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Master2 de Neurosciences - UE Synapse et synaptogenése (code
UE : MBIP5013) - Université Pierre et Marie Curie (Paris &):

Planning
Masterd de Meurasciences - UE Communication Cellulaire

(code UE : MBIP5003) - Universite Pierre et Marie Curie (Paris 6):

: classification des

SMNAREs, voie de recyclage des V5, comment mesurer |'exocytose,
comment mesurer le recyclage, les proteines regulant
l'assemblage des SNARE (MunclB8, muncl3, Syt, complexine),
souris KO Syb2, souris mocha,...

Master? de Genetique - Universite Paris Diderot (Paris 7),

LUE Neurobiologie cellulaire et developpementale.

Meuroanatomie generale, présentation du SNC, présentation du
télencéphale et de I'hippocampe, développement de I'hippocampe,
migration des neurcnes excitateurs et inhibiteurs, modele des
neurones dissocies d'hippocampe en culture, polarité neuronale,
formation des synapses.

Ecole doctorale Frontieres du Vivant (Universites Parnis V, VI, VII)

Club Neurobiologie B Optigue:

= = — —

Master2 de Biothérapies Tissulaires Cellulaires et Génetigue-

Faculté de Médecine Hopital Henr Mondor (Paris12),

Master]l de Biologie - Ecole Normale Supérigeure,
UE Du neurone au systeme. Module Neurobiologie n®2:

Travaux pratiques

Master2 de Génétigue - Université Paris Diderot (Paris 7],

LUE Neurobiologie cellulaire et developpementale.
Travaux pratigues d'imagerie: microscopie a epifluorescence, trajet
optique, présentation des filtres dichroigues, acquisition d'images.

Mesure d'exocytose (FM1-43) par vidéo-microscopie.

Travaux dirigés

MANUEL de cours

Masterd- Paris 6

Neuritogenése et
polarité neuronale.

Masters- Paris 6
Complexe SNARE et
communication
cellulaire.

Master?- Paris 7

Deéveloppement de
hippocampe et

synaptogenése

Doctorat-Paris 5, 6, 7
Usage et diversité des
protéines fluorescentes
&n Meuroscliences,

= Jiachirme
1 AT i

Masterl- ENS- N2
Machinerie d'exocytose

Firefox Fichier Edition Affichage Historigue Margue-pages Outils Fenétre Aide = % O
Page de demarrage Mozilla Firefox
Lydia Danglot - Cours de neurosciences et de biologie cellulaire = wp
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Trafic, exocytose et modeles physiopathologiques
1. Exocytose et complexe SNARE

Les voies d’ exocytose régulée
Definition du complexe SNARE
Nomenclature v/t-SNARE et R/Q-SNARE

2. Exemple de la synapse

Decouverte de NSF et SNAP
Isolement des SNARE

Role de NSF & SNAP dans la fusion
o i 1 v-SNARE
3. Le cycle des vesicules synaptiques Synaptobrevin
Voie lente: endocytose mediee par la clathrine
\loie courte: kissandrun | N +2o0u3
t-SNAREs

Les differents « pool » vesiculaires

4. Comment mesurer I’ exocytose ?
Capacitance
Amperometrie
GFP pH sensible: la Phluorin
Utilisation des SNARE inversee

5. Comment mesurer le recyclage ?

Utilisation des anti-synaptotagmine
Sondes fluorescentes de type FM

Syntaxin

6. Modeles physiopathologiques

ROle de la Cellubrevine dans la migration des cellules epithéliales
ROle de la synaptobrevine dans la liberation des NT

Roles de Stx3 et SytVIl dans |la croissance neuritique

Mutants de | adaptateur AP-3: les mocha
KO TI-VAMP Dr Lydia Danglot

Roles de TI-VAMP dans |I'exocytose et |la diffusion des récepteurs Institut Jacques Monod
lydia.danglot@inserm.fr
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Overview of protein transport pathways

ENDOCYTIC PATHWAY

EXOCYTIC PATHWAY
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endosome
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Membrane trafflc role of the vesicular SNARE at the synapse

DENDRTE

CH LULAIRE
AYMLPIE

Exocytosis
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Membrane traffic : role of the vesicular SNARE at the synapse

CORPE
CH LULARE

aYNLPAE

Exocytosis

R N T L

Loose SNARE Tight SNARE
complexe complexe

Expansion of pore

Svntaxin
y Adapted From E.R. Chapman, NATURE REVIEWS | MOLECULAR CELL BIOLOGY VOLUME 3 | JULY

Thierry Galli & Fa# Paume;, ::ur la Scieg/”m‘ : U"I/ﬁ/“ m
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Role central des proteines SNARE dans la fusion membranaire

V-SNARE : .vésil:ule

®

Lysosomes

Exocytose &%)
O (Q

4 v X
O endocytique (O )" 4
—)
= = 7
_ Endosomes <& <~ 0>
w
o G, @
% —4 (6. @

Transport intracellulaire:
Processus d Exocytose et
endocytose

_FE’"EPtiEIUE“
Synaptobrevine 2% o
(VAMP-2) SR
alais 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

Apical Membrane

» Exocytose au pole apical pole des cellules épithéliales
( Galli et al., 1998, Lafont et al., 1999, Pocard et al. 2007)

Membrane repair

« Sécretion des lysosomes (réparation, migration)
( Pryor et al., 2004; Proux-Gillardeaux 2007)

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

Lateral Membrane

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

Croissance neuritique
h\\\___\ ﬂ

O O O

oo_/

O TI.vAMP

Cone de croissance

TI-VAMI’-\
0CD

O
Endosomes

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

» Degradation de la matrice dans les metastases (invadopodia)
(Steffen and Chavrier, Curr Biol, 2008)

Croissance neuritique

http://www.silvermanlab.orgl
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Exocytose regulee

- b Vésicules a corps denses
Vésicules
synaptiques
- O OO0
| © © %0 0o © © Neurosecretory cell
Presynaptic o © @
(©)
compartment
0500
o8
C d neurosécrétrices
Quclaf/ /
Grandules
Acinar
cell

Phagocytic vacuole

Macrophage O

Cell—-cell
junction

H- -

Acinar
lumen

O

A

Glandes exocrines

Macrophages
Chieregatti and Jacopo Meldolesi Nat Rev Mol Cell Biol 2005



Université de Namur - Lydia Danglot -Trafic & Exocytose

- 50 nm de diametre

- 500 VS/terminaison
x10 000 contacts = 10° a 107 VS/neurone
X 10" neurones = 1077 VS/SNC

- cholestérol:phospholipides = 1:2

- 12000 molécules de phospholipides / VS

- phospholipides:protéines = 1:1

- 20 a 40 protéines difféerentes / VS

- synaptophysine= 7% proteine VS = 0,3%
proteines totales
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Les protéines SNARE et I'exocytose

Loose SNARE Tight SNARE
complexe complexe

Expansion of pore

A

i)

SNAP-25 Syntaxin

Synaptobrevin
F i"_‘u..‘ -'4“

: .~l !
(3% 4 ' Moy

o 43

Syntaxin SNAP-25
L 2
W

SNARE complex
Chapman Nat Rev Mol Cell Biol 2003




Le complexe SNARE

Synaptobrevin [
SNARE TM
mofif
Syntaxin
[ || 1]
Habc domain SNARE ™ Y A
motif
.

ENIERIEN 5 2

Rizo, Chen et d 'Areg, Tins 2006.

Core Proteins of the Secretory
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TRENDS in Gell Biclogy

SNARE-motifs
N-terminal domain | |

Qa
| o crmmeRt
"‘ z = TMR
Syntaxin 1A 5 Qp

1 :
SNAP-25 — % Palmitoy!
GEEC | anchor

QC 206
R
o erameq
Synaptobrevin 2 TMR

Lang and Jahn, Pharmacology of NT release, 2008.
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Le complexe SNARE : Q-SNARE & R-SNARE

c +8 +7 +6 5 +4 43 +2 41 0 =1 =2 B -4 -5 -6 -7 |
_ Sx GIN226 | ‘
R
°229 A
Q
L]

[ Sn1 GIn5 1534
\

/YN

Nature 1998)

(Sutton et al.,

Chen & Scheller Nat Rev Neurosci 2001



Université de Namur - Lydia Danglot -Trafic & Exocytose

SNARE & compartiments

Chaine Levure Nématode Drosophile Mammiferes

>NARES 21 23 20 35

Nter (;ll\tl)APZS 5 7 5 9
Cter cSlh(I:APZS 6 4 5 8
V-SI\I:I:{ARE 5 6 5 9
et | 4 6 5 7

b 11 29 26 60
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Les proteines SNARE et le trafic membranaire dans la cellule

Mammals Lysosome Late Sorting

- endésome endosome
) — /0
I

[
Clathrin-coated o
vesicle

d b COPl-coated
qd b vesicle
/| O-

.. \ Recycling endosome @
N\ O
15 PN - |
g COPIl-coated Endﬂcrineo
. vesicle \J

1%
d [ Intermediate  Cis \_) \J.\ <
{ [ compartment Golgi \J\J

-0 -

\ -
o W
. { I '-.i:. I ' b

Exocrine

[ 0a-sNARE [0 Qc-SNARE AN )
Endoplasmic rans-Golgi ecretory
reticulum D Qb-SNARE n R-SNARE network granule

Jahn & Scheller Nat Rev Mol Cell Biol 2006
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Machinerie d” exocytose:
le modele neuronal :

| exocytose synaptique

~ CH LULMRE
3333333333

La fusion vesiculaire entre les
vesicules synaptiques et la
membrane presynaptique permet la
libération des neurotransmetteur.

