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Machinerie d’exocytose

1. Exocytose et complexe SNARE

Les voies d'exocytose régulée
Définition du complexe SNARE
Nomenclature v/t-SNARE et RIQ-SNARE

2. Historique de la découverte de NSF et des SNARE

Découverte de NSF et SNAP
Isolement des SNARE
Roble de NSF & SNAP dans la fusion

3. Le cycle des vesicules synaptiques

Voie lente: endocytose meédiee par la clathrine
Voie courte: kiss and run
Les différents « pool » vésiculaires

4. Comment mesurer I’'exocytose 7?7

Capacitance
Ampérometrie
GFP pH sensible: la Phluorin

5. Comment mesurer le recyclage ?

Utilisation des anti-synaptotagmine
Sondes fluorescentes de type FM
6. Regulation de I'exocytose
Munc-18 et les protéines SM
Munc 13, RIM et Rab3
Réle de la synaptotagmine et du calcium
7. Fonctions des SNARES selon le type cellulaire
Réle de la Cellubrevine dans la migration
Réle de la synaptobrévine dans la libération des NT
Master de Biologie Roles de TI-VAMP dans la croissance neuritiqgue
Module Neurbiologie n°2 Roles de Stx3 et SytVIl dans la croissance Institut Jacques Monod CNRS 7592

Ecole Normale Supérieure Lydia.danglot@inserm.fr
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Overview of protein transport pathways
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Role central des protéines SNARE dans la fusion membranaire

e
3

Exocytose Q—j
O Voie O\
© endocytique CJ
% G
EndnsumasL@EEE'J
Golgi
—— "
(2
\ So=/
Lysosomes  —

Transport intracellulaire:
Processus d’Exocytose et
endocytose

v-SNARE E o o

| | synaptique |

Synaptobrevine
(VAMP-2)

t-SNARE SNAP-25  Syntaxine

' Fusion | |

Adapté d'aprés E.R. Chapman, NAT REV MOL CELL BIOL 2002

Machinerie de fusion:
Les protéines SNARE
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Role centrale de I’exocytose dans la croissance membranaire et le remodelage

- Exocytose au pdle apical pole des cellules épithéliales Apical Membrane
( Galli et al., 1998, Lafont et al., 1999, Pocard et al. 2007) W/\/l
+ Sécretion des lysosomes (réparation, migration) Membrane repair j

( Pryor et al., 2004; Proux-Gillardeaux 2007)

« Croissance neuritique
(Martinez-Arca et al.,2003)

- Exocytose synaptique : libération de NT (Proux-Gillardeaux, 2007)
(Danglot et al. PNAS 2006)

Lateral Membrane

Croissance neuritique

Cone de croissance

TI-VﬂMP‘\
o
-

Endosomes

Phagocytose
(Braun and Niedergang., EMBO J, 2004)

Degradation de la matrice dans les metastases (invadopodia) : v
(Steffen and Chavrier, Curr Biol, 2008) Cmrssan ce neuri tIC,'UE

http://www.silvermanlab.orgl



Exocytose régulée EXSMewnd \piectvienes - D Darglet-Meciliere ecione

a b

Vésicules a corps denses

Vesicules
synaptiques

®
® ® ©

_ ©
| @ Neurosecretory cell
Presynaptic
compartment
Syna pse Cellules
c d neurosécrétrices

Phagocytic vacuole

Macrophage O

Glandes exocrines Macrophages

Chieregatti and Jacopo Meldolesi Nat Rev Mol Cell Biol 2005
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- 50 nm de diameétre
- 500 VS/terminaison

x10 000 contacts = 106 a 107
VS/neurone

x 10" neurones = 10" VS/SNC
- cholesterol:phospholipides = 1:2
- 12000 molécules de phospholipides / VS
- phospholipides:protéeines = 1:1
- 20 a 40 protéines différentes / VS

- synaptophysine= 7% protéine VS = 0,3%
protéines totales




Les protéines SNARE et I’exocytose

Complexe SNARE Complexe SNARE _
relaché Sérré Expansion du pore

SNAP-25 Syntaxin

Synaptotagmin [l

Synaptobrevin

Syntaxin SNAP-25

N
SNARE complex

Chapman Nat Rev Mol Cell Biol 2003



Le complexe SNARE

Synaptobrevin | RN

SMARE TM™
motif
Syntaxin
i [ s
Habc domain SNARE TW™
moif

snae-2s
SNARE SNARE
motif motif

Rizo, Chen et d’Areg, Tins 2006.

Core Proteins of the Secretory
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TAENDS in Cedl Biology

: _ SNARE-motifs
N-terminal domain | |

Qa
1 G - (5288
el oo
Syntaxin 1A Qp

,
SNAP-25 t = Palm itoyl
“GEEEEC- | anchor

Q. 206
; R
Synaptobrevin 2 TMR

Lang and Jahn, Pharmacology of NT release, 2008.
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Les protéines SNARE et I’exocytose

» v-SNARE: sur la vesicule (vesicle)
. t-SNARE sur la membrane cible (target)

=5 ; -1’ cnmpfexe SNARE = 1 motif SNARE sur la vesicule (R)
1 + 3 motifs SNARESs sur la membrane cible (Q)

» Les 3 motifs t-SNARE peuvent venir de :
- 2 t-SNARESs :1 SNARE avec 1 motif (Qa), 1 SNARE avec 2 motifs (Qbc)

Synaptobrevin

LY 3 -SNARES: 3 SNARES differents avec 1 motif chacun (Qa, Qb, Qc).
SNAP-25 Syntaxin

N-terminal SNARE Transmembrane

domains motif domain
— MM n@au Bl Qa-SNARE | ex: Syntaxin 1a 5, 11, 13, 16, 17, 18.

— > Gteaal ) Qc-SNARE

Qb [} Qb-SNARE

Qbc-SNARE

SNARE

ex: Vti1a, Vtiib, GS27,GS28

ex: Bet21, GS15, stx6, stx8, stx10
ex: SNAP-25, SNAP-23, SNAP-29

ex: Syb2, TI-VAMP, Sec22, YKT6
VAMP1 a VAMPS8
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Le complexe SNARE : Q-SNARE & R-SNARE

o o
2 S & uﬂu
1] . -
VAMP
SNAP-25
%EE %ﬁzyﬂtﬂxm
c +H +7 +6+5 +4 +3 +2 +1 0 -1 2 3 4 586 -7

Hydrophobe Couche lonique

v ; Q O
Sq & .
S0 o A
| ;@ @ @ (Sutton et al., Nature 1998)

Chen & Scheller Nat Rev Neurosci 2001




SNARE & compartiments
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Les protéines SNARE et le trafic membranarre dans la cellule

Mammals Lysosome Late Sorti
endosome orng -
endosome SYNta
® % VTiiz
[ * II l
' NAM
Clathrin-coated '
vesicle "+O —p D — C
COPl-coated
vesicle
O«
_,..0 |
; COPll-coated BEFT3
vesicle : _
Intermediate Cis

Exocrine

Y [ Qa-sNARE [0 Qc-SNARE A .
ndoplasmic rans-Golgi ecretory
reticulum Dﬂb'SNARE D R-SNARE network granule

Jahn & Scheller Nat Rev Mol Cell Biol 2006




SNARE & compartiments

CV-PM: SV-PM (regulated):

