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Sommaire

Lors de leur différenciation, les neurones développent deux types de prolongements
cytoplasmiques, dendrites et axones. L'élaboration de ces prolongements est médiée par
les €léments du cytosquelette, plus particuliérement, les microtubules et les
microfilaments d'actine (actine-F). L'expression de la protéine associée aux
microtubules-2 (MAP-2) est nécessaire au développement des neurites mineures, les
premiers prolongements cytoplasmiques émis par un neurone. Ceux-ci n'ont pas une
identité dendritique ou axonale. Par la suite, l'expression de MAP2 est nécessaire au

développement et au maintien des dendrites.

L'expression de MAP2 est régulée par épissage alternatif au cours de la différenciation
neuronale. Il existe quatre isoformes de la protéine MAP2, MAP2a, MAP2b, MAP2c et
MAP2d. MAP2b et MAP2c sont les isoformes les mieux caractérisées. Elles peuvent
étre subdivisées en deux domaines: un domaine de liaison aux microtubules situé en
C-terminal et un domaine de projection en N-terminal. Le domaine de liaison aux
microtubules est responsable de l'interaction de MAP2 avec les microtubules alors que
le réle du domaine de projection n'est toujours pas clairement défini. MAP2c est
exprimée dans les neurones immatures alors que MAP2b est présente dans les neurones
immatures et matures. Dans les neurones immatures, ces deux isoformes se retrouvent
dans les neurites mineures et elles sont ciblées préférentiellement dans les dendrites au

cours de la différenciation neuronale.

Le role respectif de MAP2b et MAP2c dans I'élaboration de prolongements
cytoplasmiques par un neurone demeure inconnu. MAP2b et MAP2c différent par la
présence d'une séquence additionnelle de 1372 acides aminés dans le domaine de
projection de MAP2b. L'insertion d'une séquence aussi importante dans le domaine de
projection de MAP2b indique que ce domaine joue un rdle important. Le but de la
présente étude consiste & mieux comprendre le role de cette séquence dans la formation
de prolongements cytoplasmiques. Pour cette analyse fonctionnelle, nous avons produit

six formes tronquées de MAP2b qui contiennent des délétions dans le domaine de
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projection de MAP2b. Ces formes tronquées de MAP2b ont été exprimées dans les
cellules ovariennes Spodoptera frugiperda (S£9). En effet, ce systéme cellulaire est trés
intéressant puisque nous avons démontré que l'expression de MAP2b et MAP2¢ dans
ces cellules résulte en la formation de prolongements cytoplasmiques. Cependant, ces
deux isoformes de MAP2 induisent des patterns distincts de formation de
prolongements cytoplasmiques. 60% des cellules qui expriment MAP2¢ développent
des prolongements alors que 14% des cellules qui expriment MAP2b ont des
prolongements. De plus, les cellules qui expriment MAP2c¢ ont la tendance a développer
des prolongements multiples alors que celles qui expriment MAP2b présentent un seul

prolongement.

Nos présents résultats démontrent que le domaine de projection de MAP2b a un effet
inhibiteur sur la capacité¢ du domaine de liaison aux microtubules & induire la formation
de prolongements cytoplasmiques. En effet, 53% des cellules qui n’expriment que le
domaine de liaison aux microtubules ont des prolongements en comparaison 3 14% des
cellules qui expriment MAP2b. De plus, l'expression de trois formes tronquées de
MAP2b qui ont une délétion partielle de la séquence additionnelle de 1372 acides

aminés induit un plus grand pourcentage de cellules avec prolongements (27%, 31% et

41%). Toutefois, la séquence commune 3 MAP2c et MAP2b qui est située a l'extrémité

5' du domaine de projection semble favoriser la formation de plusieurs prolongements
puisque sa délétion résulte en un plus faible pourcentage de cellules avec des
prolongements multiples. Nos résultats suggerent donc que l'insertion de la séquence
additionnelle de 1372 acides aminés dans le domaine de projection de MAP2b diminue

sa capacité a induire la formation de prolongements cytoplasmiques.

Etant donné que MAP2b et MAP2c sont capables de se lier a l'actine-F et aux
microtubules, nous avons examiné la distribution de ces deux éléments du cytosquelette
dans les cellules Sf9 qui expriment les différentes formes tronquées de MAP2b. Toutes
les formes tronquées de MAP2b induisent la formation de faisceaux de microtubules a
I'exception des formes tronquées qui correspondent aux domaines de projection de

MAP2c et de MAP2b. Dans les cellules qui présentent des prolongements, on note une
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réorganisation de l'actine-F. Dans les cellules qui expriment la forme mutante
correspondant au domaine de projection de MAP2b, 1'actine-F est distribuée sous forme
d'un anneau sous la membrane plasmique. De plus, le domaine de projection a une
distribution similaire. Ceci suggére que le domaine de projection de MAP2b interagit
avec l'actine-F. Donc la séquence additionnelle de 1372 acides aminés pourrait contenir
un domaine de liaison & l'actine. En conclusion, nos résultats indiquent que MAP2b
aurait une moins grande capacité que MAP2c 4 promouvoir la formation de neurites
mais elle pourrait contribuer a leur stabilisation au cours de la différenciation neuronale

par le fait qu'elle contient des domaines additionnels de liaison a I'actine.
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Introduction

Depuis son apparition, la vie n’a cessé de se complexifier. De simple procaryote & une
organisation telle que celle du corps humain, la cellule a connu une multitude de
mutations. Cette complexification de la vie est passée par la spécialisation de la
cellule. Ainsi, dans un orgémisme plus ou moins complexe, chaque cellule occupe une
fonction trés précise qui est généralement gouvernée par sa morphologie. Les cellules
de I’épithélium cylindrique pseudostratifi¢ cili€¢ de la trachée sont un bon exemple de
spécialisation. Chaque cellule est pourvue de nombreux cils qui, en battant, permettent
de remonter le mucus et les déchets vers les voies respiratoires supérieures (Stevens et
al. 1993). Un autre exemple intéressant de spécialisation est la forme discoide biconcave
des globules rouges. Outre I’optimisation du rapport surface-volume pour I’échange
d’oxygene, cette morphologie cellulaire permet aux globules de se plier, si nécessaire,
dans les vaisseaux sanguins de petit calibre. La sphérocytose héréditaire est une
maladie qui annule la biconcavité des globules rouges; ce qui a pour effet de les rendre
mécaniquement plus fragiles. Cette pathologie est due 4 une anomalie de la spectrine,

une protéine qui lie la membrane plasmique au cytosquelette (Zittoun et al. 1992).

La morphologie d’une cellule est déterminée par le cytosquelette. Ce demnier est
composé de trois types de filaments qui différent selon leur composition biochimique et
leur diamétre. Ces filaments sont les microtubules, les filaments intermédiaires et les
microfilaments d’actine. L’organisation structurale et moléculaire de ces filaments
varie d’un type cellulaire & un autre. Nous nous intéressons, plus particuliérement, a
identifier les déterminants cytosquelettiques impliqués dans 1’élaboration du phénotype
morphologique d’un neurone. Dans les sections suivantes, les différents éléments du
cytosquelette de méme que leurs réles au cours de la différenciation neuronale seront

décrits.



Les trois types de filaments du cytosquelette

Microtubules

Les microtubules sont formés de tubulines a et f§; deux sous-unités protéiques qui se
polymérisent en chaines pour constituer des protofilaments. Ces derniers sont disposés
en groupes de 13 pour former un tube creux de 25 nm de diamétre. Les microtubules
polymérisent et dépolymérisent constamment dans la cellule. Ce phénomene se nomme
instabilité dynamique. La tubuline polymérise a partir de 'extrémité plus (+) du
microtubule (’extrémité moins (—) étant liée au centrosome). Peu de temps aprés son
assemblage au microtubule, la molécule de guanosine triphosphate (GTP) qui est liée a
la tubuline est hydrolysée en guanosine diphosphate (GDP). Toutefois, étant donn€ que
I’hydrolyse ne se fait pas instantanément, il peut y avoir accumulation de tubuline-GTP
a Pextrémité + du microtubule (coiffe GTP) si la concentration de tubuline-GTP est
élevée. Dans ces circonstances, la polymérisation est favorisée puisque la tubuline-GTP
ne se dissocie pas facilement du microtubule. Toutefois, lorsque la concentration de
tubuline-GTP est faible, de la tubuline-GDP coiffe I’extrémité + du microtubule (coiffe
GDP). La tubuline-GDP se dissocie facilement du microtubule ce qui entraine une

dépolymérisation du microtubule.