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



Université de Namur - Lydia Danglot -Trafic & Exocytose

__—Myéline 2]

L "exocytose
synaptique

Un potentiel d'action envahit
la terminaison présynaptique

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

l

Le transmetteur est synthétisé
puis stocké dans des vésicules

Entrée de Ca*
par les canaux

Vésicule — (@,
synaptique \}

| Le Ca2* fait fusionner les
vésicules avec la membrane

: résynaptique
Molécules bt i

le'(‘llpérﬂl'iun dE‘ I.ﬁ ; de transmetteur X
membrane vésiculaire a | g =l Ca2t

artir de la membrane g
P « Le transmetteur est libéré

lasmique
P q par exocytose dans la
fente synaptique

a travers
le dendrite

N\

Passage d'un
courant synaptique

\ ORI e T e Le transmetteur se lie aux
] S '-'.1-" l.-.-' ure A . T ] e _
- . " E Le courant postsynaptique donne des canaux i"nﬂ"'-l‘tu}tb du récepteur c:lram-.
D" apres Neurosciences, naissance a des potentiels postsynaptiques a membrane postsynaptique

postsynaptiques excitateurs ou

2 la decouverte du cerveau inhibiteurs qui modifient I'excitabilité
M. F. Bear de la cellule postsynaptique
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Chronologie: rapidite! Et role du
calcium

Presynaptic action potential (APpre)

Gating Ca?*-channels 0.3 ms

Ca2* current (ICa)

Ca?*-triggered 0.5 ms
fusion pore opening

Exocytosis (plotted as release rate)

Neurotransmitter binding 0.4 ms
to postsynaptic receptors

Evoked postsynaptic current (EPSC)

Summation of EPSCs 0.1 ms
triggers action potential

Postsynaptic action potential (APpost)

!

|

: __Release

! probability

!

|

|

. | 2nA
EPSC .
__Response
| 25 mV probability

APpost

Annu. Rev. Neuroscl. 2004.27:509-547 .



Jim Rothman

Resistance to Endoglycosidase H is Acquired in the Medial Golgi

trans |
Golgi
(uoP g (UDP)
GIcNAC
medial = transferase I _ 4
Golgi Asn
>
Golgi
mannosidase 1
Cis
Golgi
}..
ER ER glucosidases 2
[

VSVG
protein

Université de Namur - Lydia Danglot -Trafic & Exocytose

Test in vitro de transport membranaire

(Balch et Rothman, Cell (1984))

Endo H
r'EE;if;tla Nt |
A
Gc!gl -# -
= | mannosidase IT _ & =

Asn Asn

1 ER mannosidase » L]
= vy L
Asn Asn

[0 N-acetylglucosamine (GIcNAC)

@ mannose ® glucose

further

3 modifi-

cations

Cellules normales

Cellules mutantes sans
(avec GlcNac transferase)

GlcMNac transferase

A non infectées N
l infectees VSV
Golgi normal Golgi défectueux
« accepteur » « donneur »

= C el

+ Cytosol
e + ATP e

B + UDP -3H - GlcNac

((’6’@((‘

-
L —

Protéine G du VSV
glycosylee

bbb

Pr-::teme G du VSV

Les citernes restent distinctes, VSVG a eté transportee : les
auteurs formulent I’ hypothése du transport vésiculaire.



Decouverte historique de NSF & SNAPs

[solation of NSF from Cytosol
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——

Golgi Golgi
cisterna #1 cisterna #2
Purified |
Cytosol / Cytosol, | N3F Jim Rothman
Cytosol, ATP ATP 8
ATP NEM NEM NEM: N-Ethyl-Maleimide
L | L | @ O L | L | NSF: NEM sensitive factor
Transport Block k‘ " Re<store - - =
& transport tra ’mlﬁﬁrt transport NSF est necessaire a la
fusion.
www.ergito.com/index.jsp NSF est inhibée par le
NEM.
Isalation of SNAPs from Cytasol
Golg Golgl
cisterna # 1 cisterna #2
Purified Purified
NSF NSF  SNAP ‘
| u [ SNAP:

o ( ) ( | O [ Soluble NSF Attachment Factor

. > | | 36

l"\-r No b ru:hrg \\ Binding \u

Purified Purified NSF est une protéine soluble
lf‘ NSF (” {/‘ NSF  gnAp ﬂ . p .
S [* 8 | . 8 O [ qui ne peut se lier aux
ranspo gl
assay . ' | . ! ! | membranes que grace aux
s | R ™, -
NE — \ '@9 G\} SNAPs (3 isoformes a,B,y).
No transport Transport
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Decouverte historique des recepteurs de SNAP: les SNARE

Steps in Assemby and Disassembly of 205 Particle

SNAP NSF
O
Sr | —— Q| ——

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

O WO
ATPYS b— Detergent s o
EDTA . o Present in

-~ non-specific
MgATPYS MoATP a eluate

‘ S - Syntaxin 1B

Non-specific l
gluate |

Detergent ‘Added || . _ Syntaxin 1A
extract of SNAPs [
membrane
fraction epitope 1g,
inked to _
beads o ONAP-25
www.ergito.com/index.jsp
| VAMP/
SNAREpins Mediate Lipid Bilayer Fusion ¥ <, Synapto-
brevin-2

‘.'__.-.._ ‘,-_ ' -

r x .'1..
'.'.:-.:rll‘;.;"rt
i vy Ty o " T
LN Y Y
a

E

Target membrane
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Dissociation des SNARE par NSF

Synaptobrevin/
VAMP

Syntaxin
& SNARE SNARE
complex . complex .
| nucleation —AnsmmPPe  Zippering OAg .
Priming | Priming Il
Endocytosis & Ca“. Fusion-pore
recycling opening

a
- SNARE complex NSF/SNAP
disassembly o * gt " recruitment

T.C. Siidhof, K. Starke (eds.). Pharmacology of Neurotransmitter Release.
Handbook of Experimental Pharmacology 184.
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Recyclage des vesicules synaptiques

RECYCLING TIME

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

DOCKING and PRIMING SYNAPTIC DELAY ENDOCYTOSIS
~10s ~ 0.2 ms ~28
(Stevens and Tsujimoto, 1995) (Katz, 1969) (von Gersdorff and Mattews, 1994)

1/2~20 s
(Ryan et al., 1995)
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Recyclage des vesicules synaptiques

Budding Endosome
fusion H+
Early endosome

: - Fusion : P
Docking Priming pore opening End?_cyfosm L
Arjﬁ 5) g 2+ . Ca 2+ :; a Y & }‘
Plasma _"' o’ ‘) AP2
membrane Active zone al
Synaptic
cleft Cg 2+ .

Danglot & Galli, Biology of the cell, 2003.
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FLAT LATTICE — CURVED LATTICES

.'..‘*11_l i

ergito

: -“" St LB NS L g ;,' -~
Tl A Clathrin - : W
| g triskelion / ( -8

i _ LIGHT CHAIN Vv y i o
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<4 . - 1"'} Proximal If‘g ,. - . N } ?—q
Knee
R %) of B - E |

+— Distal leg
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terminal domain
Clathrin - R
lattice k,__m LIGAND
9 RECEPTOR

ADAPTOR

SiEAaTE &
™ 1..| k|

o

CLATHRIN

PENTAGON

www.ergito.com/index.jsp




Recyclage des
Veésicules

synaptiques:

endocytose
mediee par la
clathrine
(la voie lente)

Thierry Galli1 and Volker Haucke
www.stke.org/cgifcontentfull/sigtrans; 2004/264/re19
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A Science’s StKE

/ el

3.0 s &

SHAP-25
Sw taxin

Loose SNARE Tight SNARE
cc-m lex 9 complex

é\ %’ ﬁﬁﬂ %@/ w0 fah
PRYVRY: ?T‘“‘M

synnpmj'anin mmple-x

namin




WWW STKE.ORG

A Slow Track for Synaptic Vesicle Retrieval by Clathrin-Mediated
Endocytosis

T. Galli, V. Haucke,
Cycling of synaptic vesicles: How far? How fast? Sci. STKE 2004, re19 (2004).

Animation by Cameron Slayden

Click the screen to begin

www.stke.org/cgifcontentfull/sigtrans; 2004/264/re19
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N\ISS and Kun 7

‘Stke

WWW . STKE.ORG i

A Fast Track for Synaptic Vesicle Cycling.

