou lui

permettent d’assurer ses fonctions. La plupart de ces interactions concernent des domaines
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précis de la protéine. Pour d’autres, la cible n’est pas précisée ou concerne la protéine dans
son ensemble. C’est le cas de l'interaction entre NF1 et la kinésine-1, la cavéoline-1, SPRED1

(Sprouty-related protein with an EVH domain 1), la LIM kinase 1 (LIMK1) et la culline-3.

——————————————————————————————————————————
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__________________________________________
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Figure 9 : Structure de la neurofibromine et protéines d’interaction

La neurofibromine contient plusieurs domaines (bleu clair) dont un domaine CSRD riche en
cystéines et sérines, un domaine TBD de liaison a la tubuline, un domaine central GRD qui lui
confere son activité RasGAP, un domaine Secl4 et un domaine PH de liaison aux
phospholipides et aux protéines, un domaine CTD et un domaine SBD de liaison aux
syndécanes. Les protéines et les phospholipides qui interagissent avec NF1 sont associées aux
fonctions qui leurs sont attribuées: trafic intracellulaire (jaune clair), différentiation
neuronale (jaune foncé), localisation membranaire (bleu foncé), remodelage du cytosquelette
d’actine (rose clair), ubiquitinylation (rose foncé), adhésion cellulaire (violet) et signalisation
cellulaire (turquoise). Chaque protéine est accolée au domaine avec lequel elle interagit. Les
protéines dont le site de liaison est inconnu sont montrées a part. Les sites de
phosphorylation de la protéine kinase A (PKA) sont également montrés (Ratner and Miller,
2015).

I.5.2.2. Domaine GRD

Le domaine GRD confere a NF1 sa fonction principale. Il correspond aux exons 21 a 27a
(Barron and Lou, 2012) et aux acides aminés 1125 a 1537. Il s’agit d’'une petite région
localisée dans la partie centrale de la neurofibromine. Sa structure cristallographique a été
décrite en 1998 par Scheffzek et collaborateurs (Figure 10). Son analyse révele une structure
hélicoidale qui ressemble a un fragment dérivé de la protéine GAP-334. Le domaine GRD se

compose de deux parties : une partie centrale (NF1c), qui posséde tous les résidus spécifiques
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des protéines RasGAP, et un domaine extra (NFlex) (Scheffzek et al., 1998). Sa structure lui
confere son activité RasGAP caractéristique (Figure 11) (Ballester et al.,, 1990; Martin et al.,

1990; Xu et al., 1990).
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Figure 10 : Structure du domaine GRD de NF1

Représentation en ruban du domaine GRD de NF1. Le domaine central (NF1c) est représenté
en vert et le domaine extra (NFlex) en bleu. Les régions qui ne sont pas visibles sur ce modele
sont complétées par les segments correspondants dérivés du modele GAP-334 et sont
représentées en rose. Les hélices a6c et a7c forment le bas du sillon de liaison a la protéine
Ras et apparaissent en vert foncé (Scheffzek et al., 1998).

Figure 11 : Activité RasGAP
Les protéines RasGAP inactivent Ras en catalysant I'hydrolyse de Ras-GTP en Ras-GDP. Les
facteurs d’échange (GEF) activent Ras en permettant I'’échange de GDP avec le GTP.

Les protéines Ras sont ancrées dans la membrane plasmique par un
groupement farnésyl et se lient aux nucléotides GDP et GTP. Liées au GTP, elles sont sous une
forme active capable d’activer des voies de signalisation efférentes impliquées dans la
prolifération cellulaire, telles que les voies MAPK et Pi3K. Elles peuvent passer a une forme
inactive RasGDP en hydrolysant le GTP (Boguski and McCormick, 1993; Grand and Owen,
1991; Macara et al., 1996). Elles possédent une activité GTPase intrinseque faible, qui peut

étre augmentée 105 fois par les protéines RasGAP.
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Les protéines de la famille des RasGAP fonctionnent en stimulant ’hydrolyse du GTP lié
a p21ras et en favorisant la forme inactive p21ras-GDP, jouant ainsi un réle de régulateur
négatif de l'activité de Ras. A I'opposé, cette activité Ras est régulée positivement par les
facteurs d’échange de nucléotides a guanine (GEF) qui échangent le GDP avec le GTP. Les
protéines Ras ou p21ras sont codées par les genes H-Ras, K-Ras (oncogenes présents dans des
virus provoquant les sarcomes murins de Harvey et Kirsten) et N-Ras (oncogene impliqué
dans un neuroblastome humain). Elles ont une masse moléculaire de 21 kDa et sont
impliquées dans la différentiation et la croissance cellulaire, par l'activation des voies
MEK/MAPK et PI3K/Akt/mTor. Dans certains types cellulaires, les protéines Ras régulent

également positivement la voie de 'adénylate cyclase (Figure 12).

RTK

Inacﬁve\-;%ﬁ)

Figure 12 : Role de la neurofibromine sur la voie Ras

La neurofibromine régule négativement Ras en hydrolysant le GTP lié a 1a forme active de Ras.
Alinverse, 'activation des récepteurs tyrosine kinase (RTK) permet I’échange de GDP en GTP
et réactive Ras. L’activation de Ras stimule les voies MEK/MAPK, PI3K/Akt/mTor et de
I'adénylate cyclase (Diggs-Andrews and Gutmann, 2013).

La fonction RasGAP de la neurofibromine lui est conférée par trois régions principales :
la boucle du doigt d’arginine, la région FLR (phénylalanine-leucine-arginine) et la boucle
variable a7. Le doigt d’arginine neutralise les charges négatives présentes sur le GTP durant le
transfert du groupement phosphoryl. Ce role est crucial pour la stabilisation de I'état de
transition de la réaction GTPase et il est controlé par des résidus proches de la boucle arginine

qui déterminent spécifiquement I'orientation et le positionnement des doigts d’arginine dans

52



Introduction - La neurofibromatose de type 1

le site actif de Ras. La région FLR participe indirectement a la stimulation GTPase en
stabilisant les régions variables de Ras. Enfin, la boucle variable a7 est formée de plusieurs
acides aminés conservés, dont deux lysines impliquées dans de nombreuses interactions avec
la région « switch I » de Ras. Cette boucle détermine la spécificité de l'interaction entre les
protéines Ras et Ras-GAP (Ahmadian et al., 2003). L’isoforme I de NF1 possede une activité
RasGAP 10 fois plus importante que I'isoforme II (Hinman et al., 2014; Yunoue et al., 2003), du
fait de 'absence de la séquence codée par I'’exon 23b, riche en résidus basiques qui modifient

la structure de GRD et sa capacité a réguler Ras (Andersen et al., 1993; Uchida et al., 1992).

Par ailleurs, le domaine GRD interagit avec les protéines APP (Amyloid Precursor
Protein), impliqué dans le transport des mélanosomes (De Schepper et al,, 2006), et FAF2
(FAS-associated factor 2) (Ratner and Miller, 2015).

I.5.2.3. Domaine CSRD

Le domaine CSRD (Cystein-serin-rich domain) est situé dans la région N-terminale de
la neurofibromine, entre les acides aminés 543 et 909. Il possede plusieurs cystéines pouvant
constituer un domaine de liaison a I'ATP et il peut étre phosphorylé par la protéine kinase A
(PKA) (Izawa et al., 1996) et par la PKC (Mangoura et al., 2006), qui régulent I'activité ou la
stabilit¢ de la protéine. Il interagit avec la protéine DDAH (NG, NG-dimethylarginine
dimethylaminohydrolase), qui agit sur la régulation de I'oxyde nitrique synthase (NOS) en

association avec le domaine CTD (Tokuo et al., 2001).
1.5.2.4. Domaine TBD

Le domaine TBD (tubulin-binding domain) est situé en C-terminal du domaine CSRD et
peut étre assimilé a la partie N-terminale du domaine GRD. Il se caractérise notamment par
son interaction avec la tubuline qui inhibe son activité RasGAP (Bollag et al., 1993). Le
domaine TBD interagit également avec la protéine LRPPRC (Leucin-Rich Pentatricopeptide
Repeat Motif-Containing Protein). L’association de NF1 et de LRPPRC serait un composant des
particules de ribonucléoprotéines connues sous le nom de granules ARN, impliquées dans la

synthese de protéine de manieére a la fois spatiale et temporelle (Arun et al., 2013).
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1.5.2.5. Domaine SecPH

Le domaine SecPH est un fragment de 256 acides aminés situé en C-terminal du
domaine GRD. Il facilite la liaison de la neurofibromine a la membrane et le trafic vésiculaire
au niveau du systéeme endomembranaire (Rad and Tee, 2016). Son réle est moins bien connu
que celui du domaine GRD, qu’il pourrait réguler par ses interactions. Chez la levure, par
exemple, le domaine SecPH de la protéine IRA2, homologue de la neurofibromine, interagit

avec la protéine TFS1, ce qui inhibe I'activité RasGAP d'IRA2 (Chautard et al., 2004).

C’est un domaine qui se compose de deux régions : une région Sec14, homologue au
domaine Secl4p de la levure, et une région PH (Pleckstrin Homology). Les deux parties sont

reliées par un peptide hélicoidal a7.

La région Sec14 (résidus 1560 a 1698) présente un domaine de repliement o/p et un
feuillet B central formant la base d’'une cavité hydrophobe entourée d’hélices a (Figure 13A)
(D’Angelo et al, 2006). Elle est retrouvée dans plusieurs protéines impliquées dans la
signalisation cellulaire, telles que les RhoGEF, RhoGAP et RasGAP (Aravind et al, 1999;
Phillips et al., 1999).

A B-protrusion i B
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Figure 13 : Structure du domaine SecPH de NF1 (D’Angelo et al., 2006)

(A) Représentation en ruban du module SecPH de NF1, montrant l'architecture a deux
domaines et (B) mécanisme hypothétique de changement de conformation dans le domaine
PH permettant de réguler I'acces des ligands au domaine Sec.

La région PH présente un repliement en sandwich 3, accolé a une hélice a en
C-terminal. Une boucle, visible entre les brins 3 et 4, forme une petite protrusion  qui
stabilise I'hélice a5 du domaine Sec (Figure 13A), jouant le réle de couvercle au-dessus de la

cavité formée par Sec et empéchant la fixation des ligands. L'ouverture de cette cavité
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pourrait étre induite par des changements conformationnels du domaine PH, suite a son
interaction avec d’autres protéines (Figure 13B) (D’Angelo et al., 2006). La région PH est
impliquée dans la fixation du phosphatadidylinositol et le recrutement a la membrane (Mayer

et al.,, 1993) ainsi que dans les interactions protéines-protéines (Lemmon, 2004).

La région Sec14 de NF1 est impliquée dans le transfert du phosphatidylinositol et de la
phosphatidylcholine sur 'homologue de NF1 de la levure (Saito et al., 2007). Elle interagit
également avec la phosphatidyléthanolamine et le phosphatidylglycérol (D’Angelo et al., 2006;
Welti et al,, 2007), ainsi qu’avec la protéine chaperone VCP (Valosin-Containing Protein) qui
agit sur la formation des épines dendritiques (Wang et al,, 2011). Enfin, le domaine SecPH
interagit et régule négativement la protéine LIMK2, impliquée dans la dynamique de I'actine

(Vallée et al.,, 2012). Le role de LIMK2 sera détaillé dans la partie II.
1.5.2.6. Domaine CTD

Le domaine CTD (Carboxy-terminal domain) est localisé en C-terminal du domaine
SecPH. Il interagit avec la protéine DDAH en association avec le domaine CSRD. A l'instar du
domaine CSRD, il peut également étre phosphorylé par la PKA. Cette phosphorylation est
requise pour l'interaction de NF1 avec la protéine 14-3-3, qui agit sur la régulation de la
transduction du signal (Feng et al, 2004). Le domaine CTD interagit également avec la
protéine  CRMP-2 (Collapsin  response  mediator  protein-2) ou DPYSL2
(Dihydropyrimidinase-like 2), impliquée dans la croissance des neurites et la guidance
axonale (Lin and Hsueh, 2008; Patrakitkomjorn et al., 2008), et la protéine FAK (Focal

Adhesion Kinase), impliquée dans I'adhésion et la croissance cellulaire (Kweh et al., 2009).
1.5.2.7. Domaine SBD

Le domaine SBD (Syndecan-binding domain) est localisé dans la région C-terminale de
NF1 et peut étre assimilé a la partie C-terminale du domaine CTD. Il se caractérise par son
interaction avec les syndécanes (Hsueh et al., 2001), qui fonctionnent comme co-récepteurs
dans les voies de signalisation de plusieurs récepteurs a tyrosine kinase. Elles sont impliquées
dans I'adhésion de la matrice cellulaire, le mouvement cellulaire et la morphogeneése tissulaire

(Perrimon and Bernfield, 2000; Schlessinger et al., 1995).
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1.5.3. Régulation de la protéine
I.5.3.1. Phosphorylation
L5.3.1.1. Phosphorylation par la PKA

La phosphorylation de NF1 par la PKA est régulée positivement par l'interaction entre
la protéine DDAH et les domaines CSRD et CTD de NF1. Elle est requise pour l'interaction
entre le domaine CTD et la protéine 14-3-3, impliquée dans la régulation de la transduction du
signal (Tzivion and Avruch, 2002). Cette interaction régule négativement l'activité RasGAP de
NF1. L’inhibition de I'activité de la PKA empécherait donc l'interaction de 14-3-3 avec NF1,
entrainant une activation de NF1 conduisant a une régulation négative de la voie Ras ainsi

qu’a un arrét du cycle cellulaire (Feng et al., 2004).
L5.3.1.2. Phosphorylation par la PKCx

Dans les cellules neuronales, le domaine CSRD de la neurofibromine est phosphorylé
par la PKCa suite a la stimulation des récepteurs a I'EGF. Cette phosphorylation entraine
d’une part une augmentation de I'activité RasGAP de NF1, et d’autre part une augmentation de
'association entre NF1 et les microfilaments d’actine (Mangoura et al., 2006). Une stimulation
bréve du récepteur a 'EGFR conduit a une augmentation de la prolifération des cellules tandis
qu’'une stimulation longue induit une différentiation cellulaire associée a une croissance des
neurites (Marshall, 1995; Stork, 2002). Une stimulation longue serait donc nécessaire a la
phosphorylation de NF1 par la PKC. Cela augmenterait l'inhibition de la prolifération
cellulaire, entrainant I'activité RasGAP de NF1 et favoriserait la différenciation et la migration

des cellules, grace a I'interaction de la neurofibromine avec I'actine.
1.5.3.2. Ubiquitinylation

Suite a l'activation de la PKC par des facteurs de croissance, la protéine culline-3 agit de
maniere synergique avec la protéine KBTBD7 (Kelch repeat and BTB domain-containing-7)
pour réguler 'ubiquitinylation de NF1 et sa dégradation par le protéasome. Une dégradation
excessive de NF1 suite a son ubiquitinylation a ainsi été impliquée dans la pathogenese des
glioblastomes (Hollstein and Cichowski, 2013; McGillicuddy et al., 2009). L'ubiquitinylation

comprend plusieurs étapes enzymatiques successives conduisant au couplage de I'ubiquitine
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a une protéine cible qui est alors conduite vers le protéasome pour étre dégradée. Il s’agit
d’'un mécanisme important pour réguler I'amplitude et la durée de l'activation de la voie Ras

par NF1 (Cichowski et al., 2003).
I1.6. Physiopathologie

1.6.1. Réle de NF1 dans la tumorigenése
1.6.1.1. Prolifération cellulaire

Par son activité inhibitrice de la voie Ras, NF1 est principalement connue pour son role
dans la régulation de la prolifération cellulaire. Une diminution ou une absence de NF1
favorise la forme active de p21ras, ce qui entralne une stimulation permanente des voies
MEK/MAPK et PI3K/mTor et induit une prolifération cellulaire anormalement élevée (Figure
14). I a été montré qu’'une perte de NF1 était corrélée a un taux élevé de p21ras-GTP dans
différents types de tumeurs (Basu et al., 1992; Bollag et al., 1996; DeClue et al., 1992; Lau et
al., 2000). Des cellules déficientes en NF1 issues de MPNST ont une activation continue de la
voie mTOR, qui résulte également d'une suractivation de la voie Ras (Endo et al., 2013). De la
méme facon, une perte partielle ou totale de I'expression de NF1 dans les cellules souches
neurales (NSC) conduit a une augmentation de la prolifération cellulaire. De plus, les NSC
dépourvues de NF1 présentent des anomalies de la différenciation et de la survie cellulaire
par rapport aux NSC Nf1+* (Dasgupta and Gutmann, 2005). Ces données suggerent que la
diminution de NF1 dans les cellules souches pourrait avoir des conséquences importantes sur

la prédisposition a la formation de gliomes.

Par ailleurs, NF1 agit sur la prolifération cellulaire par une autre voie, dépendante de
I’ATP : la voie AMPc/PKA (Figure 14). Le role stimulateur de NF1 sur la production de 'AMPc
a d’abord été montré chez la drosophile (Guo et al., 1997, 2000; The et al., 1997) puis chez les
mammiferes (Dasgupta et al., 2003; Tong et al., 2002). Dans le cerveau de drosophile, Hannan
et collaborateurs ont montré que plusieurs voies de signalisation cellulaire impliquaient la
production d’AMPc. Deux sont dépendantes de NF1 mais seule l'une d’entre elles est
dépendante de Ras, indiquant une activité de NF1 indépendante de Ras sur la production
d’AMP cyclique (Hannan et al., 2006). Le role de NF1 dans la cognition via la voie AMPc/PKA

est bien documenté mais la voie AMPc/PKA est aussi impliquée dans la prolifération
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cellulaire. En effet, une diminution du taux d’AMPc est suffisante pour induire la formation de
gliomes chez des souris modeles pour la neurofibromatose (Warrington et al., 2010). Les
mécanismes de développement des tumeurs via cette voie ne sont pas connus actuellement
mais il est a noter que 'activation de la voie AMPc/PKA va induire la phosphorylation de NF1
par la PKA, favorisant ainsi I'interaction entre NF1 et la protéine 14-3-3. Cette interaction
résulte en une inhibition de I'activité GAP de NF1 conduisant a une activation de la voie

p21ras et de la prolifération cellulaire (Feng et al., 2004).

La fonction RasGAP de NF1 est également régulée par l'association entre NF1 et la
cavéoline-1 ainsi que celle entre NF1 et la protéine SPRED1. La cavéoline-1 participe a la
formation de vésicules appelées cavéoles. C'est un suppresseur de tumeur qui régule le
transport de plusieurs molécules de signalisation, dont certaines protéines Ras (Chen et al,,
2000; Song et al., 1996). Lorsque la formation de cavéoles est inhibée, la régulation des voies
situées en aval de la voie Ras est perturbée. NF1 et la cavéoline-1 agiraient de maniere
coordonnée sur ces différentes voies afin de réguler négativement la croissance et la
différenciation cellulaire (Boyanapalli et al., 2006). L'interaction entre NF1 et SPRED1, un
autre régulateur négatif de la voie Ras, permet la localisation de NF1 a la membrane et, par

conséquent, la régulation de la voie Ras par NF1 (Stowe et al., 2012).
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Figure 14 : Interactions entre NF1 et différentes voies de signalisation

Les voies représentées incluent I'activation de Ras, la modulation de I'adénylate cyclase,
'association avec les microtubules et l'inhibition de la voie des LIM kinases (d’apres
Trové-Marqui and Tajara, 2006).

MAPK/ERK
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1.6.1.2. Migration cellulaire

La phosphorylation de NF1 par la PKCa conduit a une augmentation de l'association
entre NF1 et les filaments d’actine (Mangoura et al., 2006), dont la dynamique est impliquée
dans la migration et la motilité cellulaire. Par lintermédiaire de la voie
Rho/ROCK/LIMK2 /cofiline, NF1 régule la réorganisation du cytosquelette d’actine (Ozawa et
al., 2005). En effet, la cofiline est un facteur de dépolymérisation de I’actine inactivé par les
LIM kinases (Arber et al., 1998a). L’équipe du Dr. Bénédetti a montré que le domaine SecPH
de NF1 empéchait la phosphorylation de LIMK2 par ROCK, inhibant I'action de LIMK2 sur la
cofiline (Vallée et al., 2012). Par ailleurs, la région N-terminale de NF1 régule négativement la
voie Racl/Pak1l/LIMK1 (Starinsky-Elbaz et al., 2009), entrainant ainsi l'inhibition des deux
protéines de la famille des LIM kinases (Figure 14). La voie des LIM kinases, par son impact
sur cette dynamique, peut étre associée a la fois aux aspects tumoraux et cognitifs de la

neurofibromatose de type 1 et sera détaillée dans la partie II de I'introduction.

NF1 est également impliquée dans les mécanismes d’adhérence cellulaire par son
interaction avec la protéine FAK, localisée sur les sites de contact entre les cellules et la
matrice extracellulaire, aussi appelés points de contacts focaux. Cette interaction permet a
NF1 de réguler des mécanismes cellulaires tels que I'adhérence, la prolifération, la motilité, la

migration et la survie cellulaire (Kweh et al., 2009).
1.6.2. Role de NF1 dans les troubles cognitifs
1.6.2.1. Prolifération des cellules souches neurales

Nous avons vu dans la partie 1.6.1.1 que NF1 régulait négativement la prolifération des
cellules souches neurales (Dasgupta and Gutmann, 2005). De plus, les souris KO
conditionnelles pour NfI au niveau des neurones présentent un développement anormal du
cortex cérébral associé a une augmentation de la densité cellulaire et de la prolifération des
astrocytes (Zhu et al., 2001). NF1 a également été impliquée dans la formation de la barriéere
corticale dans le cortex somatosensoriel (Lush et al., 2008). La barriere corticale est formée
par les neurones corticaux de la couche IV qui forment des anneaux en organisant leur corps

cellulaire et leurs dendrites au travers des axones des neurones thalamiques. L’absence de
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cette barriere conduit a un défaut de l'organisation neuronale dans le systéme nerveux

central.
1.6.2.2. Migration neuronale

La neurofibromine n’a pas été directement impliquée dans la migration neuronale.
Cependant, la régulation de la voie Ras a été impliquée dans ce processus. Ainsi, des souris
déficientes en C3G, une protéine qui active la voie Ras, présentent un défaut de la migration
des neurones corticaux (Voss et al, 2008). De plus, la neurofibromine interagit avec la
protéine syndécane-3 (Hsueh et al., 2001), une héparine sulfate transmembranaire impliquée

dans la migration des neurones (Hienola et al., 2006).
1.6.2.3. Croissance des neurites

La croissance des neurites est la premiere étape de la maturation des neurones,
cruciale pour la mise en place du réseau neuronal (Figure 15). Les neurones NfI*/- présentent
une diminution de 25 % de la longueur des neurites et de 40 % de la surface des cones de
croissance. Chez les souris NfI*/-, on observe également une augmentation de la prolifération
des astrocytes et leur activation dans certaines zones du cerveau, entrainant la formation
d’astrogliose (Rizvi et al., 1999). Si les anomalies observées au niveau des astrocytes sont
dues a une suractivation de la voie Ras, les anomalies neuronales, quant a elles, résulteraient
d’'un défaut de production d’AMPc intracellulaire (Brown et al., 2010a; Hegedus et al., 2007).
Ainsi, ce défaut peut étre corrigé par des traitements qui augmentent le taux d’AMPc
intracellulaire, tels que le Rolipram ou des activateurs de I'adénylate cyclase. De méme, une
inhibition de la production d’AMPc dans des neurones NfI*/* entraine une diminution de la
croissance des neurites (Brown et al., 2010a, 2012). Toutefois, la voie Ras pourrait également
étre impliquée dans la différenciation des neurones puisque l'inhibition de I'activité RasGAP
de NF1 inhibe la croissance des neurites (Yunoue et al., 2003). Le mécanisme moléculaire
impliquant la voie Ras dans la production d’AMPc a été identifié récemment : Ras agirait en
activant la PKCZ, qui inhiberait I'activation de 'adénylate cyclase et donc la formation d’AMPc
(Anastasaki and Gutmann, 2014). La voie de signalisation cellulaire connectant I’AMPc ainsi
formée a la croissance des neurites a été identifiée. Il s’agit de la voie de signalisation
Rho/ROCK/MLC qui passe par I'activation de la PKA par I’AMPc et qui régule la dynamique du

cytosquelette d’actine (Brown et al., 2012). Il est intéressant de noter que LIMK2, dont le role
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dans la croissance des neurites a été montré (Endo et al., 2007), pourrait aussi étre impliquée

dans ces processus régulés par NF1.
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Figure 15 : Schéma des différentes étapes du neurodéveloppement (Govek et al., 2005).

Enfin, I'interaction entre NF1 et CRMP-2 (Patrakitkomjorn et al., 2008) agit également
sur cette différenciation. L'interaction entralnerait une régulation de I'activation de CRMP-2
en empéchant sa phosphorylation et donc son inactivation par les protéines Rho kinase, CDK5
et GSK-3 (Fukata et al., 2002; Uchida et al., 2005). L’absence de NF1 conduirait a une
inactivation de CRMP-2 et, par conséquent, a une inhibition de la croissance des neurites
(Patrakitkomjorn et al., 2008; Rogemond et al., 2008). Par la cofiline, LIMK2 et la voie
Rac1/PAK1/LIMK1 sont aussi impliquées dans la régulation du cytosquelette d’actine et il a
été montré qu’elles jouaient un role dans la croissance des neurites (Endo et al., 2007). Elles

pourraient ainsi étre impliquées dans le role joué par NF1 dans la croissance des neurites.
1.6.2.4. Plasticité synaptique

Au cours du développement neuronal, les neurones développent des dendrites et des
axones qui se connectent a leurs cibles pour former des synapses, composées d’'une partie
pré-synaptique et d’'une partie post-synaptique, correspondant aux épines dendritiques
(Figure 15). Ces connections restent dynamiques tout le long de la vie. Elles disparaissent ou

se complexifient, dans un processus appelé plasticité synaptique.

NF1 interagit avec la syndécane-2, dont I'expression au cours de la synaptogenese
induit la maturation des épines dendritiques (Ethell and Yamaguchi, 1999). Cette interaction
est indispensable a l'activation de la PKA par la syndécane-2, qui permettrait a la PKA de
phosphoryler les protéines Ena/VASP, impliquées dans la polymérisation de 'actine et la
formation des filopodes aboutissant a la formation des épines dendritiques. Cependant, bien
que l'activation de la PKA soit essentielle a la formation des épines dendritiques, elle n’est pas
suffisante, probablement du fait de l'implication de NF1 dans de multiples voies de
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signalisation liées a la synaptogenese (Lin et al., 2007). D’autre part, la neurofibromine et les
syndécanes se retrouvent au niveau de la région post-synaptique, suggérant un role potentiel

de NF1 dans I'adhésion et la signalisation au niveau des synapses (Hsueh et al., 1998, 2001).

L’interaction entre NF1 et la protéine chaperonne VCP serait également impliquée dans
la synaptogeneése. En effet, une perturbation de cette interaction conduit a une diminution de
la densité des épines dendritiques chez la souris (Wang et al., 2011). Ces anomalies de la
synaptogenése, associées a une croissance anormale des neurites, pourraient conduire a une
efficacité synaptique altérée et participer a 'apparition de troubles cognitifs chez les patients

atteints de NF1.

Par ailleurs, la neurofibromine interagit avec la kinésine-1 qui est impliquée dans le
transport de protéines et d’ARNm vers certaines destinations cellulaires spécifiques d’une
maniere dépendante de I’ATP et des microtubules (Brendza et al., 2000; Hirokawa, 1998).
Cette interaction suggeére une implication de NF1 dans la transduction du signal associée aux
microtubules. Ce réle de NF1 pourrait également expliquer les troubles cognitifs observés
dans la neurofibromatose de type 1. En effet, un trafic aberrant de vésicules contenant des
neurotransmetteurs dii a une protéine NF1 non fonctionnelle pourrait affecter le

développement et le fonctionnement normal du cortex cérébral (Hakimi et al., 2002).

Chez la drosophile, des mutations dans le domaine GAP de NF1 provoquent des
troubles de la mémoire a long terme tandis que des mutations dans la région C-terminale
agissent sur la mémoire immédiate et I'apprentissage en passant par l'activation de '’AMPc
(Ho et al., 2007), impliquant a la fois la voie Ras et la voie de ’AMPc dans les troubles cognitifs
associés a NF1. Les souris NfI*/- présentent des troubles de I'apprentissage spatial (Costa et
al,, 2002; Silva et al,, 1997). Ces troubles sont associés a une diminution de la potentialisation
a long terme (LTP) dans I'hippocampe. Plus précisément, ces troubles de la LTP concernent a
la fois la phase précoce et la phase longue de la LTP (Costa et al., 2002; Guilding et al., 2007).
La premiere est impliquée dans l'apprentissage et la mémoire immédiate tandis que la
seconde régule la formation de la mémoire a long terme (Ho et al., 2007). Les deux pourraient
donc contribuer aux troubles de la mémoire et de I'apprentissage chez les souris NfI1*/-. Ces
troubles peuvent étre améliorés par des manipulations génétiques ou des traitements

pharmacologiques mimant l'inhibition de la voie Ras (Costa et al., 2002; Li et al., 2005),
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confirmant ainsi le role de cette voie et, par conséquent, de sa régulation par NF1, dans les

troubles cognitifs associés a la neurofibromatose.

Une cible moléculaire a I'origine des roles de la voie Ras dans la LTP a été identifiée : il
s’agit de la phosphorylation de la synapsine-1 par Ras et la voie MAPK. Une fois phosphorylée,
la synapsine-1 augmente le relargage du neurotransmetteur inhibiteur GABA au niveau des
interneurones inhibiteurs de I'hippocampe. L’augmentation de I'inhibition due a GABA serait
la cause des troubles de la LTP chez les souris Nf1+*/. De fait, le traitement de ces souris par
des antagonistes du récepteur GABAa restaure une LTP normale dans I"hippocampe (Costa et

al,, 2002; Cui et al., 2008)

Enfin, des souris Nf1+*/, chez lesquelles I'expression de NfI a été totalement inhibée
dans les cellules gliales, présentent des troubles de I'attention qui seraient provoqués par une
diminution du taux de dopamine dans le striatum, elle-méme due a une baisse de I’expression
de la tyrosine hydroxylase, enzyme permettant la synthese du précurseur de la dopamine a
partir de la tyrosine (Brown et al., 2010b). Il est intéressant de noter que l'utilisation de
méthylphénidate, un traitement contre les TDAH inhibant la recapture de la dopamine, est
efficace pour traiter les troubles de I'attention chez les patients atteints de neurofibromatose
de type 1 (Mautner et al, 2002). Cependant, le mécanisme moléculaire reliant NF1 a la

production de dopamine est inconnu a ce jour.
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II. Les LIM kinases

IL.1. Aspects génétiques

I1.1.1. Organisation génomique

La famille des LIM kinases (LIMK) comprend deux membres: LIMK1 et LIMK2. Les
protéines sont codées chez 'homme par deux génes distincts localisés en 7q11.23 et 22q12.2,
respectivement. LIMK1 s’étend sur 39,5 kb avec 17 exons et LIMKZ est long de 68,6 kb pour 18
exons (Figure 16). Le plus ancien groupe eucaryote possédant a la fois LIMK1 et LIMKZ2 dans
son génome correspond a celui des poissons, ce qui signifie que la duplication du gene
ancestral LIMK s’est produite au plus tard il y a environ 455 millions d’années, suite a
I'apparition des téléostomiens. Ce clade inclut notamment les actinoptérygiens, lesquels
regroupent la quasi-totalité des poissons communs. L’organisme le plus proche des
téléostomiens dont le génome a pu étre séquencé est Ciona intestinalis, une espece de
I'embranchement des urochordés, qui ne possede qu'un gene LIMK (Te Velthuis et al.,, 2007).
Les urochordés sont apparus il y a environ 550 millions d’années, ce qui situe la duplication

du géne LIMK entre 455 et 550 millions d’années.

LIMK1 s HE.

Exon# 1-1 1-2 21 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12 13 415 16

Exon# 2a-1 2a-2 2b-1 =] 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16-1 15

Figure 16 : Organisation génomique de LIMK1 et de LIMKZ chez Homo sapiens
LIMK1 et LIMKZ possédent 17 exons et 18 exons, respectivement.

I1.1.2.Isoformes

Les ARN pré-messagers de LIMK1 et de LIMK2 font tous les deux I'objet d’épissages
alternatifs qui permettent la formation de plusieurs protéines ou isoformes a partir d’'une
seule séquence génomique. Les isoformes présentées dans ce chapitre sont celles retrouvées

chez '’homme.

L’épissage alternatif de LIMK1 résulte en la formation de deux ARNm (Figure 17).

LIMK1-1 (GenBank NM_002314) est considérée comme la séquence canonique, qui
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correspond généralement a la séquence la plus longue et la plus étudiée. LIMK1-1 s’étend sur
3398 nucléotides avec 16 exons et LIMK1-2 (GenBank NM_001204426) s’étend sur 3176
nucléotides pour 15 exons incluant un premier exon alternatif (2-1) qui remplace les exons
1-1 et 1-2 de LIMK1-1. La littérature ne fournit pas davantage de données concernant les

régions promotrices de ces deux isoformes et leurs roles respectifs.

Les transcrits de LIMKZ2 sont au nombre de 3 chez 'homme (Figure 17B). LIMK2-2a
(GenBank NM_005569) est considérée comme la séquence canonique. Nous noterons qu’il ne
s’agit pas dans ce cas de la séquence la plus longue. Elle reste néanmoins la plus étudiée.
L’ARNm s’étend sur 3701 nucléotides avec 16 exons tandis que LIMK2-2b (GenBank
NM_016733) s’étend sur 3848 nucléotides pour 15 exons. Ce dernier possede un exon
alternatif (2b-1) qui remplace les exons 2a-1 et 2a-2 de LIMK2-2a. Enfin, LIMK2-1 (GenBank
NM_001031801) est la troisieme isoforme observée chez 'homme. Elle a été identifiée plus
tardivement que les deux autres et n’avait été mentionnée qu'une seule fois dans la littérature
au début de ce travail (Croft et al., 2011). C’est la seule a étre spécifique des primates (Tastet,
2012) tandis que LIMK2-2a et LIMK2-2b sont conservées au cours de I’évolution. Il s’agit
également de l'isoforme la plus longue, avec un ARNm de 2914 nucléotides et 15 exons. Les
exons 2b-1 a 15 sont identiques a ceux de LIMK2-2b. Le seizieme exon differe de ceux de

LIMK2-2a et LIMK2-2b.

o+ o

Exon# 1-1 -2 9 10 11 12 13 14 15

L2 J\W\-W\/\V\-

Exon# 2-1 9 10 11 12 14 15

Exon® 2a-1 10 11 12

A

LIMK2-2b [
Exon# 2b- 1 9 10 11 12 13 14

Livkz-1 il MW%M/W%_

Exon# 2b-1 10 11 12 13 14 15

Figure 17 : Schéma montrant les différents transcrits de LIMK1 et LIMK2

Les couleurs correspondent aux différents domaines de la protéine codées par ces séquences.
Le rose et le violet sont pour les domaines LIM’ et LIM, respectivement, le bleu est pour le
domaine PDZ, le bleu clair pour le domaine S/P, le vert pour le domaine kinase (vert foncé
pour les isoformes de LIMK1, pour LIMK2-2a et pour LIMK2-2b, vert clair pour LIMK2-1) et
I'orange pour le domaine PP1i.
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I1.2. Expression des LIM Kkinases

Sauf mention contraire, les études d’expression ont été menées chez la souris et chez le rat
et les isoformes étudiées sont les plus longues existant chez ces espeéces, i.e. LIMK1-1 et

LIMK2-2a.

L’expression des ARNm de LIMK1 et de LIMK2 a été étudiée par hybridation in situ et
Northern blot. Ces études rapportent une expression ubiquiste de chacun des deux ARNm
(Koshimizu et al,, 1997; Mizuno et al.,, 1994; Nunoue et al, 1995). Au niveau du systéme
nerveux central, de la moitié a la fin de la gestation, les deux sont fortement exprimés et
pourraient étre redondants. Chez la souris adulte, les ARNm de LIMK1 et de LIMK2 sont
exprimés a la fois dans le cortex cérébral et dans ’hippocampe, bien que celui de LIMK1 soit
plus exprimé dans le cortex que celui de LIMK2. L’ARNm de LIMK1 apparait également dans
les noyaux profonds du cervelet, les noyaux des nerfs faciaux et hypoglosses. ’ARNm de
LIMK2 est exprimé préférentiellement au niveau des glandes sous-maxillaires et de

I'épithélium olfactif (Mori et al., 1997; Proschel et al., 1995).

Pour compléter ces études sur I’ARNm, l'utilisation d’anticorps monoclonaux
spécifiques a permis de caractériser 'expression de LIMK1 et de LIMK2 au niveau protéique,
par Western blot et immunocytochimie. Les anticorps utilisés reconnaissant une région
commune aux différentes isoformes, les travaux présentés ci-apres ne les distinguent donc
pas. LIMK1 est largement exprimée dans les tissus embryonnaires et adultes, avec une
expression élevée dans le cerveau, les reins, les poumons, 'estomac et les testicules (Foletta et
al, 2004). LIMK2 apparait dans la majorité des tissus étudiés, embryonnaires et adultes, a
I'exception des cellules gliales, des glomérules rénaux et des spermatocytes (Acevedo et al,,
2006). Au niveau du systeme nerveux central, LIMK1 est exprimée dans les cOnes de
croissance des neurones spinaux de poulet (Endo et al., 2003) ainsi que dans les axones et
cones de croissance des neurones pyramidaux d’hippocampe de rat (Foletta et al.,, 2004).
LIMK2 apparait au niveau des neurones, des cellules épendymaires et des cellules de Purkinje.
Elle a également été détectée au niveau des cellules de I'’éminence ganglionnaire médiane
(Andrews et al.,, 2013), une structure transitoire impliquée dans la migration des cellules
neuronales vers le néocortex (Brazel et al., 2003). Ces profils d’expression suggérent un role
de ces protéines dans le fonctionnement du systéme nerveux central, détaillé dans la revue

« Roles of LIM kinases in central nervous system function and dysfunction » (partie 11.4.2.).
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Aucune distinction n’est faite entre 'expression de LIMK1-1 et celle de LIMK1-2. En
revanche, une étude montre une différence d’expression entre LIMK2-2a et LIMK2-2b.
LIMK2-2a est prédominante au niveau du foie, du colon et de I'’estomac, tandis que LIMK2-2b
est plus abondante dans le cerveau, les reins et le placenta. Au niveau des poumons,
I'expression des deux isoformes est équivalente. Ces différences d’expression peuvent
s’expliquer par des régions promotrices différentes. Les deux promoteurs sont dépourvus de
boites TATA. L’expression de LIMK2-2a serait régulée positivement par le facteur de
transcription MZF-1 tandis que I'expression de LIMK2-2b serait régulée négativement par
MZF-1 et positivement par RORal (Nomoto et al, 1999). Des études sont requises pour
comprendre l'implication de chacun de ces facteurs de transcription sur l'expression de
LIMK2-2a et de LIMK2-2b. D’autre part, p53 active I'expression des ARNm de LIMK2-2b et de
LIMK2-1 mais pas celui de LIMK2-2a (Croft et al., 2011). LIMK2-2b et LIMK2-1 ayant
exactement la méme séquence transcrite puis traduite en 5’, nous pouvons supposer qu’elles

posseédent le méme promoteur. Cette hypothése reste néanmoins a vérifier.