Qa: syntaxin 1
Qa: syntaxin 4
I:It:l ENAF‘ 23 (N-term.) Qb: SNAF" 25 {N-term.)

kel |.'.'.| i i I--.\'\"' ||". ':|:.__.!..||I
R n:ellubre*.-ln R: Eh'ﬂﬂl}lﬂhrﬂwn‘l.-i

Munc18blc Munciga
rab 7

J’ EE-EE:
Qa: syntaxini13/16

CI:IG ﬂh -u-l|1a
CP H VAMF"dN.ﬂLMF’E

.!L Vpsds

rabh

O
*~~ CGN{ ercon:
r Qa: syntaxinb

LE-LE: Db Temhnn G
Qa: syntaxin? ﬁ zec22h
F;:I:r I1..rt|1h sly1

syntaxin rab1/27

R: UAMF'EH‘?
vps3dalb
raby

Mammalian Cell

ENS - Master1 Neurobiologie - Lydia Danglot - Machinerie d'exocyfose

SV-PM:

Qa: Sso1/2p

Qh Sncspﬂspﬂzﬂp {l'-.l term J
% | o [ _.-|| | i Tai M

H 5nr1'2p

Secip

Secdp

A Intra-Golgi:

O Ca: Tlg2p
Qb: Vti1
TGN-PV: JPV G- Tiotr
Qa: Pepi2p R: Sncip?
ﬂb lI||I|'E|'||:l UFﬁ-ﬂ-EP
F-'. ‘fktﬁp Qa: Ul‘e1p
Vpsdap m: se:mp
Ypt51 TGH
— ‘fﬂ D Ft Sec22p
Shr‘lp
GM rab?
ER-CGH G
PV-Vac/ Qa: Sed5p
Vac-Vac: Qb: Bosip

Qa: ‘u’amap Qc: Betip
qu "-"tl‘llﬂ O R: SEEEE;JI"FME[J

vl
H N'!p"u""P"'l"l'EtE "rF]”IF::
Vpsiip

Yptip
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Machinerie d’exocytose:
le modele neuronal :
I’exocytose synaptique

La fusion vésiculaire entre les
vésicules synaptiques et la
membrane présynaptique permet la
libération des neurotransmetteur.

ATAFTIRUE

WL A AT

1, W
f“.:.“ I il

Thierry Galli & fabienne Paumet
© POUR LA SCIENCE - N° 302 DECEMBRE 2002
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— Myéline

L’exocytose
synaptique

Un potentiel d'action envahit
la terminaison présynaptique

La dépolarisation de la terminaison
présynaptique provoque l'ouverture
des canaux calciques activés par le
voltage

Le tramsmetteur o=l :~.1.-'|11h|_'||,l:|;_'
puis stocké dans des viésicules

Entrée de Ca®"
pir les canaux

Vésicule —
symapigque

v M L .
Le Ca~" fait fusionner les
visicules avec la membrane
priésynaptique

Malécules
de transmetbeir

Récupération de la
membrane vésiculaire i
partir de la membrane
plasmique

L transmetbeur est libéré
par exocytose dans la
fente synaptique

i travers
le dendrite

* i) -
=T AN

UN -
e s ~ Passage d'un
,&W c courant synaptique

E\ B Le transmetteur se e aux

{hivertuire fe e . : .
) : Le courant postsynaptique donne ,.11.:, :M:::.\uu.: SR e molécules du récepteur ‘J_"'“-‘"
D’aprés Neurosciences, naissance  des potentiels postsynaptiques la membrane postsynaptique
a la découverte du cerveau postsynaptiques excitateurs ou s

inhibiteurs qui modifient 'excitabilite

M. F. Bear de la cellule postsynaptique
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Chronologie: rapidité! Et réle du calcium

THE SYNAPTIC VESICLE CYCLE

Presynaptic action potential (APpre) APpre
| 25 mv
Galing Ca**-channels 0.3 ms
CaZ* current (ICa) ICa
Ca*-triggered 0.5ms | Release
fusion pore opening probability
Exocytosis (plotted as release rate) RE:_’;?:E
Neurotransmitter binding 0.4 ms
to postsynaptic receptors
Evoked postsynaptic current (EPSC) EPSC \/
Summation of EPSCs 0.1 ms - Response
triggers action potential | 25 mV probability
Postsynaptic action potential {APpust] AF‘pust

Sudhof, Annu. Rev. Neurosci. 2004.27:509-547 .
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Liberation de |I'acetylcholine

* Théorie quantique: Prix Nobel pour Katz
— Nt libéré par paquet de taille définie
— 10,000 molécules d’ACh

Libération en “tout ou rien”
— Calcium extracellulaire réduit, seuls quelques quanta sont libérés

> |

...................................................................

A  Spontaneous

Sire of depolarization
im¥)

0
Presymapiic T

srbion potentialy
4l arrone's

B

Number of responses

Size of depolanizaton (mY)
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Test in vitro de transport membranaire

(Balch et Rothman, Cell (1984))

Resistance to Endoglycosidase H is Acquired in the Medial Golgi Cellules normales Cellules mutantes sans
irans A (avec E!d"".a? 'Eiﬂsfm] GleNac transferase
non infectées
Golgi i infectées WSV
'
ence W, | Golgl normal Golgi défectueux
_Iesis .“r-'-t- | w = Accepteur = = donneur =
Lo Qob (,/j “\
GlcNAc ' y
r.'\. . i"l'll:ldlfl—
medial transferase 1 B\ rf e/ cations _//
Golgi = &
- I

P -

Golgi
mannosidase 1
cis

ot Cytosol -
Golgi

+ ATP
B + UDP —3H - GlcMac

200 1 VEVG giycosyibe N

ER ER glucosidases ' ﬁ; Z 3H) (———/D

VEVG O N-acetylglucosamine {GIcMNAC)
protain @ mannose ® glucose Protéine G du VSV ‘ Protéing G du VSV
s —— E = e e S P A e T | 9'5'535‘!"@'9

Les citernes restent distinctes, VSVG a été transportée : les
auteurs formulent I'nypothése du transport vésiculaire.
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Déecouverte historique de NSF & SNAPs

[solation of NSF from Cytosol

Golgi Golgi
cisterna #1 cisterna #2
bl NEM: N-Ethyl-Maleimid
C'ﬂ'tﬂﬁﬂ'l. CFTQEDI, NSF « 1Y r ) .E.E.I'm.l' [ -]
Cytosol, ATP . ATP 8 NSF: NEM sensitive factor
ATP NEM . NEM
_L. Y, _L_.| & ',O _L_,| NSF est nécessaire a
Transport l Block Block re la fus.fﬂﬂ 3
!FﬁﬁSpD"t (rRNSDOM |l3r| |'_ It HSF E-St l'ﬂhleE par J‘E
www.ergito.com/index.jsp NEM.
Isolation of SNAPs from Cytosol
Golg Golgl
cisterna # 1 cisterna #2
Purified Purified
SNAP:

NSF NSF snap
onarg || &) ( | | © @ 4
| ‘ =t --sh.--SE-i-éi]zj(E
nding

"k-rI NO binding U Bi

Purified Pu ':flEd

v 08 1 1 %F
T izl i

Transport

No transport

Soluble NSF Attachment Factor

NSF est une protéine soluble
qui ne peut se lier aux
membranes que grace aux
SNAPs (3 isoformes a,p,y).
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Decouverte historique des récepteurs de SNAP: les SNARE