T. Galli, V. Haucke,
Cycling of synaptic vesicles: How far? How fast? Sci. STKE 2004, re19 (2004).

Animation by Cameron Slayden

Click the screen to begin

www.stke.org/cgifcontentfull/sigtrans; 2004/264/re19
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Dynamin - PIP \ a2t Loose SNARE Tight SNARE
e - { ;,_,,fcrx\ complex g complex

Synaptotagmin

- Calclum channel

.|I
W start

Thierry Galli1 and Volker Haucke
www.stke.org/cgifcontentfull/sigtrans; 2004/264/re19
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Et en microscopie
électronique ?
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Nombre de
de réserve (R) 180 VS -
proximale (P)| 17-20VS | Pool de
vésicules

Bouton présynaptique

Microfilaments
d'actine

Invagination

proximal
Pool

recyclable

Pool GRS
arrimé -—---'O—*-- o O Sy
o - " - 2 af

S/ - _
/ danaux w.da

Zone active Modifié d” aprés Current Opinion in Neurobiology 2000, 10:321-327 et Natrure Review Molecular Cell Biology, 2003, 4:127-139.
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Comment mesurer | exocytose ?

1 ) Capacitance:
La mesure de la capacitance de la cellule est proportionnelle a la surface de la membrane.

[ “enregistrement de la capacitance permet de mesurer |’ 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 16fF

Pituitary nerve terminals:

al |
large DCV: large capacitance a3 ad
slope =0.94 £ 0.10 slope = 0.96 + 0.05
1000
120
0.3fF s 100 750
o 80
a2 = 500
1s g 60
40
O
S 250
20
WW\ 50 aF ; ’
0 40 80 120 0 250 500 750 1000
He N UP step (aF)

Small clear vesicle: small capacitance o
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 |’ exocytose ?

2) L ampéromeétrie a fibre de carbone (5-10 microns de diamétre):
On stimule les cellules par une dépolarisation. La cellules sécrete alors des molécules. En presence

d " un potentiel approprié, les molécules (catécholamines, indolamines) sécrétées s oxydent et liberent
des électrons. La mesure du courant d oxydation donne accés a la quantité de molecules sécrétées par

événement unitaire d’exocytose.

Transmitter release |
Full fusion

O

Closure
\

Vesicle Fusion pore  Fusion pore
docking formation expansmn

& —>

ctrode
Amperometric recording

Signal |
processing Thenas
\_) — —

Cellules mesureées: cellules chromaffines (noradrenaline, adrénaline), mastocytes (histamines,
serotonines), et cellules 8 du pancreas (insuline).

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

Current

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



- e ; / : Y P g
Lomment mesurer | exocytose

2) L ampérométrie a fibre de carbone:

Ciectroae a fipore

Jge carpone

Fusion pore closes
rather than dilates

Stimulat
‘nicotine o

- . ... - . - . . - . . L A £ _ . _ . . R B I . g ]

——— -

Kiss and run ——
F. Darchen (UPR1929) PSF  Spike
AL "t' ‘t“
Open state (O)
Closed state (C) t=1(k + k)" Pore dilation (D)

06 I Ca?*- syt-1-C2B

Ex: Syt1 prolonge le PSF, Syt4 le diminue.
Chapman, Annu. Rev. Biochem. 2008.77:615-641



Reserve, Amorgage, Fusion

Université de Namur - Lydia Danglot -Trafic & Exocytose

A

Unprimed

pool

B 30+
S 20 ®®ces
= ®®e0ese
3 ®eeveeoe
5 1=
—  o--e Preflash calcum

8.0 —

Sustained

7.8 — component
= | pEeeeeeeeseeseeneneeeeeniiie
-E".é 7.6 Slow burst
Ll T S T RS U

70 Fast burst
I M - - - -
S 200-
g
£ 100—
o
a
£ 0
< [ 1 | I | |

0 1 2 3 4 o
Time (s)
Slowly Ready
k, Releasable Kk, Releasable
= ool a—
“k__ P Tz pool PM
o R B B s i i
— - o \
351\ y 305!
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Comment mesurer | exocytose ?
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3) Mesure de fluorescence avec la GFP sensble au pH : la pHluorin
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3) Mesure de fluorescence avec la GFP sensble au pH : la pHluorin
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Comment mesurer | exocytose ?
4) Evaluer la fusion par la technique des SNARE inverseées (filpped SNARE fusion assay)

v-cell t-cell
f
[1] Flipped VAMP2
B ot s & (or GPI-VAMP2)
+ @
¢ [1] Flipped SNAP-25 +
iy ( Flipped Syntaxin
F:I_F'“'-nr.s (or GPI-Syntaxin)
CHO cells MEF-3T3 cells
(GM1-) (GM1+)
Fusion — o <H>e
complete |
Hemifusion W N : Complete
' fusion
‘n__L
Héemifusion
reversible
# _. % Reversible
0 HESgx - incomplete
y 5 fusion (C
Pas de Ko
fusion =\ S= @& o
3 } Jackson MB, Chapman ER. 2006.
{.-‘i.lnnu Rev. Biophys. Biomol. Struct. 353:135-60 J Cell Biol. (2005)! 170:249-260.




Université de Namur - Lydia Danglot -Trafic & Exocytose

Comment mesurer le recyclage ?

1) L utilisation d anticorps anti- 2) L' utilisation de sondes
fluorescentes (FM Dyes)

synaptotagmine

Synaptotagmine

Incubation
avec anticorps
ou sonde

Endocytose

Vesicules
chargees

Exocytose
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euronal transmission: exocytosis

= £
i
S ]

““- O S h“‘ o {5 “.:h‘h
2, \ - - 4 : S -
S T ~ [ : -.: : !ﬁ
. 2 ¥ ¥ o

FM experiments
1. Loading of fluorescent dyes

FM

Loading
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Dasic properties or the rivl dyes

kS - N _ : 2
(CH3CH;)3N(CH; )4 H=Cl NICHz o f-H3la

2 Br
Hydrophobic tail :
dissociation rate

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

F1G. 1. Chemical structures of FM 2-10, FM 1-43, and FM 1-84.

+ R\ | |
MO N (o NGH,CH )

_—

Carbon spacer : FM 4-64

Red-shiftes fluorescence
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Dasic properties of the FYl dyes

| + /AR - =
(CH3CH;)3N(CH, )4 ‘H=CH NI(CHa[pH3l2

2 Br

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

F1G. 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

FM2-10 is faster
than FM1-43

FM1-43

7 Dye with slow off time'  —— Vesicle membrane Neurotransmitter

¥'7 Dye with fast 'off time' - Pre-synaptic membrane
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: Residence Time ; Y g 1

: ExoC Internalization:

Rapid rcyt:tzling Short membrane residence time How to discriminate bet‘ween
| Kiss & run and Endocytosis

Kiss and run :
Short Residence time (Res.T)

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

- Long Residence time
Long Residence Time

¢ Dye with slow 'off time'  —— Vesicle membrane Neurotransmitter

77 Dye with fast 'off time'  —— Pre-synaptic membrane NATURE CELL BIOLOGY|VOL 4| NOVEMBER 2002
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: Residence Time ;

ExoC Internalizatiﬂn

Rapid recyé‘;ling Short membrane residiaence time

Kiss and run :
Short Residence time (Res.T)

FM2-10 < Res. T <FM 1-43

£
e d> FM2-10 is faster
o i than FM1-43 :
o & ® <O time »
w v FM2-10 < FM 1-43
FM1-43 FM2-10
Clathrin-médiated endocytosis Long membrance residence time Clathrin mediated endocytosis:
4 - Long Residence time
Long Residence Time _ _ _
” . Residence time >> FM off time
PoATw
¥k o, - Res. T>>FM 1-43 > FM2-10
N 7 There is no difference
D W W g | between FM2-10 and
2 FM1-43
Both can dissociate
before internalization
¢ Dye with slow 'off time'  —— Vesicle membrane Neurotransmitter
¥'7 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 experiment.

(B) A pseudocolor fluorescence image of pre-
synaptic boutons loaded with FM 4-64. The
area shown corresponds to the inner rectan-
gle in (A). Fluorescence intensity Is 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 pum (A) and 10
wm (D).
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VeS|cuIes Synaptiques

Synaptobrevin

SNAP25 Viila \ x Synaptotagmin

V-ATPase

_J: o -

CIC3

Synaptnphysm

/

VAMPA4

VGLUT

rimenc

4 fransporter
o vy GT F’ESB

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

Protein

Synaptophysin
Synaptobrevin 2
Syntaxin 1
SNAP25
Synapsins
Rab3A
Synaptotagmin 1
Synaptogyrin 1
SVv2

SCAMP

CSP

VGLUT1

VGLUTZ2
V-ATPase V1-B subunit

Takamori et al. Cell (2006)127:831.
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SV proteins
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Regulation de I’exocytose par la synaptotagmine

Loose SNARE Tight SNARE

2 complexe complexe
23 Synaptotagmin .