Enfin, la localisation subcellulaire de LIMK1 et de LIMK2 présente également quelques
différences. Dans les fibroblastes NIH3T3, les cellules HelLa et les cellules olfactives
épithéliales, LIMK2 apparait essentiellement dans le cytoplasme (Acevedo et al., 2006) tandis
que LIMK1 est retrouvée principalement au niveau des points focaux d’adhésion et autour du
noyau dans les cellules NIH3T3 (Foletta et al., 2004). Leur localisation differe également au
cours du cycle cellulaire. LIMK1 est observée au niveau du contact entre les cellules pendant
I'interphase et au niveau des centrosomes, aux extrémités du fuseau mitotique et dans
I'anneau de clivage au cours de la mitose. LIMK2 est localisée dans toute la cellule pendant
I'interphase et se retrouve au centre du fuseau mitotique et au niveau de I'anneau de clivage
pendant la mitose (Sumi et al, 2006). Enfin, I'expression peut différer en fonction des
isoformes : LIMK2-2a est exprimée dans le cytoplasme et dans le noyau tandis que LIMK2-2b
a une expression majoritairement cytoplasmique dans les cellules Cos de singe vert (Osada et

al, 1996).

67



Introduction - Les LIM kinases
I1.3. Les LIM kinases

I1.3.1.Structure des protéines

Les séquences canoniques de chacune des LIMK comportent deux domaines LIM en N-
terminal, nommés d’apres 'acronyme de trois facteurs de transcription (Linl1, Isl1 et Mec-3),
un domaine PDZ (PSD-95, DigA, Z0-1), un domaine S/P riche en sérines et prolines, et un
domaine kinase en C-terminal. L’isoforme LIMK2-1 comporte un domaine supplémentaire
inhibiteur de la phosphatase 1 (PP1i) en C-terminal du domaine kinase, ainsi qu'un domaine
kinase tronqué de quelques acides aminés. Les protéines LIMK1 et LIMK2 sont identiques a
50 %, avec 50 % d’identité pour les domaines LIM d’une protéine a 'autre et 20 % d’'un
domaine LIM a l'autre au sein d'une méme protéine. Les domaines PDZ et kinases présentent
45 et 70 % d’identité, respectivement. La structure tridimensionnelle a été déterminée pour le
second domaine LIM (PDB: 1X6A), pour le domaine PDZ de LIMK2 (PDB : 2YUB) et pour les
domaines kinases de LIMK1 (PDB : 3595) et LIMK2 (PDB : 4YPT) (Goodwin et al., 2015).
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Figure 18 : Schéma montrant I'organisation protéique des LIM kinases

Les couleurs correspondent aux différents domaines de la protéine. Le rose et le violet sont
pour les domaines LIM’ et LIM, respectivement, le bleu est pour le domaine PDZ, le bleu clair
pour le domaine S/P, le vert pour le domaine kinase (vert foncé pour les isoformes de LIMK1,
pour LIMK2-2a et pour LIMK2-2b, vert clair pour LIMK2-1) et I'orange pour le domaine PP1i.

A ce jour, deux isoformes de LIMK1 et trois isoformes de LIMK2 apparaissent dans les
bases de données chez 'homme (Figure 18) et correspondent aux ARNm déja décrits (partie
[1.1.2.). LIMK1-1 et LIMK1-2 se composent de 647 et de 613 acides aminés, respectivement.

LIMK1-2 posséde un domaine LIM tronqué a son extrémité N-terminale. LIMK2-2a comprend
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638 acides aminés tandis que LIMK2-2b est composée de 617 acides aminés et posséde un
domaine LIM tronqué en N-terminal. L'isoforme LIMK2-1 est une protéine de 686 acides
aminés identique a LIMK2-2b en N-terminal et possédant un domaine PP1i putatif en
C-terminal. Le domaine PP1i remplace les derniers acides aminés du domaine kinase présents
sur LIMK2-2a et LIMK2-2b. L’'impact de cette délétion sur I'activité kinase de LIMK2-1 et le

role de ce domaine PP1i ont été étudiés au cours de cette these.

Les domaines LIM contiennent chacun deux motifs en doigts de zinc. Ils régulent
négativement l'activité du domaine kinase en interagissant avec lui (Nagata et al.,, 1999;
Tomiyoshi et al., 2004) et contribuent a la formation d’homodimeres et d’hétérodimeres
LIMK1/LIMK2 positionnés téte-béche (Hiraoka et al., 1996). Nishiya et collaborateurs (1998)
ont montré que les domaines LIM de HIC-5 (Hydrogen peroxide-inducible clone-5) étaient
capables d’'interagir avec des fragments d’ADN spécifiques, bien que cela n’ait pas été
confirmé in vivo (Nishiya et al., 1998). De plus, a ce jour, cette interaction n’a pas été montrée
pour les protéines LIMK. Le domaine PDZ est également un domaine d’interaction
protéines-protéines. De plus, il influence la navette entre le noyau et le cytoplasme grace a
deux signaux d’export nucléaire riches en leucines (Yang and Mizuno, 1999; Yang et al.,,
1998a). La translocation vers le noyau est conduite par deux signaux de localisation nucléaire.
L’un est situé entre les domaines PDZ et kinase de LIMK1 et de LIMK2 tandis qu'un autre n’est
présent que dans le domaine kinase de LIMK2 (Goyal et al., 2006). Le domaine kinase des
LIMK leur confere leur activité spécifique de sérine/thréonine kinases, qui leur permet
notamment de phosphoryler et, ainsi, d’inactiver la cofiline (Arber et al., 1998a; Maekawa et

al,, 1999). Enfin, le domaine PP1i de l'isoforme LIMK2-1 est supposé inhiber la phosphatase 1.
I1.3.2.Régulation des protéines
I1.3.2.1. Activation
I1.3.2.1.1.  La voie des Rho GTPases

LIMK1 et LIMK2 sont principalement activées par les protéines de la voie des Rho
GTPases (Figure 19 et Figure 20), qui conduisent a la phosphorylation de leur thréonine 508
et 505, respectivement (Amano et al, 2001; Edwards and Gill, 1999; Sumi et al., 2001a),

localisées dans la boucle d’activation de leur domaine kinase.
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Les protéines G de la famille Rho les plus étudiées sont Racl, Cdc42 et RhoA. Elles
agissent comme des interrupteurs moléculaires et, a ce titre, peuvent étre activées par les
protéines RhoGEF et inactivées par les protéines RhoGAP, analogues de la protéine RasGAP
neurofibromine. Ce passage d’'une forme activée a une forme inactivée, et réciproquement,
controle de nombreuses fonctions cellulaires, qui incluent I'assemblage des filaments d’actine
et la réorganisation du cytosquelette, mais aussi la régulation de la transcription, du cycle
cellulaire, de la dynamique des microtubules, du transport vésiculaire et de nombreuses
activités enzymatiques. Les protéines Racl, Cdc42 et RhoA activent notamment les protéines
PAK (p21 protein-activated kinase), MRCKa (myotonic dystrophy kinase-related
Cdc42-binding kinase) et ROCK (Rho-associated protein kinase) dans la voie conduisant a

I'activation des LIMK.

e T

Augmentation du taux
d’actine polymérisée

Figure 19 : Régulation des LIM kinases par les voies des RhoGTPases et la voie MAPK

LIMK1 est phosphorylée par les voies Cdc42/MRCKa, Rac1/PAK1,2,4, et VEGF/MAPK/MK2.
LIMK2 est phosphorylée par la voie RhoA/ROCK 1,2 et Cdc42/MRCKa ainsi que par MAPK
suite a son activation par la formation du complexe Plexine C1 - Sémaphorine 7A (d'apres
Manetti, 2012).

Les membres de la famille PAK sont connus pour leur réle dans la régulation du
cytosquelette d’actine. PAK1, PAK2 et PAK4 phosphorylent préférentiellement LIMK1 en aval
de Racl et de Cdc42 (Dan etal.,, 2001; Edwards et al,, 1999; Misra et al., 2005; Wu et al., 2003).

Cette voie semble impliquée dans la tumorigenése. En effet, 'interaction entre PAK4 et LIMK1
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favorise la migration des cellules cancéreuses dans le cancer de la prostate apres stimulation
par HGF (Hepatocyte growth factor) (Ahmed et al.,, 2008) et dans les cancers gastriques
humains par I'intermédiaire de la protéine DGCR6L (DiGeorge syndrome critical region gene
6-like) (Li et al., 2010). La voie Rac1/PAK est régulée par MOCA (Modifier of cell adhesion), un
facteur d’échange de nucléotide guanine spécifique des protéines Rho (RhoGEF) et la perte de

MOCA induit une dérégulation de la polymérisation de I'actine (Chen et al., 2009).

Les protéines ROCK sont des sérines/thréonines kinases impliquées dans de nombreux
aspects de la motilité cellulaire, de la contraction des muscles lisses a la migration en passant
par la croissance des neurites. La voie Rho/ROCK1 et 2 active préférentiellement LIMK2
(Amano et al, 2001; Sumi et al, 2001a), bien que, lorsqu’elle est suractivée, ROCK soit
également capable de phosphoryler LIMK1 (Ohashi et al.,, 2000). La voie Rho/ROCK est
régulée par le stress hyperosmotique qui induit une augmentation de la phosphorylation de la
cofiline suivie d'une augmentation du taux d’actine polymeérisée (Thirone et al., 2009). Elle est
également activée au niveau des plaquettes suite a la stimulation par la thrombine (Pandey et

al.,, 2006).

Enfin, la protéine MRCKo (Myotonic dystrophy kinase-related Cdc-42-binding
kinase o), impliquée dans la réorganisation du cytosquelette (Leung et al, 1998) et la
croissance des neurites (Chen et al.,, 1999) active a la fois LIMK1 et LIMK2 en aval de Cdc42
(Sumi et al.,, 1999, 2001b).

1.3.2.1.2.  Lavoie MAPK

Dans les cellules endothéliales, la stimulation par VEGF (Vascular endothelial growth
factor) est impliquée a la fois dans la dynamique de I'actine et dans la migration cellulaire. Il
semble donc logique que cette stimulation participe a la régulation des LIMK. En réalité, elle
agit de deux maniéres. D'une part, elle induit une activation de la protéine MAPK
(p38-mitogen activated protein kinase) qui active a son tour la protéine MK2 ou MAPKAPK2
(MAPK-activated protein kinase 2). MK2 phosphoryle et inactive alors Hsp27 (Heat shock
protein 27), une protéine de coiffe de 'actine, perturbant ainsi sa capacité a inhiber la
polymérisation de 'actine (Guay et al., 1997; Landry and Huot, 1999; Rousseau et al., 1997).
D’autre part, la protéine MK2 phosphoryle LIMK1 au niveau de sa sérine 323. La

phosphorylation de cette sérine, localisée dans le domaine S/P, permet l'activation de LIMK1
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indépendamment de la phosphorylation de la thréonine 508. L’effet observé reste toutefois
similaire et conduit a une phosphorylation de la cofiline et une augmentation de la
polymérisation de l'actine. Cette phosphorylation de la sérine 323 pourrait induire une
modification de la structure tridimensionnelle de LIMK1, qui ne pourrait alors plus étre
inhibée par son domaine N-terminal (Kobayashi et al., 2006; Nagata et al., 1999) (Figure 19 et
Figure 20). Par ailleurs, MAPK phosphoryle également LIMK1 sur sa sérine 310, sans que cela
affecte I'activité de LIMK1.

La protéine MAPK peut également étre activée par une interaction entre la plexine C1
et la sémaphorine 7A. Dans ce cas, c’est la protéine LIMK2 qui est phosphorylée et qui inactive
la cofiline (Figure 19 et Figure 20). Ces résultats proposent une voie de signalisation
spécifique de LIMK2 régulée par MAPK. Par ailleurs, la plexine C1 pourrait étre un
suppresseur de tumeur dans la progression des mélanomes, par son réle dans l'inactivation
de la cofiline (Chen et al., 2013; Scott et al., 2009). En effet, une diminution importante de

plexine C1 a été montrée dans les métastases de mélanomes (Lazova et al., 2009).

[ Modifications de LIMK1 ]

Ser 310 Ser 323
Phosphorylation par MAPK Phosphorylation par MK2

Pro 394 Thr 508
Interaction avec Hsp90 Phosphorylation principale

N \ PDZ_H SP_d Kinase —c
Ser 283 Thr 494 Thr 505
Phosphorylation Phosphorylation Phosphorylation principale
par PKC et Aurora-A par PKC et Aurora-A

[ Modifications de LIMK2 ]

Figure 20 : Modifications des LIM kinases

LIMK1 et LIMK2 sont modifiées par plusieurs protéines, ce qui peut altérer son activité kinase
ou sa localisation subcellulaire. Les sites de phosphorylation apparaissent en haut pour
LIMK1 et en bas pour LIMK2 (d'apres Scott and Olson, 2007).
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11.3.2.1.3. Transphosphorylation

La transphosphorylation régule l'activité des LIM kinases de deux manieres. D'une
part, elle permet d’augmenter la stabilité de la protéine et, d’autre part, elle permet
d’augmenter son activité intrinseque. En effet, lorsqu’elle n’est pas phosphorylée, LIMK1 est
relativement instable, avec une demi-vie d’environ 4h. Nous avons vu que les domaines LIM
sont capables d’interagir avec le domaine kinase des LIMK et les inhibent, formant ainsi des
homodimeres téte-béche. Une interaction entre la proline 394, située dans le domaine kinase
de LIMK1, et la protéine Hsp90 (Heat shock protein 90) empéche ce type d’interaction et
conduit dans un second temps a une homodimérisation téte-téte suivie d'une

transphosphorylation de LIMK1, qui peut ensuite former des dimeres stables (Figure 21).

De plus, le traitement de cellules avec des inhibiteurs d'Hsp90 réduit a la fois la
quantité de protéines LIMK1 et LIMK2 phosphorylées et le taux de cofiline phosphorylée,
montrant que la protéine Hsp90 régule aussi la protéine LIMK2 (Li et al,, 2006). Cela est
confirmé par le fait que la proline 394 de LIMK1 responsable de I'interaction avec Hsp90 est
également présente chez LIMK2 (proline 386). D’autre part, il a été montré que la
transphosphorylation ne concernait pas exclusivement la thréonine 508 de LIMK1. Elle
permet aussi la phosphorylation de nombreux sites du domaine kinase et, par conséquent,

I'augmentation de son activité spécifique (Li et al., 2006).
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Figure 21 : Role de la protéine Hsp90 dans la régulation des LIM kinases
Hsp90 se lie a un motif dans le domaine kinase de LIMK1 ce qui conduit a la formation d’'un
complexe entre deux protéines LIMK, facilitant ainsi leur transphosphorylation et leur
stabilisation. Apreés la transphosphorylation, Hsp90 se détache des LIMK, permettant
'interaction de ces dernieres avec leur substrat (d'apres Li et al., 2006).
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11.3.2.1.4.  Autres régulateurs positifs

D’autres régulateurs positifs des LIMK agissent en marge des voies Rho GTPases et
MAPK ou des phénomenes de transphosphorylation régulés par Hsp90. Dans les neurites de
neuroblastomes de souris, le Ca2* active la protéine CaMKIV (Calmodulin-dependent protein
kinase IV), qui conduit ensuite a la phosphorylation de LIMK1 sur sa thréonine 508 et, ainsi, a
son activation (Takemura et al.,, 2009). LIMK1 peut également étre activée par clivage au
niveau de son Asp240 par la caspase 3 en réponse a un signal apoptotique (Tomiyoshi et al.,
2004). Par ailleurs, la neuréguline et la protéine 14-3-3 augmentent l'activité de LIMK1, la
premiere en interagissant avec ses domaines LIM (Wang et al., 1998), 'autre en interagissant
a la fois avec LIMK1 et avec la cofiline (Birkenfeld et al., 2003). LIMK1 peut aussi étre activée
par la PKCC dans les glioblastomes (Guo et al., 2009) et par la PKA. Dans ce dernier cas, ce sont
alors les sérines 323 et 596 qui sont phosphorylées (Howe and Juliano, 2000; Nadella et al,,
2009). La sérine 596 n’est cependant pas conservée chez LIMK2, ce qui supporte 'idée d'une

différence fonctionnelle entre les deux protéines liée a leur régulation.

Cette idée est également étayée par 'existence de régulateurs spécifiques de LIMK1 et
de LIMK2. Ainsi, LIMK1 est spécifiquement régulée par I'interaction de son domaine LIM avec
la partie intracellulaire de la protéine BMPRII (Bone morphogenic protein receptor II). Des
études sur I'impact de cette interaction proposent des résultats contradictoires. Lee-Hoeflich
et collaborateurs ont montré qu’au cours de la dendritogenese induite par BMP7, 'interaction
de LIMK1 et de BMPRII était suivie d’'une activation de Cdc42 et d’'une activation de LIMK1
(Lee-Hoeflich et al., 2004). A l'inverse, Foletta et collaborateurs ont mis en évidence une
inactivation de LIMK1 suite a son interaction avec BMPRIL Ils ont également montré que cette
inactivation pouvait étre atténuée par la présence de BMP4 (Foletta et al., 2003). L'implication
de la voie de régulation de LIMK1 par BMPRII dans le neurodéveloppement est détaillée dans

la partie 11.4.2.2.

D’autre part, la protéine Aurora-A-kinase régule spécifiquement I'activité de LIMK2 en
phosphorylant sa thréonine 505, mais également sa localisation subcellulaire en
phosphorylant sa sérine 283 et sa thréonine 494. La régulation de la localisation subcellulaire
des LIMK est décrite dans la partie 11.3.2.3. L’activation de LIMK2 par Aurora-A est suivie par
une boucle de régulation positive du taux de phosphorylation d’Aurora-A par LIMK2 (Johnson

et al., 2012). Aurora-A est une sérine/thréonine kinase qui favorise la division cellulaire. Elle
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est surexprimée dans de nombreux cancers (Mountzios et al., 2008; Nadler et al., 2008), ce qui
pourrait entrainer une suractivation de LIMK2. De fait, la suppression de LIMK2 abolit
totalement la tumorigenese due a Aurora-A chez la souris, confirmant un réle de LIMK2 dans

I'oncogenese (Johnson et al., 2012). Ce role est décrit plus précisément dans la partie 11.4.1.
11.3.2.2. Inhibition
11.3.2.2.1.  Déphosphorylation et inhibition de la phosphorylation

A Tl'instar de leur activation, l'inactivation des protéines LIMK passe en grande partie

par la déphosphorylation ou I'inhibition de la phosphorylation de leurs thréonines 508 et 505.

Les protéines slingshots (SSH) sont connues pour leur rdéle de phosphatase et
d’activateur de la cofiline (Niwa et al., 2002). Elles sont I'un des inhibiteurs de LIMK1 et de
LIMK2, dont elles déphosphorylent les thréonines 508 et 505, respectivement. Toutefois, leur
activité phosphatase est plus forte sur LIMK1 que sur LIMK2 (Soosairajah et al.,, 2005). La
protéine SSH1 est régulée négativement par la protéine 14-3-3 (Birkenfeld et al., 2003), qui
I'inactive en séquestrant sa forme phosphorylée sur sa sérine 978 dans le cytoplasme. Elle est
régulée positivement par la neuréguline qui, a I'opposée, induit la déphosphorylation de sa
sérine 978 et lui permet de s’associer aux filaments d’actine F des lamellipodes (Nagata-
Ohashi et al., 2004). Il semble intéressant de rappeler que les protéines 14-3-3 et neuréguline
activent également LIMK1. La premiere favoriserait une suractivation de LIMK1 en
séquestrant sa forme phosphorylée et en bloquant son inhibition par déphosphorylation
tandis que la seconde, en activant de facon coordonnée LIMK1 et SSH1 accélérerait le
recyclage de la cofiline, favorisant ainsi le turnover de l'actine. Par ailleurs, LIMK1 et les
protéines SSH font partie d’'un méme complexe protéique (Soosairajah et al., 2005), suggérant
un couplage des voies de régulation de la cofiline qui pourrait, dans certains cas, augmenter la

vitesse du cycle de phosphorylation/déphosphorylation et favoriser la dynamique de 'actine.

D’autres molécules agissent en inhibant la phosphorylation et donc I'activation des
LIMK. Il a été montré que les mutants délétés des domaines LIM et PDZ de LIMK1 ont une
activité kinase augmentée. Les domaines LIM et PDZ interagissent avec le domaine kinase de
LIMK1 (Hiraoka et al., 1996; Nagata et al., 1999), inhibant la phosphorylation des LIMK par
PAK et par ROCK, et donc leur activation (Foletta et al., 2003). D’autres protéines interagissent

avec le domaine LIM des LIMK, favorisant vraisemblablement son action inhibitrice.
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L’association entre la protéine LATS1 (Large tumor suppressor 1) et LIMK1 résulte en une
activation de la cofiline et donc en une régulation de la polymérisation de I'actine (Yang et al,,
2004b). De méme, la protéine PAR3 (Protease activated receptor 3), impliquée dans la
dynamique de l'actine au cours de la formation des jonctions serrées dans les cellules
épithéliales, interagit directement et spécifiquement avec les domaines LIM de LIMK2,

conduisant a une inhibition de I'activité kinase de LIMK2 (Chen and Macara, 2006).

Par ailleurs, la neurofibromine inhibe également la phosphorylation des LIM kinases
(Figure 22). Le domaine N-terminal de NF1 intervient sur I'adhésion et la migration cellulaire
en régulant négativement la voie Rac1/PAK1/LIMK1/cofiline (Starinsky-Elbaz et al., 2009). Le
mécanisme moléculaire impliqué reste cependant inconnu. En parallele, la voie
Rho/ROCK/LIMK2 /cofiline est également régulée par NF1. En effet, une suppression de NF1
conduit a une suractivation de cette voie, affectant la réorganisation du cytosquelette d’actine
et la motilité cellulaire (Ozawa et al., 2005). Le mécanisme mis en jeu a été identifié: le
domaine SecPH de NF1 interagit avec LIMK2, empéchant sa phosphorylation et, par

conséquent, son activation par ROCK (Vallée et al.,, 2012).
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Figure 22 : Régulation des LIM kinases par la neurofibromine

Le domaine CSRD inhibe la voie Rac1/PAK1/LIMK1. Le domaine SecPH inhibe I'activation de
LIMK2 par ROCK. Cette régulation conduit a une augmentation du taux de cofiline activée
dans la cellule et une dérégulation de cette voie peut étre impliquée dans la présentation
clinique de la neurofibromatose de type 1.
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Enfin, la protéine nischarine régule la migration cellulaire en inhibant l'activation de

LIMK1 par PAK1. Elle interagit avec LIMK1, ce qui entraine une diminution de la
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phosphorylation de la thréonine 508 par PAK1, suivie d'une baisse d’activité de LIMK1 et, par
conséquent, d'une diminution du taux de cofiline phosphorylée (Alahari et al., 2000; Ding et

al,, 2008).
I11.3.2.2.2.  Modulation de la quantité de protéine

La régulation négative des LIMK passe également par le controle de la concentration de
protéines intracellulaires. Cette concentration est régie par deux mécanismes
I'ubiquitinylation qui conduit a une dégradation de la protéine par le protéasome, et la

dégradation des ARNm par des miR avant la traduction.

L’ubiquitinylation est un mécanisme important pour la régulation de la quantité de
protéine intracellulaire. Elle affecte a la fois LIMK1 et LIMK2. L’ubiquitine ligase RNF6 (RING
finger E3) interagit avec LIMK1 et catalyse sa polyubiquitinylation, ce qui conduit a sa
dégradation par le protéasome (Tursun et al, 2005). Par ailleurs, I'ubiquitine ligase E3
PARKIN, impliquée dans la maladie de Parkinson, interagit a la fois avec LIMK1 et avec LIMK2.
L’interaction avec LIMK2 n’a pas été approfondie. En revanche, il a été montré que PARKIN
conduisait a 'ubiquitinylation de LIMK1. De maniere intéressante, ce mécanisme se produit
au niveau des neurones dopaminergiques humains BE(2)-M17 mais pas dans les cellules HEK,
ce qui suggere une régulation spécifique au niveau des tissus. De plus, en ubiquitinylant
LIMK1, la protéine PARKIN réduit la phosphorylation de la cofiline et 'accumulation de
filaments d’actine dans la cellule (Lim et al., 2007). Ces résultats corroborent des études
précédentes montrant un role de PARKIN dans la stabilisation de l'actine et précisent le

mécanisme impliqué (Huynh et al.,, 2000).

Au niveau du cerveau, la concentration de LIMK1 est également régulée par le
microARN MiR134. Les MiR sont des ARN non codant qui modulent la traduction d’ARNm
spécifiques (Bartel, 2009). Le MiR134 se lie au domaine 3’ UTR de 'ARNm de LIMK1 et bloque

sa traduction au cours du développement synaptique (Schratt et al., 2006).
I1.3.2.3. Localisation subcellulaire

Les fonctions biologiques des LIM kinases peuvent également étre régulées par leur
localisation subcellulaire. Ainsi, la phosphorylation de LIMK2 par la PKC au niveau de sa

sérine 283 seule (Goyal et al., 2005) ou en association avec sa thréonine 494 bloque I'import
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nucléaire dans les cellules endothéliales en inactivant les séquences d’import nucléaire (Goyal

et al., 2006).

Par ailleurs, I'import nucléaire de LIMK1 est influencé par son association avec la
protéine p57KIPZ inhibitrice de CDK (cycline-dependent kinase). Cette interaction entraine la
translocation de LIMK1 du cytoplasme vers le noyau, sans inhiber son activité kinase. Elle
entraine néanmoins une diminution de la formation de fibres de stress, suggérant une
régulation de l'activité cellulaire de LIMK1 via sa translocation dans le noyau (Yokoo et al,,
2003). La translocation de LIMK1 dans le noyau est également impliquée dans la régulation de

la transcription. Ce role nucléaire de LIMK1 est décrit dans la partie 11.3.3.3.
I1.3.3. Substrats des LIM kinases
11.3.3.1. L’ADF/cofiline, un facteur de dépolymérisation de I'actine
I11.3.3.1.1.  L’actine

L’actine est une protéine ubiquiste, importante pour l'architecture de la cellule et de
nombreux processus cellulaires. Elle existe sous deux formes: une forme monomérique de

42 kDa (actine globulaire G) et une forme polymérisée (actine fibrillaire F).

La polymérisation de I'actine passe par une premiere étape de nucléation de trois
monomeres d’actine liés a I’ATP (Sept and McCammon, 2001). Il s’agit d’'une étape limitante,
qui dépend de la concentration en monomeres d’actine. Les filaments obtenus forment une
hélice polarisée qui présente deux extrémités, 'une dite « en brosse » et 'autre « en pointe ».
Les monomeres liés a 'ATP s’incorporent 10 fois plus rapidement au niveau de I'extrémité en
brosse qu’au niveau de I'extrémité en pointe (Pollard, 1986). L’ATP est ensuite rapidement
hydrolysée en ADP + Pi puis, plus lentement, le Pi se dissocie de 'ATP. Les monomeres liés a
I’ADP se décrochent ensuite du filament, 'ADP est échangé contre de I'ATP et les monomeres
sont a nouveau capables de s’intégrer aux filaments d’actine (Figure 23) (Niirnberg et al,,
2011; Pak et al,, 2008). La dépolymérisation reste néanmoins tres lente, lorsqu’elle s’effectue
spontanément, et requiert donc lintervention de facteurs de dépolymérisation et de

sectionnement (Ono, 2007).
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Le passage de la forme monomérique a la forme polymérisée, et réciproquement,
constitue la dynamique de I'actine. Il s’agit d’'un processus fondamental pour de nombreux
processus cellulaires, incluant la migration, la morphogenése, la division, 'endocytose, la
sécrétion, 'expression génique et la polarisation. C’est également un processus hautement
régulé par de nombreuses protéines de liaison a I'actine. Ces protéines coopérent, de maniére
a la fois spatiale et temporelle, pour construire et déconstruire les différentes structures

formées par le cytosquelette d’actine.

Barbed end

Figure 23 : Dynamique de l'actine

Les monomeres d’actine G liés a I'ATP s’ajoutent au niveau de l'extrémité en brosse du
filament, puis I'ATP est hydrolysée en ADP + Pi. Le Pi se dissocie ensuite de 'ADP et les
monomeres se décrochent du filament (Pak et al., 2008). Chacune de ces étapes est régulée
par de nombreuses protéines de liaison a I'actine.

Par exemple, lors de la migration cellulaire, le cytosquelette d’actine s’organise
pour former les filopodes, qui permettent a la cellule de s’orienter, les lamellipodes, qui
poussent la membrane dans le sens du mouvement, et les fibres de stress, qui connectent la
cellule a la matrice extracellulaire par les points focaux d’ancrage et favorisent le mouvement
grace a leurs interaction avec la myosine (Figure 24) (Blanchoin et al., 2014). Lorsque les
cellules entrent en mitose, le réseau d’actine est rapidement réorganisé, conférant aux cellules
mitotiques leur forme ronde caractéristique. A la fin de la mitose, I'actine se réarrange en un
sillon de clivage qui forme une partie de I'anneau contractile responsable du processus de
cytocinese. L’actine joue également un réle important dans la séparation des centrosomes, en

association avec le réseau de myosine et les microtubules (Heng and Koh, 2010).
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Figure 24 : Organisation de I'actine dans une cellule en migration

Plusieurs types d’architectures sont représentés. Le cortex cellulaire (i) participe au maintien
ou aux modifications de la forme de la cellule en se contractant grace a I'activité de la myosine.
Les fibres de stress (ii) font partie d’'un réseau de filaments qui connecte le cytosquelette a la
matrice extracellulaire par les sites d’adhésion focaux. Les lamellipodes (iii) sont des réseaux
d’actine branchée qui constituent le moteur de la cellule. Les filopodes (iv) sont des faisceaux
serrés situés a I'avant de la cellule, lui permettant de s’orienter (Blanchoin et al.,, 2014).

I1.3.3.1.2.  La cofiline

La famille de la cofiline joue un role essentiel dans la dynamique de Il'actine en
favorisant le sectionnement et la dépolymérisation des filaments d’actine (Bamburg and
Wiggan, 2002; Bernstein and Bamburg, 2010; Moon and Drubin, 1995; Van Troys et al., 2008).
Chez les eucaryotes, elle comprend trois protéines : la cofiline 1 ou cofiline non musculaire, la
cofiline 2 ou cofiline musculaire et la destrine ou facteur de dépolymérisation de l'actine
(ADF). Les trois pourraient avoir des roles distincts sur la dynamique de l'actine en fonction
du type cellulaire dans lequel elles sont exprimées (Vartiainen et al, 2002). Dans ce
manuscrit, nous utiliserons le terme de « cofiline » pour désigner indistinctement I'une de ces

protéines, sauf s’il est nécessaire de les différencier.

Lorsqu’elle est active, la cofiline se fixe préférentiellement aux filaments d’actine liés a

I’ADP, a proximité de 'extrémité en pointe. Elle favorise la dépolymérisation de I'actine en
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sectionnant les filaments d’actine, accélérant ainsi le désassemblage des filaments et la
libération de monomeres (Jiang et al., 1997; Moriyama and Yahara, 1999; Ono et al,, 2001;
Pope et al,, 2000). Ce phénomene entraine une augmentation de la concentration cellulaire en
actine monomérique, favorisant ainsi la polymérisation de 'actine et donc le renouvellement
du taux de filaments d’actine dans la cellule (Hotulainen et al., 2005; Kiuchi et al., 2007, 2011).
La cofiline contribuerait également a la polymérisation de I'actine en sectionnant les filaments
d’actine et en créant ainsi de nouvelles extrémités en brosse, auxquelles peuvent s’ajouter de
nouveaux monomeres (DesMarais et al., 2005; Ghosh et al.,, 2004; Mizuno, 2013; Oser and

Condeelis, 2009).
11.3.3.1.3. Roéle des LIM kinases sur l'actine

Les LIMK sont principalement connues pour phosphoryler la cofiline sur sa sérine 3 et,
par conséquent, I'inactiver (Arber et al., 1998a; Maekawa et al., 1999; Sumi et al., 1999; Yang
et al,, 1998b). La cofiline peut ensuite étre déphosphorylée par des phosphatases incluant
principalement les slingshots (SSH) (Niwa et al., 2002), la chronophine (CIN) (Gohla et al,,
2005) et les phosphatases 1 et 2A (PP1/2A) (Meberg et al., 1998) (Figure 25).
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of actin filaments CIN stabilization of actin filaments

Promotion of actin turnover PP1, PP2A Suppression of actin turnover

Figure 25 : Les LIMK phosphorylent et inactivent la cofiline

La cofiline se fixe préférentiellement a I'actine-ADP, stimule le sectionnement et la
dépolymérisation de l'actine et promeut le turnover des filaments d’actine. La cofiline est
inactivée par les protéines LIMK et TESK et réactivée par les protéines SSH, CIN, PP1 et PP2A
(Mizuno, 2013).

L’alternance de phosphorylation et de déphosphorylation de la cofiline joue un role

fondamental dans la réorganisation du cytosquelette d’actine et, ainsi, dans de nombreuses
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fonctions cellulaire telles que la migration et la division cellulaire, la neuritogenese et la

plasticité synaptique.
I1.3.3.2. Les tubulines et la protéine TPPP/p25
11.3.3.2.1.  La tubuline et les microtubules

A linstar de l'actine, les tubulines sont des protéines ubiquistes de 50 kDa qui
s’associent pour former les microtubules (MT). Elles sont également impliquées dans de
nombreux processus cellulaires. Les tubulines les plus étudiées sont les tubuline a et 3, qui
sont I'unité structurale de base des MT. Les deux sont liés au GTP mais seul le GTP associé a la
tubuline B peut étre hydrolysé en GDP + Pi (Mandelkow et al.,, 1988). Il existe aussi une
tubuline y impliquée dans les premiéres étapes de formation des MT, au niveau d’un centre

organisateur appelé centrosome (Erickson, 2000; Inclan and Nogales, 2001).

Les tubulines o et B forment des hétérodiméres qui s’assemblent en protofilaments
linaires. Chaque MT est composé de 13 protofilaments qui forment un cylindre vide de 24 nm
(Figure 26) (Desai and Mitchison, 1997; Lowe et al., 2001; Nogales et al., 1998; Tuszynski et
al,, 2006). Les microtubules présentent une polarité structurale, avec une extrémité négative
qui expose la tubuline o et une extrémité positive qui expose la tubuline B. L’extrémité
négative est reliée au centrosome tandis que 'extrémité positive s’étend dans toute la cellule.
L’assemblage se fait préférentiellement sur le pdle positif suivant un comportement
d’instabilité dynamique qui allie assemblage et désassemblage rapide des MT. Les
hétérodimeres de tubuline se décrochent lorsque le GTP associé a la tubuline [ est hydrolysé
en GDP. La transition entre assemblage et désassemblage est appelée catastrophe, tandis que
la transition inverse constitue le sauvetage (Mitchison and Kirschner, 1984) (Figure 26). Cette
instabilité dynamique est I'une des propriétés principales des microtubules et lui confere ses

propriétés cellulaires.

Les MT participent au maintien de la forme cellulaire. Ils interviennent également dans
des phénomenes moteurs, en particulier dans le déplacement des vésicules et des organites a
travers la cellule, et dans la migration des chromosomes au cours de la mitose, grace au fuseau
mitotique. Il est intéressant de noter que les microtubules agissent en synergie avec le

cytosquelette d’actine pour réguler a la fois la migration cellulaire et la mitose (Figure 27).
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Figure 26 : Polymérisation des microtubules

Les microtubules se composent d’a- et de B-tubuline, assemblées en protofilaments linéaires.
Un microtubule contient entre 10 et 15 protofilaments qui forment un cylindre creux de
24 nm. Les microtubules peuvent grandir rapidement par polymérisation ou s’effondrer par
dépolymérisation, en fonction du nombre de tubulines qu’ils contiennent (Conde and Caceres,
2009).

== Nonmuscle myosin . DNA/nucleus
—— Long unbranched F-actin = Stable microtubules
»<  Short branched F-actin = = = Unstable microtubules

Figure 27 : L’actine et les microtubules lors de la mitose et de la migration cellulaire

Pendant la division cellulaire (a gauche), les microtubules forment le fuseau mitotique qui
sépare les chromosomes tandis que l'actine forme I'anneau contractile qui clive les deux
cellules filles. Au cours de la migration cellulaire (a droite), le cytosquelette d’actine s’organise
pour favoriser le mouvement de la cellule et les microtubules permettent le déplacement des
organites et des vésicules dans toute la cellule (Akhshi et al., 2014).
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11.3.3.2.2. Role des LIM kinases sur les microtubules

Le cytosquelette d’actine et les MT agissent de maniere synergique dans la cellule. Par
exemple, le désassemblage des MT favorise la formation des fibres de stress et améliore la
contractibilité des cellules (Danowski, 1989). Les LIMK sont non seulement impliquées dans
la polymérisation de I'actine, mais semble également jouer un réle dans le réarrangement des
microtubules. Leur localisation au cours du cycle cellulaire, décrite dans la partie I1.2., suggere
leur implication dans la régulation des MT. LIMK1 est localisée aux extrémités des fuseaux
mitotiques formés par les microtubules de la prométaphase a l'anaphase avant d’étre
redistribuée au niveau de 'anneau de clivage, constitué de filaments d’actine, au cours de la
télophase. LIMK2 s’accumule au niveau du centrosome pendant la prophase et de la
prométaphase, est ensuite localisée au niveau du fuseau mitotique pendant la métaphase et le
début de 'anaphase, puis est observée au centre de fuseaux mitotiques a la fin de I'anaphase
et pendant la télophase (Sumi et al., 2006). Il a également été montré que LIMK1 inhibait le
désassemblage des MT dans les cellules endothéliales (Gorovoy et al., 2005) et qu’elle était
requise pour l'organisation des microtubules au cours de la méiose chez la souris (Li et al,,
2016), tandis que LIMK2 était importante pour la formation du fuseau mitotique (Po’uha et

al,, 2010).

Les mécanismes moléculaires impliqués sont encore mal connus. Des études ont
montré que LIMK1 et LIMK2 interagissaient avec TPPP et la phosphorylaient. La protéine
TPPP (Tubulin polymerization promoting protein) ou p25 module la dynamique et la stabilité
des MT en favorisant a la fois la polymérisation des tubulines et le regroupement des MT. Elle
interagit avec la protéine HDAC6 (Histone deacetylase 6), une enzyme de désacétylation de la
tubuline, inhibant son activité, et controle ainsi le taux d’acétylation des MT (Hlavanda et al,,
2002; Lehotzky et al., 2004; Tirian et al., 2003). La phosphorylation de TPPP inhiberait sa
capacité a favoriser la polymérisation de la tubuline (Acevedo et al., 2007; Heng et al.,, 2012).
De plus, LIMK2 régulerait I'organisation des microtubules astraux et l'orientation du fuseau
mitotique au cours de la division cellulaire dans les cellules HeLa suite a son action sur TPPP

(Heng et al., 2012).