Steps in Assemby and Disassembly of 20S Particle

SNAP NSF 205

O @8 particle
SNAP L L
receptor

| | SNAP O
www.ergito.com/index.jsp

Comment isoler les recepteurs de SNAPs: les SNARE?
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Isolement des SNAREs

Scheme for Affinity Purification of SNAP Receptors
Affinity-purified SNAP Receptors

_____ e vl
ATPY Detergent = =
[EDTA) ' ! resentin |

_ non-specific
(MgatPys] [Mghte — nonep
i

4

~m SYNEaxin IBi

Non-specific | P
gluate [Added ||

Delergent -, Syntaxin 1A |
extract of SNAPS 1 !
membrane Anti-myc
fraction e]:itupe 19,
i inked to |
SNAP-25 |
www.ergito.com/index.jsp
- VAMP/
SNAREpins Mediate Lipid Bilayer Fusion ¥ < . Synapto-
P = ! i brevin-2
Vesicle s |
(> :
oo ! v-SNARE

t-SNARE

Target membrane



SIS o e e IR e e b S Gl ettt e A R e e el e e el b

Dissociation des SNARE par NSF

SNARE
complex
Zippering

—

Syntaxin
& SNARE
complex

nucleation CMEmARA" “AAZ

Priming | Priming Il

Endocytosis & ? Ca% Fusion-pore
opening

recycling

i
- SNARE complex e -},:-'-.: . NSF/SNAP
disassembly B 'I'._-_ o recruitment

L
a ®

T.C. Siidhof, K. Starke (eds.), Pharmacology of Neurotransmitter Release.
Handbook of Experimental Pharmacology 184.
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Structure de ’ATPase NSF

N-terminal D1 ATPase D2 ATPase
domain domain domain

20S complex




The SNARE cycle

DONOR
COMPARTMENT

G
N c \
v-SNARES

U-SMARE
re i:lmg

i ‘b ;

| Dacking |
N

X ‘.1

t;SHARES ACCEPTOR

C
COMPARTMENT
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Recyclage des vésicules synaptiques

Endosome
fusion

Earl E f
arly en@

: e Fusion : b
Dnr.:klng Priming pore opening End?f:yfnsls L
Hé'.' =) " o ‘;‘\
FRY
Plasma - 3 - “) AP2
membrane Actwe zcrna %
Synaptic
cleft Ca?* ®¢°ae

Danglot & Galli, Biology of the cell, 2003.



b. Indirect endosomal route

= Budding

Bulk
endocytosis

Clathrin

dependent
Fusion Endocytosis
pore opening

Plasma
membrane

L EEE T e e e e e e E R LR R LR E T~ 'yt e I i e e smateas e smaissa s see s 00 88008 0088080880808 008 088008 0000100810000 10808 800010088 800808 1000 80800 808 000008 08088081008 08 L4 S LB L LRSS L Ba L La LML Na L Las M RN aNLa s anaateasatnanten atnas

Danglot & Galli, Biology of the cell, 2003.



FLAT LATTICE
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CURVED LATTICES

d__ LIGMT CHAIN

o— HEAVY CHAIN
o Proximal leg

LN

= . O Knee

W~ Dictal leg
Linker & il L

terminal domain

Clathrin
lattice

PENTAGON

i 1
i
' - ] 1. 1
:x.l%
m
_ = -\‘?ﬂ |.|:'_.:z._.-¢n -
. : L] RECEPTOR

ADAPTOR
PROTEIN

www.ergito.com/index.jsp
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Recyclage des vésicules synaptiques

RECYCLING TIME

less than 60 s
(Betz and Bewick, 1993: Ryan et al., 1995)

~10 s ~ 0.2 ms ~2s
(Stevens and Tsujimoto, 1995) (Katz, 1969) (von Gersdorff and Mattews, 1994)

1/2~20s
(Ryan et al., 1995)




Recyclage des
Vésicules
synaptiques:

endocytose
mediée par la
clathrine
(la voie lente)

Thierry Galli1 and Volker Haucke
www.stke org/egi/contentfull/sigtrans; 2004/264/ra10

Lenapsomgrmin

i onian N I Syiinaiobewvin
Calcium channel

IJL
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Loose SNARE Tight SNARE
complex complex

Thierry Galli1 and Volker Haucke
www. stke.org/cgi/contentTull/sigirans: 2004/264/re19 Science’s Stlke
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Et en microscopie
électronique ?

J‘ . - )
i, ' ":.- . g Y.
) Ox .
L e /
r”ff:/ﬁ 4 )
: ;.-ijf-r“_.rf:-j/ / v / /
"'r ’;-'Ir":"r r'f .-"i ’ / /:':
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Nombre de
Tpodopon Nombredel
e )
proximale (P)| 17-20VS Pool de
vesicules
5-8VS |recyclables

Bouton présynaptique

Pool de
réserve

Microfilaments
d'actine

l

- Pool O OO O e Invagination
o ‘ proximal O O
recyclable '

Pool
. arrime

£0Ne aClVE  modifié d'aprés Current Opinion in Neurcbiology 2000, 10:321-327 et Natrure Review Molecular Cell Biology, 2003, 4:127-136.
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Regulation de I’exocytose

-

N — e [

Complexin

'''''''''

SNARES Prete a fusionner- attente du Ca2+

Proba de libération: 12-14%
Libération synchrone : 2 ms

Unprimed -
Reluctant
primed . RRP

Docking-Initiation du priming

B Synaptotagmin .
\ Fully primed

i

Munc 13 v

Priming- complexe SNARE relaché
Proba de libération: 1-2%

Liberation asynchrnne : 20 ms Modifié d’aprés Rosenmund et al., Current opinion in Neurobiclogy (2003): 13: 508.
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Comment mesurer I’exocytose ?

1 ) Capacitance:

La mesure de la capacitance de la cellule est proportionnelle a la surface de la membrane.
L'enregistrement de la capacitance permel de mesurer I'addition de membrane provoquée lors d'un
evenement de fusion membranaire.

Cellules chromaffines (medullosurrénales): la fusion d'une vésicules produit une augmentation de la
capacitance de 1fF (Neher, PNAS 1982).

Mastocytes : ont des vesicules + larges: augmentation de 161F

Pituitary nerve terminals:

large DCV: large capacitance a3 a4
slope =0.94 + 0.10 slope = 0.96 + 0.05
1000 .
120 .
0.31F E 100 750 }
Q80
a2 — = 500
18 E &80 |
o 40
a 250 }
20
50 aF 0 134 i
0 40 80 120 0 250 500 7501000
054 UP step (aF)

Small clear vesicle: small capacitance
P Une pente proche de 1, indique qu’il n’y a

pas de transfert de membrane et indique
plutot un evenement de type kiss-and-run.

Jackson & Chapman, Annual Rev. Biophys. Biomol. Struct. 2006
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Comment mesurer I’exocytose ?

2) L’ampéromeétrie a fibre de carbone (5-10 microns de diamétre):

On stimule les cellules par une depolarisation. La cellules secrete alors des molecules. En presence
d’un potentiel approprie, les molécules (catécholamines, indolamines) sécrétées s'oxydent et liberent
des electrons. La mesure du courant d’oxydation donne acces a la quantite de molecules secretees par

evenement unitaire d’'exocytose.