Expansion of pore

R

SNAP-25 SyntaXI L Adapted From E.R. Chapman, NATURE REVIEWS | MOLECULAR CELL BIOLOGY VOLUME 31 JULY 20021 1 ‘
b
-y )
Synaptotagmin Synaptic

-

Synaptotagmin

Synaptobrevin
! A .’_‘u . 4 "u

: .~l !
(AR T4 v

o 43

Syntaxin SNAP-25
L 2
W

SNARE complex

Chapman Nat Rev Mol Cell Biol 2003
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- Strongly affected

munc18-1
syntaxin-1
Snap25
synaptobrevin

munc13-1 and
munc13-2

synaptatagmin-1

Synaptotagmine | - Rab3
RIM Arrimage
| et "priming"
Synaptobrevine e
Munci13
Syntaxine SNAP-25 |__ )
- Unaffected
Bl Moderately affected | yrisiocatidn | —>| - Telthering . | —>| - ‘Dboking’ - | = Fiming*» |1 + FusioA . | [ » Pole’ .

triggering, ' dilaticn

TREMIS m Netwvrosciances

Figure 2 Overview of the steps in the seorefory vesicle oyale that are affected by delation of the respaative genas. Dalation of munciB8-1 affects all steps in the cascade.
Delation of the SNARE genes freviewead in [1]) results in priming defedts with syntaxin-1 sharing 8 more upstream (doaking) phenotype with Munal8-1 [25]. Delation of
munc!3-1 and munc13-2|68] and syn aptotag min-1]72] doas not affect vesicle harboring ot the membrans, but resu s in priming and fusion tri gger ing defects, resp actively.

Toonen Verhage Trends in Neuroscience 2007
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Regqgulation par la complexine
' F

Muncl8

Viunc13
Synaegﬁ:;evlnf M Lﬁﬂtq]

XN\ y r' E-é gg @Syntaxin*‘l
i
T. Sudhof @ B—
Docking
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Release Pathway
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U @ =

Fusion-pore opening

Cumplexin%,
Synchronous
@ Release Pathway @

s & J- %

Fusiﬂn:pﬂre opening Complesdn Prirﬁing stage ||



Regulation par la ‘”L’)ffjj.)f_uf]fj—‘

Synaptotagmin-1
Synaptubrewn -2

——H) Syntaxin-1
C. Rosenmund

Complexin

4 i 3

\_l

=0 o==

I




rRegulation par la complexine
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Régulation de | exocytose

Prete a fusionner- attente du
Ca2+
Proba de libération: 12-14%

Libération synchrone : 2 ms
Unprimed \

Reluctant

Docking-Initiation du priming .
prlmEd > RRP

(b) \

Synaptotagmin

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

Libération aSYnChfone : 20 ms Modifié d’ aprés Rosenmund et al., Current opinion in Neurobiology (2003): 13: 509.
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Trafic, exocytose et modeles physiopathologiques
1. Exocytose et complexe SNARE

Les voies d’ exocytose régulée
Definition du complexe SNARE
Nomenclature v/t-SNARE et R/Q-SNARE

2. Exemple de la synapse

Decouverte de NSF et SNAP
Isolement des SNARE

Role de NSF & SNAP dans la fusion
o i 1 v-SNARE
3. Le cycle des vesicules synaptiques Synaptobrevin
Voie lente: endocytose mediee par la clathrine
\loie courte: kissandrun | N +2o0u3
t-SNAREs

Les differents « pool » vesiculaires

4. Comment mesurer I’ exocytose ?
Capacitance
Amperometrie
GFP pH sensible: la Phluorin
Utilisation des SNARE inversee

5. Comment mesurer le recyclage ?

Utilisation des anti-synaptotagmine
Sondes fluorescentes de type FM

Syntaxin

6. Modeles physiopathologiques

ROle de la Cellubrevine dans la migration des cellules epithéliales
ROle de la synaptobrevine dans la liberation des NT

Roles de Stx3 et SytVIl dans |la croissance neuritique

Mutants de | adaptateur AP-3: les mocha
KO TI-VAMP Dr Lydia Danglot

Roles de TI-VAMP dans |I'exocytose et |la diffusion des récepteurs Institut Jacques Monod
lydia.danglot@inserm.fr
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Membrane traffic : role of the vesicular SNARE in the cell

SNARE Transmembrane

Londin domain . .
J domain domain

) VAMP 1,3,5,8, VAMP2/Syb2
VSNARE T VAMP4
VAMP7/TI-VAMP

VAM P3!4)

VAMP3/4 %

Recycling
endosomes

TI-VAMP

TI-VAMP

Q
Lysosome
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; SNAREsSs: cibles des neurotoxines clostridiales
\

Toxine Cible Site de reconnaissance Site de clivage
TeNT VAMP V2 : ELDDRADALQ ASQFETS
BONT /B VAMP V2 : ELDDRADALQ ASQFETS
BONT/D VAMP V1l : QVDEVVDIMR DQKLSEL
= BOoNT/F VAMP V1l : QVDEVVDIMR RDQKLSE
ABA-ou glycinergique
i ot o BoNT/A SNAP-25 S4° : EMDENLEQVSG ANQRATK
O BoNT/E SNAP-25 S4 : EMDENLEQVSG KTRIDEA
. ey _ BoNT/C Syntaxine X2 : ELEDMLESGN TKKAVKY
‘ , y
s> O O motif consensus xh~--xh-xhp
TeNT ,-‘ e Motoneu
5 | VAMP/synaptobrévine
rone
: El"_‘;'-l . Membrane\ - COT_,.///
Inhibiteur vésiculaire
Barriére pg Bo1/0
S “Mato.o TeNT, BoNT/B ,
"8y NH, Ve

BoNT/D
BoNT/F NH,
BoNT BoNT/A V1
BoNT/E
N H;:_:- o
®
BoNT/C Membrane

plasmique

Terminaison motrice
.. chnlinargique

SNAP-25 - cooH HPC1/syntaxine
. Muscle squelettique
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ELdNUS NEUTrOTOXIN=INSENSItIVE VESICIE

TI-VAMP/VAMP7 TI1-VAMP vs cellubrevin
X-linked gene

25kD v-SNARE

ubiquitous
Insensitive to NTs

Cellubrevin TI-VAMP

N-termlnal eXtenS|0n MW - :TE”T_ ol Bl il Gj ~[eNT| B[ D | F ‘ G

of 100aa called PR
Longin domain - -

6,5 -- | mm—



Plasma membrane

Co
Endoplasmic Q
mticuluM

Sensitive to Expressed in
V-SNARE TeNT neurons
Synaptobrevin/
VAMP2 Yes Yes
Cellubrevin/VAMP3 Yes No
TI-VAMP/VAMP7 No Yes
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Applications des Neurotoxines ...

Dysport

La maitrise biopharmaceutique...

||||||

L SNAP-25 | Yy

Synaptobrevine - 2 (VAMP)
o R
A

BasM T o TeM

.. au service des Dystonies

Traitement des dystonies (hypercontractions
musculaires involontaires et douloureuses).

Estéthique: injection de « BOTOX »:
Paralysie musculaire pendant 5 a 6 mois.
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La cellubrevine est necessaire a la réeparation membranaire et la
migration des cellules epitheliales

Apical Membrane

D
—
c
= 7
G O
=
I e '
3 —— :
. — -
i \ / T -
_}t J:i
- -
’ -
2 .
3
. -

Q000,000

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

| :.- .J: ﬁ Ba : 8 r II -‘

Blessure réalisée sur un H T
tapis de cellule épithéliale : ‘ e e .- 3
-> favorise la migration - & ' el

Migration de cellules épithéliales de type MDCK
GFP-Cb Aprés clivage de la Céllubrévine Sans clivage

Proux-Gillardeaux & al, PNAS 2005, BoC 2007

o

GEP SNARE ™ GFP-Cb
‘!‘ih 20 7 (:t)
Toxine Tétanique “ : TeNT

© 10 *kk

Mean Vel

Proux-Gillardeaux & al, PNAS 2005, BoC 2007
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Trafic, exocytose et modeles physiopathologiques
1. Exocytose et complexe SNARE

Les voies d’ exocytose régulée
Definition du complexe SNARE
Nomenclature v/t-SNARE et R/Q-SNARE

2. Exemple de la synapse

Decouverte de NSF et SNAP
Isolement des SNARE

Role de NSF & SNAP dans la fusion
o i 1 v-SNARE
3. Le cycle des vesicules synaptiques Synaptobrevin
Voie lente: endocytose mediee par la clathrine
\loie courte: kissandrun | N +2o0u3
t-SNAREs

Les differents « pool » vesiculaires

4. Comment mesurer I’ exocytose ?
Capacitance
Amperometrie
GFP pH sensible: la Phluorin
Utilisation des SNARE inversee

5. Comment mesurer le recyclage ?

Utilisation des anti-synaptotagmine
Sondes fluorescentes de type FM

Syntaxin

6. Modeles physiopathologiques

ROle de la Cellubrevine dans la migration des cellules epithéliales
ROle de la synaptobrevine dans la liberation des NT