Cependant, d’autres données montrent que les LIMK n’interagissent pas avec TPPP, qui
serait phosphorylée directement par la protéine ROCK (Schofield et al., 2012). Les LIMK

réguleraient les microtubules en interagissant directement avec la tubuline. Les formes
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phosphorylées des LIMK sont co-localisées avec la tubuline y durant les premieres phases de
la mitose, avant de s’accumuler au niveau de I'anneau de clivage a la fin de la télophase
(Chakrabarti et al., 2007). De plus, une étude récente a montré une interaction directe entre la
tubuline y et LIMK1 au cours de la méiose, lorsque LIMK1 est phosphorylée (Li et al.,, 2016).
D’autres études sont cependant encore requises pour mieux comprendre les mécanismes

moléculaires impliqués dans la régulation des microtubules par les LIMK.
I1.3.3.3. Les facteurs de transcription CREB et NURR1

Les facteurs de transcription sont des protéines qui se fixent sur les séquences
régulatrices des genes, inhibant ou favorisant leur transcription. L'identification des facteurs
de transcription CREB (cAMP-response element binding-protein) (Yang et al, 2004a) et
NURR1 (Nuclear receptor related 1 protein) (Sacchetti et al, 2006) comme substrats de
LIMK1 suggere un réle des LIMK dans la régulation de la transcription. Le facteur CREB régule
de nombreux geénes en aval de ’AMPc en se fixant au site promoteur CRE (cAMP-response
element). Il est impliqué dans la régulation de la prolifération et de la différenciation cellulaire
dans de nombreuses lignées. La stimulation de cellules progénitrices d’hippocampe par le
facteur de croissance FGF2 (Fibroblast growth factor 2) permet a LIMK1 d’interagir avec
CREB, qui est alors phosphorylé sur sa sérine 133 et activé. Cette phosphorylation se produit
en aval des voies Rac et Cdc42 en passant par PAK1 (Yang et al.,, 2004a). Plus récemment,
I'interaction entre CREB et LIMK1 a été impliquée dans la régulation de la mémoire a long
terme et de la plasticité synaptique chez la souris (Todorovski et al., 2015). Le réle de CREB
dans ces processus neuronaux avait déja été montré par ailleurs, sans que le mécanisme

moléculaire impliqué ait été identifié (Yin and Tully, 1996; Zhou et al., 2009).

NURRT1 appartient a une famille de récepteurs qui régule la transcription génique suite
a une réponse hormonale. Il joue notamment un rdéle important dans les neurones
dopaminergiques au cours du développement (Perlmann and Wallén-Mackenzie, 2004).
L’activité transcriptionnelle de NURR1 est régulée par de nombreuses kinases, dont LIMK1
dans les neurones mésencéphaliques CSM14.1. La phosphorylation de NURR1 par LIMK1,
conduit a une diminution de son activité transcriptionnelle (Sacchetti et al, 2006). Par
ailleurs, NURR1 est également inhibée par p57kir2, un inhibiteur de kinase dépendant des

cyclines, également connu pour son interaction avec LIMK1 et responsable d'une
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translocation de cette derniére dans le noyau. Cette interaction est spécifique de LIMK1 dans
la mesure ou p57%P2 n’interagit pas avec LIMK2 (Joseph et al., 2003; Vlachos and Joseph,
2009). Puisque NURR1 et LIMK1 interagissent toutes les deux avec p57kir2, et que p57kir2
régule négativement l'activité de NURR1, il semble logique de supposer qu’il existe une

relation fonctionnelle entre ces trois protéines.
11.4. Physiopathologie

I1.4.1. Role des LIM Kkinases dans la tumorigenese
11.4.1.1. Prolifération cellulaire

Le cycle cellulaire est un processus complexe qui nécessite une modulation de la
dynamique de l'actine et des microtubules ainsi qu’'une expression spécifique de certains
genes. Compte tenu de leur role modulateur dans la dynamique du cytosquelette d’actine et
des microtubules, il semble logique que les LIMK participent a la régulation de ce processus.
Plusieurs études mettent en évidence un réle différent de LIMK1 et de LIMK2 dans le cycle

cellulaire.

Nous avons déja vu dans le paragraphe I1.2. que leur localisation subcellulaire était
différente et variait au cours du cycle cellulaire (Sumi et al., 2006). Elles auraient également
des roles cellulaires différents. En effet, LIMK1 serait également plutét impliquée dans
I'orientation du fuseau mitotique et dans la cytocinese tandis que LIMK2 participerait a la
régulation du cycle cellulaire en agissant a la fois sur les cyclines et sur la cofiline (Croft and

Olson, 2006; Kaji et al., 2008).

Au début de la mitose, pendant la prométaphase et la métaphase, LIMK1 est
hyperphosphorylée. Puis le taux de phosphorylation de LIMK1 diminue jusqu’a un niveau
basal jusqu’a la cytocinese (Amano et al., 2002; Sumi et al., 2002). Cette suractivation peut
étre bloquée par des inhibiteurs de CDK, suggérant que LIMK1 pourrait étre activée par des
CDK (Sumi et al., 2002). Par ailleurs, la localisation subcellulaire de LIMK1 varie au cours du
cycle cellulaire. Elle apparait au niveau des poles du fuseau mitotique de la prophase a la
métaphase (Sumi et al., 2006), et au niveau de I'anneau contractile pendant la cytocinese (Kaji
et al., 2003). Une suppression ou une inactivation de LIMK1 conduit a une désorientation du

fuseau mitotique. Une perturbation similaire peut étre induite par une inhibition de la
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polymérisation de l'actine par la latrunculine A ou par la surexpression de cofiline non
phosphorylable S3A (Kaji et al., 2008). Lorsque, a I'inverse, LIMK1 est surexprimée, le taux de
cofiline phosphorylée est augmenté ce qui entraine une augmentation du nombre de cellules
multinucléées (Amano et al.,, 2002; Kaji et al., 2003). LIMK1 serait donc impliquée dans la
régulation de la mitose et de la cytocinese par son réle sur la phosphorylation de la cofiline et,
par conséquent, sur la dynamique de 'actine. Elle favoriserait également le passage en phase
M. En effet, il a été montré qu’'une diminution du taux de LIMK1 bloque le cycle cellulaire en

phase G2 (Davila et al.,, 2003).

Par ailleurs, la formation du complexe D1-CDK4, requis pour le passage en phase S,
entraine une surexpression de LIMK2 (Kim et al., 2014) tandis que la translocation de LIMK2
dans le noyau conduit a une diminution de I'expression de la cycline D1 (Goyal et al., 2005). 11
pourrait s’agir d’'une boucle de rétrocontrdole négatif de I'expression de LIMK2 suite a la
formation du complexe D1-CDK4. Par ailleurs, la phosphorylation de LIMKZ2 par ROCK
favorise 'expression de la cycline A, impliquée dans la transition entre la phase S et la phase

G2 (Croft and Olson, 2006).

L’activité de LIMK2 ne change pas apres le passage en phase S. Cependant, quand les
cellules sont traitées au nocodazole ou au taxol, qui perturbent les MT et bloquent la cellule en
phase M, LIMK2 est activée, suggérant que cette protéine pourrait étre impliquée dans un
point de contréle (Sumi et al., 2006). De fait, suite a des lésions de 'ADN, la protéine p53
favorise 'expression de I'isoforme LIMK2-2b. La p53 est un facteur de transcription impliqué
dans le maintien de l'intégrité de la cellule, soit par arrét du cycle cellulaire suivi de
'activation de mécanismes de réparation de I’ADN, soit par apoptose. Une suppression de
LIMK2-2b conduit a un passage de la phase G2 a la phase M tandis qu'une surexpression de
LIMK2-2b prolonge l'arrét du cycle cellulaire en G2. La présence d’'une cofiline
constitutivement inactive suffit a compenser I'absence de LIMK2-2b, suggérant que cette
isoforme régule négativement le passage en phase M en phosphorylant la cofiline et, par
conséquent, en régulant la dynamique de l'actine (Hsu et al., 2010). Il est intéressant de
rappeler que la p53 favorise aussi I'expression de '’ARNm de LIMK2-1 (Croft et al., 2011). Le

réle de cette isoforme dans le cycle cellulaire n’a pas été étudié a ce jour.

Les protéines LIMK sont impliquées dans le développement de nombreux cancers et

elles sont surexprimées dans plusieurs d’entre eux (prostate, sein, foie, peau,), ainsi que dans
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la neurofibromatose de type 2 et au niveau de différentes lignées de cellules cancéreuses.
Dans la neurofibromatose de type 2, I'inhibition des LIMK surexprimées et suractivées dans
les tumeurs associées a la maladie bloque les cellules en phase G2 (Petrilli et al., 2014). De
facon surprenante, Lourenco et collaborateurs ont montré que I’expression de LIMK2 était, au
contraire, réduite dans les tumeurs intestinales de souris et les cancers colorectaux humains.
Le taux de protéine diminue avec 'avancée de la maladie et un faible taux de LIMK2 est
associé a une diminution de la survie des patients. Ces données suggerent un role répressif de
LIMK2 dans la prolifération des cellules souches intestinales (Lourenco et al., 2014). De
méme, 'expression de LIMK2 apparait diminuée dans le cancer de la thyroide (Hsu et al,
2010). Ainsi, le role des LIMK dans la prolifération des cellules cancéreuses et le
développement tumoral est nuancé et dépend des cancers considérés. Nous reviendrons sur

ce point dans le paragraphe 11.4.1.3.
11.4.1.2. Apoptose

L’apoptose est un processus physiologique de mort cellulaire programmée, dérégulé
dans certains cancers. Plusieurs études tendent a montrer un role de LIMK2Z dans ce
processus. Dans des cellules du cancer de la prostate (DU145 et LNCaP), la stimulation des
récepteurs membranaires aux androgenes active la réorganisation du cytosquelette d’actine
et favorise l'apoptose. Papadopoulou et collaborateurs ont montré que la voie
Rho/ROCK/LIMK2 était impliquée dans ce mécanisme dans les deux types cellulaires

(Papadopoulou et al., 2008).

Par ailleurs, suite a un dommage de ’ADN, l'expression des isoformes LIMK2-2b et
LIMK2-1 via la protéine p53 favoriserait la survie des cellules (Croft et al., 2011). De plus, une
augmentation de I'expression de LIMKZ est corrélée a une chimiorésistance a 18 drogues
anti-cancéreuses (Dan et al.,, 2002). Des lignées de neuroblastomes sélectionnées pour leur
résistance a la vincristine, la vinblastine ou le désoxyépothilone B présentent une
augmentation de I'expression de LIMKZ2, tandis qu’une suppression de I’expression de LIMK2
augmente la sensibilité des cellules de neuroblastomes a la vincristine (Po’uha et al., 2010).
Ces études ouvrent des perspectives sur l'utilisation d’inhibiteurs de LIMK2 comme cible

thérapeutique dans certains cancers.
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LIMK2 a également été impliqué dans la mort neuronale programmée. Ces données
sont présentées dans la revue « Roles of LIM kinases in central nervous system function and

dysfunction » (partie 11.4.2.2.).
I1.4.1.3. Migration cellulaire

La migration cellulaire est essentielle a de nombreux processus physiologiques,
notamment pendant le développement embryonnaire, dont le développement neuronal, et, a
'age adulte, lors de la réponse immunitaire. Elle dépend en grande partie de la réorganisation
du cytosquelette d’actine. Au cours de la migration cellulaire, I'extrémité en brosse des
filaments d’actine est orientée vers la membrane plasmique au niveau des filopodes et des
lamellipodes. L’élongation de ces filaments pousse le bord de la cellule vers I'avant (Chhabra
and Higgs, 2007; Pollard and Borisy, 2003), tandis que les fibres de stress, composées d’actine
et de myosine, fournissent les forces contractiles nécessaires a la migration (Hotulainen and

Lappalainen, 2006; Pellegrin and Mellor, 2007) (Figure 28).

LIMK1 et LIMK2 pourraient jouer des roles complémentaires, du fait de leurs voies
d’activation différentes. En effet, LIMK1 est préférentiellement activée par Racl et Cdc42,
tandis que LIMK2 est activée par Cdc42 et RhoA. Or, Racl et Cdc42 sont impliquées dans la
formation des lamellipodes et des filopodes, respectivement, tandis que RhoA est plutot

associée a la formation des fibres de stress (Hall, 1998).

Les différentes étapes qui sous-tendent la migration cellulaire nécessitent une
régulation fine. Ainsi, une surexpression de LIMK1 peut conduire a une accumulation
aberrante de filaments d’actine et supprimer la motilité cellulaire (Dawe et al., 2003; Zebda et
al, 2000) alors qu’'une suppression de LIMK1 inhibe la formation des lamellipodes et la
migration cellulaire (Nagata-Ohashi et al.,, 2004; Nishita et al., 2002, 2005). LIMK1 pourrait
ainsi jouer un réle a la fois positif et négatif dans I’extension des lamellipodes. L’inactivation
de la cofiline par LIMK1 peut, d'une part, favoriser la formation et I'extension des lamellipodes
en stabilisant les filaments d’actine, et, d’autre part, inhiber I'extension des lamellipodes en

diminuant le taux d’actine G renouvelé par la cofiline activée (Ohashi et al., 2011).
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Figure 28 : Role du cytosquelette d’actine dans la migration cellulaire

(a) La migration est initiée par les filopodes et les lamellipodes a I'avant de la cellule. Ces
structures contiennent des filaments d’actine, dont 'extrémité en brosse est située contre la
membrane plasmique. (b) Au cours de I'extension de la cellule, de nouvelles adhésions avec le
substrat sont formées a I'avant de la cellule. (c) Le noyau et le cytoplasme sont déplacés grace
aux points d’adhésion focaux et aux forces exercées par les fibres de stress. (d) La rétractation
des fibres tire l'arriere de la cellule vers I'avant et les points d’adhésion situés a 'arriere se
désassemblent (Mattila and Lappalainen, 2008).

LIMK1 agit de maniére synergique avec SSH1 et le role combiné de ces deux protéines
a été étudié dans les lymphocytes T humains Jurkat stimulées par SDF-1 (Stroma cell-derived
factor 1). La suppression de I'expression de LIMK1 inhibe la formation des lamellipodes et la
migration cellulaire tandis que la suppression de I'expression de SSH1 entraine la formation
de lamellipodes orientés dans toutes les directions. LIMK1 serait donc requise pour la
formation des lamellipodes tandis que SSH1 permettrait de diriger la migration. La
stimulation des cellules Jurkat par SDF-1 active Rac1 puis LIMK1 (Nishita et al., 2002, 2005),
ce qui entraine une augmentation transitoire du taux de cofiline phosphorylée, une
polymérisation de l'actine et la formation de nombreux lamellipodes. SSH1 favoriserait
ensuite la transition entre une multitude de lamellipodes et un seul lamellipode, orienté vers
I'avant de la cellule. La réactivation de la cofiline permettrait également le renouvellement du

filament d’actine au niveau du lamellipode, tandis que LIMK1 pourrait stabiliser les filaments
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al'arriere de la cellule (Mizuno, 2013; Nishita et al., 2005). Ce modeéle dénote d’un réle a la fois

spatial et temporel de LIMK1 sur la migration cellulaire.

Ce réle est perturbé dans de nombreux cancer. Dans les cancers des os et de la prostate,
une expression ectopique de LIMK1 rend les tumeurs plus invasives, a l'inverse d'une
suppression ou d'une inactivation de LIMK1 (Davila et al., 2003; Yoshioka et al., 2003). De
méme, dans les cellules d’hépatomes ascitiques de rats et dans les cellules T Jurkat, la
suppression de LIMK1 est a I'origine d’'une inhibition de la motilité des cellules (Horita et al.,
2008; Nishita et al., 2005). Par ailleurs, l'inhibition de l'expression de la neurofibromine
entraine une suractivation de la voie RhoA/ROCK/LIMKZ2, a I'origine d’'une augmentation de la
quantité de fibres de stress favorisant la migration cellulaire. Ce mécanisme pourrait étre
associé a la cancérogenese dans la neurofibromatose de type 1 (Ozawa et al, 2005). De
maniere intéressante, dans les cellules de carcinome mammaire, dans les neuroblastomes et
dans les fibroblastes transformés par Ras, une surexpression de LIMK1 conduit, a I'opposé, a
une diminution ou a une suppression des capacités invasives des cellules (Meyer et al., 2005;
Nishita et al., 2005; Sahai et al., 2001; Zebda et al., 2000). LIMK1 pourrait donc a la fois inhiber
et promouvoir I'invasion des cellules cancéreuses, en fonction du contexte intra- et extra-

cellulaire (Mizuno, 2013).

L’expression des LIMK a été étudiée sur plusieurs populations de tumeurs et les résultats
sont contrastés. Weng et collaborateurs, en travaillant sur des tumeurs invasives de rat issues
de la lignée MTLn3, montrent I'importance de 'activation de la cofiline dans la migration
cellulaire et le potentiel métastatique des tumeurs. Ils montrent également que Ila
surproduction de LIMK1 n’induit une augmentation de l'invasion cellulaire que dans un
contexte cellulaire dans lequel elle pourrait augmenter l’activation de la cofiline (Wang et al,,
2006). Une augmentation de I'expression de LIMK1 et SSH1 est également retrouvée dans des
tumeurs mammaires invasives de souris (Wang et al., 2007). Ces données et d’autres
montrent I'importance de la surproduction de SSH1 dans le potentiel métastatique de
certaines lignées cancéreuses du pancréas (Wang et al., 2015) et soulignent I'importance du
cycle d’activation et de désactivation de la cofiline dans la migration cellulaire et son roéle dans

I'invasion des tumeurs.

Les tumeurs peuvent migrer sous deux formes : la forme mésenchymateuse allongée et

la forme amiboide ronde. La forme mésenchymateuse migre suite a la formation
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d’invadopodes et a la dégradation protéolytique de la matrice extracellulaire. Sous forme
amiboide, les cellules migrent par des interstices en utilisant les protrusions cellulaires et les
forces basées sur l'actomyosine. Le passage de la forme mésenchymateuse a la forme
amiboide et inversement dépend des conditions intra- et extracellulaires (Friedl and

Alexander, 2011; Sahai, 2007).

La voie Rho/ROCK favorise le passage de la forme mésenchymateuse a la forme
amiboide dans les cellules de fibrosarcome HT1080 en activant a la fois LIMK1 et la protéine
MLC (Mishima et al, 2010). En revanche, la phosphorylation de LIMK2 par ROCK1 est
impliquée dans la migration mésenchymateuse mais pas dans la migration amiboide d’une
forme extrémement invasive de tumeurs mammaires humaines (MDA-MB231). Dans ces
mémes cellules, ROCK1 est capable de phosphoryler LIMK1 mais phosphoryle
préférentiellement LIMK2 (Shea et al., 2008). Les voies d’activation des LIMK semblent donc
étre dépendantes du type de tumeur considéré, de méme que la forme prise par les tumeurs
pour migrer. Par ailleurs, dans les cellules cancéreuses mammaires MDA-MB231 dans
lesquelles la forme mésenchymateuse est favorisée, les LIMK affectent la capacité des cellules
a former des invadopodes et a dégrader la matrice extracellulaire et donc I'invasion collective
des cellules dans des matrices tridimensionnelles. Par contre, les LIMK ne sont pas
nécessaires a la motilité des cellules en 2D (Scott et al, 2010; Yamaguchi and Condeelis,

2007).

I1.4.2. Role des LIM kinases dans les fonctions et dysfunctions du systéeme

nerveux
I11.4.2.1. Résumé

De nombreuses études montrent un role des LIMK dans le fonctionnement du systeme
nerveux central. Dans cette revue, nous avons détaillé les voies et mécanismes moléculaires
impliquant les LIMK dans le neurodéveloppement et la plasticité synaptique. Nous avons
également présenté l'implication des LIMK dans les pathologies neuronales, incluant le
syndrome de Williams, la déficience intellectuelle, la schizophrénie, les maladies d’Alzheimer
et de Parkinson ainsi que la neurofibromatose. Enfin, nous avons traité de l'existence d’'une

voie des LIMK indépendante de la cofiline impliquée dans les fonctions neuronales.
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I1.4.2.2. Revue

La revue “Roles of LIM kinases in central nervous system function and dysfunction.” a

été publiée dans FEBS Letters.
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LIM kinase 1 {LIMK1) and LIM kinase 2 [ LIMK2) regulate actin dynamics by phosphorylating cofilin.
In this review, we outline studies that have shown an involvement of LIMKs in neuronal function
and we detail some of the pathways and molecular mechanisms involving LIMKs in neurodevelop-
ment and synaptic plasticity. We also review the involvement of LIMKs in neuronal diseases and
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We finally present the existence of a cofilin-independent pathway also involved in neuronal
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wlar mechanisms involved in their mode of action and regulation is now required to improve our
understanding of the physiopathology of the neuronal diseases associated with LIMKs.
© 2015 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The human brain is a complex network consisting of hundreds
of billions of interconnected neurons. The development of func-
tional neural circuits requires highly regulated stages. During neu-
rodevelopment, neurons migrate to their specific localizatons.
They develop dendrites and axons that connect to their targets
and form synapses. These connections remain dynamic throughout
life. They disappear or become more complex in a process called
synaptic plasticity.

Actin filaments and microtubules (MTs) are two major compo-
nents of the neuronal cytoskeleton Actin exists in two forms,
monomeric (G-actin) or polymerized (F-actin}. The actin cytoskele-
ton is composed of F-actin filaments that may bundle together or
associate in a branched and cross-linked network. A battery of
accessory proteins sculpts the network and controls its dynamics
and mechanics, This network, localized near the plasma mem-
brane, determines cell shape, stiffness and movement. The balance
between G-actin and F-actin participates in actin dynamics, which
play an important role in growth cone morphology and motility, in
neurite outgrowth and in axonal guidance | 1]. In mature neurons,
actin contributes to the formation of synapses | 2], dendritic spine
dynamics [34] and receptor trafficking and anchorage [56].

* Corresponding author at: CNRS UPR 4301, CBM, Orléans, France.
1 These authors contributed equally to this work.

http: [ {dx.doiorg/10.1016/ . febslet:201 5.10.032

MTs are cylindrical polymers built up from o- and p-tubulin
heterodimers, These tubulin polymers switch stechastically
between polymerization and depolymerization. The dynamics of
MTs are essential to successfully complete all the different stages
of neuronal development [7]. They are regulated by a large number
of factors, including microtubule-associated proteins (MAPs),
motor proteins and post-translational tubulin modifications

|8-10].
LIM kinases are serine/threonine kinases that play a key role in
actin and microtubules dynamics [11]. They comprise two mem-

bers: LIMK1 and LIMK2 (for review on their function and regula-
tion, see [12,13]). Three isoforms have been described for LIMK2:
LIMK2-2a, LIMK2-2b and LIMK2-1. LIMK2-2a and 2b differ by their
MN-terminal domain while LIMK2-1 differs from LIMK2-2b by the
presence of an extra Protein Phosphatase 1 inhibitory domain
(PP1i) at its C-terminal extremity. LLIMK2-1 has only been poorly
characterized but new data have demonstrated that it is primate-
specific and that it expressed in human brain [14]. LIMKs have
been shown to be effectors of Rho GTPases pathways in different
types of cells including neurons, Once activated, UMKs phosphory-
late members of the ADF/cofilin family {comprising ADF, cofilin 1
and 2) and inactivate them, preventing these actin depolymeriza-
tion factors from severing filamentous actin and allowing accumu-
lation of actin microfilaments [15]. ADF/cofilin are all mainly
controlled by LIMKs and Slingshot phosphatases (SSH) through
phosphorylation {inactivation ) and dephosphorylation {activation)

0014-5793 /2 2015 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier BV, All rights reserved.
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on their serine 3, respectively [16,17]. SSH family includes three
members: SSH1, SSH2 and SSH3 [18]. Cofilin 1 (referred as non-
muscle cofilin) and ADF have been involved in neurological
functions [19,20]. In this review, we refer to these two proteins
as cofilin. Cofilin modulates actin dynamics in a complex and
concentration-dependent manner. When in a molar ratio to actin,
cofilin severs filaments and accelerates the release of actin mono-
mers from the pointed ends of actin filaments, thereby promoting
F-actin disassembly, At higher concentration, such as in dendritic
spine during LTP [21], cofilin has been shown to increase the poly-
merization by nucleating new actin filaments [22-24]. More
recently, it was shown, by an in vitro system, that cofilin depoly-
merizes Arp2/3 branches of actin and contributes to full actin
depolymerization in combination with Aip1 [25].

LIMKSs are also known to regulate MTs stability. They have been
shown to play a role in astral microtubule arrangement, centro-
some integrity and spindle orientation in Hela cells [26] and
LIMK2 has been shown to be involved in mitotic spindle integrity
and sensitivity to microtubule-destabilizing drugs [27]. However,
the role of LIMKs has not been demonstrated yet on the neuronal
microtubule network. This is the reason why, in this review, we
will focus on the roles of LIM kinases in neuronal function and dys-
function through their regulation of cofilin and actin dynamics. We
also highlight new data suggesting that LIMKs may be involved in
cofilin-independent pathways to play their role in the central ner-
vous system. We clearly distinguish data concerning LIMK1, LIMK2
or both of them because several pieces of evidence concerning
LIMKs expression and regulation suggest that the two proteins
most probably play distinct roles.

2. Neuronal functions
2.1. Neurodevelopment

The establishment of neuronal networks is a complex process
which depends on the precise control of neuronal migration,
growth cone motility, axon guidance and neurite outgrowth during
the early stages of neurodevelopment. Rho GTPases and their
upstream and downstream effectors are involved in these mecha-
nisms [28-30]. A fine regulation between phospho-cofilin and cofi-
lin fevel by LIMKs and S5Hs seems to determine the fate of neuronal
cells. Many pathways appear to be involved in this regulation
(Fig. 1). Many studies showed more specifically a role of LIM kinases
in the regulation of cofilin phosphorylation and actin polymeriza-
tion in growth cone motility, neurite outgrowth and axon guidance.
LIMK2 has also been shown to play a role in neuronal migration.

Two main fields depicting the role of LMKs in neurodevelop-
ment have been investigated: (i) cofilin phosphorylation regulation
by LIMKs, (ii} direct role of LIMKs.

2.1.1, Regulation of phospho-cofilin level

Regulation of the balance between phosphorylated and non-
phosphorylated cofilin is essential in growth cone actin dynamics
| 19]. Cofilin and its two regulators LIMK1 and Slingshot (SSH) are
highly concentrated in neuronal growth cone [31-34]. In 1998,
Meberg et al. [35] demonstrated that cofilin phosphorylation and
dephosphorylation is a significant response to signaling pathways
that regulate actin dynamics and alter cell morphology and neurite
outgrowth. Indeed, they showed that signals decreasing phospho-
rylated cofilin level in neurons (NGF, insulin, etc.) are associated
with increased process extension while agents increasing
phospho-cofilin levels (lysophosphatidic acid} inhibited process
extension.

Cofilin is also associated to the signalization and the remodeling
of neuritic morphology dependent on semaphorin proteins.
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Semaphorins 3A, 3D, 4D (also called collapsins) are secreted pro-
teins that can cause growth cone collapse and either promote
repulsive axon guidance [36] or be attractive agents stimulating
the growth of apical dendrites [37]. Their effects are mediated by
a variety of receptor complexes including members of neuropilin
and plexin protein families. The binding of Sema3A to its receptor,
a plexin-neuropilin-1 complex [ 36,38] has been reported to induce
growth cone collapse in dorsal root ganglia (DRG) neurons [39]. To
evaluate the involvement of cofilin phosphorylationin this process,
Aizawa et al. [40] designed a synthetic peptide, 53-peptide, that
contains the unique phosphorylation site of cofilin (Ser3) and acts
as a competitive inhibitor for cofilin-kinases, Several cofilin-
kinases have been reported including Testis-Specific Protein Kinase
1 TESK1 [41] and TESK2 [42], predominantly expressed in testis
and prostate and NIK-Like Embryo-Specific Kinase NESK [43 ], pre-
dominantly expressed in skeletal muscles during the late stage of
mouse embryogenesis, while LIMK1 is predominantly expressed
in the nervous system. S3-peptide was shown to inhibit, in a
dose-dependent manner, cofilin phosphorylation induced by a con-
stitutively active LIM-kinase (CA-LIM kinases} [44]. This 53 peptide
has been used in many other studies as a tool to observe the impact
of reduced cofilin phosphorylation and therefore inactivation. By
extension, 53 has been used as an effective competitive inhibitor
of UMK1 [4045-47]. Using this peptide, Aizawa et al. demon-
strated that phosphorylation of cofilin was necessary for Sema
3A-induced growth cone collapse.

Further studies confirmed and complemented these results,
First, overexpression of cofilin has been involved in increased neu-
rite length in rat cortical neurons and chicken spinal cord neurons
|48]. Second, by overexpressing either cofilin, cofilin-53A, which is
a constitutively active form of cofilin, or cofilin-S3D, which mimics
the phosphorylated form of cofilin, Endo et al. [32] showed that
cofilin is involved in growth cone motility and neurite outgrowth
and that this action is inhibited by phosphorylation on its Ser3.

2.1.2. Role of LIMKs
Other studies have more directly focused on the role of LUMKs in
neurodevelopment.

2.1.2.1. In semaphorin pathway in DRG neurons. After demonstrating
the requirement for cofilin phosphorylation in the Sema3A-
induced growth cone collapse, Aizawa et al used constitutively
active LIMK1 to show that activation of LIMK1 was necessary for
Sema3A induced growth cone collapse and neurite retraction.
However, this activation was not sufficient since the morphological
structure of the growth cone was affected in these conditions but
not as collapsed as with Sema3A. Reactivation of the inactive phos-
phorylated cofilin by a phosphatase was suspected to occur in
order to allow a complete growth cone collapse.

2.1.2.2. In chicken DRG neurons and PC12 cells. By overexpressing
LIMK1 or SSH1 in DRG neurons and monitoring live imaging of
growth cones by time-lapse video fluorescence microscopy, Endo
et al. showed that LIMK1 represses growth cone motility and neu-
rite extension whereas SSH1 enhanced these processes. In PC12
cells, Endo etal. [45] further showed that silencing of LIMKs as well
as silencing of SSH suppressed the NGF-induced neurite extension
from these cells. Therefore, the balance between LIMK-mediated
phosphorylation and SSH-mediated dephosphorylation of cofilin
is important for growth cone motility and neurite extension.

2.1.2.3.In Nogo-A pathway. Nogo-A Is a neurite outgrowth inhibitor
in the adult CNS after injury and it regulates progressive restriction
of plasticity during development. In the adult CNS, the bulk of
Nogo is found in oligodendrocytes and myelin but NogoA persists
in neurons of the hippocampus and olfactory system. Neurite
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Fig 1. LIMK1 regulation in growth cone motility and neurite outgrowth. Five different receptor pathways converge m LIMKT activity during neurod evelopment.

outgrowth inhibitor {Nogo)-66, a potent inhibitor fragment of
Nogo-A [49], has been shown to provide an additional degree of
cofilin regulation in growth cone and neurites of DRG neurons by
rapidly activating LIMK1 (30 s after Nogo stimulation), thereby
inhibiting cofilin by phosphorylation, but also S5H1 (10 min after
Nogo stimulation) to mediate cofilin dephosphorylation and reac-
tivation. This double activation may play a role in the maintenance
of an inhibited neuronal phenotype in response to a myelin associ-
ated inhibitor (MAI) such as Nogo A [50,51]. Since LIMK1 has been
shown to be a SSH1 substrate [52), activated SSH1 may dephos-
phorylate and inactivate LIMK1 within 60 min upon Nogo treat-
ment, what might constitute a feedback loop in LIMK1 action on
cofilin phosphorylation and on neurite outgrowth in addition to
the S5H1 direct role on cofilin dephosphorylation [50],

2.1.24. Importance of LIMK1 stability. Other studies showed a
reverse role of LIMK1 on neurite outgrowth. In fact, the effect of
LIMKT on neurite outgrowth may depend on the duration of its
expression. In mice, transient overexpression of LIMK1 accelerates
axon formation whereas long-term overexpression of LIMK1 leads
to growth cone collapse and axon retractation [34]. This finding
raises the question of how intracellular levels of LUIMKs are con-
trolled. Tursun et al. gave insights into this question. They identi-
fied a new mode of regulation of cellular LIMK1 concentration by
the ubiquitin/proteasome system. They showed that Rnf6 is an
ubiquitin ligase that binds to LIMK1 and catalyzes its polyubiquiti-
nation, which leads to its degradation [ 53]. SIRNA-mediated inhibi-
tion of Rnfb expression stimulated axon outgrowth.

2.1.2.5. BMPRIl pathway. In CNS, another regulation pathway of
LIMKs has been described. Type Il bone morphogenic protein
receptor (BMPRII) has been shown to interact physically with
LIMKT in rat primary cortical neurons, This interaction is specific,
as LIMK2 does not interact with BMPRIL BMPRII is a receptor for
bone morphogenic proteins (BMP), which belongs to the trans-
forming growth factor-p superfamily. BMPRII is involved in den-
drite growth in cultured hippocampal neurons [54] and in
sympathetic neurons [55], as well as in synaptic stability in Droso-
phila [56]. Using a dominant negative-form of LIMK1, Lee-Hoeflich
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et al. [57] showed that UMK1 binding to BMPRII regulates BMP
dependent dendritogenesis, Wen et al. [58] have further showed
that a BMP7 gradient elicits bidirectional responses (attraction
and repulsion) of cultured Xenopus laevis spinal neuron growth
cones. The authors have shown that LIMKs mediate attraction
while SSH phosphatases mediate repulsion through the regulation
of cofilin phosphorylation. They also demonstrated that the shift
from attraction to repulsion results from the emergence of Ca** sig-
nals from a transient receptor potential (TRP) channel, TRPC1, on
the growth cone membrane, which activates S5H, BMP7 therefore
acts through different LIMK and Ca**-TRPC1-SSH pathways to con-
trol the direction of growth cone steering,

2.1.2.6, Alternative pathways independent of cofilin phosphoryla-
tion. Using H19-7 cells, which are immortalized hippocampal pro-
genitors, Yang et al. [59] identified an alternative pathway by
which LIMK1 could be involved in neurite outgrowth. H19-7 cells
stimulation by neurogenic bFGF induced a specific binding
between LIMK1 and CREB (cAMP element-binding protein), leading
to a phosphorylation and subsequent activation of this central
transcription factor mediating cAMP responsive genes, which has
been involved in cell survival and differentiation as well as in neu-
rodevelopment and synaptic plasticity [60]. Furthermore, an inhi-
bition of endogenous LIMK1 activity resulted in the inhibition of
CREB activation and suppressed the neuronal differentiation of
H19-7. Recent studies also demonstrated CREB implication in
LIMK1-mediated regulation of long-term memory and synaptic
plasticity [46]. These data suggest that LMKI may be involved in
a cofilin-independent pathway. Interestingly, another substrate
for LIMK1 has been described in dopaminergic neurons. Sacchetti
et al. [61] demonstrated that LIMK1 inhibits NURR1 transcription
activity. NURR1 is a crucial transcription factor for dopamine-
synthesizing neurons that acts as a point of convergence of muld-
ple signaling pathways and that may be involved in differentiation
and phenotypic expression of dopaminergic neurons,
Owverexpression of the N-terminal non-catalytic regions of
LIMK1 in differendating PC12 cells has been shown to inhibit neu-
rite outgrowth while the C-terminal catalytic kinase domain alone
had no effect [52]. These results do not necessarily show the



Introduction - Les LIM kinases

3798 H. Cuberos et al. (FEBS Letters 589 (2015) 3705-3806

existence of alternative pathways for LIMK1. Indeed, the kinase
domain of LIMK1 appears to require the N-terminal domain to
exert its functions in vivo. But, the role of the N-terminal domain
of LIMK1 alone could be explained by an interference with the
binding of the endogenous LIMK1 protein with signaling com-
plexes that regulate LIMK1 activity. Intriguingly, and along the
same line, overexpression of UMK2d {a UMK2 isoform lacking
the kinase domain} in N5C-34 cells led to a significant increase in
neurite length [63].

2.1.2.7. Role of LIMK1 in neuron migration. LIMK1 has been involved
in cell migration in cancer [13,64,65] and a similar role in neurons
seems plausible. To date, there is only one study mentioning an
impact of LIMK2 in neuronal migration, although other members
of the Rho GTPase pathway have been involved in this process
[66]. Andrews et al. showed that LIMK2 expression is higher in
subpallium compared to cortex suggesting it may play a role in
the migration of interneurons through the subpallium. They
demonstrated that the chemorepulsive action of Sema3A on
migrating interneurons required LIMK2 and PlexinAl. They also
showed that the interneurons became insensitive to the chemore-
pulsive action of Sema3A in the absence of LIMK2, resulting in their
aberrant migration through the striatum [67].

2.1.2.8. Cell death. Cell death is a very important phenomenon in
the development of the nervous system. It is estimated that half
of the original cell population produced during nervous system
development is eliminated by apoptosis to optimize synaptic con-
nections and remove unnecessary neurons. Recently, Koch et al.
[68] have shown that in rat retinal ganglion cells (RGC), ROCK2
has a major role in the regulation of neuronal survival while LIMK1
play no role in this process, Role of LIMK2 has not been studied in
survival of RGC. Although LIMK2 protein has recently been
involved in neuronal death associated to status epilepticus (see
Section 2.3)[69], this function appears to take place only in specific
conditions and is not a general process.

The action of cofilin on actin is complex and depends on its con-
centration [22,23]. A spatio-temporal regulation of cofilin activity
is thus important for the establishment of proper membrane pro-
trusions and the establishment of functional neuronal networks.
This is controlled at least in part by the LIMKs regulation, since a
transient overexpression of LIMK1 has opposite effects to those
of a long-term overexpression on neurite outgrowth [34], Cofilin
phosphorylation is also regulated by the SSH phosphatases, which
have an impact on actin polymerizaton and neurodevelopment
[17,4558]. The interplay between cofilin phosphorylation and
dephosphorylation and the balance between these two states is
important to allow growth cone motility and neurite outgrowth
to be a dynamic process. A distinct time course of activation has
been demonstrated between LUMK1 and LIMKZ [45]. Therefore,
although LIMK2 also regulates cofilin phosphorylation, it might
play different roles in growth cone motility and neurite outgrowth.
Further studies are essential to better understand the potential dif-
ferent roles of LIMK1 and LIMK2 in regulation of these processes,

2.2, Synaptic plasticty

During neurodevelopment, neurons connect with each other at
synapses to form a complex network. Most excitatory synapses in
mammals are formed at tiny dendritic protrusions called dendritic
spines [70]. The role of these structures is to compartmentalize
local signalization and restrict diffusion of synaptic molecules
|71,72]. The structure of the dendritic spines is critical for the func-
tion of the brain. Abnormalities have been observed in several neu-
rological or neuropsychiatric disorders such as intellectual
disability (ID), schizophrenia {SCZ), Alzheimer's disease (AD) and
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Parkinson's disease (PD) [73,74]. Recent evidence showed that
regulation of the actin cytoskeleton plays a major role in the for-
mation, maturation and plasticity of dendritic spines, and subse-
quently in learning and memory [4]. Spine enlargement has been
shown to depend on actin-F assembly and stabilization whereas
spine shrinkage has been associated with actin-F disassembly
|75-78].