Les microtubules jouent un réle primordial dans I’élaboration et le maintien de la
morphologie cellulaire. Par exemple, si on traite des neurones avec des substances qui
dépolymérisent les microtubules (ex : colchicine), ils ne produiront pas de dendrites ni
d’axone (Smith 1994, Ludin et Matus 1993). Les microtubules sont également
impliqués dans le transport d’organites ou de vésicules d’un compartiment cellulaire &
un autre (Hall et al. 1992, Steven’s et al.1993). IIs sont de plus indispensables a la
mitose. En effet, ils forment les fuseaux le long desquels les chromosomes migrent lors

de la division cellulaire (Steven’s et al. 1993).



Filaments intermédiaires

Les filaments intermédiaires ne sont pas polaires comme les microtubules ou les
microfilaments d’actine. La composition protéique des filaments intermédiaires ainsi
que leurs noms varient selon le type de cellule. Dans les neurones par exemple, les
filaments intermédiaires se nomment neurofilaments. Les filaments intermédiaires se
retrouvent dans les endroits de la cellule qui subissent des stress mécaniques. Ancrés a
des protéines transmembranaires (ex :desmosomes), ils permettent par exemple de
disperser uniformément les forces de tension dans un tissu (Steven’s et al. 1993, Marie
Eb et al. 1993). Les filaments intermédiaires jouent également un role dans le maintien
de la morphologie cellulaire. Par exemple, dans les neurones, ils seraient importants
pour maintenir le calibre des prolongements axonaux. En effet, plus le calibre d’un

axone est important, plus il contient des neurofilaments (Julien 1995; Hall et al. 1992).
Microfilaments

Les microfilaments sont composés de sous-unités nommeées actine-G. Ces sous-unités
sont des protéines globulaires qui polymérisent pour former des filaments nommés
actine-F. Comme les microtubules, les microfilaments d’actine sont polaires. Les
monomeres d’actine associ¢s & une molécule d’adénosine triphosphate (ATP) se lient a
I’extrémité + du filament d’actine. Ces monomeres peuvent également se lier a
Pextrémité — du filament d’actine mais cette extrémité polymérise beaucoup plus
lentement. Lors de la polymérisation, ’ATP est hydrolysée en adénosine diphosphate
(ADP). Cet hydrolyse de I’ ATP se fait toutefois plus lentement que I’hydrolyse du GTP
dans les microtubules. Comme les monoméres d’actine se lient surtout a I’extrémité +,
le filament d’actine a tendance & s’allonger & cet extrémité. De plus comme les
monomeres d’actine-ATP n’ont pas tendance a se lier & ’extrémité -, il y a 4 cette
extrémité une accumulation d’actine-ADP. L’actine-ADP se dissocie facilement du
filament, ce qui entraine une dépolymérisation a I'extrémité -. Lorsque la vitesse de
polymérisation et de dépolymérisation est identique, il existe un effet de bande de

roulement puisque les monomeres d’actine-ATP qui se sont liés a extrémité + du



filament hydrolysent leur ATP et se retrouvent progressivement a ’extrémité — ou ils
finiront par se dissocier. Cela se produit lors de la croissance d’un prolongement

cellulaire.

Les microfilaments d’actine forment un réseau dense li¢ et sous-jacent a la membrane
plasmique. Ce réseau apporte un soutien mécanique a la membrane. (Stevens et al.
1993). Le réseau d’actine joue un rdle dans plusieurs activités cellulaires notamment
dans la motilité cellulaire, I’endocytose et I’exocytose, le transport d’organelles ou de

vésicules ainsi que la division cellulaire (Puius et al. 1998; Ludin et Matus 1993).
Protéines de liaison aux cytosquelette

L’organisation du cytosquelette de méme que 1’interaction entre les différents éléments
du cytosquelette est régulée par des protéines capables de se lier 4 une ou a plusieurs

composantes du cytosquelette.
Protéines de liaison aux microtubules (MAPs) '

Les MAPs sont trés conservées dans la phylogénie. Par exemple, MAP2 et Tau ont été
trouvées dans des cerveaux de vertébrés non mammiféres et d’amphibiens (Tucker
1990). 11 existe plusieurs types de MAPs et elles ont plusieurs fonctions (revue : Tucker
1990; Maccioni et al. 1995). Deux types de MAPs, les MAPs structurales et les MAPs
motrices, ont été particuliérement étudiées. Les MAPs structurales sont impliquées
dans ’assemblage et [’organisation des microtubules. Quant au MAPs motrices, elles
sont impliquées dans le transport d’organelles ou de vésicules le long des microtubules
(Hall et al. 1992). Dans cette section, nous discuterons seulement des MAPs

structurales.

Les MAPs structurales favorisent 1’assemblage des microtubules en diminuant la
concentration de tubuline libre nécessaire a I’élongation du microtubule (Ferreira et al.

1989). Elles permettent également la stabilisation des microtubules (Hall et al 1992;
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Ludin et Matus 1993; Leclerc et al. 1996). Ces MAPs servent aussi a faire le lien entre
les microtubules, entre les microtubules et les microfilaments d’actine et entre les
microtubules et les neurofilaments (Yang et al. 1999, Heimann et al. 1985, Miyata et al.
1986)

Quatre classes de MAPs ont ét¢ largement étudiées : MAP1, MAP2, MAP4 et Tau.
Toutes ces MAPs sont des protéines fibreuses qui forment des projections filamenteuses
a la surface des microtubules (Hirokawa 1994). MAP2, MAP4 et Tau sont des protéines
thermostables qui induisent la polymérisation des microtubules de méme que la
formation de faisceaux de microtubules (bundling). MAP1 ne partage pas ces
caractéristiques (Hirokawa 1994; Olmsted 1991).

Domaines des MAPs :

Le clonage et le séquencage de MAP2, MAP4 et Tau ont révélé que ces trois protéines
possédent un domaine de liaison aux microtubules en C-terminal. Le N-terminal a été
nommeé domaine de projection puisqu’on présume qu’il projette a la surface des

mirotubules.

Le domaine de liaison aux microtubules est généralement composé d’acides aminés
basiques. Ce domaine commun & MAP2, MAP4 et Tau comprend trois ou quatre
séquences répétées de 33 acides aminés (Olmsted et al. 1991). Goode et Feinstein
(1994) ont méme démontré que la région située entre la premiére et la deuxiéme
séquence répétée de la protéine Tau adulte interagit également avec le microtubule.
De plus, ils ont identifié les deux acides aminés comprises dans cette séquence (Lysine
265 et Lysine 272) qui sont nécessaires a la liaison de Tau avec un microtubule (Goode

et Feinstein 1994).

I1 y a toutefois certaines MAPs qui n’ont pas un domaine de liaison aux microtubules
conventionnel. On a par exemple identifi¢é dans MAPla un domaine de liaison aux
microtubules qui ne comprend pas les séquences répétées et qui est majoritairement

constitué d’acides aminés acides (Cravchik et al. 1994). MAPIb est un autre cas
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d’exception. En effet, cette isoforme de MAP1, posséde un domaine de liaison aux
microtubules en N-terminal au lieu d’en C-terminal comme pour MAP2, MAP4 et Tau.
De plus, le domaine de liaison aux microtubules de MAP1b est caractérisé par 21 copies
d’une séquence contenant le motif lysine-lysine-glutamate-glutamate ou lysine-lysine-
glutamate (Olmsted 1991; Hirokawa 1994).