Roles de Stx3 et SytVIl dans |la croissance neuritique

Mutants de | adaptateur AP-3: les mocha
KO TI-VAMP Dr Lydia Danglot

Roles de TI-VAMP dans |I'exocytose et |la diffusion des récepteurs Institut Jacques Monod
lydia.danglot@inserm.fr
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Synaptobrevin2 (Syb2) KO

SNARE Function Analyzed in
Synaptobrevin/VAMP Knockout
Mice
Susanne Schoch,’** Ferenc Deak,'** Andreas Konigstorfer,®*

Marina Mozhayeva,’ Yildirim Sara,” Thomas C. Siidhof,’*4{
Ege T. Kavalali'31

C w =
& & F FS & Sy2 - Sy

OF SN G o N G ef Syb 1 w e Muncit8
e B U4 4 A L A4 L

- — Syb1 Cellubr, & == Rab3
- e e & Svh? & @ Syntaxin & - Fabphilin
s D s e e e S GD| -- SNAF‘-ES - SY“

A control syb 2 -/-

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

'
i @ = §
.
e
3 a
i
L]
: -
&
L]
W

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

A control syb 2 -/- - .
00— | +500 mOsm suec, |
1l ff(frrrrr ~rrrr i _
g ”Mr'f et  pre—
I ’ ] r ] r -
cantrol

'T-E _I'Tﬂ A

t""'-" 00— D 38

E‘: walglign]

—— sVDh 2 ==

|| | 00|

| | | [ |
0 10 20 a0 40

I I INIET e

Peak current (pA)

{0 20 _30 40 50 80 0 20 30 40 S50 60
Time (sec) Time (sec)

En |" absence de Syb2, la réponse évoquée est réduite d’” un facteur 100.

Science 2 November 2001:Vol. 294. no. 5544, pp. 1117 - 1122
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Synaptobrevin2 (Syb2) KO

B control syb 2 =/=

=
oo
|

control —A— syb 2-/-—O—

.Y

o ms

Frequency (Hz)
T
cumulative probability
cumulative probabili

o O 0o oo o =
o M A O O O
| | | | | |

iR 2~ =
o M B O
| | | |

L

| | | | | | L
control 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 réponse spontanée est réduite d’ un facteur 10.

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



Université de Namur - Lydia Danglot -Trafic & Exocytose

Trafic, exocytose et modeles physiopathologiques
1. Exocytose et complexe SNARE

Les voies d’ exocytose régulée
Definition du complexe SNARE
Nomenclature v/t-SNARE et R/Q-SNARE

2. Exemple de la synapse

Decouverte de NSF et SNAP
Isolement des SNARE

Role de NSF & SNAP dans la fusion
o i 1 v-SNARE
3. Le cycle des vesicules synaptiques Synaptobrevin
Voie lente: endocytose mediee par la clathrine
\loie courte: kissandrun | N +2o0u3
t-SNAREs

Les differents « pool » vesiculaires

4. Comment mesurer I’ exocytose ?
Capacitance
Amperometrie
GFP pH sensible: la Phluorin
Utilisation des SNARE inversee

5. Comment mesurer le recyclage ?

Utilisation des anti-synaptotagmine
Sondes fluorescentes de type FM

Syntaxin

6. Modeles physiopathologiques

ROle de la Cellubrevine dans la migration des cellules epithéliales
ROle de la synaptobrevine dans la liberation des NT

Roles de Stx3 et SytVIl dans |la croissance neuritique

Mutants de | adaptateur AP-3: les mocha
KO TI-VAMP Dr Lydia Danglot

Roles de TI-VAMP dans |I'exocytose et |la diffusion des récepteurs Institut Jacques Monod
lydia.danglot@inserm.fr
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SNAREsS et croissance neuritique

]

v-SNARES;
Synaptobrevin 2
TI-VAMP

Nucleus

.

t-SNAREs :

Syntaxin 1
Syntaxin 3

Cone de croissance

SNAREs a la synapse = SNARESs au coOne de croissance

v-SNARES: t-SNAREsS : v-SNAREsS: t-SNAREsS :

Syntaxin 1 Syntaxin 1,3

Synaptobrevin 2
TI-VAMP

Synaptobrevin 2
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I'l-VANIP et la croissance neuritique

Cellules PC12 Neurones d’ hippocampe

(0000

Courtesy of Andrea Burgo
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T'-VAMP dans les cones de
croissance

LSS GCP LSS GCP
e — Gap43 syt
tau - SYyp
o 5 ~ >
NR1 TI-VAMP \ -

e — GIUR2,3 — - VAMPZ Coco et al., J.Neurosci.1999)

Ursula Schenk

Les marqueurs presynaptiques 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
GFP
30 - siRNA rat

Tl
W
&)

5 SIRNATr

%%total neurites
N
-

neurites >1 00pm

* %

%total neurites
=

TI-VAMP

o N A D
1

-

neurites <10um

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

Syb/VAMP2

| \"

.f-"
_ﬂ.

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

LONGIN SNARE [TM

SNARE | TM

Neurite outgrowth

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

_ Control SiRNA Stx3
Control SIRNA Stx1

STX1

La depletion en Stx1 n'interfere pas avec la La depletion en Stx3 bloque la croissance
croissance neuritigue. neuritique.
f

~J
-
I

80+ E.;I;BD- I
({p) @
£ < 60- 5 50-
D F 2 40 -
< E 40- 330 -
= 5 £ i La depletion en Stx3 bloque augmente la
2 A 20- -y proportion de cellules PC12 sans neurites.
O —_—
04 S 0
NGF + + + + + + + +
AA (200 uM) - + - + -+ - +
SIX3sIRNA - - + + - - + +

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

Neurite Outgrowth
A 1600 - g
:.g o " Syt VI +/+ P =0.0096
@ w{ @Syt VIl /-
'E' H::ﬂ: F=0.080
Lamp-1 TI-VAMP/VAMP7 %m: & i P=ﬂ.i£1
= g I i .
0 T
3 12 24 120
Time (hours)
+/+ Syt VII -/-
TI-VAMP/VAMP7 Syt Vii overlay B b A -
TI-VAMP colocalise avec SytVIl dans les endosomes.
0.5 M NaCl elution EGTA elution 24 h
?..
@Cﬁ & .
&Y ) ‘f”b
S & SS9 &
GG O e
o =
- ", - . VAMP7 120 h B
Western Blot; a-VAMP 7 .
TI-VAMP intéragit avec SytVIl de maniére Ca2* dépendante. Arantes & al J. Neurosci. 2006

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

Mecanisme moléculaire impliquant:
« TIVAMP come v-SNARE

» Syntaxine 3 comme t-SNARE

e teguginlavtebaaelabieimaloctalastalasdaiomesniatdinlebelaggahgll
u AT ™ Bl i W R " u TEETRT ™ ITTIES .I TR 5, oo u B TR wow .
IRGRRa e agudsaetananimei b auddiahpnttoimet e tqdtnaidediitlang]

Syntaxine 3




Université de Namur - Lydia Danglot -Trafic & Exocytose

Trafic, exocytose et modeles physiopathologiques
1. Exocytose et complexe SNARE

Les voies d’ exocytose régulée
Definition du complexe SNARE
Nomenclature v/t-SNARE et R/Q-SNARE

2. Exemple de la synapse

Decouverte de NSF et SNAP
Isolement des SNARE

Role de NSF & SNAP dans la fusion
o i 1 v-SNARE
3. Le cycle des vesicules synaptiques Synaptobrevin
Voie lente: endocytose mediee par la clathrine
\loie courte: kissandrun | N +2o0u3
t-SNAREs

Les differents « pool » vesiculaires

4. Comment mesurer I’ exocytose ?
Capacitance
Amperometrie
GFP pH sensible: la Phluorin
Utilisation des SNARE inversee

5. Comment mesurer le recyclage ?

Utilisation des anti-synaptotagmine
Sondes fluorescentes de type FM

Syntaxin

6. Modeles physiopathologiques

ROle de la Cellubrevine dans la migration des cellules epithéliales
ROle de la synaptobrevine dans la liberation des NT

Roles de Stx3 et SytVIl dans |la croissance neuritique

Mutants de | adaptateur AP-3: les mocha
KO TI-VAMP Dr Lydia Danglot

Roles de TI-VAMP dans |I'exocytose et |la diffusion des récepteurs Institut Jacques Monod
lydia.danglot@inserm.fr
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SV recycling

NT

uptake Budding Endosome

fusion H+

NT

Early endosome

: v Fusion : &
Docking Priming pore opening End?_cyfoms L
ATP 2+ . Ca 2+ :; g ¥ l':::‘
Plasma _"' ¢ ‘) AP2
membrane Active zone “
Synaptic
cleft Ca 2+ ®
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AP3 est un complexe adaptateur heterotetramerique
Functions d’ AP3:
Ciblage de certaines protéines vers les:

e melanosomes,

o granules contenant les plaquettes,
e vésicules synaptiques

Sont des mutanst nuls pour AP3 ):
suppression du complexe AP3

Les souris MOCHA (mh)

» décoloration des yeux et des poils
» coagulation retardee (deficience du pool des granules (plaquettes).