Several beams of evidence suggest a role of LUMKSs in synaptic
plasticity.

2.2.1. Data from knockout mice

The meost striking data concerning the implication of LIMKI in
synaptic plasticity arise from Meng et al. who generated and stud-
ied Limk1 knockout mice. These mice exhibit a significant decrease
in cofilin phosphorylation. Cluster accumulation of actin filaments
was observed along dendrites. Dendritic spines in brain sections
had thick necks and relatively small heads, instead of normal thin
necks and relatively large heads. The same abnormalities were also
observed in cultured neurons,

Electrophysiological recordings in the hippocampus CA1 region
showed an enhanced early-phase long-term potentiation (E-LTP),
highlighting a role of LIMK1 in postsynaptic functions. A role in
presynaptic functions was also suggested, since Limk! knockout
mice exhibited an enhanced synaptic depression and an increased
rate of miniature excitatory postsynaptic currents {mEPSCs), which
correspond to neurotransmitter release. Cofilin has also been
involved in vesicles exocytosis since in mutant mice lacking ADF
and cofilin, synaptic vesicle exocytosis has been shown to be
enhanced [7980], Furthermore, inactivation of regulators such as
RhoB, ROCKZ, PAK or LIMK1, which regulate cofilin phosphoryla-
ton, impaired vesicle exocytosis [81-84]. Limkl knockout mice
also showed increased locomotor activity, an enhanced fear
response and impairments in spatial learning. It is interesting to
note that hyperactivity and weakness in visuospatial learning are
observed in Williams-Beuren syndrome (WBS) [83,85] (see
below).

Meng et al. [86] further examined the role of LIMKZ. They
showed that phosphorylated cofilin was not decreased in Limk2
knockout mice compared to wild-type mice in the hippocampus.
However, phosphorylated cofilin was lower in Limk1/Limk2 double
knockout mice than in unique Limk] knockout mice, suggesting a
synergic role of both kinases in cofilin phosphorylation. On the
other hand, the authors showed no difference in enhanced E-LTP
between Limki knockout mice and Limk1/Limk2 double knockout
mice in hippocampal CA1 synapses [86]. Compared to LIMKZ, the
level of LIMK1 expression is higher in the mice cortex [87], sug-
gesting that the quantitative effect of LIMK1 in synaptic plasticity
in the adult mouse brain is greater than that of LMEKZ.

These studies strongly suggest an involvement of LIMK1 in
synaptic plasticity through its regulation of cofilin. The involve-
ment of LIMK2 seems logical but no data clearly demonstrates it
until now. As UMKZ is less expressed in mice brain, its role seems
to be less predominant although it does seem to synergically reg-
ulate phospho-cofilin level with LIMK1.

LIMK1 has been shown to act on a cofilin-independent pathway
through CREB activation (see previous neurodevelopment para-
graph) and LIMK1 also plays a role in synaptic plasticity through
this pathway [59], Indeed, Todorovski et al. [46] showed that Limk]
knockout mice exhibited impairment of long-term memory {LTM).
They also performed electrophysiological recordings in the CAl
region of the hippocampus and revealed impairment of late-
phase long-term potentiation (L-LTF), a form of long-lasting synap-
tic plasticity required for the formation of LTM. They used a phos-
phorylated (pS3) or non-phosphorylated S53-peptide, which
increases and decreases cofilin phosphorylation, respectively
|47,81], to compensate for the absence of UMK1 and showed that
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L-LTP and LTM regulation was independent of cofilin phosphoryla-
tion. In contrast, these deficits were rescued by increasing the
activity of CREB [4G] thereby demonstrating the implication of
the LIMK1-CREB pathway in synaptic plasticity.

2.2.2. Data using a miR approach

Another study emphasizes the direct role of LIMK1 in synaptic
plasticity by using a miR approach. As many proteins, LIMK1 has
been shown to be regulated by a microRNA (miR134) [88] MiR
are non-coding RNA that modulate the translation of specific
mRNA [8990]. MiR134 acts as a negative regulator of dendritic
spine volume in hippocampal neurons [88]. The authors demon-
strated that Limk1 mRNA interacts with miR134 in vitro and that
they co-localize in dendritic spines in vivo. Furthermore, they
showed that in the absence of synaptic activity, miR134 inhibits
Limk] mRNA translation. To determine whether this miR134-
mediated repression of Limkl mRNA translation is involved in
dendritic spine regulation, the authors expressed together in hip-
pocampal neurons miR134 and wild-type Limk1 mRNA or mutant
mi91 Limkl mRMNA, which lacks the interaction domain with
mik134. With wild-type Limkl mRNA, they observed a decrease
in dendritic spine volume whereas with mutant m191 Limkl
mENA, the spine volume decrease imposed by miR134 expression
was rescued. These results strongly suggest that LIMK1 is a down-
stream effector of miR134 in the control of the dendritic spine
development [88]. The authors further showed that upon synaptic
stimulation, the release of BDNF partially relieved the miR134-
dependent repression of Limk!l mRNA translation. The partial
repression of Limk1 mRNA translation strongly suggests that neu-
rotrophic factors or neurotransmitter release might influence
synaptic development and neuronal plasticity by this type of
mechanism.

2.2.3. Other more indirect data

More indirect data arise from studies of effectors, targets or reg-
ulators of LIMKs.

Upstream from LUMEKs, Racl, Cdc42 and RhoA have all been
involved in the development and maintenance of dendritic struc-
ture, including spine [91-93]. The genetic ablation of PAK1 and
PAK3 has also been shown to increase cofilin activity, as well as
to alter spine morphology and density, and to impair synaptic plas-
ticity [81,94]. However, Rac and Rho appeared to play diverse func-
tions in regulating dendritic spines. Nakayama et al. showed, by
maturing pyramidal neurons in rat hippocampal slice cultures with
dominant GTPase mutants, that Racl is required for the mainte-
nance of dendritic spines whereas elevation of RhoA activity leads
to profound simplification of dendritic trees. Using the same sys-
tem, Tashiro et al. proposed a model in which Rac1 promotes spine
formation while RhoA prevents it thereby attributing antagonistic
roles to these GTPases in the control of spine maintenance in pyra-
midal neurons. Later, by studying LTP consolidation in rat hip-
pocampal slices, Rex et al. showed that LTP induction needs
independent signaling cascades: the RhoA/ROCK pathway leads
to actin polymerization whereas the Rac/PAK pathway stabilizes
the newly formed filaments [25]

In hippocampal neurons, the activation of EphB receptors has
been shown to upregulate RhoA activity [96] and o be involved
in cofilin-mediated dendritic spine remodeling. A further study
indicates that this regulation of dendritic spines through cofilin
activity at least partially depends on the activation of ROCK and
LIMK1 [97].

More recently, McMair et al. investigated the consequence of
RhoB gene deletion on synaptic plasticity. They demonstrated that
early-phase long-term potentiation (LTP) was significantly reduced
while dendritic spines morphology was altered in RhoB '~ mice.
They also observed a decrease of phosphorylated LIMKs in the
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hippocampus, suggesting a regulation of these proteins by RhoB
in the CNS [82].

Downstream from LIMKs, cofilin also has been shown to be
involved in synaptic plasticity. Indeed, overexpression of a consti-
tutively inactive form of cofilin in hippocampal cultures leads to
the formation of more mature spines and elevated spine density
|98,99] whereas overexpression of a constitutively active form of
cofilin induces the formation of immature spines [97,100],

Since LIMK proteins activation is controlled by the Rho GTPase
family members, ROCK and PAK proteins. Since cofilin is their tar-
get, these data strongly further argue in favor of an implication of
LIMKs in synaptic plasticity.

2.3. Neuronal death induced by status epilepticus (SE)

There are two main types of cell death: apoptosis and necrosis,
Apoptosis is a highly regulated process and necrosis is a form of
unregulated and passive cell death, Neuronal death induced by
status epilepticus {SE) is morphologically closer to necrosis than
to apoptosis but is a form of programmed death, as apoptosis
[101-103].

Kim et al. investigated the molecular causes of SE [69]. They
reported an increase in Cyclin D1-CDK4 complex expression fol-
lowing SE. Cyclin D1 and CDK4 form a complex that inactivates
retinoblastoma protein (Rb). This inactivation leads to the activa-
tion of E2 promoter-binding factor (E2F) which induces the expres-
sion of various transcription factors invelved in the cell cycle [104],
In post-mitotic neurons and in some pathological conditions,
upregulation of the cyclin D1-CDK4 complex increases the tran-
scription of proapoptotic molecules [105,106]. Kim et al. observed
that the formation of cyclin D1-CDK4 complex leads to overex-
pression of LIMKZ, followed by necrotic degeneration in rat CA1l
neurons. Interestingly, they showed that this process is indepen-
dent of cofilin phosphorylation, Previous studies showed that
LIMK2 can suppress cyclin D1 expression [ 107], This may be a neg-
ative feedback control following cyclin D1-CDK4 formation. Kim
et al. went further into the molecular mechanism of the cyclin D
1-CDK4-LIMK2-induced neuronal death by showing that SE lead
to a decrease in DRP1 expression. Dynamin-related protein 1
(DRP1) is an essential mitochondrial fission protein [108]. It has
been shown that an hyperstabilization of F-actin inhibited the
interaction between DRP1 and mitochondria, leading to mitochon-
dria elongation and then to neurotoxicity |[109]. Using LIMK2
siRNA, Lim et al. showed that the absence of UMK2 prevented a
decrease of DRP1 expression as well as mitochondrial elongation
induced by SE. These data suggest that LIMK2 downregulates
DRP1 expression, which leads to neuronal death through dysfunc-
tion of mitochondrial fission [117].

3. Neuronal diseases

UMK proteins have been shown to be involved in many neu-
ronal diseases. This attests the importance of their function in
the development of a functional and optimal neuronal network.

3.1. Neuroectodermic genetic disease: neurofibromatosis type 1 (NF1)

MF1 is an autosomal dominant disease caused by mutations in
the neurofibromin gene (NF1), encoding neurofibromin (Nf1). This
disease is characterized by tumors developing in the peripheral or
central nervous system, with an increased risk of malignancy
[110], and cognitive dysfunctions such as learning disabilities
[ 111]. NFf1 is highly expressed in the nervous system [112] and acts
as a tumor suppressor. Sequence analysis of Nf1 has revealed five
domains: a cysteinefserine-rich domain (CSRD) included in the
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N-terminal domain, a Ras GTPase activating protein {GAP)-related
domain (GRD), a Sec14-Pleckstrin homology domain (SecPH), a
Gdp Binding domain (GBD ) included in the HLR ( HEAT-Like Repeat)
domain and a C-terminal domain (CTD). The N-terminal domain
affects cell adhesion and migration by negatively regulating the
Rac1/Pakl/LIMK1/cofilin pathway [113]. However, the molecular
mechanisms involved in this regulation are unknown. The parallel
Rho/ROCK/UMEK2 cofilin pathway is also connected to neurofibro-
matosis. Indeed, depletion of Nf1 activates this pathway, affecting
actincytoskeleton reorganizaton and cell motlity [ 114 ). The molec-
ular mechanisms involved in this process have been revealed: the
SecPHdomain of Nf1 interacts with LIMKZ, inhibiting its phosphory-
lation and subsequent activation by ROCK [115]. Therefore, Nfl
plays a dual role on cofilin phosphorylation and actin cytoskeleton
dynamics by inhibiting the two parallel pathways regulating these
processes (Fig. 2). When Nf1 is mutated, these two pathways are
misregulated thereby affecting neuronal development and synaptic
plasticity as described above, and that might be the cause of cogni-
tive deficits associated to the disease. Furthermore, these two path-
ways are also involved in the progression of various cancers toward
invasive and metastatic stages [ 12] and their dysregulation might
contribute to the development of tumors (neurofibroma, glioma,
pheochromocytoma. .. ) associated to the disease,

3.2, Neurodevelopmental disorders

Neurodevelopmental disorders are due to anomalies that occur
during central nervous system development. In several cases, these
syndromes are caused by genetic abnormalities, leading to the syn-
thesis of a non-functional or dysfunctional protein.

LIM kinases areinvolved in three neurodevelopmental diseases:
non-syndromic intellectual disability {ID), Williams-Beuren syn-
drome (WBES), and schizophrenia (SZC).

3.2.1. Intellectual disability (ID)

ID is defined by impairment in cognitive abilities impacting on
adaptive functioning in three domains that determine ability to
manage everyday tasks. It is evaluated by an 1Q score below 70,
with further classification distinguishing mild (69 <1Q <50}, mod-
erate (49 < 1Q < 35), severe(34 <1Q < 20) and profound (1Q <20} ID.
These symptoms must begin during the developmental period
[116]. ID is categorized as non-syndromic when the intellectual
level is the only clinical manifestation, or as syndromic, when it
is associated with other anomalies such as dysmorphic features
or metabolic defects.

As described above, UM kinases are involved in neurite out-
growth and dendritic spine morphogenesis. LIMKZ transcription
results in the generation of three sets of mRNAs in Humans.
LIMK2-1 encodes a primate-specific protein that possesses a sup-
plementary PP1i domain at the carboxy-terminal extremity. The
PP1i domain sequence was recently analyzed in a group of patients
with non-syndromic ID. Sequencing showed a rare missense
mutation, p.S668P, significantly associated with the disease.
Furthermore, functional studies showed that, when compared to
LIMK2-2b, LIMK2-1 inhibits neurite outgrowth, and that the
p.S668P mutation abolished this effect [ 14],

3.2.2, Williams—Beuren syndrome { WES)

WS is a contiguous gene deletion syndrome caused by a hem-
izygous deletion of 1.5-1.8Mb on 7q11.23 [117]. Due to the
absence of several genes, phenotypes associated with this deletion
are complex and include cardiovascular abnormalities, particular
facial features and a specific cognitive profile, which is character-
ized by 1Qs ranging from 40 to 100[118,119], corresponding to mild
to moderate ID, and a severe visuospatial construction deficit
[120,121] The cardiovascular abnormalities and some of the
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particular facial features have been linked to haploinsufficiency of
elastin (ELN) [122-124]. Candidate genes have been suggested for
cognitive abnormalities and include LUMKT and CLIP2 [125], LIMK1
has been implicated by linkage in two families with a partial WBS
phenotype, including a WBS cognitive profile. A submicroscopic
deletion cosegregated in both families and included the two genes
ELN and LIMKT [126,127]. However, other family with a deletion
encompassing LUMK] did not display spatial impairments [128],
Reasons for this discrepancy have been discussed [ 129-131 [, LIMK1
has been suggested to be involved only in visuospatial cognition
and may contribute to cognitive deficits if deleted in combination
with other genes, such as CLIPZ [132,133], It has also been shown
that individuals with a small deletion have higher 1Q, which might
allow them to use alternative strategies to compensate their visu-
ospatial constructive impairment [ 119]. Interestingly, Limk1 knock
out mice showed altered spatial learning [83], which is relevant
with an involvement of LIMK1 in visuospatial construction deficit.
Limk1 knockout mice also showed abnormalities in synaptic struc-
ture and dendritic spine development [83] To date, it remains
unclear if these abnormalities can be observed in WBS patients
and if they contribute to the cognitive profile [125].

3.2.3. Schizophrenia (82C)

A recent study has also suggested a role for LIMK2 in SCZ. SCZis
a mental disorder with onset in early adulthood, and mainly char-
acterized by distorted thoughts and perceptions, and inappropriate
or blunted affective responses, Intellectual capacities are usually
maintained although certain cognitive disorders may appear
|134]. Genis-Mendoza et al. studied gene expression profiles in a
neonatal ventral-hippocampal lesion rat model, a  well-
established model of schizophrenia [135136], The juvenile rat
group showed overexpression of LIMKZ in the nucleus accumbens,
prefrontal cortex and hippocampus [137]. Otherwise, transcript
level of the Rho GTPases Cdc42 has been found to be lower in
the dorso-lateral prefrontal cortex of subjects with SCZ [138], This
data lead to the examination of Cdcd42-related gene expression in
patients with SCZ compared to controls, The study showed an
increase in both UMK1 and LIMK2 expression in the dorso-lateral
prefrontal cortex [139],

3.3. Neurodegenerative diseases

3.3.1. Alzheimer’'s disease (AD)

AD is a neurodegenerative disease characterized by cognitive
decline, loss of memory and learning abilities, loss of indepen-
dence, and shorter survival [ 140]. Two types of lesions appear in
AD: neurcfibrillary tangles and senile plagues, mainly consisting
in extracellular amyloid p deposits (AB) [141]. In AD, deposition
of AR fibrils promotes a pathological rearrangement of the extra-
cellular matrix and the formation of aberrant focal adhesion struc-
tures which result in a pathological mechanism of neuroplasticity
|142]. The results of Heredia et al. strongly suggest a role of LIMK1
activation in AD pathology. First of all, they showed that treatment
of rat hippocampal neurons with high levels of fibrillar Ap (fAR)
induced LUMK1-mediated cofilin phosphorylation and subsequent
increase in F-actin concentrations accom panied by neuritic dystro-
phy and neuronal cell death [143]. Using the cofilin S3-peptide in
the same cells, these authors further showed that cofilin phospho-
rylation locking prevented actin filament remodeling and neuronal
degeneration thereby demonstrating the crucial role of LIMK1 in
Ap-induced neuritic dystrophy.

However, low doses of AP can also promote cofilin activation and
formation of cofilin-actin rods [144], features that are involved in
neurcdegenerative diseases [145], Thus, distinct mechanisms
affecting cofilin could be involved in neuronal degeneration in AD.
Heredia et al. also showed in brain of patients that increased levels
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of phosphorylated LIMK1 have been found in brain areas affected
with AD pathology i.e. the neurons of the entorhinal cortex and hip-
pocampus. In late AD, when membrane integrity of neurons is not
preserved anymore, there is less phosphorylated LIMK1. This sug-
gests that LIMK1 activation may require the neuronal membrane
integrity [143]. Phospho-LIMK]1 localization is mostly confined to
patches that might correspond to focal-adhesion structures which
are actin-based structures providing a structural link between extra-
cellular matrix and cytoskeleton. The existence ofa protein complex
consisting of UIMK1 and PAK which is recruited by paxillin during
focal adhesion activation argues in favor of this hypothesis
[146,147]. Interestingly, paxillin positively regulates Rac, an
upstream effector of UMK1, and negatively regulates Rho, an
upstream effector of LIMKZ. Therefore, in AD progression, Ap depo-
sition might induce a focal abnormal activaton of LIMK1, PAK1 and
Rho-CTPases promoting an alteration of the actin cytoskeleton at
focal-adhesion sites and a pathological rearrangement of extracellu-
lar matrix. The high amount of paxillin and focal adhesion proteins
in senile plaques in human AD | 148] are in favor of this hypothesis.

LIMKT may also be involved in neuron degeneration through a
mechanism similar to that involving morphogens such as sema-
phorin 3A and BMP7 which is observed during neurodevelopment
|40,58]. In normal conditions, these mechanisms are temporally
and spatially regulated but this is not the case in AD and this might
promote a pathelogical mechanism of plasticity.

LUMEKZ seems also to be involved in AD. Injection of streptozo-
tocin (STZ) in rats leads to inhibition of the neuronal insulin recep-
tor and has been shown to be a model of AD [145]. STZ injection
induces increased levels of phosphorylated LIMK2, leading to
degeneration of synaptic structures, followed by learning and
memory disorders. This effect is abolished by injection of fasudil
hydrochloride (FH), a ROCK inhibitor [ 150].

3.3.2, Parkinson's disease { PD)

PD is the second most common neurodegenerative disorder
after Alzheimer's disease. Patients present motor symptoms such
as tremor at rest, rigidity, akinesia {or bradykinesia) and postural
instability [151]. These symptoms result from progressive loss of
dopaminergic neurons, mostly in the substantia nigra pars com-
pacta and the development of inclusion bodies termed "Lewy bod-
ies" (LB) in the SNC[152].

Most early-onset familial PD is caused by mutations in the Par-
kin (PARK2) gene which encodes the Parkin protein [153-155]. In
patients with PD, Parkin mutations are associated with loss of neu-
rons in the CNS and locus coeruleus, without development of LB
|156], Parkin mRNA has been shown to have a protective role in
cell survival and proliferation. PARKIN functions as an ubiguitin
E3 ligase and catalyzes ubiquitin binding to dysfunctional proteins
for degradadgon [157-159],

In 2007, Lim et al. showed, by co-immunoprecipitation experi-
ments, that Parkin interacts with LIMK1. They also highlighted an
interaction between LIMKZ and Parkin which was not further
investigated. In fact, Parkin ubiquitinates LIMK1 in human
dopaminergic neuronal BE(2)-M 17 cells but not in HEK cells, sug-
gesting a tissue-specific regulation. Furthermore, Parkin reduces
LIMKT-induced cofilin phosphorylation and accumulation of actin
filaments [160). These fndings support previous studies that
showed a role for Parkin in actin stabilization [ 161]. Parkin muta-
tions may contribute to cytoskeleton defects and impaired vesicle
transport through its action on LIMK1 [161-163].

4. Conclusion

UM kinases (LIMK1 and LIMK2) are known to phosphorylate
and subsequently inactivate cofilin. S5H, LIM kinases counterparts,

100

3801

dephosphorylate cofilin thereby reactivating it. The balance
between phospho-cofilin and cofilin seems crucial for actin
dynamics and to regulate many processes, especially neuronal
functions. Many studies reviewed here have shown the importance
of this mechanism in actin dynamics and in several key neuronal
functions.

However, new concept arising suggests that LIMKs play roles in
the establishment of a functional neuronal network independently
of cofilin phosphorylation. Indeed, overexpression of LIMK2d, an
isoform lacking the kinase domain, increases neurite length with-
out affecting cofilin phosphorylation [63]. Furthermore, other sub-
strates of LIMKs have been identified in the CNS [59,61]. One of
these, CREB, has recently been reported to be involved in L-LTP
and LTM in mice through its activation by LIMK1 [46]. In addition,
LIMK1 has been shown to inhibit NURR1 in dopaminergic neurons
what could influence their differentiation [61]. These pathways
highlighted a potential nuclear role of UMK1. Moreover, the
LIMK2-1 isoform could also play supplementary roles through its
PP1i domain. Indeed a missense mutation in this region has been
found to be associated with intellectual disability | 14]. The precise
maolecular mechanisms involved in these cofilin independent func-
tions remain to be characterized.

The remaining question is whether LIMKs have distinct roles in
the CNS or whether they are redundant? It is difficult to answer
this guestion because many studies examined the role of only
one LIMK and not the other one on cofilin phosphorylation, actin
dynamics and cellular morphological changes. Most of the studies
have focused on LIMK1 which was first discovered. Much less data
are available concerning UMK2, However, several pieces of evi-
dence suggest that the two proteins, although they both phospho-
rylate cofilin, may play different roles in particular in the CNS.

Indeed, Limk2 KO mice are only mildly affected whereas Limk1/
Limk2 double KO are profoundly altered in cofilin phosphorylation
and hippocampal excitatory synaptic transmission and plasticity
|86]. The explanation for this is not necessarily a difference in
the molecular function of the two LIMKs but it could arise from dif-
ferences in the regulation of protein expression and activity.
Indeed, UMK proteins are expressed in different tissues, their
expression is differently regulated, they are activated by different
signaling pathways and their activity is regulated in different ways.
At first, UMKZ2 is ubiquitously expressed whereas LIMK1 is mostly
expressed in CNS [164,165]. Furthermore, the time course of LIMK1
and LIMK2 activation differs. Indeed, in PC12 cells, LIMK1 was
shown to be activated within 2 min and then reverted to the basal
level in 30 min while LIMK2 activity increased gradually up to
30min after NGF stimulation which may have important conse-
quences on the activation of cofilin. In addition, recent studies
showed that LIMK upstream regulation pathways are partly dis-
tinct (Fig. 3). Indeed, both LUMK1 and LIMK2 are regulated by
Rho family GTPase pathways and Myotonic Dystrophy Kinase-
related Cdc-42-binding kinase o (MRCK () activates both LIMK]
and LIMK2 downstream from Cdc42 [166,167], But LIMK1 is pref-
erentially activated by the Rac/p-21-activated kinase (PAK1, 2 and
4) pathway [168-171] whereas LIMK2 is preferentially activated
by the Rho/Rho-kinase (ROCK1 and 2} pathway [ 172,173] although
ROCK may also phosphorylate LIMKT when overactivated [174],
Moreover, LIMK1 and LIMK2 activity is regulated by different pro-
teins, For instance, Large tumor suppressor 1 (LATS1) interacts
with LUIMK1, inhibiting its kinase activity [175], and ubiquitin
ligase Rnfo leads to LIMK1 degradation [53]. But neither LATS1
nor Rnf6 have been shown to act on LIMK2. Par3 has also been
shown to bind selectively to LIMK2 and to inactivate its kinase
activity | 146]. Finally, the SecPH domain of Nf1 has been shown
to interact with LIMK2 and not LIMK1 and to prevent its activation
by ROCK [115].
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Neurofibromin
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Fig. 2. Regulation of both LIME by Neurofibromin The CSRD domain inhibits the Racl/Pak1/LIME1 pathway, The SecPH domain interacts and consequently inhibits the
ROCK-mediated activation of LIMK2, This regulation lead to an increase amount of activated cofilin and a dysregulation of this pathway may be invelved in the clinical

presentation of neurofibromatosis type 1.

Receptors

Fig. 3. Lim kinases regulation. LIMED and LIMEZ2 integrate signals from Rho GTPase family signaling pathways. LIME1 is upregulated by Rac and Cdcd2. LIMEZ is upregulated
by Cdcd? and RhoA, They are deactivated by commoen molecules such as NF1 and different molecules such as LATS1 for LIME1 and Par3 for LIMEZ2. Both LIMK] and LIME2
phosphorylate and inactivate cofilin, which resultin actin polymerization. LIMK1 inactivates Nurr1 and activates CREB. The impact of IMEZ on Nurrl and CREB has not been

studied to date.,

Therefore, LIMK1 and LIMK2 may play similar functions at the
molecular level but according to differences in regulation of their
expression and mode of action, they may exert distinct or comple-
mentary functions in the CNS at a more integrated level.

Furthermore, new data suggest that LIMK1 and UMK2 may play
different molecular functions. Indeed, LIMK2d, devoid of its kinase
domain and LIMK2-1 with its supplementary PP1i domain might per-
form functions different from that of LIMK1 or the other LIMK2 iso-
forms. However, we do not have yet the experimental proof of that.

Further studies are needed to increase our understanding of the
differences between LUMK1 and LIMKZ. Given the many roles
attributed to these proteins in several important physiological
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and pathological pathways, an interesting field of investigation
would be to design molecules that modulate specifically their
activity, These molecules may also be potential therapeutic agents
in treating the numerous diseases in which LIMKs are involved.
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La neurofibromatose de type 1 est caractérisée par un tableau clinique complexe, dont
les symptdémes les plus invalidants sont l'apparition de tumeurs, pouvant dégénérer en
cancers, et les troubles cognitifs. Le géne a I'origine de la pathologie code la neurofibromine
(NF1), notamment impliquée dans la régulation de la voie Ras. Plusieurs études ont montré
que cette protéine régulait également la voie des LIMK. Plus particulierement, 'équipe du Dr.
Bénédetti a montré que le domaine SecPH de NF1 interagissait avec la protéine LIMK2,

inhibant sa phosphorylation par ROCK (Vallée et al., 2012).

La famille des LIMK inclut deux membres: LIMK1 et LIMK2. Ce sont des
sérines/thréonines kinases connues pour leur role dans la régulation du cytosquelette
d’actine, via la phosphorylation et I'inactivation de la cofiline (Arber et al., 1998a; Maekawa et
al, 1999; Sumi et al, 1999; Yang et al, 1998b), et dans l'organisation des microtubules
(Gorovoy et al,, 2005; Li et al,, 2016; Po’uha et al., 2010). Elles pourraient étre impliquées a la
fois dans les aspects tumoraux et cognitifs de la neurofibromatose de type 1 par leur role dans

la dynamique du cytosquelette d’actine et des microtubules.

Chez 'homme, il existe trois isoformes de LIMK2 : LIMK2-2a, LIMK2-2b et LIMK2-1. Si
les deux premieres sont bien caractérisées, il n’existe en revanche que trés peu de données
sur la troisiéme, LIMK2-1. Au cours d’une these précédente, il a été montré que LIMK2-1 est
une isoforme spécifique des primates. De plus, une variation rare de cette protéine a été

identifiée, dans le domaine PP1i, chez des patients atteints de déficience intellectuelle (Tastet,

2012).

L’objectif de ce travail a été de caractériser cette isoforme afin, d’'une part, d’évaluer
son implication potentielle dans la déficience intellectuelle et, d’autre part, de mieux
comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la voie des LIMK et dans la

neurofibromatose de type 1.

Dans un premier temps, nous avons réexaminé les séquences actuelles de LIMK2 dans
les bases de données et montré que LIMK2-1 n’existait que chez les hominidés. Nous avons
ensuite analysé son expression. Nous avons recherché 'existence d’'une protéine LIMK2-1
dans des lignées humaines et dans des tissus humains, puis nous avons étudié I'’expression de

LIMK2-1 dans le systéme nerveux central au niveau transcrit et protéique.
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Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés aux fonctions moléculaires de
LIMK2-1. Cette isoforme possede un domaine kinase tronqué de quelques acides aminés et un
domaine inhibiteur de la phosphatase 1 (PP1i) en C-terminal. Nous avons étudié le réle de
cette isoforme sur la polymérisation de I'actine, son activité kinase et I'impact de son domaine

PP1i sur la phosphatase 1 (PP1), un facteur de déphosphorylation de la cofiline.

Enfin, nous avons étudié I'impact de la variation identifiée précédemment sur les
fonctions moléculaires caractérisées. Puis nous avons recherché et commencé la mise au point
d’'un modele cellulaire adapté a I'’étude de 'impact de LIMK2-1 et de la variation de LIMK2-1

sur le neurodéveloppement.

110



Matériels et méthodes






Matériels et méthodes - Etude d’expression

I. Etude d’expression

I.1.Validation de I'anticorps anti-PP1i
I.1.1. Culture cellulaire

Afin de valider I'anticorps anti-PP1i, deux lignées cellulaires ont été utilisées: les
cellules HEK-293 (CRL1573™, ATCC®), qui sont des cellules embryonnaires de rein humaines,
et les cellules NSC-34 (Tebu-bio), obtenues par fusion de motoneurones et de cellules issues
de neuroblastomes murins (Cashman et al.,, 1992). Les cellules HEK-293 et NSC-34 ont été
cultivées en présence de DMEM 1 g/L glucose et 4,5 g/L glucose (Sigma-Aldrich),
respectivement, supplémenté avec 10 % de SVF inactivé dans un incubateur a 37°C ayant une

atmosphere a 5 % de CO2 saturée en humidité.
I.1.2. Transfection au phosphate de calcium

Les HEK ont été transfectées avec soit 10 pg de plasmides HA-LIMK2-2b, soit 20 pg de
plasmides HA-LIMK2-1 (Vallée et al., 2012). Avant chaque transfection, les boites (100 mm)
ont été traitées pendant 2 heures avec 5 ml de collagene R 0,2 % (Pan™ biotech) dilué au
1/200¢, puis rincées deux fois au PBS. Les HEK ont ensuite été ensemencées 24h avant la
transfection. Lors de la transfection, les plasmides ont été dilués dans un mélange de 450 ul de
TE (10 mM Tris/HCI pH 7,5, 1 mM EDTA) stérile et de 50 pl de CaClz, puis 500 pl de BES
(Sigma-Aldrich) ont été ajoutés goutte-a-goutte au mélange sous faible agitation. La solution a
été laissée 15 minutes a température ambiante. Les cellules ont été rincées au PBS 1X puis le
milieu a été remplacé par du milieu neuf. La solution a ensuite été ajoutée goutte-a-goutte aux

cellules qui ont été replacées dans I'incubateur. Le milieu a été changé le lendemain matin.
1.1.3. Lyse des cellules et dosage des protéines

Les cellules ont été lysées deux jours apres la transfection. Elles ont été rincées 2 fois
avec du PBS 1X, puis lysées avec 500 pl de tampon de lyse (50 mM Tris/HCl a pH 7,5, 100 mM
NaCl, 5 mM EDTA, 0,1 % Triton X-100, 50 mM NaF, 10 mM pyrophosphate de sodium, 1 mM
Na3V04, 20 mM p-nitrophenyl phosphate, 20 mM B-glycerophosphate, 10 mg/ml aprotinine,

0,05 mg/ml acide okaidique, 1 mg/ml leupeptine et 1 mM PMSF). Les cellules ont été incubées
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sur la glace pendant 10 minutes. Le surnageant a été récupéré apres centrifugation du lysat
cellulaire pendant 10 minutes a 10000 g a 4°C. Les protéines ont ensuite été dosées au BCA
grace au kit BC Assay Protein Quantification Small Kit (Uptima) en suivant les instructions du

fabricant.
[.1.4. Western blot

Les protéines ont été séparées en fonction de leur masse moléculaire par migration
dans un gel contenant 10 % d’acrylamide/bis-acrylamide 40 %. Trente ug de protéines totales
préalablement dénaturées ont été déposées sur ce gel et la migration des protéines a été
effectuée a 200 V pendant environ 1 heure. Les protéines ont ensuite été transférées sur une
membrane polyvinylidene difluoride (PVDF) grace a un courant électrique de 100 V pendant

1 heure.

MN-terminal C-terminal
Kinase

LIMK2-2a | ...LEPESRPAFSKLED SFEALSLYLGELGIPLPAELEELDHTVSMQYGLTRDSPP
LIMK2-2b | ...LEPESRPAFSKLED SFEALSLYLGELGIPLPAELEELDHTVSMQYGLTRDSPP
LIMK2-1 ...LEPESR APPGAAGEGPGCADDEG PVRRQGKVTIKYD...FISGLLDKIRAMQKLSTPQJKK

#RL o-PP1i

Figure 29 : Anticorps de lapin anti-PP1i

L’anticorps est dirigé contre le peptide DKIRAMQKLSTPQKK. L’extrémité C-terminale de
chacune des isoforme est représentée. Seuls le début et la fin du domaine PP1i de LIMK2-1
apparaissent.

Les sites non-spécifiques de la membrane de PVDF ont été saturés pendant 1 heure a
température ambiante avec une solution de tampon TBS 1X contenant 0,1 % de Tween 20
(TBST 1X) et 5 % de lait écrémé. Les membranes ont ensuite été incubées toute la nuit a 4°C
avec l'anticorps primaire dilué dans du TBST avec 5 % de lait écrémé. Les anticorps utilisés
sont un anticorps de lapin anti-PP1i (Figure 29) développé par Eurogentec et dilué au 1/3000,
un anticorps polyclonal de lapin anti-actine (A2060, 1/3000, Sigma-Aldrich) et un anticorps
monoclonal de rat anti-HA (3F10, 1/5000, Roche Applied Science). Apres 6 ringages de
5 minutes, les membranes ont été incubées avec une solution de TBST contenant 5 % de lait
écrémé et un anticorps secondaire anti-lapin (65-6120, Invitrogen™) ou anti-rat (62-9520,

Invitrogen™), chacun couplé a la péroxydase et dilué au 1/33000 pendant 2 heures a
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température ambiante sous agitation. La présence des protéines reconnues par les anticorps a
ensuite été révélée par incubation des membranes pendant 4 minutes dans la solution du kit

lTM

SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate (ThermoFischer Scientific). La

membrane a été révélée a I'aide du Pxi6 Syngene (GENESys).
I.2. Expression de LIMK2-1 dans le systeme nerveux central
1.2.1. Echantillons

Les ADNc et les protéines totales de cerveau feetal, de cortex, d’hippocampe et de
cervelet adultes humains ont été commandés sur le site Clinisciences et fournis par
BioChain® (Newark, CA). Ils ont été extraits suivant des procédures standards approuvées

d’un point de vue éthique par I'Institutional Review Board.
1.2.2. Expression des ADNc
1.2.2.1. Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Le choix des couples d’amorces utilisés pour I'amplification d’'une région spécifique du
geéne LIMK2-1 a été effectué grace au logiciel Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi/). Le géne de ménage GAPDH a été utilisé comme étalon
interne. Le mélange réactionnel de la PCR se compose de 25 pl contenant 1 pl d’ADNc, en
accord avec les instructions du fournisseur, 5 pl de tampon 5X, 1,5 pl de MgClz, 1,25 pl de
dNTP (Invitrogen™), 1,25 ul de chaque amorce (Tableau 2) et 0,2 pl de Taq (GoTag DNA
Polymerase, Promega). L’amplification a été réalisée dans un thermocycler Biorad iCycler
pendant 35 cycles comprenant 10 secondes de dénaturation a 94°C, 30 secondes
d’hybridation des amorces sur ’ADN cible a 60°C et 30 secondes d’élongation a 72°C. Ces 35
cycles ont été précédés d’'une dénaturation initiale de 7 minutes a 95°C et suivis d’une

élongation finale de 10 minutes a 72°C.

Tableau 2 : Séquences des amorces utilisées pour I'étude d’expression de LIMKZ2-1
Longueur du

Géne Séquence des amorces (5°-3’)

fragment
Sens F CATCTGCTGCAGACTGGAGC
LIMKZ-1 gonsR GGTTGAGGTGCTTCCGTAGC 149 pb
Sens F CTGCACCACCAACTGCTTAG
GAPDH ¢ SR GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT 108 pb
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La vérification du produit de PCR a été effectuée par migration des produits de PCR sur
gel d’agarose (Eurobio®) a 1,8 % dans du tampon TBE 1X (Tris 1,0 M, acide borique 1,9 M,
EDTA 0,01M). Le bromure d’éthidium (BET, Merk®) incorporé a 0,5 pg/ul dans le gel permet
de visualiser les fragments obtenus en s’intercalant dans I’ADN et en émettant une
fluorescence aprés une irradiation aux UV (312 nm). La taille des fragments amplifiés a été

estimée par comparaison avec un marqueur de taille ayant migré en paralléle.
1.2.2.2. Séquencage

Le séquencage nous a permis de vérifier que le fragment amplifié correspondait bien a
la région attendue de LIMKZ2-1. Les deux brins du produit de PCR ont été séquencés
séparément. Cette réaction a été effectuée dans un volume de 10 pl contenant les produits de
PCR, 2 pl d’'amorces, 1,5 pl de tampon BigDye Terminator v1.1, v3.1 (Applied Biosystem®) et
1 pl de mix BigDye Terminator v1.1 cycle (Applied Biosystem®). La réaction de séquencage
s’est déroulée suivant le programme suivant : une dénaturation initiale de 5 minutes a 95°C,
suivie de 35 cycles d'1 minute a 95°C, 30 secondes a 60°C et 1 minute a 72°C, puis d'une
élongation finale de 10 minutes a 72°C. Apreés purification des produits du cycle de
séquencage a 'aide du kit de purification Montage Millipore, les séquences d’ADN ont été lues
par électrophorese capillaire sur un séquenceur ABI 3130xl 16 capillaires (Applied®) situé
sur le site de I'UTTIL de I'’h6pital Bretonneau. Les séquences ont ensuite été analysées avec le

logiciel CodonCode Aligner.
1.2.3. Expression des protéines
1.2.3.1. Western blot

Les protéines de cerveau feetal, de cortex, hippocampe et cervelet adultes humains ont

été analysées par Western blot suivant le protocole décrit en 1.1.4.
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II. Etude moléculaire

I1.1. Productions des plasmides

Afin d’étudier le réle de LIMK2-1 au niveau moléculaire, plusieurs plasmides ont été
produits au cours de cette thése. D’autres avaient déja été produits au laboratoire. Tous ces

plasmides sont décrits dans le Tableau 3 et la Figure 30.