Certaines protéines motrices de liaison aux microtubules sont également dépourvues
d’un domaine de liaison aux microtubules en C-terminal (Rodionov et al. 1990). La
Kinésine, par exemple, posséde un domaine de liaison aux microtubules en N-terminal.
Ce domaine est composé de deux chaines lourdes de 129 kDa (KHCs) qui forment un
domaine globulaire (Hirokawa 1998). Le domaine de liaison aux microtubules de la
Dynéine est quant a lui situé dans les parties N-terminale et centrale de la protéine. Il
forme lui aussi un domaine globulaire (Hirokawa 1998). Le domaine de liaison aux
microtubules des MAPs motrices est donc globulaires; contrairement & celui des MAPs

structurales qui serait plut6t fibreux.

Les distinctions qui caractérisent les domaines de liaison aux microtubules des MAPs
pourraient définir les interactions différentes des ces MAPs avec les microtubules. Par
exemple, on peut supposer que la Kinésine, qui agit comme molécule de transport
antérograde le long des microtubules, posséde des propriétés de liaison aux
microtubules completement différentes de celle de MAP2 qui elle, stabilise et inter-relie
les microtubules dans les dendrites (Noble et al. 1989).

Le domaine de projection des MAPs est tres variable. Il tient son nom du fait qu’il
projette a la surface du microtubule. Sa fonction est moins bien connue. On sait que les
domaines de projection de MAP2 et Tau déterminent I’espacement entre les
microtubules des dendrites et axones (Chen et al. 1992). On pense également qu’ils
pourraient interagir avec d’autres éléments du cytosquelette ou cellulaires (Hernandez et
al. Scott et al. 1990; Friedrich et Aszodi, 1991; Vallee, 1990). En effet, Brandt et al.
(1995) ont démontré que le domaine de projection de Tau interagit avec la membrane

plasmique et que cette interaction est nécessaire 4 la formation de neurites par les
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cellules PC12. Le domaine de projection pourrait également avoir un rdle dans la voie
de signalisation intracellulaire. Par exemple, des sites de liaison a des kinases (CAM

kinase etc.) ont ét¢ identifiés dans ce domaine (Friedrich et Aszodi, 1991).
Protéines de liaison & [’actine (ABPs)

Dans la cellule, I’assemblage et la fonction des microfilaments d’actine sont régulés par
plusieurs classes d’ABPs. (McGough 1998). 1l existe quatre classes de ABPs qui jouent
des réles distincts (McGough 1998). La premiere classe se lie sur le coté du
microfilament et induit la formation de faisceaux de microfilaments. Elle permet
¢galement I’enchevétrement de ces faisceaux en un réseau dense nommé : gel d’actine
(ex : ABP-280, a-actine et scruine). La deuxiéme classe régule la polymérisation des
microfilaments soit en se liant 4 ses extrémités ou en séquestrant 1’actine-G (ex:
gelosine, cofiline). La troisiéme classe stabilise les microfilament d’actine en se liant
sur le cot¢ du microfilament (ex: tropomyosine). La derniére classe lie les
microfilaments d’actine & la membrane cytoplasmique (ex: spectrine, ankyrine)
(Bamburg and Bernstein, 1991). Toutes les ABPs se lient sur I’actine-F de maniére
similaire : les sous-domaines 1 et 2 de I’actine-F sont des « hot spots » de liaison aux
ABPs (McGough 1998; Puius et al 1998). On pense que ces hot spots seraient

stochiométriquement plus accessibles pour la liaison des ABPs.

La plupart des protéines de liaison & I’actine (ex : fimbrine, dystrophine, spectrine) sont
caractérisées par un domaine conservé de liaison a I’actine de 27kDa. Un domaine de
liaison a I’actine typique comprend environ 250 acides aminés et est composé de deux
domaine CH (calponin homology) répétés en tandem (Puius et al. 1998). Les domaines
de liaison a ’actine et aux microtubules ont donc certains points en commun comme par
exemple la présence de séquences répétées. On a d’ailleurs rapporté pour MAP2 que
son domaine de liaison & I’actine est situé¢ dans le domaine de liaison aux microtubules
(Sattilaro et al. 1981; Cunningham et al. 1997) et qu’il correspondrait & la deuxiéme
séquence répétée de 33 acides aminés (Correas et al. 1990). Cette méme séquence

répétée lie également les microtubules (Ludin et al. 1996).



Protéines liant les trois éléments du cytosquelette

On a récemment mis en évidence I'existence de protéines pouvant lier plusieurs
éléments du cytosquelette & la fois. La plakin, par exemple, était connue pour lier les
filaments intermédiaires et les microfilaments d’actine. En 1999, Yang et al. ont montré
qu’une des isoformes de la plakin pouvait également lier les microtubules. La plakin,
en se dimeérisant, pourrait relier les différents filaments du cytosquelette (Yang et al.
1999). La protéine MAP2 est un autre exemple intéressant. Connue au départ pour sa
capacité¢ de lier les microtubules, MAP2 a ensuite été caractérisée par sa capacité
d’interagir avec les microfilaments d’actine (Cunningham et al 1997). Enfin, des études
morphologiques et biochimiques suggérent que MAP2 pourrait inter-relier les
microtubules avec les filaments intermédiaires (Tucker 1990; Maccioni et al. 1995).
Déja en 1985, Heimann et al. montraient, par des expériences de co-sédimentation, que
MAP2 se lie de fagon directe avec la sous-unité NF70 des neurofilaments. Il a
également ét€ montré que cette interaction est modulée par la Ca'-calmoduline (Miyata
et al. 1986). Des protéines comme plakin et MAP2 pourraient jouer un réle crucial dans
le maintien et Iintégrit¢ du cytosquelette ou dans la réorganisation simultanée de
plusieurs éléments du cytosquelette qui précéde un changement fonctionnel de la
cellule. Drailleurs, dans les neurones, une mutation de I’isoforme neuronale de la plakin
(dystonine) induit une désorganisation majeure du cytosquelette qui conduit a la mort
cellulaire (Dalpé et al. 1998).

Le cytosquelette des neurones

Les neurones ont une morphologie particuliére qui leur permet de communiquer entre
eux. Au cours de leur différenciation, les neurones émettent deux types de
prolongements : les dendrites et I’axone. Les dendrites regoivent I’influx électrique de
d’autres neurones tandis que 1’axone envoie I’influx électrique vers d’autres neurones.
Les deux types de prolongements différent selon des critéres morphologiques et
biochimiques. D’abord, I’axone est unique, de diamétre fin et uniforme. Les dendrites,

quant a elles, peuvent étre trés nombreuses. Leur diamétre diminue le long de leur
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trajectoire (large prés du soma et mince a4 leur extrémité). Les dendrites sont

généralement courtes et comprennent plusieurs ramifications (Kandel et al. 1991).

La composition biochimique distincte des dendrites et de ’axone repose principalement
sur la distribution préférentielle des protéines du cytosquelette dans 1’un ou 1’autre de
ces compartiments cellulaires. Par exemple, I’axone est trés riche en neurofilaments
alors que les dendrites en contiennent peu. Les dendrites et 1’axone renferment des
microtubules. Cependant, ’orientation de ces derniers est différente dans les deux
compartiments. Dans I’axone, I’extrémité — des microtubules est dirigée vers le corps
cellulaire et I’extrémité + vers la terminaison nerveuse. Dans les dendrites, 1’ orientation
des microtubules est mixte puisque ’extrémité + se retrouve distale ou proximale au
corps cellulaire. Malgré cette différence d’orientation des microtubules entre les
dendrites et 1’axone, les microtubules sont toujours organisés en faisceaux paralléles a
I’axe longitudinal du prolongement (Hirokawa 1991). Les dendrites et ’axone
different également en leur composition en MAPs. On retrouve par exemple MAP2b
seulement dans les dendrites et le corps cellulaire tandis que la MAP Tau est retrouvée
seulement au niveau de ’axone (Hall et al. 1992). Enfin, la composition en ABPs peut
aussi varier en fonction du compartiment cellulaire. L’hétérodimére af de la spectrine
est retrouveé au niveau des dendrites tandis que la forme oy de la spectrine est exprimée

surtout au niveau de ’axone (Ludin et Matus 1993).