Transmitter release
Vesicle Fusion pore  Fusion pore

docking formation expansion /\

Full fusion

. - -

Cellules mesurees: cellules chromaffines (noradrénaline, adrénaline), mastocytes (histamines,
serotonines), et cellules B du pancreas (insuline).

Resolution temporelle: <1ms
Sensibilite de deétection: quelques milliers de molecules (Chen et al., 1994)

650 | VOL.2 NO.9 | SEPTEMBER 2005 | NATURE METHODS



b . 5 i - _ y i
T mImIMmanrTr 2R IIrar i - ol Yiiagl~ al
OoOMmme nmesurer | exocviose
& "_,.'_| _II.JI,_I JI _'I .'.-"'_II _II _I; ._'!._-F._p' - _',_,_l’_lI 1 ,.i'_llr ~ 4 "_.-J‘I.__.-"'. e Wl
- r

Fusion pore closes
rather than dilates

I . h ot Kij d \ PN ¥
F. Darchen (UPR1929) R PSF  Spike
A i k"
r ™ ® “u
Open state (O)
Closed state (C) 1= 1(k + k) Pore dilation (D)

Ca* 06
Ex: Syt1 prolonge le PSF, Syt4 le diminue.

Ca® - syt-1-C2B

Chapman, Annu. Rev. Biochem. 2008.77:615-641
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Reéeserve, Amorcgage, Fusion
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Comment mesurer I’exocytose ?

3) Mesure de fluorescence avec la GFP sensble au pH : la pHluorin

Plasma pH 7.4 e S ¢ |/
100 —_— i~
membrane e = 7
" P2 S
60 .
E 40
a
B
= 20
= Secretory
2 0 vesicle
—
2
=
-
o 40
o
0
=
L
0 Golgi
(o
350 400 450 500
Excitation wavelength (nm)
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Comment mesurer I’exocytose ?

3) Mesure de fluorescence avec la GFP sensble au pH : la pHluorin

100 | GFP 4 VAMP

“Es ‘T4 ecliptic pHluorin
H* .S

Reacidification

/ Endocytosis
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40 Action
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Comment mesurer le recyclage ?

2) L’utilisation de sondes
fluorescentes (FM Dyes)

1) L’utilisation d’anticorps anti-synaptotagmine

Synapfotagmine

Incubation
avec anticorps
ou sonde

Endocytose

Vésicules
chargées

Exocytose




Neuronal transmission: exocytosis




Neuronal transmrssron exacytosrs

FM experiments

1. Loadmg of fluorescent dyes
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?J_JJL "_')f_)f)—"ffj

(CH3C qumt HTHO—(II-{‘I[@— {CH;EFHﬂz

2 Br

Hydrophobic tall :
dissociation rate

n=1 FM 2-10
n=3 FM 1-43
n=4 FM 1-84

FiG. 1. Chemical structures of FM 2-10, FM 1-43, and FM 1-84.

+ 7N ] |
(CH,CH,),N(CH,,),N B (CH3CH; NtCHECHSJE

4 o
Carbon spacer : FM 4-64

Red-shiftes fluorescence
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+
(CH4CH3)3N(CH, b@‘fl [=("] 1—@—.‘4[1(}]1,@,‘]?313
- < >

2Br

Hydrophobic tail :
dissociation rate
n=1 FM 2-10
n=3 FM 1-43
n=4 FM 1-84

FiGc. 1. Chemical structures of FM 2-10, FM 1-43, and FM 1-84.

NATURE CELL BIOLOGY|VOL 4| NOVEMBER 2002 |
Rapid recycling Short membrane residence time a

v ; : Sﬂl‘- 7,

o 4d° FM2-10 is faster
| N |
ATED RN than FM1-43
B {j? < i
Y7 w W W %
FiM1-43 FM2-10
i‘f Dye with slow 'off time' - \/esicle membrane 1 Meurotransmitter

if}* Dye with fast 'off time’ —— Pre-synaptic membrane
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ExoC P ——

Rapid ra::yu.i':ling Short membrane residfenc:e time

Kiss and run :

short Residence time (Res.T)

Clathrin-médiated endocytosis Long membrance residence time Clathrin mediated endocytosis:

- » Long Residence time

Long Residence Time |

O |

1 3 ( :

% W
4 i
T
g Dye with slow 'off time'  —— Vesicle membrane 1 Neurotransmitter

7¢ Dye with fast ‘off time'  — Pre-synaptic membrane NATURE CELL BIOLOGY|VOL 4| NOVEMBER 2002 |
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Ex0C  Internalization
Rapid re::yuj:ling Short membrane resid?ence time Kiss and run :
| short Residence time (Res.T)
FM2-10 < Res. T<FM 1-43

1 FM2-10 is faster
than FM1-43 :
« Off time »
o>
. FM2-10 <FM 1-43
FM1-43
Glathrin-ml:adiated endocytosis Long membrance residence time ~ Clathrin mediated endocytosis:

P There is no difference

between FM2-10 and
< FM1-43

- . Long Residence time
: Long Residence Time :
;  Residence time >> FM off time
&5  Res. T >>FM 1-43 > FM2-10
1 |
| 7 i N
£ NOW

Both can dissociate
before internalization

g Dye with slow 'off time'  —— Vesicle membrane 1 Neurotransmitter

v¢ Dye with fast ‘off time'  —— Pre-synaptic membrane NATURE CELL BIOLOGY |VOL 4| NOVEMBER 2002



Current Opinion in Neurobiology

FM 4-64 labeling of synaptic vesicle clusters in hippocampal neurons.
FM 4-64, which is a red-shifted variant of FM 1-43, was applied during
AP firing to hippocampal neurons in cell culture. Two GFP-expressing
cells that form an axo-dendritic contact containing two clusters of
recycling vesicles labeled by FM 4-64 are shown.
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Evidence for a Role of Dendritic Filopodia in

Synaptogenesis and Spine Formation
Noam E. Ziv and Stephen J Smith  Neuron, Vol. 17, 91-102, July, 1996.

Figure 1. Imaging of Dendritic Structure and
Presynaptic Boutons in Live Cultured Hippo-
campal Neurons

(A) A fluorescence image of a single pyrami-
dal neuron labeled with FAST DiO, digitally
overlaid on a DIC image of the same field.
The neurons shown in this figure were grown
for 13 DIV prior to the expenment.

(B) A pseudocolor flucrescence image of pre-
synaptic boutons loaded with FM 4-64. The
area shown corresponds to the inner rectan-
gle in (A). Fluorescence intensity I1s coded ac-
cording to color bar on far right.

(C) The same field shown in (B) after the dye
was unloaded by stimulating the neurons to
fire action potentials for 60 s at 10 Hz.