» hyperactives

* rithme theta altéré dans |’ electrocortigramme (hypersynchronisation).
* crises éepileptiques

I E 7
| .
! _f! ol
e T
¥ | K" e
g e r e
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SNARE proteins AND Exocytosis

Loose SNARE Tight SNARE

complexe complexe Expansion of pore

: 4

Synaptcbrevm

Syntaxin

Adapted From E.R. Chapman, NATURE REVIEWS | MOLECULAR CELL BIOLOGY VOLUME 31 JULY 2002 | 1

TI-VAMP : Tetanus Neurotoxin-insenstitive

Vesicle Associated Membrane Protein " |
Tetanus toxin
Synaptobrevin _SNARE | TM

* gene lié au X

e v- SNARE 25kD
v-3 U8 £OROS RV I Longin | SNARE |Tv PR
» ubiquitaire 1 120 180

I 220
* Cible via AP3

 Insensensible aux Neurotoxines o AP-3

 Presente dans les terminaisons des fibres moussues.
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Transversal

-

slice

hippocampus CAT

Pyramidal
cell

CA3

Perfﬁ;}'éht
Dentate path

gyrus (subiculum

entorhinal cortex)

Septum Schaeffer collateral
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The mossy fiber-pyramidal cell synapse

hippocampus s

Fyramidal
cell

CA3

Thorny

- Perf
SEFI E[”” 5 f.".-'."‘.'..'r'."‘.'.'.r collateral Dentate E;};r:]'a”t
excrescence gyrus (subiculum

entorhinal cortex)

PYRAMIDAL GRANULE

CELL D ) CELL
Mossy fiber

terminal

Classical
spine




TI-VAMP is expressed in hippocampal mossy fibers ( PNAS 2006)

+/-

+/-
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+/-

"TIVAMP
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Libération Ca**-dépendente évoquée par la stimulation des
fibres moussues.

— —
CA1 CA1 SC stim. \
MF stim. MF stim.
CA3 CA3
= =

Control, CA3 Mocha, CA3 Control, CA1
o™

50 pA

N I 50 ms

 La TeNT causes une réduction drammatique de la liberation des NT stimulée par PA.

 La libération est asynchrone, dépendante d’AP-3 et spécifique de CA3.
Danglot et al. PNAS (2006)
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TI-VAMP est dans le Golgi des grains des mocha.

o H-
&
=
[ P
I= 3
O 3
O
© .TIVAMP
§ -/- CA1T
=
o©
i e
&
O
—
DG
Qi ~ TIVAMP
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TI-VAMP est absent des terminaisons dans les mocha

Control

Mocha mice

Syb2

+/-

-
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TI-VAMP est blogué dans le soma des grains AP3 +/-

Souris mocha

cA3| [\

W}I{ pe granule cell |
™ -;._I

|
Ti-VAMP

f‘fr.-._‘-
~ W

Ti-VAMP sent
to the axon

Ti-VAMP

r'f.‘_-x\

\

BRetention of TI-VAMP
iy the soma

I Pyramidal
\ cell

+/-

7 VAMP4
P

/ VAMP4

sSm

hilus

TIVAMP' - ' eh

o™ B
SO
hilus
Sg
TIVAMP
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[ Wild type granule cell

e ,-
® "% 7Y o MmosSsy
S ave - L fiber

L///;Q terminal

AP-3

TI-VAMP ¢

Glu

“ TI-VAMP

Pyramidal
cell

TI-VAMP sent Two v-SNAREsS in SVs:
to the axon synaptobrevin 2 & TI-VAMP

M&ca granule cell = S Mocha
°q __

e ® D, a fiber

"

terminal

Retention of TI-VAMP Only one v-SNAREs in SVs:
in the soma synaptobrevin 2




Role des vYSNARE Syb2 et TI-VAMP dans la transmission synaptique

PNAS (2006)

Enregistrement des courants miniatures (MF)

Sb
® +/- Control A -/-, Control 2
Syb2 7 TI-VAMP " ) "T"'ﬂ""—"T"T—“T_'qu"
+TENT N » N - a———
S% 5 100 pA
La perte de
Syb2 baisse la */- +TeNT 502 A -~ +TeNT ey
frequence de . AL A
libération - e e
e e ———— "'r'—'PT'F'—'F-*T——?—T'P———'———-—

La perte de TI-VAMP augmente la
frequence de libération



Role des vSNARE Syb2 et TI-VAMP dans la transmission synaptique

PNAS (2006)

Le RRP est augmente en absence de TI-VAMP

+ SUCrose

I..

%

|
D . T

Ctrl Low sucr.

Controle +/- e

Mocha -/~ |
(AP3 -/-) ‘ ‘ ‘ || |

M Perte de TI-VAMP :
Augmentation de la frequence + grande :

le RRP est plus grand

—|—/_ ﬁmwm SRR S

M Perte de Syb2 :

Pas d’ augmentation de fréquence:
Le RRP ne peut plus etre recrute
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A la fois TI-VAMP & Sb2 medient la libération basale &
evoquee aux termma:sons des fibres moussues
Souris mocha

NT up':;]rke Budding Endosome i Endosome
g fusion H* . fusion

Early endosome / | @ 3 Early endosome -~

. Bigger Readily
Readily Releasable

pore opening . pore opening
ah @ - - e i » L an @

2+ * [ @ 24 - 24
Ca 4 : 2 o, Ca Ca

- =
F b
:' “‘
. '
= ..".- % . i : [ = i) -, 2] 1 + [ | 1
( — L — (mmmenlors
R . —rra e s e s ?e . :
L] F i 5] L] ¥
L )

W

W

- A DGl T
_ e (R T b ~ TIVAMP A LA AELA

En I" absence de TI-VAMP dans les terminaisons des fibres moussues (souris mocha) :
- le RRP devient plus important. La probabilité de libération basale augmente.

- La libération évoquée asynchrone, reésistante a la TeNT, est perdue.



Université de Namur - Lydia Danglot -Trafic & Exocytose

Trafic, exocytose et modeles physiopathologiques
1. Exocytose et complexe SNARE

Les voies d’ exocytose régulée
Definition du complexe SNARE
Nomenclature v/t-SNARE et R/Q-SNARE

2. Exemple de la synapse

Decouverte de NSF et SNAP
Isolement des SNARE

Role de NSF & SNAP dans la fusion
o i 1 v-SNARE
3. Le cycle des vesicules synaptiques Synaptobrevin
Voie lente: endocytose mediee par la clathrine
\loie courte: kissandrun | N +2o0u3
t-SNAREs

Les differents « pool » vesiculaires

4. Comment mesurer I’ exocytose ?
Capacitance
Amperometrie
GFP pH sensible: la Phluorin
Utilisation des SNARE inversee

5. Comment mesurer le recyclage ?

Utilisation des anti-synaptotagmine
Sondes fluorescentes de type FM

Syntaxin

6. Modeles physiopathologiques

ROle de la Cellubrevine dans la migration des cellules epithéliales
ROle de la synaptobrevine dans la liberation des NT

Roles de Stx3 et SytVIl dans |la croissance neuritique

Mutants de | adaptateur AP-3: les mocha
KO TI-VAMP Dr Lydia Danglot

Roles de TI-VAMP dans |I'exocytose et |la diffusion des récepteurs Institut Jacques Monod
lydia.danglot@inserm.fr




Cortex WT Cortex KO 3
IP Ctrl IP TG18 IP Ctrl IPTG18 ‘l::fr'
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W N 19 - ..

30

il i ]

14
Conditional TFVAMP KO~ X CMV - Cre (ubiquitous)

- e - - E’,_}.-T:_;::l__]i n i -

= Constitutive TI-VAMP KO TI-VAMP protein is not detectable in the KO. Even traces of TI-VAMP is not detectable after IP.

ph
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Cortical explant outgrowth is unchanged

ns

. 100 =
=
E 80
&
@ 60 l
& 40
(o)
>
< 20
0
KO
Hippocampal neurite growth is unchanged
Without astrocyte With astrocyte
conditioned media conditioned media
ns ns “ ns ns
| | | | | | |
n=93 n=207 =289 n=44 n=87 =133 n=310
a el
o 100 - o 1004
- -
o o
> >
o P "
- -
‘; = ‘; =
Q QD
5 £ %S
£ % 50 £ 0 504
2 2 2 2
L Sl P =5
s S
S S
QD Q
= =
WT KO WT KO WT KO WT KO
Axons Dendrites Axons Dendrites

Contrairement aux exp de siRNA, la croissance neuritique est normale chez le KO.
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VIABLE ...
WT KO
mean *SEM mean *SEM
L J _ .