MAP2
Structure primaire de MAP2

Les protéines MAP2 sont constituées de deux domaines (Garner and Matus 1988)
(figurel). Le domaine de liaison aux microtubules, ainsi nommé pour sa capacité a
promouvoir I’assemblage des microtubules, est situé en C-terminal. Il a environ 330
acides aminés et comporte de trois & quatre séquences répétées imparfaites de 33 acides
aminés (1-RLINQPLPLKN-VKSKIGSTDNIKIQPKGGQ; 2-VRILNKKMDFS-KVQS
RCGSKDNIKHSAGGGN; 3-VQIVTKKIDLSH-VTSKCGSLKNIRHRPGGGR; 4-VK
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IESVKLDFKEKAQAKVGSLDNAHHVPGGGN (Ludin et al. 1996)) qui médient la
liaison aux microtubules (Lewis et al. 1988). Ludin et al. (1996) ont montré, en créant
des délétions des différentes séquences répétées, que la troisiéme séquence répétée
(correspondant & la deuxiéme séquence répétée de MAP2a, MAP2b et MAP2c) est
capable d’induire la formation de faisceaux de microtubules et de prolongements
cytoplasmiques par les cellules HeLa et PLC.

Le domaine de projection de MAP2 est situé en N-terminal et est de taille variable selon
I'isoforme. Il contient deux séquences hautement conservées (650°-940° acide aminé;
1370°-1650° acide aminé) entre le rat, la souris et "humain (Kindler et al. 1990). La
deuxicme séquence est intéressante puisqu’elle est riche en prolines et elle contient
plusieurs séquences consensus pour les CAM kinases II et cAMP kinases. De plus, elle
est située juste en 5° du domaine de liaison aux microtubules. Ces caractéristiques
suggerent que cette séquence serait une région charniére de MAP2 et que ses propriétés
fonctionnelles pourraient étre modifiées par la phosphorylation (Kindler et al. 1990).
Une autre région charniére riche en prolines est présente au site d’épissage de MAP2b et
MAP2c¢ (Kindler et al. 1990). D’aprés des analyses informatiques de la séquence de
MAP2, le domaine de projecﬁon serait composé d’environ 19 hélices séparées par des
boucles. Ceci suggeére que ce domaine serait un batonnet trés flexible (Kindler et al.
1990).

La fonction du domaine de projection de MAP2 n’est pas trés bien connue. On sait
toutefois qu’il y a un site de liaison pour la sous-unité RII de la protéine kinase cAMP-
dependente (PKA), situé entre le 83¢ et le 113¢ acide aminé (Scott et al. 1990; Friedrich
et Aszodi, 1991; Vallee, 1990). Cette kinase forme des diméres (Taylor et al. 1989).
Cela pourrait donc offrir un moyen indirect de liaison entre deux protéines MAP2
(Friedrich et Aszodi, 1991). Le domaine de projection pourrait également imposer une
certaine conformation 4 la protéine MAP2 (Kindler et al. 1990). Enfin, comme
plusieurs kinases (ex : cCAMP kinase, PKA) interagissent avec MAP2, on pense que le
domaine de projection pourrait étre impliqué dans les voies de signalisation (Goldenring
et al. 1985; Silliman et Sturgill 1989; Itoh et al. 1997; Sontag et al. 1995; Morishima et
al. 1996).
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Isoformes de MAP2

Il existe quatre isoformes majeures de la protéine MAP2 . Toutes proviennent du méme
géne et sont produites par épissage alternatif. Elles sont toutefois caractérisées par des
différences structurales et fonctionnelles. MAP2b est une protéine de 1828 acides
aminés qui migre a 280 KDa sur gel de polyacrylamide. Elle est exprimée tout au long
de la vie du neurone (Kindler et al. 1990). MAP2b est trouvée seulement au niveau des
dendrites et du corps cellulaire.

MAP2c est I’isoforme juvénile de MAP2. L’expression de MAP2c débute avant celle
de MAP2b (Tucker 1990). C’est une protéine de 467 acides aminés qui migre & 70 KDa
sur gel de polyacrylamide. Elle posséde la méme structure primaire que MAP2b mais
est amputée d’une séquence de 1372 acides aminés dans le domaine de projection
(Papandrikopoulou et al.1989) (figurel). Elle est surtout exprimée au cours de la vie
embryonnaire mais est également retrouvée chez I’adulte dans les régions du cerveau
qui renferment des neurones qui ont la capacité de régénérer (ex: bulbe olfactif)
(Garner and Matus, 1988). MAP2c est retrouvée dans les dendrites et le corps cellulaire
mais est également présente dans les axones de certains types de neurones; comme par
exemple dans les neurones du nerf optique et les fibres paralléles du cortex cérébelleux
(Tucker 1990).

L’isoforme MAP2a est une variante de MAP2b. Elle est générée par épissage alternatif
(Chung et al. 1996). MAP2a est une protéine de 288 KDa qui différe de MAP2b par
I’insertion de 246 nouveaux nucléotides en 5° du lieu d’épissage de I’ARNm de MAP2b
et MAP2¢ (Chung et al. 1996) (figurel). Son expression dans le cerveau du rat se
produit autour du douziéme jour postnatal et est maintenue dans les neurones adultes
(Kindler et al.). De plus, MAP2a est retrouvée surtout au niveau des dendrites et du
corps cellulaire (Tucker, 1990). Ceci suggére que MAP2a a un rdle dans la stabilisation
du cytosquelette dendritique plutét que dans I’organisation du cytosquelette lors de la
croissance dendritique (Chung et al. 1996).

L’isoforme MAP2d est une variante de MAP2c. Elle posséde une séquence répétée
supplémentaire entre la premiére et la deuxiéme des trois séquences répétées qui servent
de lien aux microtubules (Doll et al. 1993) (figurel). MAP2d est retrouvée dans les
cellules gliales mais également dans les neurones. L’expression de MAP2d débute
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apres celle de MAP2c. De plus, MAP2d est présente dans les neurones adultes (Ferhat
et al 1996).

Des études ont récemment mis en évidence 1’existence d’autres isoformes de MAP2.
En 1996, Forleo et al. ont décrit la présence de quatre isoformes nouvelles de MAP2b
présentes dans les ganglions des racines dorsales. Elles différent de MAP2b soit par la
présence de quatre séquences répétées dans le domaine de liaison aux microtubules au
lieu de trois (Langkopf et al 1994), soit par I’absence de 1’exon 10 ou 11 (Forleo et al
1996) ou enfin, soit par la présence de ’exon 7a, ou de ’exon 8 (Guilleminot et al.
1995) ou des deux a la fois (Forleo et al 1996).

Différences fonctionnelles entre les isoformes de MAP2

Toutes les isoformes de MAP2 induisent 1’assemblage et la stabilisation des
microtubules. Cependant, elles différent en ce qui concerne leur capacité a organiser les
microfilaments d’actine. MAP2c est capable d’inter-relier les microfilaments d’actine
les uns aux autres et ainsi induire la formation d’un gel d’actine (Cunningham et al
1997). Des études proposent que le domaine de liaison a I’actine de MAP2 serait situé
dans le domaine de liaison aux microtubules (Cunningham et al 1997). En 1990,
Correas et al ont montré qu’un peptide qui correspond a la deuxiéme séquence répétée
du domaine de liaison aux microtubules de MAP?2 lie I’actine-F. Toutefois, pour inter-
relier les microfilaments d’actine, il faut que la protéine posséde deux sites de liaison a
I’actine ou qu’elle en posséde un seul mais qu’elle puisse former des diméres. I1y a des
évidences que MAP2c peut former des diméres (Wille et al.1992). Quant & I’isoforme
MAP2b, il est capable de lier les microfilaments d’actine mais il démontre moins de
facilit¢ & organiser ’actine en réseau (formation d’un gel d’actine) que I’isoforme
MAP2¢ (Cunningham et al. 1997).