Tableau 3 : Détail des plasmides utilisés

Plasmide Description Source/référence
pcDNA3-(HA),-LIMK2-1 Pcuy-(HA)2-LIMK2-1 Equipe H. Bénédetti
pcDNA3-(HA),-LIMK2-1S668P Pewmv-(HA)2-LIMK2-1S668P Equipe H. Bénédetti
pcDNA3-(HA);-LIMK2-1T596D Pemy-(HA)2-LIMK2-1T596D Cette these
pcDNA3-(HA),-LIMK2-1APP1i Pewmv-(HA)2-LIMK2-1APP1i Cette these
pcDNA3-(HA)2-KIN1-LIMK2-1 Pemv-(HA)2-KIN1 Equipe H. Bénédetti
pcDNA3-(HA),-PP1i-LIMK2-1 Pcuy-(HA)2-PP1i-LIMK2-1 Cette these
pcDNA3-(HA),-PP1i-LIMK2-1S668P Pcuy-(HA)2-PP1i-LIMK2-1S668P Cette thése
pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a Peyy-(HA)2-LIMK2-2a Vallée et al,, 2012
pcDNA3-(HA),-LIMK2-2aACter Pcuy-(HA)2-LIMK2-2aACter Cette these
pcDNA3-(HA)2-KIN2-LIMK2 Pcvy-(HA)2-KIN2-LIMK2-2a Vallée et al., 2012
pcDNA3-(HA),-LIMK2-2b Peuy-(HA)2-LIMK2-2b Vallée et al,, 2012
p3XFlag-PP1 Pcuy-PP1 Cette these
pET45-6His-Cofiline Pcuv-Cofiline Cette these
pEN-6His-Cofiline Pcuv-Cofiline Cette these
pcDNA3-(HA),-LARP6 Pcur-(HA)2-LARP6 Equipe H. Bénédetti
p3XFlag-Gal3 Pcuv-Gal3 Equipe A. Legrand
Ha-LIrK2-1 il eeu |
HA-LIMEK2-1S6658P [ 1 sesar ]
HA-LIME2-1T5 260 Il rrisvssen | |k
HA-LIFAK2-L APPLi |
T T VT |

Ha-PPLi I ¢
Ha-PPLisEesE IREE ] *

Ha-LInEZ-2a N I |

Ha-LIMEZ-2aACtr IEEE T | |*
HA-KIM 2 Kinase ]
Ha-Linkz-20 I T I
Ha-LarP e IR
Flag-rrl IR *

Flag-cal s =T

Cofiline-GHis | e

Figure 30 : Schéma des constructions utilisées
Les constructions produites au cours de cette thése sont marquées d’une étoile (*).
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I1.1.1.Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Le détail des couples d’amorces utilisés est donné dans le Tableau 4. Le mélange
réactionnel de la PCR se compose de 50 pl contenant 1 pl d’ADN, 36,5 pl d’eau pour
préparation injectable (PPI), 2,5 pl de Diméthylsulfoxyde (DMSO), 5 ul de tampon 10X High
fidelity (Platinium®, Invitrogen™), 2 ul de MgS0O4 50 mM (Platinium®, Invitrogen™), 1 ul de
dNTP a 10 uM (Invitrogen™), 1 ul de chaque amorce diluées a 10 uM et 0,2 pl de Taq
polymérase (Platinium®, Invitrogen™). L’amplification est réalisée dans un thermocycler
Bioer Technology pendant 30 cycles comprenant chacun 30 secondes de dénaturation a 94°C,
1 minute d’hybridation a 59°C et 1 a 2 minutes d’élongation a 68°C en fonction de la longueur
du fragment a amplifier. Ces 30 cycles ont été précédés d'une dénaturation initiale de 3

minutes a 94°C et suivis d’'une élongation finale de 7 minutes a 68°C.

La vérification du produit de PCR a été effectuée par migration des produits de PCR sur gel
d’agarose (Eurobio) a 1,2 % dans du tampon TAE 1X (Euromedex). Le BET (Nalgene®)
incorporé a 0,5 pg/pl dans le gel permet de visualiser les fragments obtenus en s’intercalant
dans ’ADN et en émettant une fluorescence apres une irradiation aux UV (312 nm). La taille
des fragments amplifiés a été estimée par comparaison avec un marqueur de taille ayant
migré en parallele. Les fragments de PCR ont ensuite été purifiés sur gel a I'aide du kit Gel and

PCR Clean Up (Macherey-Nagel).

Tableau 4 : Séquences des amorces utilisées pour les clonages

Longueur du

Construction Séquence des amorces (5’-3") fragment

SensF CTGAGCGAATTCTCCGCGCTGGCGGGTGAAGATGTC
HA-LIMK2-2aACter . (R CGCGCGTCTAGACTAGCTCTCAGGCTCTCTGCAGCA 1767 pb

_ SensF CGCGCGGAATTCGGGAGTTACCTTGTCAGTCCGGGCT
HA-LIMK2-1APPTi g R CGCGCGTCTAGACTAAGCCCAGGCATCGTCACTCTCCATGTC 1/ 04PP

HA-PP1i SensF CGACGTAAGCTTTCCGACAGCGAGAAGCTCAAC 319 ob
SensR  CGCGCGTCTAGACTACTTCTTCTGGGGTGTGCTCAGCTT p

SensF CGACGTAAGCTTTCCGACAGCGAGAAGCTCAAC

PP1-Flag SensR  CGACGTGAATTCCTATTTCTTGGCTTTGGCGGAATTGCG 1028 pb
SensF CGCGTGCCATGGCCTCCGGTGTGGCTGTCT
Cofiline-6His (pET45) Sens R CGCGTGCTCGAGTCAGTGATGGTGGTGGTGATGAAGCTTCA 519 pb
AAGGCTTGCCCTCCAGGGA
Cofiline-6His SensF CGCGTGCTAGCTGCCACCATGGCCTCCGGTGTGGCTGTCT
(pEN) Sens R CGCGTGAAGCTTTCAGTGATGGTGGTGGTGATGGCGGCCGCT 519 pb

CAAAGGCTTGCCCTCCAGGGA
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I1.1.2.Mutagenese dirigée

La construction du plasmide HA-LIMK2-1T596D a nécessité une étape de mutagenéese
dirigée (Figure 31) qui a permis d’insérer la mutation Thr596Asp. Deux segments d’ADN, I'un
s’étendant “en amont” et 'autre “en aval” de la mutation désirée ont été amplifiés en utilisant
des amorces qui introduisent la mutation désirée et génerent des produits de PCR qui se
chevauchent sur 20 nucléotides ou plus dans la région d’incorporation de la mutation. Quand
ces deux produits de PCR sont mélangés, dénaturés et hybridés I'un avec l'autre, un des
produits possibles est composé de deux brins d’ADN qui s’hybrident sur une courte région au
niveau de leur extrémité 3’. Cette molécule peut étre polymérisée par '’ADN polymérase pour
générer une matrice correspondant au fragment entier portant la mutation. Cette matrice est
ensuite amplifiée par une troisieme PCR utilisant les amorces 1 et 3. Les amorces utilisées
pour la construction de HA-LIMK2-1T596D sont détaillés dans le Tableau 5. Les protocoles

utilisés pour les deux PCR sont décrits en II.1.1.

PCR: amorces [ et 2 PCR: amorces 3 ¢t 4
i Mutation 4 Mutation
- 3
L 4
o _
2 <3

Dénaturation ef hybridation des produits de PCR

Elongation

PCR: amorces 1 et 3

Figure 31 : Technique de mutagenese dirigée
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Tableau 5 : Séquences utilisées pour la construction de HA-LIMK2-1T596D

Longueur du

Construction Séquence des amorces (5°-3’)
fragment
HA-LIMK2-1T596D SensF CGCGCGGAATTCGGGAGTTACTTGTCAGTCCCGGCT 294 bb
Amplicon A SensR  CTCCTTGGGGTCATACTTGATGTCGACCTTCCCTTGGCGCCTCAC P
HA-LIMK2-1T596D SensF GTGAGGCGCCAAGGGAAGGTCGACATCAAGTATGACCCCAAGGAG 1808 pb
Amplicon B SensR  CGCGCGTCTAGACTACTTCTTCTGGGGTGTGCTCAGCTT

I1.1.3. Clonage

Afin de cloner les différentes constructions, 30 pl de produits de PCR et 15 pl de
plasmides ont été digérés sur la nuit a 37°C par les enzymes de restrictions (Biolabs®)
détaillées dans le Tableau 6. Les produits de PCR ont été digérés en présence de 8,4 pul d’eau
PPI, de 5 pl du tampon adapté (Biolabs®), de 5 pl de BSA (Biolabs®) et de 0,8 pl de chaque
enzyme de restriction. Les plasmides ont été digérés en présence de 16 ul d’eau PPI, de 4 ul du

tampon adapté, de 5 pl de BSA et de 0,5 pl de chaque enzyme de restriction.

Tableau 6 : Conditions de digestion des produits de PCR et des plasmides

Plasmide Construction Enzymes utilisées Taille de.la
construction

HA-LIMK2-2aACter 1767 pb
HA-LIMK2-1APP1i 1704 pb
pcDNA3 HA-LIMK2-1T596D EcoRI, XBal 2102 pb
HA-PP1i 319 pb
HA-PP1iS668P 319 pb
p3X-Flag PP1 EcoRI, HindIII 1028 pb
pET45 CofilineA Ncol, Xhol 519 pb
pEN CofilineB Nhel, HindIII 519 pb

Les fragments de PCR et les plasmides digérés ont été analysés par migration sur gel
d’agarose 1,2 %. Les fragments ont ensuite été purifiés sur gel a I'aide du kit Gel and PCR

Clean Up® (Macherey-Nagel).

Les constructions ont été insérées dans leurs vecteurs respectifs par ligation. Afin de

calculer la quantité d’'inserts nécessaire, la formule suivante a été utilisée :

Minsert = 10 X Myecteur X (tinsert / tvecteur)

«m» correspond a la masse du vecteur en ng et «t» a sa taille en pb. Les calculs ont été
effectués pour 50 ng de vecteur. Pour effectuer la ligation, le vecteur et I'insert ont été ajoutés

a 2 ul de tampon 5X, 5 pl de tampon 2X et 0,5 pl de ligase (Rapid DNA Ligation kit, Roche
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Applied Science) puis laissés 10 minutes dans la glace et stockés a -20°C en attendant la

transformation.

En paralléle, afin de les rendre compétentes, 100 ul d’E. coli C600 ont été ensemencées
dans 3 ml de milieu Luria Broth (LB, Difco™) a 37°C sous agitation sur la nuit. Le lendemain,
300 pl de cette préculture ont été ensemencés dans 10 ml de milieu LB et placées a 37°C sous
agitation pendant environ 1h30, jusqu’a ce que la DO soit compris entre 0,7 et 0,9 a 600 nm.
Les cellules ont ensuite été centrifugées 10 minutes a 4°C a 4000 rpm. Le surnageant a été
retiré puis remplacé par 500 pl de TSB (10 % PEG, 5 % DMSO, MgCl> 10 mM, MgS0O4 10 mM,

gsp 10 ml LB). Les C600 ont été resuspendues et stockées a 4°C jusqu’a la transformation.

Pour effectuer la transformation, 5 pl de produit de ligation ont été ajoutés a 50 pl de
C600 compétentes et laissés a 4°C pendant 30 minutes, puis 250 pl de TSB et 8 pl de glucose
50 % ont été ajoutés a la solution qui a été incubée 1h a 37°C sous agitation. Les C600 ont
ensuite été étalées sur milieu LB-Agar, contenant 100 pl/ml d’ampicilline pour les plasmides
pCDNA3, p3X-Flag et pET45, et 100 pl/ml de kanamycine pour pEN, puis incubées a 37°C sur
la nuit. Les plasmides ont ensuite été extraits et purifiés grace au kit Nucleospin Plasmid®
(Macherey-Nagel). La concentration et la pureté des plasmides ont été déterminées par

mesure de la densité otique de la solution de plasmide a 260 et 280 nm.
I1.1.4.Séquencage

Afin de vérifier la séquence de l'insert, les plasmides ont été envoyés a séquencer chez
Eurofins Genomics, puis les plasmides ont été produits en plus grande quantité grace au kit

NucleoBond Xtra Midi® (Macherey-Nagel).
IL.2. Etude de la polymérisation de I'actine
I1.2.1. Culture cellulaire

Les cellules HeLa (CCL-2, ATCC®) proviennent d'un prélevement de métastase issu
d’'un cancer du col de l'utérus (Skloot, 2010) et ont été cultivées en présence de DMEM
Glutamax 4,5 g/L glucose (Invitrogen™) supplémenté avec 10 % de SVF inactivé, 100U/ml de
pénicilline et 100 pg/ml de streptomycine dans un incubateur a 37°C ayant une atmospheére a

5 % de COz saturée en humidité.
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I1.2.2. Transfection a la lipofectamine

Avant chaque transfection, les lamelles de verre d'un diamétre de 13 mm ont été
traitées pendant 2 heures avec 5 ml de collagene R 0,2 % (Pan™ biotech) dilué au 1/200¢, puis
rincées deux fois au PBS 1X. Les cellules HeLa ont ensuite été ensemencées sans antibiotiques
24h avant la transfection. Lors de la transfection, 2 ug de plasmides HA-LARP6, HA-LIMK2-2a,
HA-LIMK2-2aACter, HA-LIMK2-2b, HA-LIMK2-1, HA-LIMK2-1APP1i ou HA-LIMK2-1S668P ont
été dilués dans 150 pul de DMEM Glutamax 4,5 g/L glucose (Invitrogen™) tandis que 4 ul de
lipofectamine 2000 (Invitrogen™) étaient dilués dans 96 pul de DMEM Glutamax 4,5 g/L
glucose (Invitrogen™). LARP6 est une protéine impliquée dans la traduction des ARNm du
collagene et nous sert de témoin négatif. Les solutions ont été laissées a température
ambiante 5 minutes. L’ADN a ensuite été ajouté a la lipofectamine goutte-a-goutte puis les
solutions ont été laissées a température ambiante 20 minutes avant d’étre ajoutées aux
cellules goutte-a-goutte. Aprés 4 heures dans lincubateur, le milieu des cellules a été
remplacé entierement par du DMEM Glutamax 4,5 g/L de glucose supplémenté avec 10 % de

SVF.
I1.2.3.Immunocytochimie

Les cellules transfectées ont été rincées avec du PBS 1X puis perméabilisées et fixées
par 500 pl de paraformaldéhyde 4 % pendant 20 minutes a température ambiante. Les
cellules ont ensuite été rincées 2 fois avec du PBS 1X puis incubées avec 200 pl d’'une solution
de blocage des sites non-spécifiques et de perméabilisation contenant 0,2 % de Triton-X100 et
2 % de BSA pendant une heure a température ambiante. Les cellules ont ensuite été incubées
2h a température ambiante avec I'anticorps anti-HA (3F10, Roche Applied Science) dilué au
1/200 dans la solution de blocage. Elles ont été lavées 3 fois 10 minutes avec du PBS 1X sous
agitation puis incubées 1h avec l'anticorps secondaire anti-rat couplé a I'AlexaFluor594 (A-
11007, Invitrogen™) dilué au 1/300 et 5 pl par lamelle de phalloidine couplée a
I'’AlexaFluor488 (A-12379, Invitrogen™). Les lamelles ont ensuite été montées sur une lame
en présence de 8 ul de Prolong® Gold anti-fade avec DAPI (Invitrogen™). L‘observation des

lames a été effectuée au microscope confocal Olympus FV500.
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I1.3. Etude de la phosphorylation de la cofiline

Afin d’étudier le rdole de LIMK2-1 dans la phosphorylation de la cofiline, les
constructions HA-LIMK2-23, HA-LIMK2-2Db, HA-LIMK2-1, HA-LIMK2-2aACter,
HA-LIMK2-1APP1i et HA-LARP6 (II.1.) ont été transfectées dans des cellules HEK comme
décrit en 1.1.2. Le détail des quantités de plasmides transfectés est présenté dans le Tableau 7.

Les protéines ont été lysées et dosées suivant le protocole décrit en [.1.3.

Tableau 7 : Plasmides transfectés pour étudier la phosphorylation de la cofiline
La quantité est fonction du taux de transfection du plasmide.

Plasmide Quantité
HA-LIMK2-2a 5ng
HA-LIMK2-2b 10 ng
HA-LIMK2-1 20 ng

HA-LIMK2-2aACter 10 ng
HA-LIMK2-1APP1i 20 ng
HA-LARP6 1ng

I.3.1.Mesure de I'activité kinase in vitro

Pour chaque échantillon, 40 pl de billes HA (Red Anti-HA Affinity Gel EZview™,
Sigma-Aldrich) ont été rincées deux fois avec 500 pl de TENET (80 mM Tris/HCI pH 7,4, 5 mM
EDTA, 150 mM NaCl et 0,1 % Triton X-100). La seconde fois, le TENET a été laissé et les billes

ont été incubées sur la roue a 4°C pendant 1 heure.

Les billes ont ensuite été lavées deux fois avec du tampon de lyse pour les équilibrer,
puis les lysats ont été ajoutés aux billes qui ont été incubées 2 heures a 4°C sur roue avant
d’étre lavées deux fois avec le tampon de lyse puis trois fois avec le tampon de
phosphorylation (50 mM HEPES/NaOH a pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM MgClz, 5 mM MnCl, 50
mM NaF, 1 mM Na3V04, 20 mM B-glycerophosphate, 1 mg/ml leupeptine et 1 mM PMSF). Le
tampon de phosphorylation a été retiré a la seringue Hamilton et les billes ont été
resuspendues dans 40 pl de tampon de phosphorylation. Pour chaque échantillon, 10 pl de
tampon de phosphorylation et 0,5 pl de cofiline ont été ajoutés a 10 pl de billes. Un mix
composé de 10,9 ul de tampon de phosphorylation, 1,1 ul d’ATP 10 mM (Invitrogen™) et 5 pCi
de y32P-ATP (3000 Ci/mmol) a été préparé puis 2 pl de ce mix ont été ajoutés aux échantillons
qui ont ensuite été incubés 20 minutes a 30°C. Afin de terminer la réaction, 6 pl de SB5x ont
été ajoutés aux échantillons qui ont ensuite été chauffés 5 minutes a 95°C et centrifugés 10
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minutes a 11000 g, puis chargés sur gel 15 % d’acrylamide/bis-acrylamide 40 %. La migration
des protéines a été effectuée a 200 V pendant environ 45 minutes. Les gels ont ensuite été
lavés 3 fois a I'’eau distillée puis colorés sur la nuit avec 50 ml de BluePage fermentas (Page
Blue™ Protein Staining Solution, Thermo Scientific). Le lendemain, les gels ont été lavés puis
exposés pour autoradiographie. Le taux de cofiline phosphorylée (P-cofiline) marquée par

rapport au taux de cofiline totale a été quantifié par le logiciel Image].
I1.3.2. Western blot

Les lysats cellulaires obtenus pour la mesure de l'activité kinase in vitro ont été
analysés par Western blot en suivant les étapes décrites en 1.1.4. Les protéines ont été
séparées par migration dans un gel contenant 10 % ou 15 % d’acrylamide/bis-acrylamide
40 %. Les anticorps primaires utilisés sont I'anticorps monoclonal de rat anti-HA (3F10,
1/5000, Roche Applied Science), I'anticorps polyclonal de lapin anti-actine (A2060, 1/3000,
Sigma-Aldrich), un anticorps monoclonal de lapin anti-cofiline (D3F9, 1/3000, Cell
Signaling Technology®) et un anticorps monoclonal de lapin anti-phospho-cofiline qui
reconnait la sérine 3 phosphorylée de la cofiline (77G2, 1/3000, Cell Signaling Technology®).
Les anticorps secondaires utilisés sont I’anticorps secondaire anti-lapin (65-6120,
Invitrogen™) ou I'anticorps anti-rat (62-9520, Invitrogen™) couplés a la péroxydase et dilués
au 1/33000. Le taux de P-cofiline par rapport au taux de cofiline totale a été quantifié par le

logiciel Image].
11.4. Etude d’interaction entre la phosphatase 1 et LIMK2-1

Afin d’étudier l'interaction entre la phosphatase 1 et LIMK2-1, la construction Flag-PP1
a été co-transfectée avec chacune des trois isoformes de LIMK2, le domaine kinase et
C-terminal de LIMK2-2a, le domaine kinase et C-terminal de LIMK2-1 et LARP6 taggués HA
(Figure 30). Les plasmides ont été transfectés dans des cellules HEK comme décrit en [.1.1. et
[.1.2. Le détail des quantités de plasmides transfectés est présenté dans le Tableau 7 et le
Tableau 8. Les protéines ont été lysées et dosées suivant le protocole décrit en 1.1.3. Un
aliquot de 60 pl de lysat et 20 pl de SB4x, correspondant aux protéines totales, a été stocké a

-80°C.
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Tableau 8 : Plasmides transfectés pour étudier l'interaction entre PP1 et LIMK2-1
La quantité est fonction du taux de transfection du plasmide.

Plasmide Quantité
HA-LARP6 1ng
HA-LIMK2-2a 5ng
HA-LIMK2-2b 10 ng
HA-LIMK2-1 20 ng
HA-LIMK2-1S668P 20 ng
HA-KIN1 10 ng
HA-KIN2 10 ng
HA-PP1i 10 ng
HA-PP1iS668P 10ng
Flag-PP1 S5ng

I1.4.1. Co-immunoprécipitation

Pour chaque échantillon, 60 pl de billes Flag (Anti-Flag® M2 Affinity Gel,
Sigma-Aldrich) ont été rincées deux fois avec 500 ul de TENET. La seconde fois, le TENET a été
laissé et les billes ont été incubées sur la roue a 4°C pendant 1 heure. Les billes ont ensuite été
lavées deux fois avec du tampon de lyse puis les lysats ont été ajoutés aux billes qui ont été
incubées 2 heures a 4°C sur roue avant d’étre lavées cinq fois avec le tampon de lyse. Apres le
dernier lavage, le tampon de lyse a été retiré a la seringue Hamilton. Afin d’éluer les protéines
interagissant avec les billes Flag, le peptide Flag a 20 mg/ml (Flag® peptide, Sigma-Aldrich) a
été dilué au 1/10 dans du tampon de lyse et 40 pl ont été ajoutés a chaque échantillon qui ont
été incubés 30 minutes dans la glace, puis centrifugés 5 minutes a 11000 g. Le surnageant a
été récupéré a la seringue Hamilton, 12 pl de SB4x ont été ajoutés aux échantillons qui ont

ensuite été stockés a -80°C.
I1.4.2. Western blot

Les protéines totales et les protéines éluées ont été analysées par Western blot en
suivant les étapes décrites en 1.1.4. Les protéines ont été séparées par migration dans un gel
contenant 10 % ou 15 % d’acrylamide/bis-acrylamide 40 %, en fonction de leur masse
moléculaire. Les anticorps primaires utilisés sont l'anticorps monoclonal de rat anti-HA
(3F10, 1/5000, Roche Applied Science) et un anticorps monoclonal de souris anti-Flag
(Monoclonal Anti-Flag®, 1/5000, Sigma-Aldrich). Les anticorps secondaires utilisés sont un
anticorps secondaire anti-souris (61-6520, Invitrogen™) ou anti-rat (62-9520, Invitrogen™)

couplés a la péroxydase et dilués au 1/33000.
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IL.5. Etude de I’'activité du domaine inhibiteur de la phosphatase 1
IL.5.1.Purification de la cofiline phosphorylée

Afin d’étudier 'activité du domaine inhibiteur de la phosphatase 1, nous avons dans un
premier purifié la cofiline phosphorylée. Pour cela, nous avons transfect¢é 10 ug de

cofiline-6his clonée dans pEN dans des cellules HEK suivant le protocole décrit en et .1.2.
I1.5.1.1. Lyse des cellules et dosage des protéines

Les cellules ont été lysées deux jours apres la transfection. Elles ont été rincées 2 fois
avec du PBS 1X, puis lysées avec 500 pl de tampon de lyse a pH 8 (50 mM Tris/HCl a pH 7,5,
100 mM NacCl, 0,1 % Triton X-100, 50 mM NaF, 10 mM pyrophosphate de sodium, 1 mM
Na3V04, 20 mM p-nitrophenyl phosphate, 20 mM B-glycerophosphate, 10 mg/ml aprotinine,
0,05 mg/ml acide okaidique, 1 mg/ml leupeptine, 5 mM d’imidazole pH 8 et 1 mM PMSF). Les
cellules ont été incubées sur la glace pendant 10 minutes. Le surnageant a été récupéré apres
centrifugation du lysat cellulaire pendant 10 minutes a 10000 g a 4°C. Les protéines ont
ensuite été dosées au BCA grace au kit BC Assay Protein Quantification Small Kit (Uptima) en
suivant les instructions du fabricant. Un aliquot de 60 pul de lysat et 20 pl de SB4x,

correspondant aux protéines totales, a été stocké a -80°C.
I1.5.1.2. Immunoprécipitation

Afin de purifier une plus grande quantité de cofiline phosphorylée, plusieurs boites de
cellules ont été transfectées. Pour chaque échantillon, 100 pl de billes 6His (TALON® Metal
Affinity Resin, Clontech) ont été centrifugées 2 minutes a 900 g. Le surnageant a été retiré
puis les billes ont été rincées deux fois avec 500 pl de tampon de lyse 1X pH 8 sans EDTA et
sans inhibiteurs. La seconde fois, le tampon a été laissé et les billes ont été mises a incuber sur
la roue a 4°C pendant 1 heure. Les billes ont ensuite été lavées deux fois avec le tampon de
lyse puis les lysats ont été ajoutés aux billes qui ont été incubées 2 heures a 4°C sur roue avant
d’étre lavées deux fois avec le tampon de lyse et 3 fois avec le tampon de phosphorylation (50
mM HEPES/NaOH a pH 8, 150 mM Nac(Cl, 5 mM MgCl;, 5 mM MnClz, 5 mM imidazole pH 8, 1
mg/ml leupeptine et 1 mM PMSF). Apres le dernier lavage, le tampon de lyse a été retiré a la

seringue Hamilton. Afin d’éluer les protéines interagissant avec les billes 6His, une solution
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d’imidazole a 400 mM pH 8 diluée dans le tampon de phosphorylation a été préparée et 50 pl
de cette solution a été ajoutée a chaque échantillon. Ces derniers ont ensuite été incubés 30
minutes dans la glace, puis centrifugés 5 minutes a 11000 g. Le surnageant a été récupéré a la
seringue Hamilton. Les échantillons de cofiline purifiée obtenus ont été regroupés puis

aliquotés et stockés a -80°C.
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III. Etude fonctionnelle

II1.1. Culture cellulaire et différentiation

Les SH-SY5Y (CRL-2266, ATCC®) sont des cellules de neuroblastomes humains qui
constituent un modele pour étudier les phases initiales de la différenciation neuronale
lorsqu’elles sont exposées a 'acide rétinoique (de Bittencourt Pasquali et al., 2014) (Figure
32). Elles ont été cultivées dans des flasques de 75 cm? (353136, Falcon™) en présence de
DMEM Glutamax 4,5 g/L glucose (Invitrogen™) supplémenté avec 10 % de SVF non inactivé
dans un incubateur a 37°C ayant une atmosphére a 5 % de CO; saturée en humidité. Une
partie des SH-SYS5Y est adhérente, 'autre est flottante. Les cellules étaient repiquées
lorsqu’elles atteignaient entre 60 et 70 % de confluence. Le surnageant était centrifugé 5
minutes a 130 g pour récupérer les cellules flottantes tandis que les cellules adhérentes
étaient décollées avec 1 ml de trypsine 0,25 % 0,53 mM d’EDTA (Invitrogen™). La moitié du

milieu était ensuite changée tous les deux ou trois jours.

Pour étre différenciées, environ 200 000 SH-SY5Y ont été repiquées dans des plaques 6
puits préalablement traités avec 1 ml de collagene R 0,2 % (Pan™ biotech) dilué au 1/200¢
puis rincés deux fois avec du PBS 1X. Au bout de 24h, les cellules ont été traitées avec 1 ml
d’acide rétinoique 10 uM dilué dans du DMEM Glutamax 4,5 g/L pour un volume final de 5 ml,
dont la moitié a été changé tous les trois jours. Les cellules ont été observées a ]J0, ]3 et J6 afin

d’évaluer les modifications morphologiques.

Temps 24h 7 jours
Traitement & 'acide l 72h 1 72h |
rétinoique (10 um) Jour 0 3 6
Extraction d’ARN 1 l I
Jour 0 3 6

Morphologie des cellules —_— —_— —

Figure 32 : Différentiation des SH-SY5Y, d’apres Pasquali et al., 2014.
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II.2. Analyse de la différenciation des cellules
I11.2.1. Extraction des ARN

A 0, 3 et 6 jours de culture, les ARN des SH-SY5Y ont été extraits au TRIzol®
(Invitrogen™), dans la glace et en conditions RNase-free afin d’éviter toute dégradation de
I’ARN. Pour chaque puits, 400 ul de TRIzol® ont été utilisés. Les ARN ont ensuite été extraits a
I'aide du kit Direct-zol™ RNA miniprep (Zymo Research) en suivant les instructions du

fournisseur.
I11.2.2. RT-PCR

La transcription inverse a été réalisée avec le kit QuantiTect® Reverse Transcription
(Qiagen) selon les instructions du fabricant. L’expression des genes GAP43 (Growth
Associated Protein 43), marqueur de la différenciation, et actine ont ensuite été étudiés par
PCR. Les amorces utilisées pour I'amplification de GAP43 ont été utilisées par Shiohira et
collaborateurs (Shiohira et al., 2012). Le mélange réactionnel de la PCR se compose de 25 pl
contenant 1 pl d’ADNc, 5 pl de tampon 5X, 1,5 pul de MgClz, 1,25 pl de dNTP (Invitrogen™),
1,25 pl de chaque amorce (Tableau 9) et 0,2 pl de Taq (GoTaq DNA Polymerase, Promega).
L’amplification a été réalisée dans un thermocycler Biorad iCycler pendant 30 cycles
comprenant 30 secondes de dénaturation a 94°C, 1 minute d’hybridation des amorces sur
I’ADN cible a 60°C et 30 secondes d’élongation a 72°C. Ces 35 cycles ont été précédés d’'une

dénaturation initiale de 2 minutes a 94°C et suivis d’'une élongation finale de 5 minutes a 72°C.

Tableau 9 : Séquences des amorces utilisées pour I'amplification de GAP43 et de I'actine

Longueur du

Géne Séquence des amorces (5°-3’) fragment

SensF CTGTCCTTTCCCACCCACTA
GAP43  GoisR GAACGGAACATTGCACACAC 267

Actine Sens F TTGCTGACAGGATGCAGAAG 147
Sens R TGATCCACATCTGCTGGAAG

La vérification du produit de PCR a été effectuée par migration des produits de PCR sur
gel d’agarose (Eurobio) a 1,2 % dans du tampon TAE 1X (Euromedex). L'expression relative

de GAP43 a ensuite été mesurée grace au logiciel Image].
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IV. Analyse bio-informatique

IV.1. Recherche du domaine PP1i de LIMK2 chez les primates

Au cours de la theése précédente (Tastet, 2012), il a été montré que le domaine PP1i de
LIMK2 n’était retrouvé que chez certains primates. Afin d’affiner ces résultats, nous avons
extrait une séquence humaine de référence composée des 100 premiers nucléotides de I'exon
16-1 de LIMK2-1 et des 100 derniers nucléotides de l'intron précédent (Figure 33) a partir du
site UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/). Nous avons ensuite utilisé cette
séquence pour effectuer un blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/Blast.cgi) sur le
génome de différentes espéces représentatives des différentes branches des primates (Figure

34).

>Domaine PPli (Homo sapiens)
ggcggacagcggcacoyoggggggoyoggogttggcggocococggooccoggoccoccaggoc
aggcagtggcggccaaggaccacgcatoctactttcaghAGCCCCCCCCGEGECCGCAGGAG
AGEGCCCEEECTECECECATGATGRAGEECCCACTEAGGCGCCAAGEGAAGETCACCATCH
AGTATGACCCCAAGERAGCTA

Figure 33 : Séquence du domaine PP1i de LIMKZ2-1 humaine
Représentation de la séquence intronique (en minuscules) et exonique (en majuscules) du
domaine PP1i de LIMKZ-1 humaine ayant servi a identifier les séquences des autres especes.

Strepshirrhini

Tarsiiformes

Primates

Haplorrhini

Platyrrhini

Simiiformes Cercopithecoidea

Catarrhini Hylobatidae
Hominoidea from m—

Hominidae

Figure 34 : Arbre phylogénique des primates

Les haplorrhiniens forment une branche monophylétique dans l'arbre phylogénique des
primates. Ils incluent les tarsiiformes, les simiiformes ou antropoides, qui se divisent a leur
tour en platyrrhiniens, ou singes du nouveau monde, et catarrhiniens. Les cercopithecoidés
forment une famille de primates a queue non préhensible de I'ancien monde tandis que les
hominoidés regroupe les singes sans queue dont font partie les hylobatidés et les grands
primates (hominidés).

Nous avons ainsi comparé notre séquence au génome du tarsier (tarsiiforme), du singe
rhésus et du babouin (cercopithécoidés), du gibbon (hylobatidé), de I'orang-outan, du gorille
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et du chimpanzé (hominidés). Les localisations génomiques des séquences obtenues ont été
comparées au locus du gene LIMKZ pour chacune de ces especes, présenté sur la base de

données Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html).

IV.2. Logiciels d’évaluation des conséquences fonctionnelles de

mutations

L’'impact potentiel du variant p.S668P a été analysé grace a deux logiciels : Polyphen2
et Mutation Taster. Polyphen2 (http//genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) est un outil qui
permet de prédire I'impact d’'une substitution d’acide aminé sur la structure et la fonction
d’'une protéine. Il utilise deux bases de données, HumDiv et HumVar3, compilant ainsi
plusieurs milliers de variations pathogenes et non pathogénes. Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org/), quant a lui, utilise les bases de données 1000Genomes et

ExAC et analyse la conservation du nucléotide modifié au cours de I’évolution.
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I. Etude d’expression de LIMK2-1

I.1.Une isoforme spécifique des hominidés

Trois isoformes de LIMK2 ont été identifiées chez 'homme : LIMK2-2a, LIMK2-2b et
LIMK2-1. Les deux premieres sont conservées au cours de I'évolution. LIMK2-2a correspond a
I'isoforme canonique, retrouvée des la duplication du gene ancestral LIMK, suite a I'apparition
des téléostomiens il y a 455 millions d’années. L'isoforme LIMK2-2b, moins étudiée, est

présente notamment chez la souris, chez le rat et chez '’homme.

L’isoforme LIMK2-1 utilise un exon issu de la duplication du gene PPP1R14B, codant la
protéine PHI-1, entre les exons 15 et 16 du gene LIMKZ. La séquence dupliquée de PPP1R14B
a été observée pour la premiére fois au niveau du gene LIMKZ par Kedra et collaborateurs en
1998, et était alors considérée comme un pseudogene (Kedra et al, 1998). Nous avons
confirmé la présence de cette séquence entre les exons 15 et 16 du géne LIMKZ en comparant
par blastn la séquence codante de PPP1R14B (NM_138689.2) et celle de 'intron localisé entre
les exons 15 et 16 de LIMK2 (NM_001031801).

ggcggacagocggcacogoggggugogocggogttggoggcoccocggoccoccggoccocaggec
GECEEACAGCEECACCECEEEEEECECEECETIG—————- GCEGCCCCEECCCCCAGRCC
GECEEACAGCEECACCECEEEEEECECEECETIG—————- GCEGCCCCEECCCCCAGRCC

Homo =apiens domaine PP1i
Pan troglodytes

Gorilla gorilla

Pongo abelii

Homo sapiens domaine PPli
Pan troglodytes

Gorilla gorilla

Pongo abelii

Homo sapiens domaine PP1i
Pan troglodytes

Gorilla gorilla

Pongo abelii

aggcagtggocggccaaggaccacgcatctactttcagAGCCCCC-CCCEEEECCECAGER
AGECAGTGECEECCCAGGACCACGCATCTACTTTCAGAGCACCCCCCCGEEECCGCRAGRER
AGGCAGTGECGGCCCAGGACCACGCATCTACTTTCAGAGCCCC——CCTGEEGCCGCRAGER
—————— TGGCAGCCCAGGRACCACACATCTGCTTITICAGAGC--GCCCCCGEGEECCECAGGR

HERE HAF HAAAAARE AARAR AARAXAAAAY HE RAAAAAAAAAREA

GAGGGCCCGEGCTGCGCGEATGATGAGGECCCAGTGAGGCGCCARGGGRAGGTCACCATC
GAGGGCCCGEGCTGCGCGEATGATGAGGECCCAGTGAGGCGCCARGGGRAGGTCACCATC

GRGGGCCCGEGCTGCGCEEAT GATGAGEGCCCAGT GAGECGCCALGGERAGGTCACCRTC
GRGGGCCCAGGCGGCGCEEAT GATGAGEGCCCAGT GAGECGCCALGEGRAGGTCACCATC

EEEEBBAE REH HA A A AR A AR AR AR R AR AR AR A AR A A AR AR AR AR AR R R R R R R R R R R

Homo =apiens domaine PP1i AAGTATGACCCCRAAGGAGCTA
Pan troglodytes LAAGTATGACCCCRAGGRGCTR
Gorilla gorilla ALCTATGACCCGRAGGRAGCTR
Pongo abelii ALGCTATGACCACRRGGRGCTR

LR RERERERER

Figure 35: Alignement de la séquence de référence d’Homo sapiens avec les séquences des
autres hominidés

Les lettres en minuscule correspondent a la séquence intronique et celles en majuscule a la
séquence exonique sur la séquence de référence. Les séquences comparées sont celles de
I'orang-outan (Pongo abelii, NW_002891525.1), du gorille (Gorilla gorilla, NC_018446.1) et du
chimpanzé (Pan troglodytes, NC_006489.3). Les séquences ont été alignées grace au logiciel
Clustal O (1.2.1).
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Nous avons voulu estimer I'époque a laquelle cette duplication est apparue dans le
génome. Pour cela, nous avons comparé une séquence composée des 100 premiers
nucléotides de I'exon 16-1 de LIMK2-1 chez 'homme et des 100 derniers nucléotides de
I'intron précédent (Figure 33) au génome de plusieurs primates. Au locus de LIMKZ, cette
séquence était absente chez le tarsier (tarsiiforme), le singe rhésus, le babouin
(cercopithécoidés), et le gibbon (hylobatidé). Elle a été retrouvée chez I'orang-outan, le gorille
et le chimpanzé (hominidés) et est tres conservée chez ces especes (Figure 35). La duplication
aurait donc eu lieu suite a la division entre la branche des hylobatidés et celle des hominidés

(Figure 34), qui aurait eu lieu il y a environ 17 millions d’années (Raaum et al., 2005).