(D) Digital superposition of the FM 4-64 differ-
ence image (red), created by subtracting the
image in (C) from that in (B), onto the fluores-
cence image of the FAST DiO-labeled neuron
(green). Area shown corresponds to outer
rectangle in (A). Scale bars, 20 pm (A) and 10
i (L).
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Vesicules Synaptiques

Synaptobrevin _
A SNAPZS Viila ey, Synaptotagmin

VAMP4

Takamori et al. Cell (2006)127:831. »
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Veésicules Synapthues

WLATPass

% of total
E'rutein SV proteins
Synaptophysin 10.20 + 1.54(1.4)
Synaptobrevin 2 8.60 + 1.55\1)
Syntaxin 1 2.00 £ 0.27(19)
SNAP25 0.40 + 0.06(1.6)
Synapsins 623
Rab3A 2.5(@)
Synaptotagmin 1 7)
Synaptogyrin 1 0.5(2)
SV2 1.4)
SCAMP 0.3
CSP 0.6
VGLUT1 5.36 + 1.11(1.7)
VGLUTZ2 9.01 +2.31(1.7)

V-ATPase V1-B subunit 1.15+£0.21(")

Takamori et al. Cell (2006)127:831.

Synapinbnanyin

ENAPZE Synapiotagmin

\ e g2

P p
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Fonction des protéines des VS

Regulators of
SV exocytosis

Interactors 7

C c
Chaperone 1 p— T

: = ,
forms complex with S s "\ Synapsins 1-3
ynapto- ATR JATR
=0 ATURE &1 gyrins 1 &3 *"'j = Transport protein?

~ : Interactors?

Endocytosis 7

Ca?* uptake into SVs ?

N\
Form SNARE :
complexes with SFE’EPE _

syntaxins 6/8, 7
& endobrevin  Ra

Synaptic - Interactors?
vesicle '

Vii 1afl n =
fusion _ W 2
y Binds AP-2 adaptors
Bind to Rabex5, e . & stonins
rabenosyn, etc. RH b1 S . ' ‘ ﬂ m
Rab3A, B . R-SNARE Ca -":rr'":-a.'.:ﬁp /

TGN/endosome
fusion ?

Bind to various
Rabi11 effectors

3B&3C = ) ¢ ™" Synaptotagmins 1 & 2
Synapto- Synapto- N Synaptic fusion

hysins 1 & £
P 5’ brevins 1 & 2 Binds 5 Ca2*-ions via

digcinind two C2 domains;

Regulators of . :
Eg,,_, Sl x imeracts with synaptic

SNARE complex;
forms calcium/

phospholipid complexes

Regulaturs of
SNARE complex®

Bind to RiM10/2c

Synaptic fusion

Form SNARE complex
with syntaxins 1A/1B,

Bind to
synaptobrevins

& SNAP-25A/B
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Reégulation de I’exocytose par differentes protéines

Synaptotagmine
Arrimage
et "priming"
Synaptmbrevme >
NGO Munc13
| Syntaxine SN
Canal Ca2+ Fusion Ca?+
dépendente
Désassemblage
du complexe
SNARE
- —
NSF, a-SNAP 7
ATP ———
TNeurr:)transmetteur

Modifie d’'apres Gundelfinger at al. (Nat Rev Mol Cell Biol, Feb 2003, vol 4, p127).
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Regulation par Munc18
SM proteins = Sec1 /Munc 18: découverte sur un sreen génétique (levure, c.elegans) pour
des defauts dans le trafic mbR et la sécrétion. Ont un réle essentiel dans la fusion.

116 <1
Syptran [ N roe eS|
™

NTS

Syntacin-+ (| T

Syb2
=G
€ q,%

SNAP 25

VOLUME 15 NUMBER 7 JULY 2008 NATURESTRUCTURAL & MOLECULAR BIOLOGY

Munc 18 lie la syntaxine 1 ansi que le complexe SNARE et promeut son assemblage en introduisant une
veérification des couples de SNAREs (Peng & Gallwitz 2002).



Munc18 KO

A

- AAI Morthern proge AA1 23
14-29 30-56 57-82 83-108 109-144 amino acid
wt H
|: ;|H EEHB EH BBH H K H 5
H E _-NEO" BH H K H S
nu” I, LI T 1
L _
0 2 kb
B -/- _+/+
kb:
5.7 w
448—
4.3 =
18 23 wt 2 1 sue
D w4 +/- -/- e
e | ARN
97 = Proteines
66 — ——— ' kDa: +/+ +/- =-/- renu
97=-
i |
u—munﬂﬁ—‘rmnnnclnnal a-muncl8 pnlyclnnal

Science. 2000 Feb 4;287(5454):864-9
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A NEOCORTEX
control null
E1'B.5 ‘PMW.T“"-“T“ - SR L
§1— =
‘ | ‘ 0.5s
E NEUROMUSCULAR SYNAPSE
control null
E16.5
g
]. 0.55
e UGN AW 2
0.25s
E18.5 T
L - i EL
- ~ et 0.5s5

MMMMM%

Les synapses sont totalement silencieuses:
pas de libération de neurotransmetteur.
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Munc18 KO

cantrol nill conirol il

Le développement cérebral est normal méme en absence
de sécretion de neurotransmetteur. On constate qu'on a
bien: la formation de structures en couches, les tractus de
fibres sont présents, les synapses sont morphologiguement
deéfinies.

Science. 2000 Feb 4;287(5454):864-9




Munc18 KO

control

ENS - Master1 Neurobiologie - Lydia Danglot - Machinerie d’exocytose

E14.5

E16.5

E18.5

Par contre, apres formation du systeme, les neurones
subissent une apoptose massive suivi d'une
dégénerescence massive (marquée d’'une *).

Conclusion: La connectivité synaptique ne dépend pas de
la sécrétion de NT, mais la maintenance du sytéme
nécéssite |a sécrétion de neurotransmetteurs.

Science. 2000 Feb 4;287(5454):864-9
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Apoptose massive apres la synptogenese.
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Régulation par Munc13

Synaptotagmine Mg Rab3
o) =] RIM
00 A
RIM ITiage .at:rﬂ ! e

, et "priming"
Synaptobrevine - €

Munci13

Munci8

‘] Syntaxine SNAP-25 |

q

Rabphilin

VOLUME 15 NUMBER 7 JULY 2008 NATURE STRUCTURAL & MOLECULAR BIOLOGY Rabphilin

Munc 13 est essentiel pour le priming. Le double KO Munc 13 et Syntaxine est « sauvé » par la
présence de syntaxine ouverte: d'ou I'hypothére que munc13 permettrait I'ouverture de la syntaxine
‘(Brunger 2005). Formation d'un complexe tripartite avec Munc13, Rab3a et Rim.
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Munc13 KO

Munc13-1 is essential for fusion competence of glutamatergic synaptic vesicles.
Augustin |, Rosenmund C, Siidhof TC, Brose N. Nature. 1999: 400(6743):457-61.

Stimulation par potentiel d’action Stimulation par ionophore calcique

(réponse évoquée)
a EPSC +/- EPSC -/- d Calcimycin 7 e
—— t Cacimycin:
— 0.4 lonophore calcique
- v T qui déclenche la
@ libération des NT.
©
5 0.2
b |, IPSC 4/- , IPSC -/- J =
| ; - O ——— L
| et £
| S d <o
< — EPSC IPSC f
£ 2 S
= N il |
: o I
-
o 1 '
L. : jr—
| a
h:‘::.-. o J [ _ GAD-negative synapse density
e +f- - s - - (per 10 pM)
Genotype

La liberation des NT est bloquee dans les synapses glutamatergiques: on ne peut ni la declencher par
des potentiels d'action, ni par des ionospheres calciques. Les synapses inhibitrices ne sont pas atteintes.