Il existe également des différences fonctionnelles entre les isoformes MAP2c et
MAP2d. En1996, Ferhat et al. ont montré que lorsque MAP2d est exprimée dans les
cellules HEK 293 (cellules embryonnaires de rein humain) , elle induit la formation de
microtubules qui sont organisés en faisceaux plus fins et plus longs que ceux induits par
MAP2c. De plus les deux isoformes exercent un effet différent sur la stabilisation des
microfilaments d’actine. Par exemple, MAP2d a un effet protecteur contre la
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Figure 1: Isoformes et domaine de la protéine MAP2

Les isoformes MAP2b et MAP2c ont en commun le domaine de liaison aux microtubules
et une partiec du domaine de projection. Toutefois, MAP2b posseéde une séquence
additionnelle et ininterrompue de 1372 acides aminés a la jonction des domaines de
projection et de liaison aux microtubules de MAP2c. MAP2a a une insertion de 82
acides aminés en 5° du lieu d’épissage de MAP2b et MAP2c. MAP2d posséde une
quatrieme séquence répétée dans le domaine de liaison aux microtubules, L'expression

des isoformes est régulée par épissage alternatif,
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dépolymérisation de I’actine induite par la cytochalasine D. Ce n’est pas le cas de
MAP2c (Ferhat et al 1996). Ces différences fonctionnelles de méme que le fait que
I’expression de MAP2d soit maintenue au cours de la vie adulte (contrairement a
MAP2c) suggerent que MAP2d aurait un r0le dans la stabilisation des neurites;
contrairement & MAP2c qui serait plutét impliquée dans la croissance des neurites
(Ferhat et al. 1996).

La fonction des isoformes de MAP2 est régulée par leurs états de phosphorylation

L’activit¢ des MAP2 est également régulée par leurs différents états de phosphorylation.
En effet, MAP2 peut étre phosphorylée par une multitude de kinases et déphosphorylée
par plusieurs phosphatases (Goldenring et al. 1985; Hoshi et al. 1992; Itoh et al 1997).
La majorité de ces sites de phosphorylation ne sont pas trés bien identifiés. On sait
toutefois qu’il existe un site de phosphorylation pour la CAM kinase II entre le 1450e et
1500¢ acide aminé de MAP2b (Friedrich et Aszodi 1991). Un autre site de CAM kinase
a été trouvé sur la sérine 1805 (Wille et al 1992). Il y a également, comme mentionné
plus t6t, un site de liaison pour la PKA vers le 100e acide aminé (Friedrich et Aszodi
1991; Scott et al,1990). L’analyse de la composition en acides aminés de MAP2
suggere qu’elle contient 83 sites de phophorylation. Il y aurait 20 sites pour la PKA, 8
sites pour la CAM Kinase II, 16 sites pour la Protéine kinase C et 47 sites pour les
Caseine kinases (Friedrich et Aszodi 1991).

Les effets de la phosphorylation des MAPs sur le cytosquelette sont bien perceptibles.
Les différents états de phosphorylation des MAPs régulent I’affinité de ces MAPs pour
les microtubules ou d’autres éléments du cytosquelette. On a rapporté par exemple que
MAP? est un substrat de la kinase II et que cette derniére induit un désassemblage des
microtubules (Yamauchi et al 1988; Brugg and Matus 1991).

1l est proposé que la phosphorylation de MAP2 jouerait un role dans ’assemblage des
microtubules puisque la phosphorylation du domaine de liaison aux microtubules de
MAP2 inhibe I’habilit¢ de MAP2 & induire la polymérisation et 1’assemblage des
microtubules (Brugg and Matus, 1991; Goldenring et al. 1985; Silliman et Sturgill
1989). Comme le domaine de projection comporte également des sites de
phosphorylation (Silliman et Sturgill, 1989; Friedrich et Aszodi, 1989; Kindler et al,
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1990), il est possible que la phophorylation de ce domaine de MAP2 ait des
conséquences similaires & la phosphorylation du domaine de liaison aux microtubules.

MAP?2 et la différenciation neuronale

Lors de la différenciation neuronale, le neuroblaste émet des prolongements qui
deviendront I’axone et les dendrites. La mise en culture de neurones isolés de
I"hippocampe prélevés chez des embryons de rats a permis d’identifier cing stades de
différenciation morphologique neuronale (figure 2) (Dotti et al 1988). 1) Le neuroblaste
développe d’abord un lamellipode tout autour de la circonférence du corps cellulaire.
2) La lamellipode se consolide pour former les neurites mineures. Ces premiers
prolongements n’ont pas une identité axonale ou dendritique. 3) Aprés 1,5 jours en
culture, une des neurites s’allonge plus rapidement que les autres et deviendra I’axone.
4) Les autres neurites mineures s’allongent seulement quelques jours plus tard. Elles
deviendront les dendrites. 5) La différenciation se termine enfin par une phase de
maturation des prolongements.

Des études ont montré que 1’expression de MAP2 est cruciale lors de la différenciation
neuronale. En 1992, Caceres et al. ont supprimé ’expression de MAP2 dans des
cultures de macroneurones du cervelet en ajoutant des oligonucléotides antisens a
’ARNm de MAP2 dans le milieu de culture. La suppression de MAP2 empéche 80%
des cellules a passer du stade 1 au stade 2 de la différenciation neuronale. Donc MAP2
semble agir & un stade trés précoce de la différenciation neuronale.

Réles du cytosquelette dans la croissance des prolongements dendritiques et
axonaux par un neurone

L'¢laboration de prolongements dendritiques et axonaux par un neurone est
accompagnée d’une réorganisation majeure du cytosquelette qui implique
principalement les microfilaments d'actine et les microtubules (Mitchison et Kirschner,
1988). Dans un premier temps, le neuroblaste développe un lamellipode, une structure
riche en actine, tout autour du corps cellulaire. A ce stade, les microtubules se
retrouvent majoritairement dans la région périnucléaire. Par la suite, ’actine s’organise
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Figure 2 : Stades de la différenciation neuronale (Tiré de Dotti et al. 1988 figure 9 p.1466)
Stadel : le neuroblaste développe d’abord un lamellipode tout autour de la circonférence du
corps cellulaire.

Stade 2: le lamellipode se consolide pour former les neurites mineures. Ces premiers
prolongements n’ont pas d’identité axonale ou dendritique.

Stade 3 : & 1,5 jours de croissance, une des neurites s’allonge rapidement pour devenir
’axone.

Stade 4 : les autres neurites mineures s’allongent seulement quelques jours plus tard. Elles
deviendront les dendrites.

Stade 5 : la différenciation se termine enfin par une phase de maturation des prolongements.
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en une sorte de treillis qui permet I’orientation des microtubules dans la direction que
prendra le prolongement. Les microtubules sont ensuite capturés en un site commun,
sous la membrane cytoplasmique, pour étre stabilisés dans la direction de I’élongation.
Enfin, les faisceaux de microtubules sont stabilisés (Mitchison et Kirschner 1998)

(figure 3).

Les microtubules et les microfilaments d'actine interagissent pour coordonner la
croissance d'une neurite. Dans les derniéres années, on a tenté d'identifier les molécules
impliquées dans cette interaction. Des études suggérent que MAP2c pourrait étre une de
ces molécules. En effet, il a ét¢ démontré que MAP2c peut coordonner une
réorganisation de l'actine-F et des microtubules qui résulte en la formation de
prolongements cytoplasmiques. Pour démontrer ceci, MAP2c a été microinjectée dans
une lignée cellulaire de mélanome déficiente en protéine de liaison a l'actine 280 (ABP-
280). Ces cellules présentent une instabilité de la membrane plasmique qui se traduit par
du "blebbing" (tremblements de la membrane cellulaire). Suite & la microinjection de
MAP2c dans ces cellules, il y a arrét du "blebbing" et formation d'un lamellipode
duquel émergent des prolongements cytoplasmiques contenant des faisceaux de
microtubules. II est intéressant de noter que MAP2b peut stabiliser la membrane mais
n'est pas capable d'induire la formation dune lamellipode ni la formation de
prolongements cytoplasmiques dans cette lignée cellulaire. Ces résultats suggérent donc
que MAP2c jouerait un role dans l'initiation de la croissance neuritique alors que
MAP2b serait plutét impliquée dans la stabilisation du cytosquelette au cours du
développement d'une neurite. D’ailleurs, le pattern d'expression de MAP2¢ et MAP2b
dans le cerveau concorde bien avec ces résultats. En effet, MAP2c¢ est présente au cours
du développement et demeure exprimée dans des régions du cerveau ou les neurones
conservent la capacité de se régénérer (ex. bulbe olfactif) alors que MAP2b est
exprimée tout au long du développement et dans les neurones adultes. De plus,
l'expression de MAP2b est nécessaire pour maintenir la morphologie des dendrites chez
l'adulte.
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Figure 3 : Implication des différents éléments du cytosquelette dans la formation de
neurites

Selon le modele proposé par Mitchison et Kirschner en 1988 les microtubules et les
microfilaments d’actine sont les éléments cytosquelettiques indispensables a la
neuritogenése. Les microfilaments d’actine s’organiseraient d’abord en une sorte de
treillis qui permettrait ’orientation des microtubules dans la direction que prendrait le
futur prolongement. MAP2c permettrait 1’interaction des microfilaments d’actine avec
les microtubules tandis que MAP2b stabiliserait les microtubules une fois qu’il seraient

dans la bonne direction.