© Body weight (g) 26,64 +0,62 2630 0,17
() ﬁ Brain weight (g) 0,47 £0,006 0,43 0,015 *
S @ | Body length (cm) 9,75 0,08 9,55 0,11
O + Body temperature (°C) 36,98 0,26 36,09 0,25 *

Whole body Liver Kidney Brain Temperature
329 fi = 024=
J.55= 35
ns ns ns
| | | | | | : =
I I I |
304 0.22- 30-
5.5 I —
’ . . é O 0
o)) 3 1504 @ < Y s
.E 25 = 4 0.20 o AAA A E 374 ? 1‘:1
-~ — . _I IR = o
-E) —8 A " I o 1 : : E +-
i — i ‘.l . T hm :
o » L & 018 A O ¥
3 [ . - ' R
) 45 E
) 20 A Q @ A
454 =
2ded ® 0.16= O il 2 l“‘
ta
N
22 T T 40 - s 0.14 T : - " e .
WT KO WT KO WT KO WT KO LU

TI-VAMP KO have lighter brain and decreased temperature.
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Proliferation is unchanged in cortical anlage at DAPI BrdU
E15.5 .

Subpallium

e M
= ns e
Egm I Egm
D < 40l <L 2 100
Y 0 —
O w = 0 g
it 8 0 == '
o @ - @
m F-m
E-.E 40 g}_‘u
g o =
= 0 EU‘J?I:I
o o 0
- , 2

Cell death is unchanged in cortex and hippocampal anlage at
E15.5

ns

_
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o
o

N
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o
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(@ o]
o

Density of Caspase positive

DAPI Caspase 3
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Maxime Gaubrti Denis Vivien

Live anesthesized animals in 7 Teslas MRI:
8 mice: sequence T2* (fast,1h acquisition)

400 -

0=0.08

350

S00 1,2

P
Ch
=

200 - 0.8

150 10 06

Volume (mm?)

100 0.4

20 0.2

Whole Brain Lateral ventricle Third ventricle

In vivo MRI (RARE).
In vivo MRI reveal a conserved brain volume, but an increased ventricles size.
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Light-Dark Box Test
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Open-Field Test
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3 e, institut Clinique
'CS de la Souris

Behavioral tests with no significant difference

WT KO
mean *SEM mean +SEM
Open field
Distance travelled (m) 106,89 £3,99 116,11 £4,10
Number of rears 201.50 51T 293,08 £39,43
% of time in the center 1255 £1,35 14,66 1,85
Number of entries 109,45 8,91 119,23 18,66
Rotarod- 4 to 40 rpm in 5 min (s) 132,45 £10,75 113,62 +£10,54
@ Grip strength ratio (grip mean/weight) 7,82 +0,32 8,39 0,20
i
»
9 String test (s) 232 XU.2F 3,16 10,30
©
’5 Tail flick (s) 424 0,14 419 0,18
=
_,‘:“ Hot plate First reaction (s) 935 +0.93 944  +0.72
é& Jump (s) 90,13 6,63 97,64 5,79
Shock threshold (mA) Flinch 0,08 £0,00 0,08 £0,00
. Vocalization 0,18 0,02 0,18 +0,02
String test
Y-maze alternation
% Spontaneous Alternation 60,40 +3,49 64,91 12,76
% Alternance Arm Return 3482 £3,/0 33,02 2,93
Y maze %Same Arm Return 2,29 10,68 0,92  +0,49
( working memory)
Tail suspension test
Duration of immobility (s) 144,80 +£23,02 154,15 20,93
Latency to first immobility (s) 70,57 18,03 46,80 +5,89
On|Sound Cookie test (olfaction)
Electric shock
Tail suspension test : Fear conditioning Startle reflex
(depression)




Phenotyping TI-VAMP KO mice (Danglot et al. J Neurosci 2012) 'S KEY/@) o ja © ﬁ

Habituatio | -« Number of
n (15s) crossing crossing in 5 min

i
—

Exploration of the novel
surrounding IS suppressed
by the delivery of a mild
electric foot shock (0,3mA,

0,5s).

-
L=

T

Number of transitions

2 L\ == Bioseb

WT KO

The number of crossing is not different, indicating no induced anxiety after stressfull
events.



J

Phenotyping TI-VAMP KO mice  (pangot etal. s Neurosci 2012) “KEY s

O: ©
9 ~HOME
C

Conflict induced anxiety test (conditionned response to stressfull events): the Foor plates test

Habituatio Number of

n (15s) crossing in 5 min
B

g !

Exploration of the novel @ 1
surrounding IS suppressed £
by the delivery of a mild S
electric foot shock (0,3mA, 2
0,5s). g
-

— : - 2 WT KO

The number of crossing is not different, indicating no induced anxiety after stressfull
events.

Elevated plus maze (unconditionned anxiety)

AN 3
= ahh = 16 =
’ Q14 +—3{ 1] S
Closed arms £ 12 - o
R W 2 10 [
' o A » g 5 % g : E
an VWK E 44 =
. e 2 ; O
i LLI 2 = .. | S—
B 0 - , -

Total arm Open Arm  Enclosed Arm % Open Arm % Time spent

| entries Entries Entries Entries in Open Arms

= Similar [ﬂ
Exploration/ Natural aversion for locomotion

the open space.

|WT
aKO



Université de Namur - Lydia Danglot -Trafic & Exocytose

Piscine de Morris (Morris Water Maze)

ACQUISITION TRIALS

a B T Duration of test: 90 sec
._-—-—'———'_’_'_'_._._—._._-_’_._'_._ e o i
o Variables. N
e - ‘ * Inactivity (s)

e + Swim speed (cm/min)

* Latency (s)

- Distance travelled (cm)

- Successful trials (proportion)

.
~ PROBE TRIAL | ~F

#H_r.___,,...-a-"'""ﬂ i
""\-\._\_HHH
——

. - rI/ @ D}
b : Ey, RT— Duration of test: 60 sec L{j 3
- Variables:
» Distance travelled (%) per
quadrant

* Number of annulus crossings

SPATIAL VERSION CUED VERSION

Platform: fixed position Platform: variable position
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Piscine de Morris (Morris Water Maze)




After training

Change
position

(Morice et al. 2007)

Lydia Danglot -Trafic & Exocytose

Spatial Learning and Memory

. . ﬂ

Distance (cm) Distance (%)
2200 'y 60 .
2000 ﬁ; - A WT
1800 en N \ | | HT
g - N M 1O
1400 | i
1200- 30_
10004
800_ 7 204 il T
el rE
400 |
200 , : : : : : : 0 : : : .

1 2 3 4 S 3 4 R 0 D G
Days Quadrants

L’apprentissage est maintenu mais retardé chez le KO du transporteur de la DA.

Spatial Reversal Learning

. . =
wo,  Distance (cm) w1 6o.- Distance (% )3 wr
160[1_.' 1 K0 = T l’.'!// ﬁ\:_’: [] HT
1400 _ | f I, . KO
1200 40- D R
1000 30._
800 . = *
600 - e
400 _ Z 10- i
200 , 0. , . . .

I 2 3 4 5 5 7 R 0 D G

Quadrants

L’apprentissage d’une nouvelle position est aléatoire:

manque de flexibilité chez le KO.
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What about spine morphology in TI-VAMP KO mice ?
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What about spine morphology in TI-VAMP KO mice ?

On going : tile confocal imaging,
3D reconstruction (Imaris)

and spine quantification (Matlab).




Lydia Danglot -Trafic & Exocytose

What about spine morphology (Imaris & Matlab spine classifier)

pen SAYE SAYE 5 HEE | SUrDaEsS YarnLage I ANNDLENE JNasnon | Afmanon |

Yolume - Properties

RO LEVHT =]
4 || ] Surpass Scene
W Light Source 1
¢| B Frame
/| @ Volume
%) Surfacesl
7| @ Filaments 1

43 somA

£ 1nMotion

Camera Type

Qrthogona

@ Pergpective 45°

Draw Style

Full Featureq -
Emooth Lines

Stereo

Off b

Center 1o Selection

Fit to Selection

DILHane
Camera &
Poary b
Select
@ Mavigate

set Center,..
& settngs |/ Draw | . Statistics
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Trafic, exocytose et modeles physiopathologiques
1. Exocytose et complexe SNARE

Les voies d’ exocytose régulée
Definition du complexe SNARE
Nomenclature v/t-SNARE et R/Q-SNARE

2. Exemple de la synapse

Decouverte de NSF et SNAP
Isolement des SNARE

Role de NSF & SNAP dans la fusion
o i 1 v-SNARE
3. Le cycle des vesicules synaptiques Synaptobrevin
Voie lente: endocytose mediee par la clathrine
\loie courte: kissandrun | N +2o0u3
t-SNAREs

Les differents « pool » vesiculaires

4. Comment mesurer I’ exocytose ?
Capacitance
Amperometrie
GFP pH sensible: la Phluorin
Utilisation des SNARE inversee

5. Comment mesurer le recyclage ?

Utilisation des anti-synaptotagmine
Sondes fluorescentes de type FM

Syntaxin

6. Modeles physiopathologiques

ROle de la Cellubrevine dans la migration des cellules epithéliales
ROle de la synaptobrevine dans la liberation des NT

Roles de Stx3 et SytVIl dans |la croissance neuritique

Mutants de | adaptateur AP-3: les mocha
KO TI-VAMP Dr Lydia Danglot

Roles de TI-VAMP dans |I'exocytose et |la diffusion des récepteurs Institut Jacques Monod
lydia.danglot@inserm.fr
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protein 1 120 180 220 i — — — — e Tubulin

Mock RNAI TI-VAMP RNAI n°1 TI-VAMP RNAI n°2

mAb TI-VAMP (158.2)

— The extinction is very efficient (between 97 & 99 % with 2 oligos).
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Role de TI-VAMP dans la voie exocytique ?