Munc13 KO

Vésicules en Vésicules
dehors du RRP arrimeées
(RRP)

T
-

Seules les vésicules deja arrimees
(appartenant au RRP) fusionnent de
maniere Ca2+ independante. Permet
d'evaluer le nombre de veésicules dans

le RRP.

Cf. Rosenmund, C., and Stevens, C. F. (1996)
Neuron 16, 1197-1207 & Lonart and Sudhof (2000)
. JBC 275 : 27703-27707.
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Nature. 1999: 400(6743):457-61.

Q@  EPSC +/- EPSC -/-

Sucrose Sucrose

\«wrﬂ'r’*‘ ] Sy

c
44 pre.
-ES _—
O 2 9 ®
03 ] o
ga 02
EL ”E-'
2 o 0- h
EPSC EPSC
WT -/-

La liberation ne peut pas étre declenchee par le sucrose: le RRP
est donc tres limitée. En l'absence de munci3, le priming est
donc altéré dans les synapses excitatrices.
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Munc13 KO

Synaptotagmine

RIM
Synaptobrevine
Munc18 ng rfc;) Munc13

q] Syntaxine SNAP-25

Docking
& priming

i 100
— 200+ - = I
E 2 S 39 B
£ =9 SE - %
o g = 8 3 ::'!F?
< a 910 > | - I8
© 100- © S0 1o et
N @ L= E 5250
m E E ﬁ .'l._l'__l
> . -g E 58 S Munc13
o =1 nn b - gl
< 0 - o Q- o~ 0. TR
WT -

Les neurones d’hippocampe de souris KO Munc13-1 forment des synapses normales au niveau ultra
structurales. En I'absence de munc13, la formation du RRP est compromise, le priming est donc altéré dans
les synapses excitatrices. Les synapses inhibitrices ne sont pas atteintes.
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Regulation par la GTPase Rab3 v @ e @D

o= Helix a2 by == Helix a2
GDP/GTP exchange factor (GEF) b L SGAWFY moti

. (P W SGAWFY motld
Helix al g Helix a1 €5
Rabai

¥ clfectors

Helix ai @

Rab3
o I Rizo &
._-'_'._Hlﬂ'ﬂ".:# Rosenmund,Nat
s - truct ol Blo
SRS S & Mol Biol
Hﬁbphl“ﬁ {ED{]B}
Rabphilin

Formation d’'un complexe tripartite avec Munc13, Rab3a et Rim.
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muncT3-1 and munc13-2|88] and sy aptotay min-1[72| doss not affect veticle harboring ot the membrane, but #asi ks in priming

and fusion trigger ing defects, respadtively.
Toonen Verhage Trends in Neuroscience 2007
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Régulation de I’exocytose par la synaptotagmine

Loose SNARE Tight SNARE Ex . £
complexe complexe el
\aptotagmin _ammmmm,

i'};i5~;:;'::li-:!i:E'E!:iif-iii-i!i!:

SNAP-25 Syntaxin Adapted From E.R. Chapman, NATURE REVIEWS | MOLECULAR CELL BIOLOGY VOLUME 3 | JULY 20021 1
b
\ap e
L Synaptic
vesicle

s o ol & = e i
wynaptotagmin

Synaptabrevin

Syntaxin SNAP-25

N
SNARE complex

Chapman Nat Rev Mol Cell Biol 2003
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Synaptotagmin regulates synaptic vesicle exocytosis
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Current Opinion in Neurobiology
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Exracelilar  Resting [Ca?*] tca®1

Current Opinion in Neurcbiclogy




At 200 nm distance: At 20 nm distance-

1. Peak [Ca?*] ~ 5-10 um 1. Peak [Ca%*] = 100 um
2. Rises and falls m 10 ms 2. Rises and falis within ps
3. [Ca?*] determined by mean activity 3_[Ca?*] determined predominantly by
of several neighboring channels the local channel
PGS i iR
Fig 1. Ca*F cooperativity and biphasic neurctransmitter release. (a) Relationships of presynaptic Ca *F current ( | ) and postsynaptic cument (P.s.c) with external Ca *F con-

centration, [Ca] . [4]. Adapted, with permission, from Ref, [4]. The same data are represented schematically on imear (left) and log-og (riight) coordinates. The exponential
function { n) next to each log-log plot 5 a measure of the Ca ~ *P-dependent cooperativity of neurctransmitter release (see main text). Note that the differences In the slopes of

le 30 P5.C. Indicate that the cooperativity is mediated by binding sites downstream of the Ca P channel - that Is, Inside the terminal. (b) Under normal conditions, neuro-
transmitter release at a hippocampal synapse conskts of a rapid, synchronous phase followed by a delayed, asynchronous phase. Using data from Ref. [6]. (<) Properties of
Ca®F domalnsaround aCa P channel. Small red dircles represent Ca = *F and the gray spheres represent synaptic vesicles docked on the presynaptic membrane. Using data

from Ref. [14].



Mutants de syt
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(a) ADITA AD1T4
n=36 n=186
ADZ2IT4
n=15
ﬂ" I I I I UL L
0.1 1 10
Ca2+ (mu)
i) WT synaphotagman |
N (N T oo
™
Liresopils mutants
Decreased evoked response
AD4 [I*Stop Increased asynchronous release
Synchronous release abaolishad
Deereased svoked response
ADT [ H TN Stop Mild increase in asynchronous release
™ Reduction in n of synchronous release
W4 Decreased evoked response
AD: [ I T e Mo increase in asynchronous release
™ Mo mduction in nof synchronous redlease
Mild decrease in evoked response
o2N CH_ T e Mo increase in asynchronous release
L Mo sspnificant reducton in f of release
B-D, ;N Cherexpressed by GAL4-LAS system
L b e = Embryos faded o hatch
BD Owerexpressed by GAL-LIAS sysiem
Dominant negatve
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Decreased evwobked response
Knockout [ TN Stop Asynchronous release remains
T Litte or no synchronous release remains
Mo decrease in evoked response
ooy CH MENCEEE  SoSsisnomecere
Dz23sN [ Mo synaptic phenotype
— Reduced Calt sensdivity
TRENDS i Newroscices
Fig 3 . Popertles of symaptatagmin | mutants (&) A schematic kg-og plot of mean quantal content mlesed and extemal Ca ¥ poncentration, showing the altermtion of
Ca'F cooperathity Bibat the newomusculer junctionof — Drosophila  third-instar larvee carrying allelic combinations of synegiomgmin | muBtons compared with wild-type
(W) L. M aprtesd From R 1371 . (b} Domain structures of 3 ganelzed wildtype syraptotagmin | protain ssd matam proteing crested Ia Drosaphila  and mouse MNote
that the mouse Inockout mutent expresses e trunceted protein & 5% wilkdHype level Gray bomes indicate the ransmembrane domain (Th) and Black boxes Indicate

thie C24 and C2B domains. Yellow bars indicate the positions of polnt muGtions. Bffscts of each mutation am listed.