20
MAP?2 et le remodelage des dendrites

Il est bien connu que lors de I’apprentissage, il y formation de nouvelles synapses entre
les neurones. Cela nécessite une réorientation de certains prolongements vers de
nouvelles cibles et ainsi, un remodelage de I’architecture cytosquelettique. 1l a été
démontré chez des rats en situation d’apprentissage que MAP2 serait un des modeleurs
du cytosquelette. Le niveau total de MAP2 ne varie pas en situation d’apprentissage.
Toutefois, les produits de dégradation de MAP2 augmentent pendant cette période
(Woolf et al. 1999). Ceci indique qu’il y a autant de MAP2 dégradée que de MAP2
synthétisée. La cellule dégraderait donc les MAP2 du prolongement a éliminer, ce qui
aurait pour conséquence de déstabiliser les microtubules. Simultanément, elle
fabriquerait de la nouvelle MAP2 pour stabiliser les nouveaux microtubules dans le
prolongement naissant.

L'expression de MAP2 induit la formation de prolongements cytoplasmiques dans
des cellules non neuronales

Le systéme baculoviral :

Les cellules Spodoptera frugiperda (Sf9) proviennent des lignées Lepodopteran. Ce
sont des cellules ovariennes immatures. Les cellules Sf9 sont I’hdte naturel du virus
polyhédre nucléaire Autographa californica, un membre de la famille des Baculoviridae
(Kosik et McConlogue 1994). 1l est courant d’utiliser ce virus pour insérer un géne
dans les cellules Sf9. En effet, on peut mettre le géne ou la séquence d’ADN désiré(e)
sous le contrdle du promoteur viral polyhedrine qui, normalement, contrdle ’expression
de la protéine polyhedrine. Cette protéine est nécessaire au cycle naturel du virus mais
est non essentielle & sa réplication et sa capacité d’infection (Kosik et McConlogue
1994).

Les difficultés rencontrées dans la manipulation de I’expression de génes dans les
neurones et la complexité de la différenciation neuronale sont des obstacles importants a
la compréhension de la fonction d’une protéine. L’utilisation du systéme baculoviral
permet d’¢étudier I'implication d’une seule protéine a la fois sur la neuritogénése par
exemple (Knowles et al. 1994). Un autre avantage du systéme baculoviral est que les
cellules Sf9 subissent des changements morphologiques suite & I’expression de certaines
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protéines, ce qui peut devenir un bon indice de la fonction de cette protéine. Par
exemple, I’expression d’une sous-unité catalytique de la protéine kinase A induit la
formation de prolongements cytoplasmiques par les cellules Sf9. (Cheley et al. 1992).
La formation de prolongements cytoplasmiques par les cellules Sf9 implique une
réorganisation des microtubules mais également des microfilaments d’actine (Knowles
et al. 1994). Le systeme baculoviral devient donc un modéle trés intéressant pour
I’étude de la fonction des MAPs et leur implication lors de la neuritogénése.

L’expression de Tau et de MAP2 dans les cellules Sf9 a permis de raffiner les
différences de fonctions entre ces deux protéines de liaison aux microtubules (Kosik et
McConlogue 1994; Knops et al. 1991; Leclerc et al. 1996; Knowles et al. 1994). Une
étude de co-expressions des MAPs (Tau, MAP2¢c et MAP2b) dans les cellules Sf9 a
permit de montrer que ces derniéres compétitionnent pour les éléments du cytosquelette.
Cette compétition résulte en un différent pattern de production de prolongements par les
cellules Sf9 (Boucher et al. 1999).

Expression de MAP?2 dans les cellules Sf9

Pour étudier la fonction spécifique de MAP2b et MAP2¢ dans la différenciation
neuronale, les deux isoformes de MAP2 ont été exprimées dans les cellules Sf9. Ces
cellules n’expriment pas MAP2 de fagon constitutive. Lorsqu’on exprime 1’une ou
’autre des isoformes de MAP2 dans ces cellules, leur phénotype varie en fonction de
I'isoforme exprimée. En effet, 60% des cellules Sf9 qui expriment MAP2c présentent
des prolongements fins, longs et multiples. Quant & MAP2b, elle induit la formation
d’un prolongements unique, court, trapus et cela dans seulement 20% des cellules
(Leclerc et al. 1996). Ceci suggére des roles différents pour les deux isoformes dans
1’élaboration du phénotype neuronal.

Maladies reliées au cytosquelette des neurones
La maladie d’Alzheimer est caractérisée par deux types de 1ésion : les plaques séniles

contenant les protéines amyloide, et les enchevétrements neurofibrilaires contenant la
protéine Tau hyperphosphorylée. (Kosik et al. 1995; Lee 1995). En 1995, Kosik et al.
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ont montré que les protéines précurseurs de 1’amyloide, trouvées dans les plaques
séniles, pouvaient stimuler [’activité mitogéne de la protéine kinase MAPK. Cette
activit¢  résulterait en une hyperphosphorylation de la protéine Tau
L'hyperphosphorylation de la protéine Tau conduirait 4 la formation de filaments intra-
neuronaux qui conduirait & I'élaboration de l'enchevétrement neurofibrilaire (Kosik et al.
1995).

La sclérose amyotrophique latérale (ALS) est une maladie neurodégénérative des
neurones moteurs. Les neurones atteints présentent des accumulations de
neurofilaments dans les corps cellulaires et dans la région proximale des axones. Des
¢tudes récentes ont suggéré que 1’accumulation de neurofilaments pourrait étre une des
causes de la maladie (Julien 1995 (48)). En effet, des souris transgéniques surexprimant
une protéine de neurofilaments présentent une dégénérescence des motoneurones. De
plus, des mutations ont été identifiées dans le géne codant pour la chaine lourde de
neurofilaments (NF-H) chez certains patients souffrant de ALS. Enfin, des études ont
montré des anomalies dans le transport axonal des motoneurones de souris
transgéniques surexprimant NF-H. Cela pourrait empécher le transport d’éléments
nécessaires a la survie de 1’axone; ce qui causerait ainsi I’effondrement axonal et la
dénervation progressive du muscle (Julien 1995).

Des changements dans la composition moléculaire du cytosquelette ont également été
observés dans le cerveau de patients souffrant de la schizophrénie. Une diminution de
Iexpression de MAP2 et MAP1 dans le subiculum et le cortex enthorinal de
I’hippocampe a été notée (Arnold et al. 1991). Toutefois, il a été rapporté récemment
qu’au lieu d’une diminution totale de MAP2 dans ces structures, il y a une augmentation
de MAP2 non phosphorylée. Ceci suggere qu’il pourrait y avoir un assemblage non
fonctionnel du cytosquelette (Cotter et al. 1997).