-Trafic & Exocytose

U
O O ®
Early
@& Endosomes
Ses TGN j ? P

Recycling
Endosome

Late endosomes

O
Nucleus ) Endoplasmic Lysosome

reticulum




permeabilization

intermediate Total labeling of VSV¢
compartment

Selection of the transfected cells by facs (green)
Quantification of intensity of VSVG (red) at the cell surface

— O Mock siRNA Cell surface VSVG
180 A TI-VAMP siRNA 1
A~ TI-VAMP siRNA 2 ® W,

160
140 s A
120 - A
100 ¢ - x

30

60 !

0 20 40 60 80 100 120
Time at 32°C (min)

J ~ —p TI-VAMP assure lI'exocytose entre

\‘ No permeﬂf%ﬁﬂn I"appareil de Golgi et la membrane.
= " Su;face I/_f
asma membrane
V'

Université de Namur - Lydia Danglot -Trafic & Exocytose



Universitée de Namur - Lydia Danglot -Trafic & Exocytose

Role de TI-VAMP sur la dynamique de 'EGFR Danglot et al., (2010)
Insight on http://www.cnrs.fr/insb/ @.Hsﬂ

EGF o
—\ Activated EGFR
2 D s GO
&
O C OO | 4 \
oNeRe en
TI-VAMP I |
o CD3Zg G A
Clathrin
o @ Dependent /
Endocytosis :
O Clathrine
(COE) independent
TGN (rafts)
==
C?é%;@ L)
O
Qs — Golgi

* Role of TI-VAMP in Golgi > plasma membrane transport
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Ultra fast sequential confocal video-microscopy on SP5
TI-VAMP-RFP

:
B '
-~ ™8 00:03:266

—> CD82 est transporté dans les veésicules TI-VAMP
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iIndependant
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Mock condition

Est ce que la diffusion de 'EGFR est altere par le defaut de CD82 ?
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Single particle tracking of EGFR by quantum dots
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Single particle tracking of EGFR on fixed cells
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EGFR-QDOT 605 movie
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— Le KD de TI-VAMP ou CD82 diminue la diffusion de 'EGFR....
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Apposition AP2-EGFR
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| |
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siRNA siRNA1 siRNA 2 siRNA

CD82

... et favorise son endocytose par la machinerie AP2



Role de TI-VAMP sur la dynamique de 'EGFR
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Danglot et al., (2010)
Insight on http://www.cnrs.fr/insb/ @.HSB

O
O TI-YEMP CME
O
TGN
= —
_~—
Qo —> Golgi

activated EGFR

| A coated pits
Increased
endocytosis CME /CIE

AP2
e h

Recruitment

OO
@

siRNA TI-VAMP

* Role de TI-VAMP sur le transport Golgi > plasma membrane transport

- En absence de TI-VAMP :
= le transport Golgi > membrane diminue
= Diminution de CD82 en surface

= Recrutement accru d’AP2
* Endocytose de 'EGFR accrue
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Trafic, exocytose et modeles physiopathologiques
1. Exocytose et complexe SNARE

Les voies d’ exocytose régulée
Definition du complexe SNARE
Nomenclature v/t-SNARE et R/Q-SNARE

2. Exemple de la synapse

Decouverte de NSF et SNAP
Isolement des SNARE

Role de NSF & SNAP dans la fusion
o i 1 v-SNARE
3. Le cycle des vesicules synaptiques Synaptobrevin
Voie lente: endocytose mediee par la clathrine
\loie courte: kissandrun | N +2o0u3
t-SNAREs

Les differents « pool » vesiculaires

4. Comment mesurer I’ exocytose ?
Capacitance
Amperometrie
GFP pH sensible: la Phluorin
Utilisation des SNARE inversee

5. Comment mesurer le recyclage ?

Utilisation des anti-synaptotagmine
Sondes fluorescentes de type FM

Syntaxin

6. Modeles physiopathologiques

ROle de la Cellubrevine dans la migration des cellules epithéliales
ROle de la synaptobrevine dans la liberation des NT

Roles de Stx3 et SytVIl dans |la croissance neuritique

Mutants de | adaptateur AP-3: les mocha
KO TI-VAMP Dr Lydia Danglot

Roles de TI-VAMP dans |I'exocytose et |la diffusion des récepteurs Institut Jacques Monod
lydia.danglot@inserm.fr




Université de Namur - Lydia Danglot -Trafic & Exocytose

Si vous avez des questions ...

8O0 Contact -
..---.'_'.I__.- | — e e -, ,-'r : = I-r-‘ - . -.I
) (@) ) () (LU http://lydia.danglot.free.fr 2 v) (8 Google Q
Les plus visités ~ Google [ISi PubMed-CNRS BIBLIOINSERM Biblio~ Fournisseurs~ [IJM/PRG~ Seminaires~ BM~ Souris~ Pratic Inserm~ concours~ Imagerie~ Formation~ »

] Contact + -

Lydia Danglot web page

Life Science & Imaging

Octobre 31, 2010

* Research Contact
* Publications O E
Lydia DANGLOT, PhD -
» Teaching AN 5 g
~
Institut Jacques Monod, CNRS UMR/592 £ fﬁ ".._-E 245
]
* Favorite links Inserm U950 Thierry Galli: ﬂ:ﬂ:.[‘; g
o

"Membrane traffic and epithelial and neuronal

-

CONTACT

morphogenesis” |I'ISEI"ITI
15 rue Héléne Brion, Batiment Buffon, room 316B .
Paris Diderot University
= L
I. l el /75 013 Pans, FRANCE.
French English

Phone: 33 1 57 27 B0 37

Emﬂil: '-"""'._'.r""! " '...'.i LI _.'!-I.-| .

ou lydia.dangloti@inserm.rr

Terminé




	Diapositive001
	Diapositive002
	Diapositive003
	Diapositive004
	Diapositive005
	Diapositive006
	Diapositive007
	Diapositive008
	Diapositive009
	Diapositive010
	Diapositive011
	Diapositive012
	Diapositive013
	Diapositive014
	Diapositive015
	Diapositive016
	Diapositive017
	Diapositive018
	Diapositive019
	Diapositive020
	Diapositive021
	Diapositive022
	Diapositive023
	Diapositive024
	Diapositive025
	Diapositive026
	Diapositive027
	Diapositive028
	Diapositive029
	Diapositive030
	Diapositive031
	Diapositive032
	Diapositive033
	Diapositive034
	Diapositive035
	Diapositive036
	Diapositive037
	Diapositive038
	Diapositive039
	Diapositive040
	Diapositive041
	Diapositive042
	Diapositive043
	Diapositive044
	Diapositive045
	Diapositive046
	Diapositive047
	Diapositive048
	Diapositive049
	Diapositive050
	Diapositive051
	Diapositive052
	Diapositive053
	Diapositive054
	Diapositive055
	Diapositive056
	Diapositive057
	Diapositive058
	Diapositive059
	Diapositive060
	Diapositive061
	Diapositive062
	Diapositive063
	Diapositive064
	Diapositive065
	Diapositive066
	Diapositive067
	Diapositive068
	Diapositive069
	Diapositive070
	Diapositive071
	Diapositive072
	Diapositive074
	Diapositive075
	Diapositive076
	Diapositive077
	Diapositive078
	Diapositive079
	Diapositive080
	Diapositive081
	Diapositive082
	Diapositive083
	Diapositive084
	Diapositive085
	Diapositive086
	Diapositive087
	Diapositive088
	Diapositive089
	Diapositive090
	Diapositive091
	Diapositive092
	Diapositive093
	Diapositive094
	Diapositive095
	Diapositive096
	Diapositive097
	Diapositive098
	Diapositive099
	Diapositive100
	Diapositive101
	Diapositive102
	Diapositive103
	Diapositive104
	Diapositive105
	Diapositive111
	Diapositive112
	Diapositive113
	Diapositive114
	Diapositive115
	Diapositive116
	Diapositive117
	Diapositive118
	Diapositive119
	Diapositive120
	Diapositive121
	Diapositive122