L’expression de LIMK2-2a et LIMK2-2b est bien décrite dans la littérature. Les deux
isoformes sont exprimées dans la plupart des tissus, a I'exception des cellules gliales, des
glomérules rénaux et des spermatocytes (Acevedo et al, 2006). Il existe des différences
d’expression entre LIMK2-2a, qui est exprimée plus fortement dans le foie, le colon et
I'estomac, et LIMK2-2b, qui apparait davantage dans le cerveau, les reins et le pancréas (Ikebe
et al., 1997; Nomoto et al., 1999). En 2011, Croft et collaborateurs ont montré que le transcrit
de l'isoforme LIMK2-1 était exprimé dans la lignée de cellules humaines d’ostéosarcomes
Saos-2 (Croft et al,, 2011). Il s’agit de la premiere mention dans la littérature de l'isoforme

LIMK2-1, et de la seule connue au début de cette these.

La présence exclusive de LIMK2-1 chez les hominidés limite I’étude de son expression.
Les modeles étudiés habituellement, tels que le rat ou la souris, ne peuvent pas étre utilisés.
Par conséquent, nous avons étudié I'expression de LIMK2-1 dans des lignées cellulaires
humaines et dans des échantillons d’ADNc et de protéines de tissus humains fournis par
Clinisciences. L'ensemble de ces données sont présentées dans l'article « LIMK2-1 is a
hominidae-specific isoform of LIMK2 expressed in central nervous system and associated

with intellectual disability », soumis dans Neuroscience (partie IV des résultats).
I.2. Transcription de LIMK2-1 dans le systéme nerveux central

Au cours de la these précédente (Tastet, 2012), une variation de I'isoforme LIMK2-1 a
été associée a la déficience intellectuelle (partie IV des résultats). Nous nous sommes donc
intéressés a l'expression de LIMK2-1 dans le systéme nerveux central. Dans un premier

temps, nous avons analysé I'expression de 'ARNm de LIMK2-1 dans le cerveau feetal et dans
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le cortex, 'hippocampe et le cervelet adultes humains, les genes exprimés dans ces trois
dernieres régions et/ou au cours du neurodéveloppement étant susceptibles d’étre impliqués
dans la cognition. Les cDNA issus du cerveau fcetal et du cortex, de I'hippocampe et du
cervelet adultes humains ont été amplifiés avec des amorces spécifiques de l'isoforme
LIMK2-1, localisés sur les exons 15 et 16-1 (Figure 36A). Le transcrit de LIMK2-1 s’exprime
dans chacun des échantillons étudiés (Figure 36B). Les produits de PCR ont ensuite été

séquencés et correspondent bien a la région de LIMK2-1 attendue.

149 pb = LIMK2-1

108 pb =

Figure 36 : Expression des ARNm de LIMK2-1

(A) Diagramme de ’ARN pré-messager de LIMK2-1 et (B) expression de ’ARNm de LIMK2-1
et de la GAPDH dans le cerveau fecetal, dans le cortex, I'hippocampe et le cervelet adultes
humains.

I.3.Expression de la protéine LIMK2-1

Un anticorps dirigé contre le peptide DKIRAMQKLSTPQKK, localisé au niveau de
I'extrémité C-terminale du domaine PP1li de LIMK2-1, a été synthétisé et purifié par
Eurogentec (Figure 29). Dans un premier temps, nous avons voulu valider la spécificité de
I'anticorps. Pour cela, nous avons tout d’abord surexprimé LIMK2-2b ou LIMK2-1 marqués
par une séquence hémaglutinine (HA) dans des cellules HEK. Nous avons ensuite effectué un
Western blot en utilisant I'anticorps anti-HA, qui nous a permis de situer la masse moléculaire

attendue pour HA-LIMK2-1 a environ 75 kDa.

Par la suite, I'anticorps anti-PP1i a été utilisé en Western blot sur des lysats de cellules
HEK transfectées par HA-LIMK2-2b, HA-LIMK2-1, de HEK et de NSC-34 non transfectées. La

protéine HA-LIMK2-1 est bien surexprimée dans I’échantillon de HEK transfecté, a la masse
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moléculaire attendue, ce qui nous a permis de valider 'anticorps. Nous avons également
montré I'expression de la protéine LIMK2-1 dans des lignées cellulaires humaines pour la
premiere fois. En effet, LIMK2-1 endogene, dont la masse moléculaire est inférieure de
quelques kDa a celle de LIMK2-1 étiqueté HA, est observée a la fois dans les cellules HEK
transfectées par HA-LIMK2-2b et dans les HEK non transfectées. Elle n’est pas observée dans
la lignée murine NSC-34, ce qui est cohérent avec les données bio-informatiques montrant

qu'il s’agit d’'une isoforme spécifique d'un sous-groupe des primates (Figure 37).
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a-actine

Figure 37 : Validation de I'anticorps anti-PP1i

Western blot anti-HA, anti-PP1i et anti-actine sur les lysats de HEK transfectés par
HA-LIMK2-2b ou HA-LIMK2-1 et sur les lysats non transfectés de HEK et de NSC-34. (* : Bande
non spécifique révélée par I'anticorps).

Dans un second temps, nous avons étudié I'expression de la protéine LIMK2-1 dans le
cerveau feetal et le cortex, I'hippocampe et le cervelet adultes humains. Pour cela, un Western
blot a été effectué sur des échantillons de protéines de cerveau humain. Afin de visualiser la
masse moléculaire de la protéine, des lysats de cellules HEK transfectées ou non par LIMK2-1
étiquetée par HA ont été analysés en paralleéle (Figure 38). Nous avons ainsi montré que la
protéine LIMK2-1 est exprimée dans le cerveau feetal et dans le cortex adulte. Son expression
est plus faible dans le cervelet et quasiment inexistante dans I’hippocampe. Nous observons
également des protéines a des masses moléculaires différentes de 75 kDa. Ces protéines
pourraient correspondre a LIMK2-1 présentant des modifications post-traductionnelles ou a
d’autres protéines possédant un domaine PP1i. Par ailleurs, il est intéressant de noter que les
échantillons de cerveau adulte proviennent de personnes d’ages tres différents. En effet, si les
échantillons de cortex et de cervelet ont été prélevés chez des personnes de 26 ans, ceux

d’hippocampe sont issus d’'une personne de 82 ans. L’expression de LIMK2-1 pourrait varier
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au cours de la vie. Ces résultats ne permettent donc pas de conclure définitivement quant a

I'expression de LIMK2-1 au niveau de I’hippocampe.
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Figure 38 : Expression de la protéine LIMK2-1 dans le SNC

Western blot anti-HA, anti-PP1i et anti-actine sur les lysats de cellules HEK transfectées par
HA-LIMK2-1, sur les lysats de HEK non transfectées et sur les échantillons de protéines totales
de cerveau feetal et de cortex, d’hippocampe et de cervelet adultes humains.
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II. Etude moléculaire de LIMK2-1

I1.1. Structure de LIMK2-1 et hypothese

Les données présentées dans ce chapitre font I'objet d’'une publication en cours de
rédaction sur les isoformes de LIMK2, écrite en collaboration avec le Dr. Vallée. Nous avons
déja vu qu’il existait trois isoformes de LIMK2 chez 'homme: LIMK2-2a, LIMK2-2b et
LIMK2-1. Les trois formes possedent deux domaines LIM, dont un premier domaine tronqué
pour LIMK2-2b et LIMK2-1, un domaine PDZ, un domaine S/P et un domaine kinase. La région
N-terminale de LIMK2-1 est identique a celle de LIMK2-2b. La région C-terminale de LIMK2-1
posseéde un domaine kinase tronqué de quelques acides aminés et un domaine putatif

inhibiteur de la phosphatase 1 (PP1i) (Figure 39).

LIMK2-2a w=_ LM H LM — —P0z I sp Kinase , I
12 a7 72 (. i53 256 i 128 513 BT
LIMK2-2b  «=—tiwH M —"pDz 1 s AT L
|

17 46351 s 132 215221 M7 32 578

LIMK2-1 -w 5P Kinase' = PPi  jc

17 448 51 IoF 132 215 221 507 32 570 38 .30

Figure 39 : Isoformes de LIMK2 chez I'homme

Les couleurs correspondent aux différents domaines de la protéine. Le rose et le violet sont
pour les domaines LIM’ et LIM, respectivement, le bleu est pour le domaine PDZ, le bleu clair
pour le domaine S/P, le vert pour le domaine kinase (foncé pour LIMK2-2a et LIMK2-2b, clair
pour LIMK2-1) et 'orange pour le domaine PP1i. Les bornes des domaines proviennent de la
base de données Pfam via Ensembl (http://www.ensembl.org).

Le domaine kinase de LIMK2 catalyse la phosphorylation de la cofiline sur sa sérine 3
et, par conséquent, l'inhibition de la dépolymérisation de l'actine. Lorsque LIMK2 est
surexprimée dans les cellules, la cofiline n’est plus capable de dépolymériser I'actine et une
accumulation de fibres de stress est observée (Maekawa et al., 1999; Sumi et al., 2001a; Vallée
et al., 2012). Nous avons supposé que le domaine kinase de I'isoforme LIMK2-1 agissait de la

méme facon.

Par ailleurs, la comparaison des séquences par blastp sur le site NCBI

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) nous a permis de voir que le domaine PP1i partageait
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93 % d’identité avec la protéine PHI-1 (PPP1R14B). Afin d’illustrer ce résultat, nous avons
aligné les séquences de la protéine PHI-1 entiere et du domaine PP1li griace au logiciel

Clustal O (Figure 40).

PHI-1 MADSGTAGGRALARPAPGPGSGGPGPEVY QS PPGAAGEGPGGADDEGFVERQGEVIVEY
Domaine PP1i (LIMEK2-1} @ ——w-—rrnr-rr-"rmrir————————————————— VERQGEVTIKY
EEEEEEEE - RE
PHI-1 DRKELRKRLNLEENILEQLTRLYDCQEEEI PELEIDVDELLDME SDDARAARVEELLVDC
Domaine PP1i (LIMKZ-1) DPEELRKHLNLEENILEQLTRLYDCQEEEI SELEIDVDELLDMESDDAWASEVEELLVDC
I T L T T T T
PHI-1 YEFTEAFISGLLDEIRGMQELST PQEK
Domaine PP1i (LIMEZ-1) YEPTEAFISGLLDEIBAMOELSTEPQ——

hkdedededee ek dhkkd chddedded ok

Figure 40 : Comparaison des séquences de PPP1R14B et du domaine PP1i de LIMK2-1

Les séquences de PPP1R14B (NM_138689) et de PP1i ont été alignées grace au logiciel
Clustal O (1.2.1). Les bornes du domaine PP1i proviennent de la base de données Pfam via le
site Ensembl.

La protéine PHI-1 est une protéine inhibitrice de la protéine phosphatase 1 (PP1) (Eto
etal.,, 1999). PP1 fait partie des protéines capables de déphosphoryler la sérine 3 de la cofiline
(Meberg et al., 1998). L’homologie de séquence entre PHI-1 et le domaine PP1i de LIMK2-1
suggere une homologie de fonction et nous permet de supposer que les deux protéines

seraient toutes les deux capables d’inhiber la phosphatase 1.
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Figure 41 : Modele hypothétique de fonctionnement de I'isoforme LIMK2-1

LIMK2-1 devrait, d’'une part, phosphoryler la cofiline et, d’autre part, inhiber la phosphatase 1,
ce qui empécherait la déphosphorylation de la cofiline. Ces deux actions combinées
entrainerait une augmentation de la polymérisation de I'actine et donc du nombre de fibres de
stress.

Notre hypothese est donc la suivante : LIMK2-1 devrait, d'une part, phosphoryler la
cofiline et favoriser la formation de fibres de stress grace a son domaine kinase et, d’autre
part, empécher la déphosphorylation de la cofiline par son domaine inhibiteur de la

phosphatase 1, ce qui se traduirait par une augmentation de la quantité de fibres de stress
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dans les cellules surexprimant LIMK2-1 par rapport aux cellules surexprimant LIMK2-2a ou

LIMK2-2b (Figure 41).
IL.2. Role de LIMK2-1 sur la polymérisation de I'actine

Afin de tester notre hypothése, nous avons surexprimé dans des cellules HeLa chacune
des isoformes de LIMK2, LIMK2-2a tronquée en C-terminal (LIMK2-2aACter), de fagon a avoir
le méme domaine kinase que LIMK2-1, LIMK2-1 sans domaine PP1li (LIMK2-1APP1i) et
LARPG6, toutes étiquetées par HA (Figure 42). Les cellules surexprimant HA-LIMK2-2a ou
HA-LIMK2-2b correspondent a notre témoin positif et celles transfectées par HA-LARP6 sont
notre témoin négatif. La construction HA-LIMK2-2aACter nous a permis d’évaluer I'impact de
la délétion de la région C-terminale, qui inclut quelques résidus du domaine kinase et la
région C-terminale en aval du domaine kinase, sur la formation des fibres de stress. La
construction HA-LIMK2-1APP1i nous a permis d’étudier I'impact de I'absence du domaine
PP1i.

HA-LARP &
Ha-LipAK2-2a I T T
HA-LIMKZ-2aacter T DT s
CESTINSSY 2 Mun'] U | POz

Ha-LInaE2-1 1B T R | POZ
HA-LINK2-14PP L 0 P s

Figure 42 : Constructions utilisées pour I’étude de la polymérisation de 'actine

HA-LARP6 correspond au témoin négatif. HA-LIMK2-2a et HA-LIMK2-2b sont les témoins
positifs. LIMK2-2aACter correspond a I'isoforme LIMK2-2a délétée de I'extrémité C-terminale
absente de l'isoforme LIMK2-1 et LIMK2-1APP1i correspond a l'isoforme LIMK2-1 sans son
domaine PP1i.

Nous avons fixé les cellules 48h apres transfection puis, apres avoir identifié les
cellules transfectées par immunocytochimie anti-HA, nous avons analysé la polymérisation de
I'actine a 'aide de phalloidine couplée a un fluorochrome. Les cellules ont été observées en
microscopie confocale. Pour chaque condition, des photos ont été prises tous les 0,6 pm sur
toute I'épaisseur de la cellule, puis les plans obtenus ont été fusionnés pour former une image
montrant les fibres de stress présentes dans toute la cellule. Sur les images obtenues, nous
avons pu distinguer 4 catégories. Dans la catégorie 1, les fibres de stress sont nombreuses,
présentes dans plusieurs plans de la cellule et se superposent sur I'image. Elles peuvent étre
cytoplasmiques et/ou a la périphérie de la cellule. Dans la catégorie 2, les fibres de stress sont
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moins nombreuses, elles ne sont pas présentes sur tous les plans mais parcourent toute la
cellule. Dans la catégorie 3, quelques fibres de stress sont observées. La catégorie 4

correspond a une absence de fibres de stress (Figure 43).

Figure 43 : Catégories observées de fibres de stress

Observation en microscopie confocale des fibres de stress dans des cellules HeLa. Les fibres
de stress sont classées en 4 catégories : nombreuses et présentes dans plusieurs plans de la
cellule (catégorie 1) (A), nombreuses mais pas présentes sur tous les plans (catégorie 2) (B),
éparses (catégories 3) (C) et absentes (catégorie 4) (D). Echelle : 50 pm.

Les cellules ont été comptées suite a 4 expériences indépendantes, qui ont permis
d’obtenir des résultats comparables. Les données pour chaque catégorie des 4 expériences
ont ensuite été additionnées (Figure 44) et les catégories ont été comparées entre elles.
Lorsque les cellules sont transfectées par HA-LARP6, qui correspond a notre témoin négatif,
78 % des cellules ne présentent aucune fibre de stress (catégorie 4) et 17 % présentent
quelques fibres éparses (catégorie 3). Les cellules transfectées par HA-LIMK2-2a ou
HA-LIMK2-2b présentent respectivement 80 et 67 % de cellules avec des fibres de stress
présentes sur tous les plans de la cellule (catégorie 1), et 14 et 21 % de cellules présentant des
fibres de stress nombreuses mais non superposées (catégorie 2). De maniére surprenante,
lorsque les cellules sont transfectées par HA-LIMK2-1, le nombre de fibres de stress présentes
sur tous les plans de la cellule est seulement de 10 % (catégorie 1). Nous observons

néanmoins 36 % de cellules présentant des fibres de stress le long du cytoplasme mais
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seulement sur certains plans (catégorie 2) et 21 % de cellules ne présentant que quelques
fibres de stress éparses (catégorie 3). Enfin, lorsque les cellules sont transfectées par les
constructions HA-LIMK2-2aACter ou HA-LIMK2-1APP1i, le nombre de cellules présentant des
fibres de stress éparses (catégorie 3) est augmenté par rapport aux cellules transfectées par
HA-LIMK2-1 (24 et 33 %, respectivement), de méme que le nombre de cellules ne présentant

aucune fibre de stress (55 et 45 %, respectivement).

m Catégorie 1
m Catégorie 2
Catégorie 3
] ] Catégaorie 4

Figure 44 : Représentation graphique des proportions de cellules de chaque catégorie

La proportion de cellules par catégorie est montrée pour chaque condition, c’est-a-dire pour
chaque transfection. Les catégories représentées correspondent aux cellules présentant des
fibres de stress nombreuses et présentes dans plusieurs plans de la cellule (catégorie 1),
nombreuses mais non superposées (catégorie 2), éparses (catégories 3) et absentes
(catégorie 4).
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La proportion de cellules de chaque catégorie semble différer en fonction de la
construction transfectée. Afin d’évaluer cette différence, nous avons comparé les profils de
fibres de stress par condition de transfection deux a deux (Tableau 10). Nous n’observons pas
de différence significative entre les catégories des cellules transfectées par HA-LIMK2-2a et
celles transfectées par HA-LIMK2-2b, qui correspondent toutes les deux a notre témoin
positif. Les cellules transfectées par HA-LARP6, qui correspond a notre témoin négatif,

présentent un profil de fibres de stress différent des cellules transfectées par chacune des
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autres constructions: HA-LIMK2-2a, HA-LIMK2-2aACter, HA-LIMK2-2b, HA-LIMK2-1 et
HA-LIMK2-1APP1i. Chacune de ces constructions devrait donc avoir un rdle dans la formation

des fibres de stress, indépendant de I'expérience de transfection.

Tableau 10 : Comparaison des profils de fibres de stress en fonction des transfections

Les conditions de transfection ont été comparées en utilisant le test exact de Fisher suivi
d’'une correction pour tests multiples. La p value obtenue est indiquée en haut a droite du
tableau. La significativité du test apparait dans la partie située en bas a gauche du tableau (*:
p<2,38E-03; **: p<9.52E-04 ; *** : p<4.76E-04 ; **** : p<4.76E-05 ; NS : non significatif).

HA-LARP6 HA-LIMK2-2a HA-LIMK2-2aACter HA-LIMK2-2b HA-LIMK2-1  HA-LIMK2-1APP1i

HA-LARP6 p=6.38E-39 p=7.96E-04 p=6.74E-33 p=6.89E-12 p=3.03E-05
HA-LIMK2-2a ok p=5.72E-26 p=2.26E-01 p=1.62E-20 p=3.03E-26
HA-LIMK2-2aACter ok ok p=9.77E-21 p=2.62E-03 p=1.71E-01
HA-LIMK2-2b ok NS ok p=5.39E-15 p=2.50E-21
HA-LIMK2-1 sk bk NS ek p=1.10E-02
HA-LIMK2-1APP1i ok ok NS ok NS

Une tendance se dégage également de la comparaison du profil des fibres de stress
entre les cellules transfectées par HA-LIMK2-1 et celles transfectées par HA-LIMK2-1APP1i,
de méme qu’entre celles transfectées par HA-LIMK2-1 et celles transfectées par
HA-LIMK2-2aACter. Nous avons vu que les cellules transfectées par HA-LIMK2-1 présentent
un profil de fibres de stress différent de celles transfectées par HA-LIMK2-1APP1i ou par
HA-LIMK2-2aACter. Nous n'avons pas pu mettre en évidence de différence significative entre
ces différentes conditions en prenant en compte une correction pour les tests multiples. Nos
résultats montrent néanmoins une tendance, suggérant que le domaine PP1i pourrait jouer un
role dans le profil observé. La différence semble moins importante entre les cellules
transfectées par HA-LIMK2-2aACter et celles transfectées par HA-LIMK2-1APP1i. Ces deux
constructions sont identiques en C-terminal, ou elles possedent un domaine kinase tronqué, et
different en N-terminal. La premiére possede deux domaines LIM entiers tandis que la
deuxiéme possede un domaine LIM entier et un domaine LIM tronqué en N-terminal. La
différence de profil entre les cellules transfectées par ces constructions et celles transfectées

par HA-LIMK2-1 pourrait donc étre essentiellement di au domaine PP1i.

Enfin, une différence significative est observée entre les cellules transfectées par
HA-LIMK2-2a et celles transfectées par HA-LIMK2-2aACter. Ces deux constructions ne
different que par I'absence du domaine C-terminal, qui inclut quelques acides aminés du
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domaine kinase. Cette différence pourrait avoir un impact fort sur la polymérisation de
I'actine. En effet, les cellules transfectées par HA-LIMK2-2a présentent dans la majorité des
cas des fibres de stress de catégorie 1, tandis que les cellules transfectées par
HA-LIMK2-2aACter ne possédent que tres peu de cellules de catégorie 1 et une majorité de

cellules de catégorie 4.

Ces résultats suggerent que chaque construction, a I'exception du témoin négatif, joue
un role dans la formation des fibres de stress. Ils ne nous permettent pas de confirmer notre
hypothese de départ, puisque les cellules exprimant LIMK2-1 présentent moins de fibres de
stress que celles exprimant LIMK2-2a ou LIMK2-2b. Ils suggérent néanmoins une implication
du domaine PP1i dans la formation des fibres de stress. Enfin, ils posent la question de la

fonctionnalité du domaine kinase lorsque celui-ci est tronqué en C-terminal.
I1.3. Role de LIMK2-1 sur la phosphorylation de la cofiline

Afin d’étudier la fonctionnalité du domaine kinase de LIMK2-1, nous avons transfecté
les différentes constructions présentées dans la Figure 42 dans des cellules HEK et nous avons
regardé, d’'une part, la phosphorylation de la cofiline endogene en fonction de la construction
surexprimée et, d’autre part, le role de chacune des protéines surexprimées sur la

phosphorylation de la cofiline in vitro.

Pour mesurer la phosphorylation de la cofiline endogéne, nous avons tout d’abord
transfecté nos constructions puis lysé les cellules. Nous avons ensuite effectué un Western
blot avec les lysats en utilisant un anticorps anti-HA, pour contrdler 'expression de notre
construction, un anticorps anti-actine, pour évaluer la quantité de protéines totales déposées
sur gel et des anticorps anti-cofiline et anti-phospho-cofiline, afin d’évaluer 1la

phosphorylation de la cofiline en fonction de la construction transfectée.

Lorsque les cellules sont transfectées par HA-LIMK2-2a ou par HA-LIMK2-2b, nous
pouvons observer un taux élevé de cofiline phosphorylée par rapport au taux de cofiline total.
Ce taux est faible quand les cellules sont transfectées par HA-LARP6, notre témoin négatif.
Dans les cellules transfectées par HA-LIMK2-1, HA-LIMK2-2aACter, HA-LIMK2-1APP1j, le taux

de cofiline phosphorylée est proche de celui observé dans le témoin négatif (Figure 45). Ces
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résultats refletent l'impact de la surexpression des constructions de LIMK2 sur la

phosphorylation de la cofiline dans le modele cellulaire des cellules HEK.
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Figure 45 : Phosphorylation de la cofiline in cellulo

(A) Western blot anti-actine, anti-HA, anti-cofiline et anti-phospho-cofiline sur les lysats de
HEK transfectées par HA-LIMK2-2a, HA-LIMK2-2b, HA-LIMK2-1, HA-LIMK2-2aACter,
HA-LIMK2-1APP1i ou HA-LARPS6. (B) Quantitification de la cofiline phosphorylée par rapport
a la cofiline totale et normalisation par le rapport obtenu pour HA-LIMK2-2a. Les valeurs
représentent la moyenne de trois expériences indépendantes + SEM. La significativité a été
évaluée en utilisant I'analyse de variance one-way ANOVA (****: p<0,001).

Afin de compléter ces résultats et de nous affranchir de la présence d’autres protéines
intracellulaires, nous avons étudié la phosphorylation de la cofiline in vitro. Pour cela, nous
avons surexprimé chacune des constructions présentées dans la Figure 42 dans des cellules
HEK, puis nous avons immunoprécipité les protéines produites grace a des billes couplées a
un anticorps anti-HA. Les protéines fixées aux billes ont ensuite été placées en présence de
cofiline purifiée, d’ATP et de y32P-ATP. Lorsque les constructions de LIMK2 étaient capables
de phosphoryler la cofiline, nous avons pu observer un immunomarquage au y32P, révélé par

autoradiographie.

Les résultats obtenus sont comparables a ceux obtenus in cellulo. HA-LIMK2-2a et
HA-LIMK2-2b phosphorylent la cofiline. Nous pouvons également observer que les deux
constructions s’autophosphorylent (*). HA-LARP6 ne phosphoryle pas la cofiline, de méme
que HA-LIMK2-1, HA-LIMK2-2aACter et HA-LIMK2-1APP1i (Figure 45).
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Figure 45 : Phosphorylation de la cofiline in vitro

(A) Cofiline phosphorylée au y32P-ATP par le test de l'activité kinase de HA-LIMK2-2a,
HA-LIMK2-2b, HA-LIMK2-1, HA-LIMK2-2aACter, HA-LIMK2-1APP1i et HA-LARP6 (*:
Autophosphorylation de LIMK2), Western blot anti-HA des immunoprécipitats de chaque
construction et visualisation de la cofiline totale au BluePage fermentas. (B) Quantitification
de la cofiline phosphorylée par rapport a la cofiline totale et normalisation par le rapport
obtenu pour HA-LIMK2-2a. Les valeurs représentent la moyenne de trois expériences
indépendantes + SEM. La significativité a été évaluée en utilisant I'analyse de variance
one-way ANOVA (****: p<0,001).

Ces résultats montrent donc, d’'une part, que LIMK2-1 ne phosphoryle pas la cofiline.
D’autre part, il semble que cette absence de phosphorylation ne soit pas due a la présence
d’'un domaine supplémentaire PP1i, qui pourrait en se repliant provoquer un encombrement
stérique et empécher 'isoforme LIMK2-1 d’interagir avec la cofiline et de la phosphoryler. De
plus, lorsque I'on retire I'extrémité C-terminale de LIMK2-2a, dont les quelques acides aminés
qui ne sont pas dans le domaine kinase tronqué de LIMK2-1, la cofiline n’est pas phosphorylée
non plus. L'extremité C-terminale de LIMK2-2a et 2b jouerait donc un role crucial dans la

phosphorylation de la cofiline.

11.4. Caractérisation du domaine PP1i

II.4.1.Interaction entre la phosphatase 1 etle domaine PP1i de LIMK2-1

Le domaine PP1i de LIMK2-1 partage 93 % d’identité avec la protéine PHI-1. Nous
supposons que si le domaine PP1i de LIMK2-1 agit sur la phosphatase 1 (PP1) de la méme
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facon que la protéine PHI-1 en l'inhibant, il doit dans un premier temps interagir avec PP1.
Nous avons donc testé I'interaction entre PP1 et le domaine PP1i de LIMK2-1. Pour cela, nous
avons co-transfecté dans un premier temps PP1 étiquetée Flag avec soit HA-LARP6, soit
HA-LIMK2-2a, soit HA-LIMK2-2b, soit HA-LIMK2-1 (Figure 46).

Flag-PP1

Ha Lare s I
Ha-Linkz-2a R T |

HA-LIME2-21

Ha-LinE2-1 I T I W eeii
HA-KINZ
HA-KINL [ T

HA-PP L

Figure 46 : Constructions utilisées pour I'étude de I'interaction entre PP1 et LIMK2-1
L’interaction a été testée entre Flag-PP1 et HA-LARP6, qui correspond au témoin négatif,
HA-LIMK2-2a, HA-LIMK2-2b, HA-LIMK2-1, HA-KIN2, HA-KIN1 ou HA-PP1i.

Nous avons ensuite effectué une co-immunoprécipitation anti-Flag et révélé les lysats
et les éluats avec un anticorps anti-Flag et un anticorps anti-HA (Figure 47A). Cette premiére
étude a montré que HA-LARP6 n’interagissait pas avec Flag-PP1. En revanche, nous avons mis
en évidence une interaction faible entre HA-LIMK2-2a ou HA-LIMK2-2b et Flag-PP1 et une
interaction plus forte entre HA-LIMK2-1 et Flag-PP1.
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Figure 47 : Interaction entre PP1 étiquetée Flag et les différentes isoformes de LIMK2
Western blot anti-HA et anti-Flag des lysats et des éluats anti-Flag obtenus a partir des
co-transfections de Flag-PP1 et soit HA-LARPS6, soit HA-LIMK2-2a, soit HA-LIMK2-2b, soit
HA-LIMK2-1 (A), Flag-PP1 et soit HA-KIN1, soit HA-KIN2 (B), Flag-PP1 et HA-PP1i (C).
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Dans les cellules de mammiféres, il existe environ 40 sérine/thréonine phosphatases,
dont fait partie PP1, pour prés de 400 sérine/thréonine kinases. Afin d’interagir avec
I'ensemble de leurs cibles, la diversité des phosphatases ne s’est pas étendue par duplication
génique mais via l'interaction avec d’autres protéines qui régulent leurs interactions avec
différents substrats (Bollen et al, 2010). Plusieurs sites d’interaction de PP1 avec des
partenaires ont été identifiés. Le mieux caractérisé est le site R/K-V/I-X-F (Egloff et al,,
1997). 1l constitue un motif d’ancrage pour une liaison initiale de PP1 a son partenaire. Une
deuxieme interaction avec un autre site du partenaire amene la spécificité d’interaction de

PP1 avec son substrat (Heroes et al.,, 2013).

>LARP6

MAOSGGEARPGPETAVOIRVAIQEAEDVDELEDEEEGAETRGAGDPARY LEPGWGSASEEEPSRGHSGTTASGGE
NEREDLEQEWRPPDEELIRELVDOIEFY FSDENLERDAFLLEHVRENELGYVSVELLTSFEEVEHLTRDWRT TAH
ALEYSVVLELNEDHREVRRTTFVEPLEENENLEPSEMLLVYDLY LSPFLWALATPORNGEVOERVMEHLLELEFGTEG
VISSVRILEPGRELPPDIRRISSRYSOVGTOECAIVEFEEVEAATFAHEFMITESOGRENMEAVLIGMEPPEEEP
ARDENHDEEPTAS THLNESLNERVEELOYMGDESSANSSSDPESNPTSPMAGRRHALA TNELSPSGHONLFLSPNA
SPCTSPWSSPLACQRRGVSRESPLAEEGRINCSTSPEIFRRECMDYSSDSSVIPSGSPWVRRRROAEMGTOERSPGT
SPLLSREMOTADGLEVGVLRELPRGPDNTRGFHGHERSRACT

>LIMKZ-2a

MEATLAGEDVWRCPGCGDHIAPSOIWY RTVNETWHGSCFRCSECODSLTNWY YERDGELY CPEDYWGEFGEFCHGT
SLIMTGPFMVAGEFEYHPECFACMSCEVIIEDGDAYALVOHATLY CGRCHNEVV LAPMFERLSTESVOEQLEYSV
TLISMPATTEGRRGFSVSVESACSNYATTVOVEEVNRMHISPNNRNATHPGDRILEINGTPVRTLRVEEVEDATS
OTSOTLOLLIENDPVSORLDOLRELEARLAPHMONAGHPHALSTLDTRENLEGTLERRSLERSNSISESPGPSSER
EPLLFSRDISRSESLRCSSSYSQOTIFRPCDLIHGEVLGRGFFGOATRVTHREATGRVMVMKELIRCDEETQORTFLT
EVRVMRS LDHPNVLEF I GVLYRDRKLNLLTEY IEGGTLRDFLRSMDPFPWOOKVRFARG IASGMAYLHSMCI IHR
DLNSHNCLIKLDRKT ADFGLSRLIVEERKRAPMERATTERRTLRENDRKKRY TVVGNPYWMAPEMLNGRSYDE
TVDIFSFGIVLCEI IGOQVYADPDCLPRTLDFGINVELFRERFVPTDCPPAFFPLAAT CCRLEPESRPAFSKLEDS
FEALSLYLGELGIPLEFAELEELDHTVSMOYGLTRDSEFR

>LIMKZ - 2b

MGESYLSVPAYFTSROLFRCSECOQDSLTNWY Y EFDGELYCPEDYWGERFGEFCHGCSLLMT GPFMVAGEFEYHPECE
ACMSCEVIIEDGDAYALVOHATLY CGRCHNEVVLAPMFERLSTESVOECLPYSVILISMPATTEGRRGFSVSVES
ACSNYATTVOVEEVNEMHI SENNENATHPGDRILEINGTFVRTLEVEEVEDATSOTSOTLOLLIEHDPVSORLDO
LRLEARLAPHMONAGHPHALSTLDTREENLEGTLRRRSLRRSNS ISESPGPSSPREPLLFSRDISRSESLRCSSSY
SOOI FRPCDLIHGEVLGRGFFGOAI KVTHRATGRVMVMKEL IRCDEETORTFLTEVRVMRS LDHPNVLEFIGVLY
KDERLNLLTEY IEGGTLRDFLRSMDPFPRWQORVRFARGIASGMAYIHSMC I IHRDLNSHNCLIKLDKTVVVADFG
LSRLIVEERKRAPMERATTRRRTLRENDREERYTVVGNPYRHMAPEMLNGRSYDETVD IFSFGIVLCETI IGOVYAD
PDCLPRTLDFGLNVRELFWERFVPTDCPPAFFPLAAI CCRLEPESRPAFSRLEDSFEATLSLYLGELGIFPLPAELEE
LDHTVSMOYGLTRDSPP

>LIMKZ-1

MGSYLESVPAYFTSROLFRCSECODSLTNWY YEFDGELY CPEDYWGEFGEFCHGC SLIMT GPFMVAGEFEYHPECE
ACMSCEVIIEDGDAYALVOHATLY CGRCHNEVVLAPMFERLSTESVOEQLPYSVILISMPATTEGRRGEFSVSVES
ACSNYATTVOVEEVNRMHT SPNNRNATHPGDRILEINGTPVRTLRVEEVEDATSOTSOTLOLLIEHDPVSORTLDO
LELEARLAPHMONAGHPHALSTLDTRENLEGTLRRRSLERSNS ISFESPGPSSPEEPLLESRDISRSESLRCSSSY
SCOIFRPCDLIHGEVLGRGFFGOATIRVITHRATGRVMVMKEL I RCDEETQRTFLTEVRVMRS LDHPNVLKFIGVLY
KDKRELNLLTEY IEGGTLRDFLRSMDFPFPRWOORKVRFARGIASGMAYIHSMC I IHRDLNSHNCLIKLDKTVY
LSRLIVEERKRAPMERATTRFRTLREKNDRKERY TGh APEMLNGESYDETVD IFSFGIVLCEI IGOVYAD
PDCLPRTLDFGLNVELFWEKFVPTDCPPAFFPLAAT CCRLEPESRAPPGRAAGEGPGCADDEGPVRROGEVTIEYD
PRELREHLNLEEWILEQLTRLYDCOEEEISELEIDVDELLDMESDDAWASRVEELLVICYRPTEAFISGLLDEIR
LMOFELSTPORE

Figure 48 : Séquences protéiques de LARP6, LIMK2-2a, LIMK2-2b et LIMK2-1

Les séquences ont été obtenues sur la base de données UCSC Genome browser
(LARP6 : NM_018357.3; LIMK2-2a: NM_005569.3; LIMK2-2b: NM_016733.2; LIMK2-1:
NM_001031801.1). Les domaines kinases des LIMK apparaissent en vert. La séquence
consensus reconnue par PP1 (R/K-V/I-X-F) est soulignée.

Par analyse de séquence, nous avons identifié le motif R/K-V/I-X-F pour chacune des

isoformes de LIMK2 étudiée. En revanche, elle n’a pas été retrouvée pour LARP6, qui
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constitue donc un bon témoin négatif (Figure 48). Puisque l'interaction entre LIMK2-1 et PP1
semble plus forte que celle entre PP1 et les deux autres isoformes, nous avons supposé que la
spécificité de I'interaction provenait d’'une interaction entre PP1 et une séquence située dans
le domaine PP1i. Afin de confirmer cette hypothese, nous avons co-transfecté PP1 étiquetée
Flag avec le domaine kinase de I'isoforme LIMK2-2a (KIN2), avec le domaine kinase et PP1i de
I'isoforme LIMK2-1 (KIN1) ou avec le domaine PP1i seul, tous étiquetés HA. Nous avons
ensuite effectué une co-immunoprécipitation anti-Flag et révélé les lysats et les éluats avec un
anticorps anti-Flag et un anticorps anti-HA (Figure 47B et C). Ce deuxiéme travail a confirmé
que l'interaction était plus faible entre PP1 et le domaine kinase de LIMK2-2a qu’entre PP1 et
les domaines kinase et PP1i de LIMK2-1. Il a également montré que PP1 interagissait avec le

domaine PP1i de LIMK2-1.
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III. Caractérisation du variant p.S668P

III.1. Association entre le variant p.S668P et la déficience

intellectuelle

Au cours de la theése précédente (Tastet, 2012), LIMK2-1 a été séquencé dans une
cohorte de patients atteints de déficience intellectuelle non syndromique et un variant a été
identifié dans la séquence codant le domaine PP1i (rs151191437). Cette transition d'une
thymine en cytosine a été significativement associée a la DI et entraine la substitution d'une
sérine en proline en position 668 de la protéine LIMK2-1. L’homologue de la sérine 668 de
LIMK2-1 dans la protéine PHI-1 est tres conservé, ce qui suggere qu’elle pourrait étre
importante pour la fonction de la protéine. Nous avons également étudié la conservation de la
thymine au niveau de la séquence de I'’exon codant le domaine PP1i chez le chimpanzé, le

gorille et 'orang-outan (Figure 49).
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GGCGCCRRGGGRRGETCACCATCARGTATGRACCCCARAGGAGCTAC-—-RARGCACCTCRACT
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TGCTGGRCAAGATCCGEGCCATGCAGRAGCTGAGCACACCCCAGRAGRAGTGR
AR A AR AAARAAAARAAAARRAARAAARAAARAAAAARNAR ARAAARAAARAR

Figure 49 : Alignement des séquences de I’exon codant PP1i chez les hominidés

Les séquences comparées sont celles de 'orang-outan (Pongo abelii, NW_002891525.1), du
gorille (Gorilla gorilla, NC_018446.1) et du chimpanzé (Pan troglodytes, NC_006489.3). Les
séquences ont été alignées grace au logiciel Clustal O (1.2.1). La thymidine, encadrée en rouge,
est conservée chez les 4 espéces.
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Nous avons évalué l'effet de la variation grace aux logiciels Polyphen2 et Mutation
Tester. La premiére analyse montre que la mutation est potentiellement pathogene, avec un
score de 0,956 (Figure 50) tandis que la deuxieme considére le variant comme un

polymorphisme non pathogene.