Objectifs du travail

Comme mentionné plus t6t, les isoformes de MAP2 jouent un rble au niveau de la
différenciation, de la régénération et du remodelage morphologique d'un neurone. De
plus, des isoformes distinctes de MAP2 semblent étre impliquées dans ces différents
événements cellulaires. Pour mieux comprendre le role respectif des isoformes de
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MAP?2, il est nécessaire de mieux caractériser les différents domaines fonctionnels de
ces protéines. Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés, plus
particuliérement, a l'identification des domaines qui leur conférent la capacité d’induire
la formation de prolongements cytoplasmiques. La présente étude s'est concentrée sur
les isoformes, MAP2b et MAP2c puisqu'elles sont les isoformes les mieux caractérisées
au niveau de leur pattern d'expression de méme qu'au niveau de leur structure. Elles
sont constituées de deux domaines majeurs (Garner and Matus 1988): un domaine de
liaison aux microtubules (dont I’une des fonctions, lier les microtubules, est connue) et
un domaine de projection dont la fonction n'est pas connue. MAP2b différe de MAP2¢
par l'insertion d'une séquence de 1372 acides aminés dans son domaine de projection.
La présente étude vise & déterminer le rble respectif du domaine de liaison aux
microtubules commun aux deux isoformes, du domaine de projection de MAP2¢ et du
domaine de projection de MAP2b  dans la production de prolongements
cytoplasmiques. De plus, nous nous sommes intéressés a €lucider le role de la séquence
additionnelle de 1372 acides aminés présente dans le domaine de projection de MAP2b
dans I'¢laboration de prolongements cytoplasmiques par cette protéine.

Pour ce faire,

Nous avons produit trois formes mutantes de MAP2c et MAP2b: Prob et Proc et Mt qui
correspondent respectivement au domaine de projection de MAP2b, a celui de MAP2¢
et au domaine de liaison aux microtubules commun & MAP2b et MAP2c¢ (Figure II-1).
Ces formes mutantes ont ét¢ exprimées dans les cellules Sf9 puisque l'expression de
MAP2¢ et MAP2b induit la formation de prolongements cytoplasmiques dans ces
cellules (Leclerc et al. 1996)). Leur capacité a induire la formation de prolongements
cytoplasmiques a été analysée par une étude morphologique quantitative.

Nous avons également produit trois formes mutantes de MAP2b qui contiennent une

délétion a Iintérieur de la séquence additionnelle de 1372 acides aminés du domaine de
projection de MAP2b. Ces formes mutantes ont également été exprimées dans les
cellules Sf9 pour analyser leur capacité & induire la formation de prolongements
cytoplasmiques.

Finalement, nous avons examiné la réorganisation du cytosquelette induite par ces
différentes formes mutantes de MAP2¢ et MAP2b dans les cellules Sf9 en microscopie
a fluorescence et confocale.
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ABSTRACT

In neurons, the expression of microtubule-associated protein-2 (MAP-2) is
correlated to neurite outgrowth in developing brain and to maintenance of neuronal shape
in adult brain. MAP2b, the mature isoform of MAP2, and MAP2c, the juvenile isoform,
differ by a sequence of 1372 amino acids inserted in the MAP2b projection domain. In the
present study, we demonstrate that this additional sequence of 1372 a.a. decreases the
capacity of MAP2b to induce process outgrowth. To investigate the role of this sequence
in process outgrowth, we engineered truncated forms of MAP2b that correspond to the
projection domain of MAP2b, the projection domain of MAP2c and to the microtubule-
binding domain common to MAP2c and MAP2b. These constructs were expressed in Sf9
cells using baculoviral expression vectors. In a previous study, we demonstrated that
MAP2c induces the formation of multiple processes in Sf9 cells whereas MAP2b induces
the formation of a single process. Moreover, 60% of the cells expressing MAP2c have
processes compared to 20% of MAP2b expressing cells. Here, we show that the
expression of the projection domain of either MAP2b or MAP2c¢ did not induce formation
of process outgrowth in Sf9 cells. On the other hand, the expression of the microtubule-
binding domain gave rise to a higher number of cells with processes compared to full-
length MAP2b but a lower number of processes per cell compared to full-length MAP2c.
This indicates that the sequence of the projection domain comprised in MAP2¢ is involved
in the formation of multiple processes whereas the additional sequence of 1372 a.a. found
in the projection domain of MAP2b exerts a negative effect on the induction of process
outgrowth in Sf9 cells. Indeed, truncated forms of MAP2b that had a partial deletion in
this additional sequence induced a higher number of cells with processes than MAP2b.
Collectively, the above results suggest that the projection domain regulates the process
outgrowth activity of the microtubule-binding domain in both MAP2¢ and MAP2b.
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INTROD N

Neurons differentiate into polar cells by elaborating two types of cytoplasmic
processes: dendrites and axons. Differentiation of dendrites and axons follow specific
steps in vitro (Dotti et al., 1988). At the early stage of differentiation, the neuron develops
lamellipodia that consolidate to form cytoplasmic processes called minor neurites. One of
these minor neurites elongates faster than the others and becomes the axon. The remaining
minor neurites differentiate into dendrites. Many studies showed the implication of the
microtubule-associated protein-2 (MAP2) in this neuritogenesis. The suppression of
MAP?2 expression in primary neuronal culture inhibits the formation of minor neurites
(Caceres et al., 1992). Moreover, the inhibition of MAP2 expression in ECP19 cells
which undergo neuronal differentiation in presence of retinoic acid inhibits the
development of the characteristic morphological phenotype of neurons as well as the
withdrawal of these cells from the cell cycle (Dinsmore and F., 1991). At a later stage of
differentiation, the expression of MAP2 is enriched in dendrites (Ludin and Matus, 1993).
Suppression and degradation of MAP2 was correlated to dendritic morphological
remodeling in adult neurons (Sharma et al., 1994; Faddis et al., 1997). Taken together,
the above observations indicate that there is a switch of MAP2 function from promoting
neurite outgrowth to stabilization of dendritic shape during neuronal differentiation.

During neuronal differentiation, MAP2 function is accomplished by a diversity of
isoforms of different sizes. There exists at least four isoforms of the protein MAP2:
MAP2a, MAP2b, MAP2c and MAP2d. These isoforms are generated by alternative
splicing. MAP2a and MAP2b, the high molecular weight isoforms, are the dominant
isoforms found in the neurons of the adult CNS (Chung et al., 1996). They are only
expressed in dendrites. MAP2b is expressed before MAP2a during neuronal
differentiation (Tucker, 1990). Recently, new variants of the high molecular weight
MAP?2 have been identified that contain additional sequences in the amino-terminal and in
the carboxyl-terminus (Couchie et al., 1996; Forleo et al., 1996; Kalcheva et al., 1997).
They are expressed in the spinal cord and in the dorsal root ganglia. MAP2¢ and MAP2d,
the low molecular weight isoforms of MAP2 differ by the fact that MAP2d contains 4
imperfect repeats in the carboxyl-terminus responsible for microtubule assembly whereas
MAP2c has three repeats (Ferhat et al., 1994b). MAP2c is found both in growing
dendrites and axons (Tucker, 1990). Interestingly, it remains expressed in neurons that
have the capacity to regenerate in the adult CNS (Tucker, 1990). In contrast to MAP2c,
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the expression of MAP2d is higher in adult brain and is preferentially found in glia (Ferhat
et al., 1994a).

We have concentrated our study on MAP2b and MAP2c, the two best
characterized isoforms of MAP2. MAP2c is a 467 amino acid (a.a.) protein whereas
MAP2b is a 1828 a.a. protein that contains an additional sequence of 1372 a.a. in the
amino-terminus (Neve et al., 1986; Papandrikopoulou et al., 1989). This splicing event
 shifts the apparent molecular weight of MAP2b from 70 KDa to 280 KDa. These MAP2
isoforms are composed of two major domains: the microtubule-binding domain and a
domain that projects at the surface of the microtubules called the projection domain (Lewis
et al., 1988; Lewis et al., 1989). The function of this domain is still elusive. The insertion
of 1372 a.a. in this domain indicates that it plays an important role in neuronal function in
adultbrain. ‘

The most well characterized function of MAP2 isoforms is their ability to promote
microtubule assembly and to stabilize microtubules (Ludin and Matus, 1993). They also
induce microtubule bundling but the spacing between microtubules is less in MAP2c-
induced microtubules than in MAP2b-induced microtubules (Chen et al., 1992; Leclerc et
al., 1996). Other than their effect on microtubules, we and others have shown that
MAP2b and MAP2c interact with F-actin. If MAP2b and MAP2¢ can both bind actin
microfilaments only MAP2c can efficiently organize them to induce the formation of actin-
rich lamellae (Cunningham et al., 1997). Since microtubules and F-actin interact to
coordinate neurite outgrowth, the above results suggest that MAP2¢ and MAP2b might act
as molecular linkers between these cytoskeletal elements during neurite formation.