SNARE et synaptotagmine
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(a) (b)

lc) (d)

me!I:I:D—f 11 [ Loop 3

D1 D2 03 D4 O5
P
CaZ+ CaZ+
Cals

TREMDLS in Newwvossamces

Fig 2 . Structures of the soluble N -ethylmaleimide-sensithie fusion protein recepton (SNARE) complex and synaptotagmin | (& Structure of the four-helix bundie of the

SHARE mmiplex. Adapied, with permission, from Ref.

transmembrans domaln and C4eminal hallx gred) and the helical domains of symaptosome-associated protein of 25 k0e (SMAP-25; green), which are th

nscted by an umstrsctured Ioop. @) Domain structune of synapiotagmin L showing the transmembne domain in gray (TG and the C2A and C20 Ca
*F ligands) that prowide the side chains that coordinate Ca P, The R233

2k dependent phospholipid binding  [59]. #d) Cartoon show-

black ) schematic diagram of the C2A and the CZB domaiins, showing the amino acd residues (Ca

arginine residue (amow head) 15 not a Ca 2F igand bt an Asg233Gin mutstion leads to a tecfiold reduction In Ca

ing the C2A and 8 domains (yellow) Ranking the four-helk bundie formed by the SNARE fasion comiplex. Not shown here ane the Ca
*Pndependent cligomenzation of synaptotagmin | with its=if and with other related synaptotag-

symaptotagmin | via the €26 domain idiscussed In the main text) of the Ca

miin protelins vie the opfosolic uxtamembrane cysteine residues. The physiological ok of the ustamembrne orsteine residues of synaptotagmin | h
[29). The SMARE complex 15 adaptad from Rl [15]. The structures of the

strated and the blochemical charactertmton of the domain B dsoussed alsewheans

syna ptotagmin | C2A and C28 domalng [Z371) are downloaded fiom the Protein Data Bank (Research Collaborabory for Structural Boinfommatics,
q Phibppe Valzdon 2000-2003) Red circles represent the Ca 2F jors chelated by the loops

indexitml ) amd rendered wsing the ResTop Version 2.0.3 software (Copyright
within the C24 and €28 domairs of synaptotagmin |,

[15], q (V998 Nature Publishing Group (  hifpywwworaturecom’ | Shown are symaptobrevin bluei the syntaxin

ought to be con-
#F-banding domains in

¥ _deperdent oligomertzation of

as not been demon-

httpe/iwww.rcsh.omg/pdbs



Régulation de I’exocytose

=

Synaptotagming |

Wl RIM
Synaptobrevine
Munc1s MG
Syntaxine SNAF-25
Canal Ca 2+

= 10

Arrimage
et "priming"

Deésassemblage
du complexe
SNARE

[ P—
NSF, a-SNAP
ATP

Fusion Ca2+
dépendente

- Strongly affectiod

mung18-1
syntaxin-1
Snaps5

synaptabravin

munc13-1 and
munc13-2

synaptatagmin-1

®
Too
Neurotransmetteur
- Unaffected
. Moderately allected | yoi0catén = - Telherng - —» - Dooking’ « —= = Priming - ,H;';'&"ng . Fare

dilahicn

TAFMIS m Masrsnances

Toonen Verhage Trends in Neuroscience 2007
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Release Pathway
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b Initial budding
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wIetanus

Neurotoxin
Nature Reviews | Neurogcience

res1stant
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Tetanus toxin efficiency

Synaptobrevin

| SNAP-25

Syntaxin

Modified from E.R. Chapman, Nat Rev Mol Cell biol (2002) & Xu et al. Nat.Neurosci (1998)

Tetanus toxin
RESISTANT

Tetanus toxin can not cleave the synaptobrevin in SNARE complexe
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SNAREs: cibles des neurotoxines clostridiales

Toxine Cible Site de reconnaissance Site de clivage
TelNT VAME V2 : ELDDRADALQ ASQFETS
BoNT/B VAMP VZ : ELDDRADALQ ASQFETS
BoNT/D VAMP V1l : QVDEVVDIMR DOKLSEL
___ BoNT/F VAMP V1l : QVDEVVDIMR RDQKLSE
GABA-ou glycinergique 4
oy v BoNT /A SNAP-25 54 : EMDENLEQVSG ANQRATK
E:' BoNT/E SNAP-25 54 : EMDENLEQVSG ETRIDEA
0 Y BoNT/C Syntaxine X4 : ELEDMLESGN TEEAVKY
) .
oL motif consensus xh--xh-3xhp
.--"'".'.r D
TeNT - Motoneu
Inte VAMP/synaptobrévine
urone
= N~ Lo~
inhibiteur vésiculaire
Barriér : BoNT/G
f ® NeMmafp, o TeNT, BoNT/B
By -NH, Ve
BaNT/D
BoNT/F ol HE
BolNT/A it
BoNT/E /1
- NH-
Membrana
plasmigue

Terminaison motnce

cholinergique SNAP.28 CooH  HPCl/syntaxine
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SNAREs: cibles des neurotoxines clostridiales

BoNT/G BoNTI/B or TeNT
BoNT/D
‘ BoNT/F
1

"|.|'1r VAMP synaptobrevin 2

BoNTIC e Nily
= |
BoNT/A Er W
BoMTIC 2 Sy
x4 Syntanin 1.8 X BoMNTIE —» 51
"'IH: ' F
s

Physiological window
for proleclytic attack

.' -
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Applications des Neurotoxines ...

Dysport

La maiilrise hfu:;:h,umde .-'ul‘r-{;u:'...

.. au service des Dyslonies

Estéthigue: injection de « BOTOX »:

Traitement des dystonies (hypercontractions paralysie musculaire pendant 5 & 6 mois.

musculaires involontaires et douloureuses).
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La cellubrevine est nécessaire a la réparation membranaire et la
migration des cellules épithéliales

Apical Membrane

Lateral Membrane

Réprartion membranaire

00:00,000

(Proux-Gillardeaux, 2007) Proux-Gillardeaux & al, PNAS 2005
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La toxine tétanique clive la cellubrévine et ralentit la migration
les cellules épithéliales

&

Blessure réalisée sur un
tapis de cellule épithéliale : .. LTt
b

-> favorise la migration

Migration de cellules éepithéliales de type MDCK
GFP-Cb Aprés clivage de |a Céllubrévine Sans clivage

Proux-Gillardeaux & al, PNAS 2005, BoC 2007

Cieog)

GFP SNARE ™ GFP-Cb
\ 20 7 Ch
Toxine Tétanique - 13_? i : TeNT

10 1 ek

Mean Veloc
oo

Proux-Gillardeaux & al, PNAS 2005, BoC 2007



TI-VAMP ?




ENS - Master1 Neurobiologie - Lydia Danglot - Machinerie d’exocyfose

Synaptobrevin2 (Syb2) KO

C 4 =
- Syb 2
Syb 1
Cellubr,
- @ Syntaxin
& & sSHAP-25
W el
D L-*‘ﬁﬂ o -'ﬁﬁ:ﬁ‘ . - Syp
i e
Lc?*‘“iﬁ"*:ﬁ‘z-;? ;P‘:‘Sﬁ‘“{fﬂf = w= Munci8
Tl 0 i A L oL L omL ‘ & Rab3
— = Svbi
- = Fabphilin
- - E'_-."t:l:f'
Syt
B S n g, e -
PN control syb 2 -/-

synapsin 1 synaptobrevin 2 co-localization synapsin 1 synaptobrevin 2 co-localization

En I'absence de Syb2, les synapses sont toujours présentes, le cerveau se forme normalement mais les
animaux meurent a la naissance. Science 2 November 2001:Vol. 294. no. 5544, pp. 1117 - 112
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Synaptobrevin2 (Syb2) KO

=300

&
o
&

Peak current (pA)
& A & B
2 B8 3 E

b
2

control syb 2 -/-
— =t
f 4 [ r1r
|; |}r" JI'/ i( I |'/ |{ "f |( “' f( ( [
|
i 15_'JJ|EA =60 —
I — - | | l

N
A

TII’ﬂE.' {ser.::-

=100 —

=60 —

Al T T

=50 —

=20 — IJ
10 20 30 40 50 80
Time (sec)

En I'absence de Syb2, la reponse évoquee est reduite d’'un facteur 100.