This mutation is predictedto be POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.956 (sensitivity: 0.79; specificity: 0.958)

0.00 0.20 0,40 0.60 0.80 1.00

Figure 50 : Evaluation de I'effet de la mutation par le logiciel Polyphen?2

La mutation est considérée comme potentiellement pathogéne, avec une sensibilité de 0,79 et
une spécificité de 0,95. La sensibilité correspond a la capacité d'un test a donner un résultat
positif lorsque I'hypothese est vérifiée et la spécificité mesure la capacité d’un test a donner
un résultat négatif lorsque '’hypothése n’est pas vérifiée.

Par ailleurs, le variant a été étudié par une modélisation in silico et montre que le
changement d’acide aminé pourrait entrainer la disparition d’'une boucle de I'hélice a située a
I'extrémité C-terminale du domaine PP1li (partie IV des résultats). Afin de compléter ces
données bio-informatiques, nous avons étudié l'impact de la mutation p.S668P sur la

formation des fibres de stress et sur I'interaction entre la phosphatase 1 et le domaine PP1i.
II.2. Impact moléculaire de la variation p.S668P

I11.2.1. Formation de fibres de stress

Nous avons évalué I'impact de la mutation sur la formation des fibres de stress. Pour
cela, parallelement aux transfections décrites dans la partie II.2.,, nous avons transfecté
LIMK2-1S668P étiquetée HA dans des cellules HeLa. Nous avons fixé les cellules 48h aprées
transfection puis, aprés avoir identifié les cellules transfectées par immunocytochimie
anti-HA, nous avons analysé la polymérisation de l'actine 'aide de phalloidine couplée a un
fluorochrome. Nous avons ensuite évalué le nombre de fibres de stress de la méme facon que

dans la partie I1.2 des résultats (Figure 51).

Aucune des cellules transfectées par HA-LIMK2-1S668P ne présentent de fibres de
stress sur tous les plans de la cellule (catégorie 1), de maniére similaire a celles transfectées
par HA-LIMK2-1APP1i qui n’en présentent que dans 1 % des cas. En revanche, les cellules

transfectées par HA-LIMK2-1 présentent des fibres de stress de catégorie 1 dans 10 % des cas.
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Dans 36 % des cas, les cellules surexprimant HA-LIMK2-1S668P présentent des fibres de
stress traversant la cellule mais non superposées (catégorie 2), dans 28 % des cas quelques
fibres de stress éparses (catégorie 3) et dans 35 % des cas, aucune fibre de stress

(catégorie 4).
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Figure 51 : Représentation graphique des proportions de cellules de chaque catégorie

La proportion de cellules par catégorie est montrée pour chaque condition, c’est-a-dire pour
chaque transfection, incluant la transfection d'HA-LIMK2-1S668P. Les catégories représentées
correspondent aux cellules présentant des fibres de stress nombreuses et présentes dans
plusieurs plans de la cellule (catégorie 1), nombreuses mais présentes sur moins de plans
(catégorie 2), éparses (catégories 3) et absentes (catégorie 4).

Nous avons utilisé un test de Fisher pour comparer les profils des fibres de stress pour
les cellules transfectées par HA-LIMK2-1S668P par rapport aux cellules transfectées par les
autres constructions (Tableau 11). Le profil des fibres de stress des cellules transfectées par
HA-LIMK2-1S668P est différent de celui des cellules transfectées par le témoin négatif et par
les témoins positifs. Il est aussi différent de celui de cellules surexprimant HA-LIMK2-1. Nous
n‘avons pas pu mettre en évidence de différence significative entre le profil des cellules
transfectées par HA-LIMK2-1 et celui des cellules transfectées par HA-LIMK2-1S668P en
prenant en compte une correction pour les tests multiples, mais nos résultats montrent une

tendance qui suggere un impact de la mutation sur la formation des fibres de stress.

De maniere intéressante, la différence entre le profil des fibres de stress des cellules
transfectées par HA-LIMK2-2aACter et celui des cellules transfectées par HA-LIMK2-1S668P

est plus importante que la différence entre les cellules transfectées par HA-LIMK2-1APP1i et
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celles transfectées par HA-LIMK2-1S668P. HA-LIMK2-2aACter et HA-LIMK2-1APP1i
pourraient donc avoir un réle différent sur la formation des fibres de stress. La différence
entre ces deux constructions est située au niveau de la région N-terminale. En effet, la
premiere possede deux domaines LIM entiers tandis que la seconde possede un domaine LIM
tronqué et un domaine LIM entier. C’est cette région qui pourrait étre responsable de la

différence entre HA-LIMK2-2aACter et HA-LIMK2-1APP1i.

Tableau 11 : Comparaison de profils de fibres de stress par rapport a HA-LIMK2-1S668P

Les cellules transfectées par HA-LIMK2-1S668P sont comparées aux cellules transfectées par
les autres constructions. Les conditions de transfection ont été comparées en utilisant le test
exact de Fisher suivi d’'une correction pour tests multiples. La p value obtenue et la
significativité du test sont présentées (*: p<2,38E-03; **: p<9.52E-04; ***: p<4.76E-04 ;
*RE* 1 p<4.76E-05 ; NS : non significatif).

HA-LARP6 HA-LIMK2-2a  HA-LIMK2-2aACter HA-LIMK2-2b  HA-LIMK2-1 HA-LIMK2-1APP1i

p=8.35E-10  p=3.30E-30 p=2.50E-04 p=5.52E-24  p=1.55E-02 p=0.11

HA-LIMK2-1S668P

De maniére plus générale, ces résultats mettent en évidence, d’'une part, un impact de
la mutation sur la formation des fibres de stress et suggerent, d’autre part, un role de la région
N-terminale de LIMK2, et plus précisément des domaines LIM, sur le profil observé des fibres

de stress.
I11.2.2. Interaction entre PP1 et le domaine PP1i

Nos résultats précédents suggerent que PP1 interagit spécifiquement avec une
séquence localisée dans le domaine PP1i de LIMK2-1. Nous avons voulu voir si le domaine
PP1i interagissait toujours avec PP1 lorsqu'’il portait la mutation S668P. Pour cela, nous avons
co-transfecté PP1 étiquetée Flag avec le domaine PP1i ou le domaine PP1i muté étiquetés HA

(Figure 52).

Flag-PP1

HA-PPLI
HAPPLiSEEEP

Figure 52 : Constructions utilisées pour I’étude de la variation p.S668P
L’'impact de la variation p.S668P a été étudié sur l'interaction avec PP1. L’interaction a été
testée entre Flag-PP1 et HA-PP1i ou HA-PP1iS668P.
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Nous avons ensuite révélé les lysats et les éluats avec un anticorps anti-Flag et un
anticorps anti-HA (Figure 53). Le domaine PP1i de LIMK2-1 interagit moins bien avec PP1
lorsque la mutation S668P est introduite. Cet impact de la mutation pourrait étre dii a un

changement de conformation du domaine PP1i.

Lysats Eluats

Figure 53 : Interaction entre PP1 et le domaine PP1i porteur de la mutation S668P
Western blot anti-HA et anti-Flag des lysats et des éluats anti-Flag obtenus a partir des
co-transfections de Flag-PP1 et HA-PP1i ou HA-PP1iS668P.

II1.3. Mise en place d'un modele de neurodéveloppement humain

Au cours de la these précédente (Tastet, 2012), 'impact de la mutation a été étudié sur
un modele cellulaire murin : les NSC-34. Cette analyse a mis en évidence une variation de la
longueur des neurites lorsque la protéine mutée est surexprimée, par rapport a une
surexpression de la protéine normale (partie IV des résultats). L’isoforme LIMK2-1 étant
spécifique des hominidés, nous avons voulu mettre en place un modele de
neurodéveloppement humain afin d’étudier I'impact de la mutation sur des cellules humaines

et, le cas échéant, de confirmer les résultats observés lors de I’étude sur les cellules murines.

Nous avons choisi d’utiliser des SH-SY5Y, qui sont des cellules de neuroblastomes
humains constituant un modele pour étudier les phases initiales de la différenciation
neuronale (de Bittencourt Pasquali et al, 2014). Nous avons exposé les cellules a 'acide
rétinoique puis nous les avons observées au microscope optique avant la différenciation, 3
jours et 6 jours apres le début de la différenciation afin d’évaluer les modifications
morphologiques. Nous avons également extrait les ARN a J0, a J3 et a J6 pour mesurer
I'expression de la protéine GAP43, un marqueur de la différenciation neuronale (Shiohira et

al, 2012).
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Au cours de la différenciation, nous pouvons observer une modification du nombre et
de la morphologie des cellules qui deviennent moins nombreuses, plus allongées, et
développent des neurites (Figure 54). La quantification de 'ARNm de GAP43 montre une

légere augmentation au cours de la différenciation (Figure 55).
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Figure 54 : Observation des SH-SY5Y au microscope optique
Les cellules ont été observées au microscope optique a J0, a J3 et a J6. Echelle : 10 pm.

i B Expression de GAP43

9 ¥

GAP43 =

0.4

0,2

Ratio
GAP43/actine

10 13 14

Figure 55 : Expression du marqueur de différenciation neuronale GAP43

(A) Expression de ’ARNm de GAP43 et de I'actine a J0, a J3 et a 6. (B) Quantification du taux
d’ARNm de GAP43 normalisé par rapport a I'actine. Les valeurs représentent la moyenne de
trois expériences indépendantes + SEM.

Nous avons donc pu différencier les cellules SH-SY5Y. Toutefois, la mise en place du
modele de neurodéveloppement nécessite également l'optimisation de la transfection des
SH-SY5Y. Ce travail n’est pas abouti a ce jour et fait partie des perspectives immédiates de ce

travail.
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IV. Article soumis dans Neuroscience

Les résultats issus de la these précédente (Tastet, 2012) et portant sur LIMK2-1 ont fait
I'objet d’un article, auquel ont été ajoutés les résultats portant sur l'expression de LIMK2-1
(partie I des résultats) et les nouvelles données concernant I'apparition de LIMK2-1 au cours
de I'évolution (partie III des résultats). Cet article, intitulé « LIMK2-1 is hominidae-specific
isforom of LIMK2 expressed in central nervous system and associated with intellectual

disability » sera soumis dans Neuroscience et est présenté ci-apres.
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Abstract

LIMK1 and LIMK2 are involved in neuronal function by regulating actin dynamics.
Different isoforms of LIMK2 are described in databanks and some of them, LIMK2-2a, 2b and 2d
have been characterized. A few pieces of evidence suggest that LIMK2 isoforms might not have

overlapping functions. In this study, we focused our attention on a humanLIMK2 isoform,

LIMK2-1.

Compared to the other LIMK2 isoforms, LIMK2-1 contains a supplementary phosphatase 1
inhibitory domain (PP1i). We found out this isoform is primate-specific (Hominidae) and showed it
is expressed in human fetal and adult brain. Its coding sequence was sequenced in 173 patients with
sporadic non-syndromic intellectual disability (ID), and we could associate a rare missense
mutation in the PP1i domain (rs151191437, p.S668P) with ID. We also showed that LIMK2-1 was
shown to play a role in neurite outgrowth and the p.S668P variation appeared to disturb this impact.
Therefore our results demonstrate that LIMK2-1 is a new functional isoform of LIMK2 playing a

role in the brain, and that a rare variation of this isoform is a susceptibility factor in ID.

1. Introduction

LIMK family comprises two members: LIMK1 and LIMK?2. These two proteins share 50 %
identity. They are Ser/Thr kinases involved in cytoskeleton remodelling. They phosphorylate and
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subsequently inactivate cofilin, an actin depolymerising factor (Arber et al., 1998c). Their role on
actin dynamics through their regulation of the balance between phospho-cofilin and cofilin has been
widely described (Aizawa et al., 2001; Endo et al., 2007; Hsieh et al., 2006). They also regulate
microtubule stability (Gorovoy et al., 2005), and play a role in mitotic spindle integrity (Heng et al.,
2012; Po’uha et al., 2010). They are involved in cancer development and metastasis propagation
(Manetti, 2012; Scott and Olson, 2007). They also play a role in neuronal functions, particularly in
neurite outgrowth and synaptic plasticity, and in several neuronal diseases (Cuberos et al., 2015).
Recent studies suggest a role for LIMKs independently of cofilin phosphorylation, especially in
neuronal functions. Other substrates of LIMK1 have been identified in the central nervous system
(CNS) (Sacchetti et al., 2006; Yang et al., 2004a). One of them, CREB, is involved in long-term
late-phase potentiation (L-LTP) and long term memory (Todorovski et al., 2015). Furthermore,
LIMKs seem to exert functions independently of their kinase activity since overexpression of the
N-terminal non-catalytic region of LIMKI1 in PCI12 cells has been shown to inhibit neurite
outgrowth (Birkenfeld et al., 2001)whereas overexpression of LIMK2d (a LIMK2 isoform lacking
the kinase domain) in NSC-34 cells led to a significant increase in neurite length (Tastet et al.,

2012).

Several pieces of evidence suggest that LIMK1 and LIMK2 most probably play distinct
roles particularly in the CNS. Indeed, deletion of LIMKI or LIMK? results in relatively mild but
different phenotypes in mice (Meng et al., 2002, 2004), they are differently regulated by Rho family
GTPases (Edwards et al., 1999; Sumi et al., 2001a, 2001b) and they have different subcellular
localizations and activities during the different stages of the cell cycle (Acevedo et al., 2006; Foletta
et al., 2004; Sumi et al., 2006). Different isoforms of LIMK?2 are described in the databanks and
some of them (LIMK2-2a, 2b, 2d) have been characterized. However, most of the studies on
LIMK2 do not precise which isoform is under investigation. Different arguments indicate that they
might display functional differences. For example, LIMK2-2a and LIMK2-2b exhibit different
tissue distribution and are differently expressed during development stages (Osada et al. 1996,
Nomoto et al. 1999). Furthermore, their cellular localization and stability differs (Gamell et al.,
2013; Osada et al., 1996). In addition, LIMK2-2b as well as LIMK2-1, but not LIMK2-2a, are
targets of p53 (Croft et al., 2011).

The present study focuses on LIMK2-1, a human LIMK?2 isoform poorly studied. So far,
only one paper refers to LIMK2-1 existence at an mRNA level (Croft et al. 2011). Compared to the

other isoforms, LIMK2-1 lacks a few amino acids in its kinase domain and contains a
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supplementary phosphatase 1 inhibitory domain (PP1i) at its C-terminal extremity. By in silico
analysis, we showed that this isoform is specific to hominidae primates. We demonstrated that
LIMK2-1 is expressed in human fetal and adult brain, both at mRNA and protein level. These
observations, together with the known involvement of LIM kinases in neurodevelopment, prompted
us to further study this particular isoform in cognitive disorders. We found out an association
between a rare mutation in the PP1i domain of LIMK2-1 and non-syndromic intellectual disability
(ID). On a functional level, we demonstrated that LIMK2-1 has a distinct effect on neurite
outgrowth compared to LIMK2-2b, and that the mutation associated with ID disturbs this effect.

2. Materials and methods
2.1 Subjects

Patients with non-syndromic ID were examined in the Child Psychiatry Unit and the Clinical
genetics Unit of the University Hospital of Tours (France) (n=173). Recognizable genetic diseases
have been excluded by clinicians and cytogeneticists. All patients tested were negative for fragile X
mutation. A practitioner from the Center of Clinical Investigations in Tours examined control
individuals. These control individuals and their family did not present any psychiatric or
developmental diseases. Written consents were obtained from patients (or parents) and from control

individuals.

2.2 Genetic analysis

Genomic DNA was extracted from peripheral blood samples using standard procedures. The
sequence coding the PP11 domain was analyzed by sequencing. PCR were done in a final volume of
50 pL containing 10 pmol of each primer, 125 nmol MgCl,, 10 nmol dNTP, 50 ng DNA, 1X GoTaq
flexi buffer and 1.25U GoTaq polymerase (Promega, Madison, USA). Reactions were performed at
95°C 1 min, 60°C 30 sec, 72°C 1 min for 35 cycles. Sequencing reactions were done in a volume of
10 uL containing 20 pmol of either forward or reverse primer (Table S1), 2 uL of PCR products, 1X
buffer and 1 pL of BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems,Cheshire, UK). Reactions were
performed at 96°C 10 sec, 50°C 5 sec, 60°C 4 min for 25 cycles. Products were purified on
Millipore Montage SEQ96 plates before bidirectional sequencing in an ABI 3130xl sequencer
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France; analysis with CodonCode Aligner Software). Genotype
frequencies  were compared using a  Fisher exact test (BiostaTGV  server,

http://marne.u707 jussieu.fr/biostatgv/).
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2.3 Comparison of sequences, 2D structures and 3D modeling

The presence of a PPli-coding sequence in LIMK?2 isoform of a variety of species among
evolution was studied using blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 2D structure
comparison and 3D modeling of the PPli domain of LIMK2-1 was done first by searching the
Brookhaven Protein Data Bank for the most similar protein(s) to this domain. Among the
crystallized proteins, PKC-potentiated inhibitory protein of PP1, CPI-17 chain A, showed the
highest sequence identity with the PP1i of LIMK2-1 (38%). Protein phosphatase 1 regulatory
subunit 14B (PHI-1, PPP1R14B) presented a higher percentage of identity but its 3D structure is not
known. 2D structure comparison of the PP1i domain of LIMK2-1 and CPI-17 was done using the
ESPRIT software and PDB data (#1J2M). We used the coordinates of CPI-17 structure in the
Swiss-model workspace (http://swissmodel.expasy.org/workspace/; default parameters) to model
the wild type and mutant forms of the PP1i domain of LIMK2-1. Ribbon representations of the wild

type and mutant forms were obtained using the molecular graphics tool PyMOL v1.3.

2.4 Cell culture

HEK-293 cells (85120602, European Collection of Cell cultures, Salisbury, UK) were
cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) Ig/L glucose (Sigma-Aldrich)
supplemented with 10 % fetal calf serum. Neuronal cell line NSC-34 (CLU140-A, Tebu-Bio, Le
Perray-en-Yvelines, France) was cultured in DMEM containing 4.5 g/L glucose, 0.58 g/L L-
glutamine and 10 % fetal bovine serum, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin (Sigma-

Aldrich,St.Louis, MO).

2.5 PCR

LIMK?2-1 specific cDNA region (exons 15 to 16-1) (figure 1A) and GAPDH were amplified
using GoTagR Flexi DNA Polymerase (Promega) in a 25 puL reaction mixture containing 1 pL of
human fetal brain, adult cortex, hippocampus and cerebellum ¢cDNA (BioChainR, Newark, CA)
according to the supplier’s instructions. Primer sequences are in table S1. Amplification consisted

in 35 cycles of 94°C 10 sec, 60°C 30 sec and 72°C 30 sec.

2.6 Transfection

Plasmids used in this study are listed in Table 1. HEK-293 cells were transfected with 10 pg
of plasmid/10-mm dish with Calcium Phosphate method. NSC-34 cells (30 % confluence) were

transfected with Lipofectamine 2000 according to manufacturer's instructions (Invitrogen™) one
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hour after plating. Medium was replaced with DMEM without serum 4 hours after transfection.

Neurite outgrowth was induced by this serum starvation during 36 hours.

2.7 Protein extraction and Western blotting

Total proteins from HEK-293 and NSC-34 cells were extracted using a lysis buffer
containing 50 mM Tris, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.1 % Triton X-100, 50 mM sodium fluoride,
10 pg/ml aprotinin, 10 mM pyrophosphate, 1 mM sodium orthovanadate, 20 mM para-
nitrophenylphosphate, 1 pg/ml leupeptin, 50 ng/ml okadaic acid, 1 mM phenylmethane sulfonyl
fluoride and 20 mMp-glycerophosphate. 15 to 20 ug of total proteins and proteins from human fetal
brain, adult cortex, hippocampus and cerebellum (BioChainR, Newark, CA) were separated by
SDS-PAGE and transferred to a polyvinylidene fluoride membrane. Membrane was first incubated
within 5 % milk in Tris buffer saline, 0.1 % Tween-20. Membrane was then incubated with rabbit
anti-PP1i antibody developed for us by Eurogentec (1/2000) overnight at 4°C. Horseradish
peroxidase-conjugated rabbit anti-goat antibody (656120, Invitrogen™, 1/33000) was used as
secondary antibody before chemiluminescence analysis using the SuperSignal West Dura

Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific).

2.8 Immunofluorescence and assessment of neurite length

The neurite length was assessed after immunofluorescence staining. Cell medium was
removed and the cells were washed with cold Phosphate Buffer Saline (PBS) (Invitrogen™). Cells
were then fixed with 4 % paraformaldehyde (Sigma-AldrichR) in PBS for 30 min. After washing
step with cold PBS, cells were incubated with 2 % bovine serum albumin and 0.3 % Triton X-100
in PBS for 1 hour. After additional washing step, cells were incubated overnight at 4°C with a rat
monoclonal primary antibody against HA (11-867-423-001, 1/100, Roche) and 2 hours with Cy3-
conjugated donkey antibody against rat IgG (712-165-150, 1/200, Zymed-Invitrogen™).
Preparations were mounted with Prolong Gold Antifade (Invitrogen™) and observed under
Olympus Fluoview 500 confocal laser scanning microscope. Lengths of the longest neurite of NSC-
34 cells expressing HA-LIMK2-2b, HA-LIMK2-1 or HA-LIMK2-1S668P were measured as
previously described (Tastet et al., 2012). Statistical analysis was performed using a Mann-Withney
non-parametric test (StatPlusR:mac software, version 5.8.3.8. 2001-2009 Analyst Soft Inc.).
Significance was defined as p< 0.05 (NS, non-significant ; *p< 0.05).
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3. Results

3.1 LIMK2-1 is an hominidae primate-specific isoform

In the protein databanks (NCBI, Uniprot and Ensembl), three human isoforms of LIMK2 are
described: LIMK2-2a, LIMK2-2b and LIMK2-1. They differ only at their extremities. Isoforms 2b
and 1 have a truncated first LIM domain compared to LIMK2-2a and isoform 1 lacks a few amino
acids at the end of the kinase domain and possesses an extra C-terminal domain compared to
LIMK2-2a and 2b (figure 1B). This C-terminal part is predicted to be a phosphatase 1 inhibitory
domain (PP1i) based on its high identity (93%) with the phosphatase 1 inhibitor protein PHI-1
(PPP1R14B) (Pfam E value:1.1x107 and superfamily E value: 4.18x107%).

In order to determine whether LIMK2-1 was expressed in other species, in silico analyses were
performed in NCBI and Ensembl databases. LIMK2-1 was only found in hominidae primates.
Using blastp, we did not find such a sequence encoding a PP1i domain in proximity (30 kb) of the

last Limk2 exon in rodents (i.e. rat).

3.2 LIMK2-1 is expressed in the human central nervous system

LIMK2-2a and, in a lesser extent, LIMK2-2b have already been characterized and studied.
Although LIMK2-1 was described in Protein DataBank long ago, it has only been recently reported
at the mRNA level in the Saos-2 cell line (Croft et al., 2011). To further characterize this isoform,
we first analyzed its expression by PCR in human ¢cDNA samples. As shown in Figure 1, LIMK2-1
mRNA is expressed in fetal brain as well as in adult hippocampus, cortex and cerebellum. Using an
antibody directed against a peptide of the specific C-terminal domain of LIMK2-1 (figure 3A), we
demonstrated for the first time that LIMK2-1 is expressed at a protein level in HEK-293 and that it
is absent from NSC-34, a non-primate cell line (figure 3B). Furthermore, we showed the expression

of LIMK2-1 at a protein level in human fetal brain and adult cortex (figure 3C).

3.3 LIMK?2-1 contains a rare missense mutation in the PP 11 encoding region

In order to get insights into LIMK2-1 brain function, we analyzed the coding sequence of
the PP1i region in patients with ID. One rare mutation, rs151191437 (¢.2232T>C, p.S668P), was
identified. Genotype frequency of this mutation was significantly associated with ID (Yates’ Chi-
square; p=0.03, odds ratio=3.7, IC 95%: [1.3-10.8]). This variation causes the substitution of serine
668 into a proline (S668P) in the PP1i domain of LIMK2-1. This variation was absent in 206

French control individuals from our Center (comparison at allele level: p = 0.026 two sided Fisher
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exact test; comparison of genotypes, dominant model: p = 0.04 two sided Fisher exact test) (Table
2). The thymine 2232 was conserved during evolution in hominidae primates suggesting a potential
important role for this nucleotide (Figure 4A). This is further supported by the fact that the serine
668 is also conserved in the PP1i domain of PHI-1 in several species during a long evolutionary
period (Figure 4B). Submission of LIMK2-1 sequence to PolyPhen2 program
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) predicted that the mutation had a high probability of
damaging protein function with a score of 0.956/1 (sensitivity 0.79, specificity 0.95). We next
modeled the 3D structure of the PP1i domain of LIMK2-1 using PKC-potentiated inhibitory protein
of PP1, CPI-17 as a template (PDB ID: 1J2M chain A) (model: E value 1.10-39, QMEAN Z-Score -
4.78) (Figure 4C, D). When the mutation p.S668P was introduced, the model predicted a change in
the shape of the first turn of the helix a4 (Figure 4D), which corresponds to classical proline
properties. Altogether, these data support the idea that the rare mutation ¢.2232T>C in the PP1i
domain of LIMK2-1 could constitute a risk factor in ID.

3.4 The impact of LIMK2-1 on neurite outgrowth is disturbed by the p.S668P mutation

The inhibition of LIMK2-2a, 2b and 2c expression by a siRNA targeting a region of the
mRNA encoding the PDZ domain decreased neurite outgrowth in rat PC12 cells thereby indicating
that these isoforms stimulate the growth of neurites (Endo et al., 2007). To assess if the hominidae
primate-specific isoform LIMK2-1 might play a role in neurite extension, the neuronal NSC-34 cell
line was transfected with plasmids encoding HA-tagged LIMK2-1 or LIMK2-2b (as a positive
control), and neurite extension was compared. The expression of the proteins was confirmed by
immunocytochemistry and their presence was detected in the soma and neurites (Figure 5A). The
length of the longest neurites was measured in transfected cells. HA-LIMK2-1 expressing cells
displayed smaller neurites compared to those expressing HA-LIMK2-2b (p<0.05, Figure 5B). To
determine the effect of p.S668P mutation on LIMK2-1 function, NSC-34 cells were transfected
with a plasmid encoding LIMK2-1 S668P, and neurite outgrowth was assessed as previously
(Figure 5A). The presence of the p.S668P mutation increased the length of neurites compared to
LIMK2-1 (p<0.05, Figure 5B). The length of the longest neurite was similar in cells overexpressing
LIMK2-1 S668P andLIMK?2-2b.

4. Discussion

In this study, we focused our attention on a particular human isoform of LIMK2, LIMK2-1.
Unlike LIMK2-2a and LIMK2-2b, which are found in many species, we showed that LIMK2-1 is a
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hominidae primate-specific isoform. LIMK2-2b and LIMK2-1 differ from LIMK2-2a at their N-
terminal domain while LIMK2-1 differs from LIMK2-2a and LIMK2-2b by a truncated kinase
domain and an extra PP1i domain at its C-terminal extremity. To date, the impact of the deletion of
a few amino acids of the kinase domain and the activity of the PP1i domain are unknown. However,
PP1i domain sequence is highly similar (93% identity) to the one of PHI-1 protein for which the
inhibitory activity on PP1 is clearly established (Eto et al., 1999). Protein phosphatase 1 (PP1) has
been involved in both neurite outgrowth (Han et al., 2007; Li et al., 2007; Monroe and Heathcote,
2013) and synaptic plasticity (Hu et al., 2007; Morishita et al., 2001; Munton et al., 2004; Siddoway
et al., 2013). We can then reasonably assume that PP1 regulation is of crucial importance in these
mechanisms and hypothesize that LIMK2-1, via its PP1i domain, might play a role in PP1

regulation.

To date, nothing is known about the function of LIMK2-1. Its expression as a transcript has
only been shown in human osteosarcoma Saos-2 cell line(Croft et al., 2011). In this work, we
demonstrated its expression as a transcript in human fetal brain and in human adult cortex,
hippocampus and cerebellum, which are involved in cognition processes. Moreover, we showed for
the first time its expression as a protein in human fetal brain and in human adult cortex. Its
expression is much lower in cerebellum and absent from the hippocampus. Nevertheless, it is
important to note that this expression pattern could be age-dependent. Indeed, our cortex and
cerebellum samples came from young people whereas our hippocampus sample came from an 82-
years-old woman. However, LIMK2-1 expression in the central nervous system strengthens the

interest to investigate its role in cognitive functions.

We therefore searched for the existence of variations in LIMK2-1 in a population of patients
with intellectual disability (ID). ID is a complex cognitive disorder characterized by below average
intellectual functioning (IQ<70). Etiologies of ID are highly heterogeneous, including
environmental factor and genetic defects that affect development and functioning of the nervous
system (Srivastava and Schwartz, 2014). We showed that the variation rs151191437 is significantly
higher in the population with ID, compared to controls. This missense mutation is located in the
PP1i domain of LIMK2-1. The absence of the mutation in our control population indicates that it is
a rare mutation in our ethno-geographic population. This fact is confirmed by the exome variant
server database where the frequency is 0.63 %. The presence of the variation in the general
population may be explained by a polygenic susceptibility model or by the presence of a lower

range 1Q population in this group. Considered as probably damaging by the PolyPhen2 program,
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this variation could affect the function of LIMK2-1. Moreover, serine 668 is highly conserved in the
PP1li domain of LIMK2-1 in hominidae primates and its substitution by proline is predicted to

disrupt one a-helical turn in the PP1i domain.

Numerous genes with variation associated with ID regulate neurite outgrowth (Doers et al.,
2014; Jolly et al., 2013; Ramakers, 2002; Van Maldergem et al., 2013).We therefore assessed the
role of LIMK2-1 in this cellular process. Previous studies demonstrated that LIMK2-2a, 2b and 2¢
are involved in neurite outgrowth (Endo et al., 2007). We showed that NSC-34 cells overexpressing
HA-LIMK2-1 displayed significantly smaller neurites compared with NSC-34 cells overexpressing
LIMK2-2b. Thus, LIMK2-1 does not function the same way as LIMK2-2b on neurite outgrowth,
although we cannot conclude on the molecular mechanisms involved. Since LIMK2-1 and LIMK2-
2b only differ by their C-terminal region including the last amino acids of the kinase domain and
the PP1i domain, we can assume a role of this extra C-terminal region in the control of neurite
outgrowth. Furthermore, we showed that cells overexpressing HA-LIMK2-1 S668P displayed
longer neurites than cells expressing HA-LIMK2-1, suggesting more precisely that the PP1i domain
is involved in LIMK2-1 function on neurite outgrowth and that the p.S668P variation disturbs this

function.

In conclusion, we report for the first time that the primate-specific isoform LIMK2-1 is
expressed in the central nervous system during neurodevelopment and in adult. We also report a
variation in the PP1i domain associated with ID. A replication of this association needs to be
obtained in independent ID populations to confirm the involvement of the p.S668P variation in ID.
Our findings highlight the necessity to assess the implication of LIMK2 in ID etiology and confirm
the importance of primate-specific proteins in cognitive disorders (Drews et al., 2013; Huffaker et
al., 2009). Finally, we suggested a role for LIMK2-1 in neurite outgrowth through its PP1i domain.
Further investigations are required to define the molecular mechanisms involved and the precise

role of this isoform in brain functions.
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Figure legends

Figure 1: Schematic diagram of LIMK2-1 pre-mRNA (A) and protein (B)

Figure 2: Expression of LIMK2-1 ¢cDNA in the central nervous system

RT-PCR products of LIMK2-1 and GAPDH in human fetal brain and adult cortex, hippocampus

and cerebellum.

Figure 3: Expression of LIMK2-1 protein in the central nervous system

Sequences of the kinase and PP1i domains of LIMK2-2a, 2b and -1. The peptide used to develop
anti-PP1i antibodies is indicated (A). Validation of the anti-PP1i antibody using HEK-293 cells
expressing native LIMK2-1 or overexpressing HA-LIMK2-1 or HA-LIMK2-2b. NSC-34 cells
constitute a negative control and * indicates a background band (B), Analyses of human fetal brain

and adult cortex, hippocampus and cerebellum by western-blot using the anti-PP1i antibody(C).

Figure 4: Conservation and 3D structure model of the PP1i domain of LIMK2-1

Alignments of genomic sequences of the regions coding the serine 668 of the PP1li domain of
LIMK2-1 in 4 primates: Homo sapiens (NM_001031801.1), Pan troglodytes (NC_006489.3),
Gorilla gorilla (NC 018446.1) and Pongo abelii (NW_002891525.1) (A). Alignment of primary
sequences of the PP1i domain of LIMK2-1 in Homo sapiens (P53671-3) with sequences of the PP1i
domain of the phosphatase inhibitor 1 (PHI-1) of several species: Homo sapiens (Q96C90), Pan
troglodytes (K7TBGM2), Callithrix jacchus (F6QA451), Macacamulata (HOYVO07), Canis lupus
(F1IPCV4), Feliscatus (M3WW18), Rattusnorvegicus (Q8K3F3), Mus musculus (Q62084),
Equuscaballus (F6Q2M3), Susscrofa (Q8MIKY), Ailuropodamelanoleuca (GIMIS51) and
Xenopustropicalis (F7C4E8)(B). Alignment of primary and secondary structures of the PPIli
domain of human LIMK2-1 with the PP1i domain of human CPI-17 using the ESPRIT software
(C). Model structures of the PP1i domain of LIMK2-1 (left panel) and LIMK2-1S668P (right panel)

(D).

Figure 5: Role of LIMK2-1 on neurite length in NSC-34 transfected cells
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Immunocytochemistry with anti-HA antibody on NSC-34 cells expressing HA-LIMK2-2b,

HA-LIMK2-1 or HA-LIMK2-1-S668P. Scale bar: 20um (A). Effect of HA-LIMK2-2b, HA-
LIMK2-1 or HA-LIMK2-1-S668P expression on neurite length of NSC-34 cells. Data are means +
SEM of three independent experiments (*p<0.05, Mann-Whitney test) (B).

Tables

Table 1: List of plasmids used in this study.

Table 2: Genotype frequencies of variations in the coding sequence of the PP1i domain of LIMK?2-

I in French patients with ID. Database: Exome Variant Server.

Supporting information

Table S1: Primer sequences used for sequencing and PCR
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Table 1
Plasmid Description Source
pcDNA3-(HA),-LIMK2-2b Povn-(HA),-LIMK2-2b H. Bénédetti
pcDNA3-(HA),-LIMK2-1 Pon-(HA),-LIMK2-1 H. Bénédetti

pcDNA3-(HA),-LIMK2-1S668P

Peun-(HA)-LIMK2-1S668P  H. Bénédetti

Table 2
AA ) Distribution of genotypes, n (%)
dbSNP Domain Genotype _ i .
change Patients with ID  Our controls  Controls in database
T/T 169 (97.7) 206 (100) 4273 (99.37)
PP1i
151191437 D-S668P ] C/T 4(2.3) 0(0) 27 (0.63)
domain
c/C 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Table S1
Gene Location Forward primer (5°-3°) Reverse primer (5°-3°) fraAgrrnnI;lIil??Sp)
LIMK2-1 Exon 16-1 CCAAGGACCACGCATCTACT CGGTATTGCTGTTGCTACGA 453
Exons 15 to 16-1 ATGACAGGGCCTTTTATG GGGAGTTACTTGTCAGTCCC 149
GAPDH Exons 7 to 8 CTGCACCACCAACTGCTTAG GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT 108
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Discussion

La neurofibromatose de type 1 est caractérisée par un tableau clinique complexe, dont
les symptdémes les plus invalidants sont l'apparition de tumeurs, pouvant dégénérer en
cancers, et les troubles cognitifs. Le gene dont les mutations sont a I'origine de la pathologie
code la neurofibromine (NF1). Cette protéine, longue de 2818 acides aminés, interagit avec un
grand nombre d’autres protéines, régulant ainsi de nombreuses voies cellulaires et
moléculaires. Plusieurs de ces voies sont impliquées dans le développement et le

fonctionnement du systéme nerveux central (Figure 56).

Dendrites
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Figure 56 : Voies régulées par NF1 et impliquées dans le systeme nerveux central

La protéine VCP interagit avec le domaine SecPH de NF1 pour réguler la densité des
épines dendritiques (Wang et al,, 2011). De méme, la syndécane 2 agit sur la formation des
épines dendritiques par l'intermédiaire de la voie NF1/PKA/ENA-VASP (Lin et al, 2007).
L’interaction entre le domaine CTD de NF1 et CRMP-2 participe a la formation des neurites
(Lin and Hsueh, 2008; Patrakitkomjorn et al., 2008). Par la voie Ras, connue par ailleurs pour
son role dans la prolifération cellulaire, la neurofibromine régule la sécrétion de GABA,
elle-méme impliquée dans la potentialisation a long terme au niveau de I'hippocampe (Costa
et al., 2002; Cui et al., 2008). Par cette méme voie, elle régule également la formation d’AMPc
qui, par l'intermédiaire de la voie PKA/Rho/ROCK/MLC, agit sur la formation des neurites

(Anastasaki and Gutmann, 2014; Brown et al., 2012). De plus, NF1 semble avoir un impact sur
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la synthese de la dopamine, sans que le mécanisme moléculaire mis en jeu soit identifié a ce
jour. Cet impact pourrait étre a l'origine des troubles de l'attention avec hyperactivité
fréquemment observés dans la neurofibromatose de type 1 (Brown et al., 2010b). Enfin, NF1
régule négativement la voie des LIM Kkinases. Les LIM kinases comportent deux protéines,
LIMK1 et LIMK2, toutes deux régulées par la neurofibromine. La région N-terminale de NF1
régule négativement la voie PAK1/Rac1/LIMK1 (Starinsky-Elbaz et al., 2009) tandis que son
domaine SecPH, en interagissant avec LIMK2, inhibe I'activation de cette derniére par ROCK

(Vallée etal., 2012).

Dans le cadre de cette these, nous nous sommes intéressés a LIMK2, moins étudiée que
LIMK1. Cette protéine est largement impliquée dans la tumorigenese et la cancérogenese
(Manetti, 2012; Scott and Olson, 2007). A l'instar de LIMK1, elle agit également sur la
formation des neurites, qui est un processus crucial pour le développement et le
fonctionnement du systeme nerveux central (Endo et al, 2007; Tastet et al, 2012). Elle
pourrait donc étre impliquée a la fois dans la formation des tumeurs et dans les troubles
cognitifs observés dans la neurofibromatose de type 1. Dans le cadre de cette thése, nous
avons choisi de nous intéresser exclusivement aux isoformes de LIMK2 retrouvées chez
I’'homme, et plus particulierement a I'isoforme LIMK2-1, qui pourrait jouer un réle important
dans le systeme nerveux central. En effet, au cours d’'une these précédente, un variant rare de
LIMK2-1 a été associé a la déficience intellectuelle. Il a également été montré que cette

isoforme était spécifique de certains primates (Tastet, 2012).

L’objectif de ce travail de these était de caractériser l'isoforme LIMK2-1, tres peu
décrite dans la littérature, d’'un point de vue cellulaire et moléculaire, afin de mieux

comprendre son implication dans les troubles cognitifs et dans la neurofibromatose de type 1.

Une isoforme spécifique des hominidés

Dans un premier temps, nous avons complété ces données et montré que LIMK2-1
n’existait que chez les hominidés, qui correspondent a la branche des primates les plus
proches de 'homme. Peu d’études portent sur des genes ou des protéines spécifiques des
hominidés. En revanche, de nombreux travaux font état de genes ou de mécanismes de
régulations des genes spécifiques des primates et associés a des troubles cérébraux

complexes. Par exemple, une isoforme spécifique des primates de KCNHZ (Potassium
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voltage-gated channel subfamily H member 2), qui affecte la physiologie corticale, la cognition
et la repolarisation neuronale, a été associée a la schizophrénie (Huffaker et al., 2009), de
méme que la protéine DAOA, spécifique des primates, et dont I'isoforme la plus longue n’est
retrouvée que chez 'homme. Cette protéine perturberait les fonctions mitochondriales, mais
le mécanisme moléculaire impliqué reste toutefois a déterminer (Chumakov et al., 2002;
Drews et al., 2013). Certains polymorphismes spécifiques des primates situés en amont du
site de transcription des genes ont également été associés a des troubles psychiatriques. Ainsi,
une mutation située en amont du site de transcription du gene CALR (Calréticuline) chez
I'homme a été associée a des troubles psychotiques et des troubles cognitifs séveres. Cette
mutation transforme une cytosine en adénine, ce qui entraine une augmentation de
I'expression de CALR. 1l est intéressant de noter que cet alléle contenant une adénine, rare et
associée a des troubles psychiatriques chez 'homme, est majoritaire chez la plupart des
autres especes. La diminution de I'expression de CALR, due au remplacement de 'adénine par
la cytosine, pourrait étre impliquée dans le développement de mécanismes cognitifs propres a
I'homme (Esmaeilzadeh-Gharehdaghi et al., 2011; Farokhashtiani et al., 2011). Par ailleurs, il
existe une répétition en tandem de 4 nucléotides, spécifique des primates, retrouvée dans le
promoteur du gene CYTH4 (Cytohésine 4) et liée aux troubles de I'humeur, dont les troubles
bipolaires (Rezazadeh et al., 2015a). Cette répétition de nucléotides pourrait également avoir
un réle protecteur contre certains mécanismes neurodégénératifs (Rezazadeh et al., 2015b). Il
a été montré par ailleurs que la surexpression de la protéine Caspase 4, également spécifique
des primates, était associée au déclin cognitif dans la maladie d’Alzheimer (Kajiwara et al,,
2009). Ces données confirment non seulement l'importance de I'’étude de protéines
spécifiques des primates pour la compréhension des troubles cognitifs, mais montrent
également I'une des limites de 'utilisation de modeles murins, chez lesquels ces protéines

n’existent pas.

Expression de LIMK2-1 dans le systéme nerveux central

Au début de ce travail, I'expression de LIMK2-1 avait seulement été montrée sous
forme d’ARNm dans des cellules de la lignée d’ostéosarcome humain Saos-2 (Croft et al,,
2011). Nous avons étudié son expression, en tenant compte des contraintes liées a I'absence

d’expression de cette isoforme chez les modeles habituellement employés pour ce type
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d’étude, c’est-a-dire le rat ou la souris. Notre travail a donc porté sur des lignées cellulaires,
sur des ADNc et des protéines extraits de tissus humains. Au niveau des lignées cellulaires
d’embryon de rein humain (HEK), nous avons mis en évidence, pour la premiere fois,
I'existence d’'une protéine LIMK2-1. Au niveau des tissus humains, nous avons tout d’abord
montré I'expression de '’ADNc de 'isoforme dans le cerveau feetal, le cortex, '’hippocampe et
le cervelet adultes humains. Par séquencage, nous avons confirmé que le fragment obtenu

correspondait bien a LIMK2-1.

Par la suite, nous avons identifié une protéine a la masse moléculaire attendue au
niveau du cerveau feetal et du cortex. Il semble qu'une protéine de la méme masse moléculaire
soit également exprimée dans le cervelet, mais de maniére beaucoup plus faible. Ces résultats
peuvent étre discutés. En effet, bien que le Western blot effectué ait été répété, seule une série
d’échantillons a été étudiée. De plus, les échantillons de cerveau adulte ont été prélevés a des
ages différents : 26 ans pour le cortex et le cervelet, et 82 ans pour 'hippocampe. L’expression
de LIMK2-1 pourrait étre variable au cours de la vie, ce qui pourrait expliquer, par exemple,
I'absence de protéine dans I'hippocampe. Néanmoins, ces résultats renforcent 'idée d’un role
de cette isoforme dans le fonctionnement cérébral. Par la suite, il serait également intéressant
d’étudier 'expression de LIMK2-1 dans d’autres tissus et de voir dans quelle mesure elle est

co-exprimée avec les isoformes LIMK2-2a et LIMK2-2b.

Caractérisation moléculaire de LIMK2-1

Paralléelement a ce travail, nous nous sommes intéressés au role moléculaire de
LIMK2-1. Les LIM kinases sont connues pour phosphoryler la cofiline sur sa sérine 3. Leur
action, combinée a celle des slingshots, de la chronophine et/ou des phosphatases 1 et 2A,
participe a la régulation de la dynamique de I'actine (Arber et al., 1998b; Gohla et al., 2005;
Maekawa et al.,, 1999; Meberg et al.,, 1998; Niwa et al.,, 2002; Sumi et al., 1999; Yang et al,,
1998b). Les LIMK régulent également la stabilité des microtubules. Elles sont impliquées dans
le réarrangement des microtubules astraux, l'intégrité du centrosome et l'orientation du
fuseau mitotique. De plus, LIMK2 joue un role dans l'intégrité du fuseau mitotique et dans la
sensibilité aux drogues déstabilisant les microtubules (Heng et al., 2012; Po’uha et al.,, 2010).

Enfin, LIMK1 possede également un role nucléaire, en régulant deux facteurs de
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transcription : CREB et NURR1 (Sacchetti et al., 2006; Todorovski et al., 2015; Yang et al,,
2004a).

Les isoformes LIMK2-2a, LIMK2-2b et LIMK2-1 présentent des structures légerement
différentes. Les trois posseédent deux domaines LIM, un domaine PDZ, un domaine S/P et un
domaine kinase. Le premier domaine LIM en N-terminal de LIMK2-2b et de LIMK2-1 est
tronqué, tandis que la région C-terminale de LIMK2-1 posséde un domaine kinase tronqué de
quelques acides aminés et un domaine putatif inhibiteur de la phosphatase 1. Plusieurs
questions se sont posées: la délétion en C-terminal de LIMK2-1 par rapport aux autres
isoformes a-t-elle un impact sur la fonctionnalité du domaine kinase ? Quel est le role du

domaine PP1i ? Inhibe-t-il la phosphatase 1 ?

Afin de répondre a ces questions, nous avons utilisé plusieurs constructions : chacune
des trois isoformes, I'isoforme LIMK2-2a délétée de sa région C-terminale (LIMK2-2aACter) et
I'isoforme LIMK2-1 sans domaine PP1li (LIMK2-1APP1i), qui correspond également a
I'isoforme LIMK2-2b délétée de sa région C-terminale. Dans un premier temps, nous avons
étudié I'impact de ces constructions sur la formation des fibres de stress, normalement
observées apres une surexpression de LIMK2 (Maekawa et al., 1999; Sumi et al., 2001a; Vallée

etal., 2012).

Réle de la région C-terminale de LIMK2-2a dans l'activité kinase et la formation des fibres de

stress

Nous avons tout d’abord montré que LIMK2-1 favorisait I'apparition de fibres de
stress, mais que ces dernieres étaient moins nombreuses que celles formées suite a
I'expression de LIMK2-2a ou LIMK2-2b. Deux hypotheses ont alors pu étre formulées : soit la
délétion de quelques résidus en C-terminale du domaine kinase de LIMK2-1 empécherait cette
isoforme de phosphoryler correctement la cofiline, soit le domaine PP1j, en se repliant sur le
domaine kinase, limiterait l'interaction entre ce dernier et la cofiline, inhibant ainsi la
formation des fibres de stress. Nous avons montré, d’'une part, que les cellules surexprimant
LIMK2-2aACter ou LIMK2-1APP1li présentaient moins de fibres de stress que celles

surexprimant LIMK2-1, mais plus que celles surexprimant LARP6, notre témoin négatif.
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D’autre part, nous avons montré que LIMK2-1 ne phosphorylait pas la cofiline, de méme que
LIMK2-2aACter ou LIMK2-1APP1i, que ce soit de maniere endogene suite a une transfection
ou in vitro. Ces résultats favorisent donc la premiere hypothese et mettent en évidence un roéle
crucial de la région C-terminale de LIMK2-2a et 2b, comprenant les derniers résidus du

domaine kinase et la partie C-terminale située en aval, sur la formation des fibres de stress.

Hypothese d’un réle de LIMK2-1 dans la dimérisation des isoformes de LIMKZ

Il est a noter que les constructions tronquées ont aussi un effet, bien que moins
important que les protéines entiéres, sur la formation des fibres de stress. Ces constructions
pourraient former des dimeres N-terminal/N-terminal (voir le paragraphe I11.3.2.1.3 de
I'introduction) avec les protéines endogenes, les stabiliser et favoriser leur action sur les

fibres de stress.

La stabilisation de LIMK1 par homodimérisation N-terminal /N-terminal a été montrée,
suite a l'action de la protéine Hsp90 (Li et al, 2006). L'acide aminé impliqué dans ce
mécanisme est conservé dans la protéine LIMK2. Le roéle d’Hsp90 sur une éventuelle
dimérisation de LIMK2 n’a pas été étudié. En revanche, le Dr Vallée de 1'équipe du Dr.
Bénédetti a mis en évidence une dimérisation des isoformes de LIMK2 les unes avec les autres
(Figure 57). Cette dimérisation pourrait stabiliser les protéines, favorisant leur action sur la

cofiline et donc sur la formation des fibres de stress.

De fait, des résultats préliminaires montrent qu'une co-transfection de LIMK2-2a et de
LIMK2-1 entraine une nette augmentation du taux de cofiline phosphorylée par rapport a une
co-transfection de LARP6 et de LIMK2-2a. En revanche, lorsque LARP6 et LIMK2-1 sont
co-transfectés, le taux de cofiline phosphorylé est comparable a celui obtenu pour le témoin
négatif (Figure 58). Ainsi, LIMK2-1 seule ne favorise pas la phosphorylation de la cofiline, ce
qui pose la question du role moléculaire de LIMK2-1 et indique donc plutot un role régulateur

de LIMK2-1 sur les autres isoformes de LIMK?2.
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Figure 57 : Formation de dimeres a partir des isoformes de LIMK2

(A) LIMK2-1 interagit avec elle-méme, avec LIMK2-2a et 2b. Des cellules HEK-293 ont été
co-transfectées avec LIMK2-1 et une des trois isoformes de HA-LIMK2 ou le plasmide vide
pcDNA3. Les lysats et les immunprécipitats ont été analysés par Western blot anti-HA et
anti-LIMK2 (* : LIMK2-1 non tagguée). (B) LIMK2-2b interagit avec elle-méme et avec LIMK-2a.
Des HEK-293 ont été co-transfectées avec LIMK2-2b tagguée cMyc et LIMK2-2a ou LIMK2-2b
tagguée HA ou le plasmide vide pcDNA3. Les lysats et les immunoprécipitats ont été analysés
par Western blot anti-HA et anti-cMyc. (C) LIMK2-2a interagit avec elle-méme. Les cellules
HEK-293 ont été co-transfectées avec LIMK2-2a tagguée YFP et LIMK2-2a tagguée HA ou le
plasmide vide pcDNA3. Les lysats et les immunoprécipitats ont été analysés par Western blot
anti-HA et anti-YFP. (D) Les trois isoformes interagissent ensemble. Les HEK-293 ont été co-
transfectées avec HA-LIMK2-1 ou le plasmide vide pcDNA3, LIMK2-2a tagguée YFP et
LIMK2-2b tagguée cMyc. Les lysats et les immunoprécipitats ont été analysés par Western
blot anti-HA, anti-YFP et anti-cMyc.
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Figure 58 : Synergie entre LIMK2-2a et LIMK2-1 sur la phosphorylation de la cofiline

(A) Les HEK-293 ont été co-transfectées avec LARP6 et pcDNA3 ou LIMK2-1 ou LIMK2-2a, ou
LIMK2-1 et LIMK2-2a tagguées HA. Les lysats ont été analysés par Western blot
anti-phospho-cofiline, anti-cofiline, anti-actine et anti-HA. (B) Taux de phospho-cofiline par
rapport au taux de cofiline totale pour chaque condition, normalisé par rapport au témoin
négatif LARP6 + pcDNA3.

L’action synergique des deux isoformes LIMK2-2a et LIMK2-1 pour favoriser la
phosphorylation de la cofiline pourrait étre due a une hétérodimérisation des deux isoformes,
qui stabiliserait LIMK2-2a, augmentant ainsi son activité kinase sur la cofiline. Il existe une
seconde possibilité : LIMK2-2a pourrait phosphoryler la cofiline tandis que LIMK2-1 pourrait
inhiber la déphosphorylation de la cofiline grace a son domaine PP1i (Figure 59). Cette
hypothése n’est bien entendu pas incompatible avec la premiere. La co-transfection de
LIMK2-2a avec LIMK2-1APP1i permettrait d’évaluer I'importance relative de chacune de ces

hypotheéses dans I'augmentation du taux de cofiline phosphorylée.

> Cm

Figure 59 : Modele de fonctionnement synergique de LIMK2-2a et de LIMK2-1

LIMK2-2a phosphorylerait la cofiline tandis que LIMK2-1 inhiberait la phosphatase 1 (PP1),
ce qui empécherait la déphosphorylation de la cofiline et conduirait a une augmentation de la
cofiline phosphorylée.

D’autre part, si nous considérons que la dimérisation observée pour LIMK1 est

dépendante de la proline 394 (Li et al., 2006), nous pourrions modifier la proline homologue
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de LIMK2 (Pro386) par mutagenese dirigée. Il faudrait alors vérifier que la protéine ainsi
formée phosphoryle toujours la cofiline. Puis nous pourrions co-transfecter ce mutant
étiqueté HA et le méme mutant étiqueté Flag, par exemple. Si ces mutants ne forment plus de
dimeres, nous pourrions alors étudier la phosphorylation de la cofiline suite a cette
co-transfection, par rapport a une co-transfection de LIMK2 non mutée et une co-transfection

de témoins négatifs tels que LARP6 et pcDNA3 par exemple.

Activité kinase de LIMK2-1

Le Dr. Vallée a montré que LIMK2-1 phosphorylait la protéine MBP (Myelin basic
protein) de la méme facon que LIMK2-2a ou LIMK2-2b. MBP est substrat non spécifique de
nombreuses kinases. Ainsi, LIMK2-1 possede effectivement une activité kinase. Son substrat
cellulaire reste toutefois a déterminer. Il serait également intéressant d’étudier la
phosphorylation de MBP par LIMK2-2aACter ou LIMK2-1APP1i, afin de confirmer que
LIMK2-1 phosphoryle MBP grace a son domaine kinase. Des études protéomiques sont en
cours afin d’identifier des partenaires spécifiques de LIMK2-1 qui pourraient étre de

nouveaux substrats.

Localisation subcellulaire de LIMKZ2-1

Nous avons également pu observer que, contrairement a LIMK2-2a et LIMK2-2b,
I'isoforme LIMK2-1 est exclusivement cytoplasmique. De maniére intéressante,
LIMK2-2aACter et LIMK2-1APP1li n’apparaissent également que dans le cytoplasme.
Toutefois, les signaux de localisation nucléaire de LIMK2 ne sont pas situés au niveau du
domaine C-terminal tronqué, mais entre le domaine PDZ et le domaine kinase pour l'un, et
dans une autre partie du domaine kinase pour l'autre (Goyal et al., 2006) (Figure 60).
L’absence de la région C-terminale pourrait entrainer un repliement tridimensionnel de la
protéine qui masquerait le signal de localisation nucléaire ou favoriserait une interaction avec
une autre protéine qui empécherait le transport nucléaire. Nous pouvons également noter
que, si plusieurs études décrivent un réle de LIMK1 dans le noyau (Sacchetti et al., 2006;
Todorovski et al., 2015; Yang et al,, 2004a), aucune n’a porté sur un role nucléaire potentiel de

LIMK2 a ce jour.
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Figure 60 : Prédiction des signaux de localisation nucléaire de LIMK2
Les positions des régions riches en acides aminés basiques pour LIMK2 sont encadrées (Goyal
etal,, 2006).

Réle du domaine PP1i

Afin d’étudier le role du domaine PP1i, nous avons tout d’abord étudié l'interaction
entre chacune des isoformes ou le domaine PP1i seul et PP1. Ce premier travail nous a permis
de mettre en évidence une interaction entre chacune des isoformes de LIMK2 et PP1. Nous
avons également pu noter que I'isoforme LIMK2-1 interagissait plus fortement avec PP1 que
les deux autres isoformes. Nous avons vu que les phosphatases étaient capables d’'interagir
avec un grand nombre de protéines différentes, qui les régulent ou leur permettent d’adhérer
spécifiquement a leur substrat. Afin d’assurer la spécificité de cette interaction, PP1 interagit,
d’'une part, avec la séquence consensus R/K-V/I-X-F (Egloff et al., 1997), retrouvée dans le
domaine kinase des trois isoformes de LIMK2. D’autre part, nous avons montré qu’elle
interagissait avec une deuxiéme séquence, qui confére a I'interaction sa spécificité, et qui se

situe au niveau du domaine PP1i.

Dans un second temps, nous avons élaboré un protocole visant a étudier le role de
LIMK2-1 sur la déphosphorylation de la cofiline de deux manieres différentes et
complémentaires, en nous basant sur les travaux de Niwa et collaborateurs (Niwa et al,
2002). Pour cela, nous avons préparé deux constructions : 'une de la cofiline dans un vecteur
d’expression eucaryote (pEN-6His-Cofiline) et l'autre de la cofiline dans un plasmide
bactérien (pET45-6His-Cofiline). Le premier, pEN-6His-Cofiline a été transfecté dans des
cellules HEK-293. Nous avons ensuite purifié la cofiline grace a des billes 6His et obtenu une
quantité importante de cofiline phosphorylée, que nous avons aliquoté et stocké a -80°C. Par
la suite, nous voudrions, dans un premier temps, trouver les conditions de déphosphorylation

de cette cofiline in vitro par PP1 étiquetée Flag et purifiée par élution des billes anti-Flag grace
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a un peptide compétiteur. Dans un second temps, nous voudrions mettre la cofiline-6His
phosphorylée en présence de la quantité requise de PP1 étiquetée Flag purifiée et de LIMK2-1
ou de LARP6 étiquetées HA et également purifiées par immunoprécipitation a I'aide de billes
anti-HA, ce afin de voir si la présence de LIMK2-1 empéche la déphosphorylation de la cofiline.
Les résultats seront analysés par Western blot anti-HA, anti-Flag, anti-6His, anti-cofiline et

anti-phospho-cofiline.

Nous voudrions également produire la cofiline dans des bactéries E. coli, afin de
purifier la cofiline non phosphorylée qui sera ensuite phosphorylée in vitro en présence de
v32P-ATP. De la méme fagcon que précédemment, nous voudrions ensuite, dans un premier
temps, trouver les conditions de déphosphorylation de cette cofiline in vitro par PP1 puis,
dans un second temps, étudier l'impact de LIMKZ2-1 sur cette déphosphorylation par

autoradiographie.

Parallelement a ce travail, le Dr Vallée a étudié l'impact de LIMK2-1 sur la
déphosphorylation de la cofiline in vivo. Pour cela, elle a observé le taux de cofiline
phosphorylée par rapport au taux de cofiline totale dans des cellules HEK-293 co-transfectées
soit par la galectine et LARP6, soit par PP1 et LARPS6, soit par PP1 et LIMK2-1. Ses résultats
montrent, d'une part, que PP1 diminue bien le taux de cofiline phosphorylée. D’autre part, ils
mettent en évidence une tendance de LIMK2-1 a inhiber la diminution du taux de cofiline
phosphorylée en présence de PP1 (Figure 61).

120
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Figure 61 : Impact de LIMK2-1 sur la déphosphorylation de la cofiline due a PP1
L’étude a été réalisée sur trois séries comparables, montrant une tendance de LIMK2-1 a
inhiber I'action de PP1 sur la cofiline.
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Nous pouvons noter que l'inhibition de la déphosphorylation de la cofiline par LIMK2-1
reste relativement faible in vivo. Dans la littérature, nous avons vu que la phosphorylation
d’une thréonine, conservée entre PHI-1 et CPI-17, favorisait l'activité de ces deux inhibiteurs
de phosphatase (Deng et al, 2002; Eto et al., 1999). Nous avons également vu que la
substitution de cette thréonine en acide aspartique mimant la phosphorylation conduisait a
une suractivation de CPI-17 (Ohki et al., 2003). Cette thréonine est également conservée dans
le domaine PP1i de LIMK2-1. Nous avons donc construit un mutant de LIMK2-1, portant un
acide aspartique a la place de cette thréonine en position 594 (LIMK2-1T594D). Ce mutant a
été utilisé pour l'expérience in vivo que nous venons de présenter, mais ne permet pas de
mettre en évidence une plus grande inhibition de la déphosphorylation de la cofiline. L'impact
de cette substitution d’'une thréonine en alanine pourrait étre déja diminué pour PHI-1, plus
proche du domaine PP1i de LIMK2-1 que CPI-17. Le domaine PP1i de LIMK2-1 pourrait aussi

étre régulé différemment.

Il est également possible que I'isoforme LIMK2-1 soit peu stable dans la cellule. Il est
intéressant de noter que pour obtenir une quantité de protéines comparable, nous devons
transfecter 20 pg de plasmide HA-LIMK2-1, contre 10 pg pour HA-LIMK2-2b et 5 ug pour
HA-LIMK2-2a. Dans ce cas, la co-transfection de LIMK2-2a et de LIMK2-1 pourrait stabiliser
LIMK2-1, ce qui favoriserait son inhibition de la déphosphorylation de la cofiline,

préalablement phosphorylée par LIMK2-2a.

Impact moléculaire du variant p.S668P

Au cours de la thése précédente, un variant a été identifié dans la séquence codant le
domaine PP1i. Ce variant (rs151191437) entraine la substitution d’'une sérine en proline en
position 668 de LIMK2-1, suite a la transition d’'une thymine en cytosine. Il est retrouvé chez

2,3 % des patients atteints de déficience intellectuelle (DI) inclus dans I'étude (Tastet, 2012).

Il semble important ici de revenir sur la définition et, plus particulierement, sur
I'étiologie de la DI. Avec une prévalence comprise entre 1 et 3 %, la DI constitue un enjeu
majeur de santé publique (Perou et al.,, 2013). Elle se caractérise notamment par une valeur
de QI inférieure a 70, bien que d’autres criteres doivent étre pris en compte (American
Psychiatric Association et al., 2013). Les causes de la DI sont extrémement hétérogenes. Elles

sont environnementales dans 14 % des cas (malnutrition pendant la grossesse, toxicité
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environnementale, naissance prématuré, ischémie cérébrale, syndrome d’alcoolisme fcetal,
infection feetale ou post-natale). Dans environ 25 % des cas, elles sont génétiques et de
nombreux mécanismes ont été impliqués: on retrouve des anomalies cytogénétiques
(aneuploidies, translocations, délétions et duplications de grande taille par exemple) ou
infracytogénétique (microdélétions et microduplications interstitielles ou subtélomériques),
des maladies monogéniques (plus de 290 génes sont associés a une DI) et des pathologies
génétiques complexes, pouvant associer plusieurs variants rares. Dans 60 % des cas,
I'étiologie reste, a ce jour, inconnue (van Bokhoven, 2011; Chelly et al., 2006; Srivastava and

Schwartz, 2014).

Le variant rs151191437 n’est pas retrouvé dans notre population témoin mais
apparait dans la base de données Exome variant server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/)
dans 0,63 % des cas. Les personnes chez lesquelles ce variant a été retrouvé sont inclues dans
une population témoin, il est néanmoins possible que leurs capacités cognitives se situent a la
limite du seuil considéré comme pathologique. Ce variant pourrait également constituer un
facteur de risque qui ne serait pas suffisant, a lui seul, pour déclencher la pathologie. Par
ailleurs, il a été montré que dans le cas de maladies psychiatriques, I’étude de variants rares
permettait souvent d’identifier des effets significatifs de la variation sur le fonctionnement
moléculaire de la protéine (Arguello and Gogos, 2012; Zhu et al., 2011). Nous nous sommes

donc intéressé a I'impact du variant rs151191437 sur les fonctions moléculaires de LIMK2-1.

Dans un premier temps, nous avons étudié la mutation in silico. Nous avons alors
observé que la thymine était conservée chez les hominidés possédant cette isoforme. Nous
avons également vu que ’homologue de la sérine 668 sur la protéine PHI-1 était treés conservé
dans I'évolution, ce qui suggere que cette sérine pourrait étre importante pour la fonction de
la protéine. Nous avons également évalué I'impact de la mutation grace a deux logiciels:
Polyphen2 et Mutation Taster. Il est intéressant de noter que, si le premier suggere que le
variant est pathogene, le deuxieme le présente comme un simple polymorphisme. Ces
résultats peuvent s’expliquer par les données utilisées par ces deux logiciels. En effet,
Polyphen2 utilise des bases de données compilant des variations pathogénes et non
pathogénes pour prédire I'impact d’'une substitution d’acide aminé sur la structure et la
fonction d’'une protéine, tandis que Mutation Taster utilise des bases de données non

pathogénes et analyse la conservation du nucléotide modifié au cours de I’évolution. Dans le
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cas de LIMKZ2-1, cette approche pose une limite. En effet, cette isoforme n’étant retrouvée que
chez les hominidés, sa conservation au cours de I'évolution ne peut pas étre évaluée sur un
grand nombre d’especes. En revanche, lorsque nous utilisons Mutation Taster pour analyser
I'impact de la substitution en proline de la sérine 129 de PHI-1, homologue de la sérine 668 de
LIMK2-1, nous pouvons voir que la mutation est considérée comme pathogene. Par ailleurs, la
modélisation de I'impact de la mutation montre que le changement d’acide aminé pourrait
entrainer la disparition d’'une boucle de I'hélice a située en C-terminal du domaine PP1i. Cette
analyse complete notre étude in silico et suggere fortement un impact fonctionnel du variant

pS668P.

Dans un second temps, nous avons étudié I'impact de la mutation sur la formation des
fibres de stress, ainsi que sur l'interaction entre le domaine PP1i muté de LIMK2-1 et PP1. Les
cellules surexprimant LIMK2-1S668P présentent des fibres de stress moins nombreuses que
celle surexprimant LIMK2-1. La mutation perturberait donc le fonctionnement du domaine
PP1i. Nous avons également pu noter que les cellules transfectées par LIMK2-2aACter
présentent davantage de fibres de stress que celles transfectées par LIMK2-1APP1i. La
différence entre ces deux constructions provient de la présence de deux domaines LIM entiers
pour la premiére, contre un domaine LIM tronqué et un domaine LIM entier pour la seconde.
La présence des domaines LIM pourrait ainsi peut-étre avoir une influence dans la formation

des fibres de stress.

Le domaine LIM des LIM kinases peut interagir avec le domaine kinase d'une autre LIM
kinase pour former un homodimere (Manetti, 2012). Pour LIMK1, la formation de ces dimeres
N-terminal/C-terminal inhibe l'activité kinase, et l'interaction est d’autant plus forte si le
domaine LIM n’est pas tronqué (Hiraoka et al., 1996; Nagata et al., 1999). Le réle d'une
interaction similaire sur LIMK2 n’a pas été mis en évidence et pourrait étre testé. Si ce role est
confirmé pour LIMK2, la présence d’'un domaine LIM tronqué pour les isoformes LIMK2-2b et
LIMK2-1 devrait réduire la formation de ces dimeres inactifs et résulter en la formation de
davantage de fibre de stress. Ce n’est pas ce que l'on observe en comparant LIMK2-2b avec
LIMK2-2a et LIMK2-2aACter avec LIMK2-1APP1li. Nos résultats montrent l'inverse. Ces
données renforcent l'intérét d’étudier le phénomene de dimérisation de LIMK2 afin de mieux

comprendre son impact potentiel.
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Nous avons également montré que le domaine PP1i muté interagissait moins avec PP1
que le domaine PP1i normal, suggérant également que l'effet de LIMK2-1 sur PP1 pourrait
étre perturbé par la mutation. Par la suite, il serait intéressant de co-transfecter LIMK2-2a
avec LIMK2-1S668P, afin de voir si, lorsque LIMK2-1 est mutée, nous observons toujours une
augmentation de la phosphorylation de la cofiline, par rapport a une co-transfection de
LIMK2-2a et d’'un témoin négatif tel que LARP6. Compte tenu de nos résultats précédents,
nous attendons au minimum une diminution du taux de cofiline phosphorylée lorsque
LIMK2-1S668P et LIMK2-2a sont co-transfectées, en comparaison avec une co-transfection de

LIMK2-1 et de LIMK2-2a.

Vers une étude fonctionnelle

Au cours de la these précédente, il a été montré qu’'une transfection de LIMK2-1S668P
sur des cellules NSC-34 en cours de différenciation entrainait une augmentation de la taille
des neurites, par rapport a une transfection de LIMK2-1, suggérant un effet fonctionnel de la
mutation sur la croissance des neurites (Tastet, 2012) (partie IV des résultats). Cet impact sur
la croissance des neurites est caractéristique de nombreux genes impliqués dans la déficience
intellectuelle (Doers et al., 2014; Jolly et al.,, 2013; Ramakers, 2002; Van Maldergem et al.,
2013). Il est cohérent avec I'idée d’une fonctionnalité du domaine PP1i de LIMK2-1 et d’'un
réle similaire entre ce domaine et la protéine PHI-1. En effet, en inhibant PP1, la protéine
PHI-1 est impliquée a la fois dans la croissance des neurites (Han et al., 2007; Li et al., 2007;
Monroe and Heathcote, 2013) et dans la plasticité synaptique (Hu et al., 2007; Morishita et al.,
2001; Munton et al,, 2004; Siddoway et al., 2013).

Ces premiers résultats tendent donc a confirmer un roéle de la mutation p.S668P sur le
fonctionnement neuronal. Toutefois, le modele choisi comporte une limite. Les NSC-34 étant
des cellules de souris, il est possible que des éléments nécessaires au fonctionnement d’'une
isoforme spécifique des primates en soient absents. Nous avons donc voulu développer au
laboratoire l'utilisation d’'un modele de neurodéveloppement humain avec I'utilisation des
cellules SH-SY5Y. Ces cellules sont issues d'un neuroblastome humain et constituent un
modele pour étudier les phases initiales de la différenciation neuronale (de Bittencourt
Pasquali et al.,, 2014). Nous avons pu cultiver ces cellules au laboratoire et nos premiers

résultats montrent une tendance de ces cellules a se différencier en présence d’acide

193



Discussion

rétinoique. Dans un premier temps, il faudrait confirmer ces résultats. Par la suite, nous
pourrions surexprimer LIMK2-1, LIMK2-1APP1i, LIMK2-1S668P ou un témoin négatif dans
ces cellules et mesurer la longueur des neurites au cours du développement. Nous pourrions
également étudier l'expression de LIMK2-1 dans ces cellules. Si elle est exprimée, nous
pourrions dessiner un siRNA spécifique de cette isoforme et voir 'effet de la suppression de

son expression sur notre modele de neurodéveloppement.
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Les mécanismes physiopathologiques impliqués dans les troubles cognitifs associés a
la neurofibromatose de type 1 sont nombreux et complexes. L'un d’entre eux concerne la voie
des LIM kinases, dont le réle reste encore peu étudié dans le cadre de cette pathologie. Afin de
mieux comprendre le réle de cette voie, il semblait important, dans un premier temps, de

mieux comprendre le fonctionnement moléculaire des isoformes de LIMK2.

Dans cette these, nous nous sommes intéressés a l'isoforme LIMK2-1 de LIMK2,
spécifique des hominidés. Nous avons montré, pour la premiere fois, I'existence de cette
isoforme au niveau protéique, ainsi que son expression dans le systéme nerveux central. Nous
avons également mis en évidence un mécanisme moléculaire nouveau pour une protéine de la
famille des LIM kinases. En effet, LIMK2-1, a la différence de LIMK2-2a, de LIMK2-2b, et méme
de LIMK1, ne phosphoryle pas la cofiline mais pourrait inhiber la déphosphorylation de la
cofiline grace a son domaine inhibiteur de la phosphatase 1. De plus, il semble que cette
isoforme puisse agir de maniére synergique avec d’autres isoformes, pour augmenter le taux

de cofiline phosphorylée.

Nous avons également vu que le variant p.S668P, situé au niveau du domaine PP1i de
LIMK2-1 et associé a la déficience intellectuelle, pouvait perturber le fonctionnement
moléculaire de cette isoforme. Ces données corroborent I'idée d’'un role de cette isoforme
dans le fonctionnement neuronal. Une dérégulation de cette isoforme liée a une absence ou a
une diminution de neurofibromine pourrait donc contribuer a l'apparition de troubles
cognitifs dans la neurofibromatose de type 1. Le développement d’'inhibiteurs des LIM kinases

pourrait ainsi palier a la diminution du taux de NF1 au niveau du systeme nerveux central.

Par ailleurs, des inhibiteurs des LIM kinases sont également synthétisés comme
traitement potentiel et prometteur contre certains cancers (Boland et al,, 2015; Charles et al,,
2015; Mardilovich et al,, 2015). En effet, de nombreuses études ont montré un role de ces
protéines dans des mécanismes néoplasiques (Manetti, 2012; Scott and Olson, 2007).
L’'implication des LIM kinases dans les cancers liés a la neurofibromatose n’a toutefois pas été
étudiée a ce jour, mais le role de NF1 dans la régulation de ces protéines indique qu’elles
pourraient jouer un réle dans cet aspect de la maladie. Des inhibiteurs des LIM kinases
pourraient donc constituer une voie thérapeutique intéressante a explorer dans la

neurofibromatose, tant sur le plan tumoral que cognitif. Il parait alors primordial de bien
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comprendre le role moléculaire et cellulaire de ces protéines afin de bien comprendre

I'impact du traitement.
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Les LIM kinases dans la neurofibromatose de type 1 :
Caractérisation cellulaire et moléculaire de LIMK2-1,
une isoforme associée a la déficience intellectuelle

LIMK1 et LIMK2 sont des sérines/thréonine kinases capables de phosphoryler et d’inactiver la
cofiline, un facteur de dépolymérisation de l'actine. Elles sont régulées négativement par la
neurofibromine, responsable de la neurofibromatose de type 1, et pourraient étre impliquées a la fois
dans les aspects tumoraux et cognitifs de cette maladie par leur réle dans la dynamique de I’actine.

Nous avons étudié 'isoforme LIMK2-1 de LIMK2, spécifique des hominidés et précédemment
associée a la déficience intellectuelle. Cette isoforme possede un domaine kinase tronqué et un domaine
inhibiteur de la phosphatase 1 (PP1i) en C-terminal.

Nos résultats montrent, d’'une part, que LIMK2-1 existe sous forme de protéine et qu’elle est
exprimée dans le systeme nerveux central chez I'homme, en particulier au cours du
neurodéveloppement. D’autre part, il apparait que cette isoforme favorise la polymérisation de I'actine.
Cette action semble indépendant de l'activité kinase puisque LIMK2-1 ne phosphoryle pas la cofiline.
Nous avons également montré que le domaine PP1i interagissait spécifiquement avec la phosphatase 1
et des résultats complémentaires suggerent un role de ce domaine dans l'inhibition de Ia
dépolymérisation de I'actine.

Ces données mettent en évidence un mécanisme moléculaire nouveau pour une protéine de la
famille des LIMK et soulignent l'intérét d’étudier ces protéines afin de mieux comprendre leur
implication dans les troubles cognitifs et dans la neurofibromatose de type 1.

Mots clés : Neurofibromatose de type 1, déficience intellectuelle, LIMK2, LIMK2-1, cofiline, actine

LIMK1 and LIMK2 are serine/threonine kinases that phosphorylate and subsequently inactivate
cofilin, an actin-depolymerizing factor. Neurofibromin, the protein responsible for neurofibromatosis
type 1, negatively regulates these proteins that may be involved in tumoral and cognitive aspects of the
disease through their role in actin dynamics.

We studied LIMK2-1, a hominidae-specific isoform previously involved in intellectual disability.
This isoform possesses a truncated kinase domain and a protein phosphatase 1 inhibitory (PP1i)
domain at its C-terminal extremity.

Our results showed that LIMK2-1 exists at a protein level and that it is expressed in human
central nervous system, especially during neurodevelopment. Moreover, LIMK2-1 promotes actin
polymerization independently from a kinase activity, since this isoform does not phosphorylate cofiline.
We also highlighted an interaction between the PP1li domain and protein phosphatase 1 and
complementary results suggest a role of this domain in the inhibition of actin depolymerization.

These data highlight a new molecular mechanism for a LIMK protein and emphasize the interest
of studying these proteins to understand their involvement in cognitive disorders and in
neurofibromatosis type 1.

Keywords: Neurofibromatosis type 1, intellectual disability, LIMK2-1, cofilin, actin