Science 2 November 2001:Vol. 294. no. 5544, pp. 1117 - 1122

B0 —

+500 mOsm suc,

20 20 40
Time {sec)
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Synaptobrevin2 (Syb2) KO

B control syb 2 «/-

B_
C 1,0- 1.0-
| [ z 2
T 6- 5 0.8- = 0.8
- i e
E i = 0.6- E 0.6
- @ @
& 2 0.4 ) = 0.4
s = i 3
i 2 0.2- 5 0.2-
0 - ~ 00 _L£ T T T T 1 ° D'o_ﬂ I B — —
contro|l syb 2-/- 10 20 30 40 50 60 0 2 4 6 8 10
Event amp. (pA) Rise time (msec)

En I'absence de Syb2, la reponse spontanée est reduite d'un facteur 10.

Science 2 November 2001:Vol. 294. no. 5544, pp. 1117 - 1122
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SNARES et croissance neuritique

Ifi
Nucleus !."i' 0 U-SNAHEE_;
'i;'; | Synaptobrevin 2
QE;,QQF £ TI-VAMP
4 ¢ t-SNARES :

’3 Syntaxin 1
Syntaxin 3

Q

Cone de croissance

SNAREs a la synapse = SNAREs au cbne de croissance

t-SNAREsSs : t-SNARESs :

SNAP25 SNAP23,25

Perte de Syb2 ou SNAP25: Croissance neuritique:
Perte de sécrétion évoquée Résistante a la TeNT qui clive Syb2
Devpt cerveau normal, croissance neur. normale Nécessite TI-VAMP et stx3
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T'l-VAMP et |la croissance neuritique

Cellules PC12 Neurones d’hippocampe

00:00

RFP-TI-VAMP
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TI-VAMP dans les cones de

croissance
LSS GCP LSS GCP
—— — Gﬂp43 . - syt
— tau = - SYp
IS — e 3 r
NR1 TI-VAMP \ .
e R | GIluR2,.3 | ™ as VAMP2 Eunnatﬂ.,J.Maums:i:ﬁBQ}

Ursula Schenk

Les marqueurs présynaptiques sont
enrichis dans les préparations de
cones de croissance (GCP).
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TI-VAMP est essentiel a la
croissance neuritique

B siRNA dog
L] GFP
30 ] siRNA rat

m
[~
&)

GFP SIRNAr

Y%total neurites
P
-

" neurites :=-1DEI|.1m

e

%total neurites
=

TI-VAMP

o N B J
|

.

neurites <10um

Alberts & al. MBoC 2003
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TI-VAMP: v-SNARE mediating neurite outgrowth

TI-VAMP
Syb/VAMP2 “’

LONGIN SNARE | TM

\\ ﬁﬁf

(Coco et al., J.Neurosci.1999)

SNARE |TM

Neurite outgrowth

ALongin-TIVAMP
Longin-TIVAMP
ARNi
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Implication de la syntaxine 3 dans la
croissance neuritique

Cc Control siRNA Six3 d Control siRNA Stx3

STXS3

BTub

= Control siRNA Stx3
+ AA + AA

STX3

BTub

Cells with neurites
>20 um (%)
i
iz

20 -

0
NGF + + + + + + + +
AA OO M) - + - + PO AR 1
Stx3siBRNA - - + + o

Darios & Davletov, Nature 2006
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La croissance neuritique est diminuée
dans les explants de ganglions spinal de souris SytVII -/-

A Neurite Dutgmwth
¥
E 1 = Syt VIl +/+ o
D o o Syt VIl -/-
g 1w *
E = P =0.080
&
LE; o P= 00074 P:':"ii'i
W
— 12 24 72 120
Time (hours)
B Syt VI +/+ Syt VIl -/-
24 h
120h &

Arar;tes & al J. Neurosc

i 2006

Fulldown: HisgSytiCoA HisgSytVIICA
bound wnbound bound unbound
— - | —

Western Blot: a-VAMP 7

0.5 M NaCl elution EGTA elution

@rﬁh __ﬁu‘:—"q?

. 2
A -tﬁ‘f a 42 +-*(ﬁb
& & For L
il e |
= e  -VAWPY

Weastern Blot. a-VAMP 7

Rao & al JBC 2004
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Role de I’exocytose dans la croissance
neuritique

Mecanisme moleculaire impliquant:

 TIVAMP come v-SNARE
« Syntaxine 3 comme t-SNARE

TI-VAMP

Syntaxine 3
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Ifi
Nucleus m O U-SNAHES.;
'5.'1 | Synaptobrevin 2
Q\\/ 2 TI-VAMP

Eﬁij// t-SNAREs :

’3 Syntaxin 1
Syntaxin 3

Q

Cone de croissance

SNAREs a la synapse = SNAREs au cbne de croissance

t-SNAREsSs : t-SNARESs :

SNAP25 SNAP23,25

Perte de Syb2 ou SNAP25: Croissance neuritique:
Perte de sécrétion évoquée Résistante a la TeNT qui clive Syb2
Devpt cerveau normal, croissance neur. normale Nécessite TI-VAMP et stx3




L’essentiel a retenir...

1. Exocytose et complexe SNARE

Le complexe SNARE : 17vSNARE + 2 ou 3 t-SNAREs
Nomenclature v-SNARE ou R-SNARE
t-SNARE ou Q-SNARE

2. Historique de la découverte de NSF et des SNARE

NSF est nécessaire au desassemblage des complexes SNARES
NSF se lie par l'intermédiaire des SNAP

3. Le cycle des vésicules synaptiques

Voie lente: endocytose mediée par la clathrine
Voie courte: kiss and run
Trois pool vésiculaires : réserve, recyclage, prét-a-étre libére

4. Comment mesurer I’exocytose ?

Capacitance . proportionnel a la surface de mb
Ampérométrie . proportionnel 2 la gté de molécules libérées
GFP pH sensible( la Phluorin): s’allume si exocytose

5. Comment mesurer le recyclage ?
Utilisation des anti-synaptotagmine
Sondes fluorescentes de type FM
6. Regulation de I'exocytose

Munc-18 et les protéines SM : nécessaire a I'assemblage
Munc 13, RIM et Rab3 : nécessaire au priming
Rble de la synaptotagmine: censeur du calcium
7. Fonctions des SNARES selon |le type cellulaire
Réle de la Cellubrevine dans la migration des cellules épithéliales
Réle de la synaptobrévine dans la libération des NT
Roles de TI-VAMP dans la croissance neuritique
Roles de Stx3 et SytVIl dans la croissance neurtique

Master de Biclogie, Module Neurbiologie n®2, Ecole Normale Supérieure
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S
AL ' 1 v-SNARE

Synaptobrevin

+20u3
t-SNAREs

Syntaxin

Munci18 C} C:) MUnci3

Dr Lydia Danglot
Institut Jacques Monod
lydia.danglot@inserm.fr
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