In previous studies, by using the baculovirus expression system, we have shown
that MAP2c is a lot more efficient than MAP2b to induce process ougrowth. Indeed, the
expression of MAP2c in Sf9 Spodoperda frugiperda cells resulted in the formation of
multiple processes whereas that of MAP2b resulted in the formation of a single process
(Leclerc et al., 1993; Leclerc, et al., 1996). Moreover, 60% of the cells expressing
MAP2c present processes compared to 20% of the cells expressing MAP2b (Leclerc, et
al., 1996). From these results, it appears that the additional sequence of 1372 a.a.
contained in the projection domain of MAP2b impairs the formation of process outgrowth
in Sf9 cells.

In the present study, we used the baculovirus expression system to characterize the
functional domain(s) of MAP2b and MAP2c involved in the formation of process
outgrowth. We generated truncated forms of MAP2b and MAP2c and expressed them in
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S19 cells. Our results indicate that the projection domain regulates the process outgrowth
activity of MAP2b and MAP2c in Sf9 cells. These data allow us to propose a model of
structural configuration of the projection domain that could determine the activity of MAP2

isoforms.
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ATERIA D MET

Baculoviral recombinants

All MAP2 constructs contain a 6xHis tag at the N-terminal. The engineering of
MAP2-His fusion protein was performed in three steps. First, the full-length MAP2b
cDNA cloned in the baculovirus expression vector pVL1392 was digested with BamHI
and cloned into the sites BamHI and BglII of the vector pBacPAK His2 (Clontech, Palo
Alta, CA, USA) (MAP2b-Bac PAK His2). Second, the non-coding sequence of MAP2b
was deleted to engineer the His fusion protein. This was done by adding by PCR a
BamHI site in 5” of the coding sequence of MAP2b. All PCR products were generated by
using the Pfu enzyme (Stratagene, La Jolla, CA, USA) and were cloned into the blunt end
vector Pstblue (Novagen). The PCR product, cloned in the Pstblue vector, containing the
BamHI site, was digested with BamHI and Xhol and cloned into the pBacPAK His2
vector (PCR1-BacPAK His2). Third, the PCR1-Bac PAK His2 was digested with Ncol
(this site is comprised in the MAP2b sequence amplified by PCR) and inserted in the
MAP2b-pBacPak His2 that was also digested with Ncol.

Five MAP2b constructs having a deletion of nucleotides 656 to 1921 (MAP2b-1),
1921 to 3320 (MAP2b-2), 3329 to 4772 (MAP2b-3), 1 to 4772 (Mt) and 4772 to 5881
(Prob) were produced. To delete the nucleotides 656 to 1921 (MAP2b-1), a Scal site was
inserted in 3’ of nucleotide 656 by PCR. A PCR product containing the MAP2b sequence
from nucleotide 378 to 656-Scal (PCR-C1) was cloned into the blunt end Pstblue vector.
The insertion of PCR-C1 into the MAP2b-BacPAK His2 vector was done in three steps.
First, the sequence from 1 to 5471 of MAP2b-His sequence was subcloned into the
BamHI and Xhol sites of the Bluescript vector (MAP2b;.5471.85). The nucleotides from
378 to 1921 of the MAP2b sequence were deleted by digestion of MAP2b,_s547,.55 With
KasI and Scal. Second, the PCR-C1 cloned into the Pstblue vector was digested with
Kasl and Scal and subcloned into the sites KasI and Scal of the MAP2b;_ 547155 Vector
(C1-MAP2b1-5471-BS). Third, the sequence of MAP2b containing the deletion from 656
to 1921 was cut from the MAP2by 547155 by digestion w1th BamHI and Xhol and re-
inserted in the MAP2b-BacPAK His2 vector.

To delete the nucleotides 1921 to 3329 (MAP2b-2), a Xbal site was inserted in 3’
of nucleotide 1921 by PCR. A PCR product coﬁtéining the MAP2b sequence from
nucleotides 378 to 1921-Xbal (PCR-C2) was cloned into the vector Pstblue. The
insertion of PCR-C2 into MAP2b-BacPAK His2 vector was done in three steps. First the
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nucleotides 1 to 3121 of MAP2b-His sequence were subcloned into the Bluescript vector
(MAP2b1.3121.85)- Second, the PCR-C2 cloned into the PSTblue vector was digested with
Kasl and Xbal and subcloned into the corresponding sites of MAP2b;.3121.5s (C2-
MAP2b:3121.5). Third, the sequence of MAP2b containing the deletion from 1921 to
3329 was cut from the C2-MAP2b.315;.ps by digestion with BamHI and Xbal and re-
inserted in the MAP2b-BacPAK His2 vector.

To delete the nucleotides 3329 to 4472 (MAP2b-3), a Xbal site was inserted in 3’
of nucleotide 4472 by PCR. A PCR product containing the MAP2b sequence from
nucleotides 3329 to 4472-Xbal (PCR-C3) was cloned into the blunt end Pstblue vector.
The insertion of PCR-C3 into MAP2b-BacPAK His2 vector was done in three steps.
First, the nucleotides 3329 to 5513 of MAP2b-His sequence was subcloned into the
Pstblue vector (MAP2b-3329.5513.p) at the Sphl and Xbal sites. Second, the PCR-C3
cloned into the Pstblue vector was digested with Smal and Xbal and subcloned into the
corresponding sites of MAP2b-3329-5513-Pb (C3- MAP2b¥3329-5513_pb). Third, the
sequence of MAP2b containing the deletion from 3329 to 4772 was cut from the C3-
MAP2b-3339.5513.pp by digestion with Xbal and Sphl and re-inserted in the MAP2b-
BacPAK His?2 vector.

A truncated form of MAP2b corresponding to the microtubule-binding domain
(Mt) was generated by deleting the nucleotides 1 to 4772. To do so, a BamHI site was
inserted at the 4765 nucleotide by PCR. MAP2b-pBacPAK His2 was digested with
BamHI and Sphl. The deleted sequence was replaced by the PCR product digested with
the same restriction enzymes. _

A truncated form of MAP2b corresponding to the projection domain of MAP2b
(Prob) was produced by deleting the nucleotides 4772 to 5881. First, a NotI site was
inserted at the 4772 nucleotide of the MAP2b sequence by PCR. MAP2b-pBacPAK His2
was digested with Notl and Xbal. The deleted sequence was replaced by the PCR
product digested with the same restriction enzymes.

We also engineered a truncated form that corresponds to the projection domain of
MAP2c (Proc) by deletion of the nucleotides 1 to 444. To do so, the MAP2c sequence
was inserted into the pBacPAK vector. MAP2c was removed from the pCMYV vector by
digestion with NotI and inserted into the pBacPAK His2 at the NotI site. The start codon
of MAP2c and the 5’ untranslated region was removed. To do so, a BamHI was inserted
at the start codon of MAP2c by directed mutagenesis. MAP2c-pBacPAK was digested
with BamHI and Pstl. The deleted part was replaced by the PCR product digested with the
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same restriction enzymes. To generate a truncated form of MAP2c corresponding to its
projection domain (nucleotides 1 to 444), a NotI site was inserted by directed mutagenesis
at the nucleotide 444 of the MAP2c sequence. MAP2c-pBacPAK His2 was digested with
NotI and Ncol. The deleted sequence was replaced by the PCR product digested with the
same restriction enzymes.

The transfer vector containing the different mutated forms of MAP2b and MAP2c
were co-transfected with the Bsu361-digested BacPAK6 viral DNA onto the Spodoptera
frugigerpa (Sf9) cells using bacfectin (Clontech, Palo Alta, CA, USA).

Cell culture

The S9 cells were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC #
CRL 1711; Rockville, MD). Sf9 cells were grown in Grace’s medium (Gibco BRL,
Burlington, Ontario, Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum (Immunocorp,
Montreal, Quebec, Canada) as a monolayer at 27°C. For infection, cells were plated on
glass coverslips at a density of 1X10° cells/ 60 mm dish. Cells were infected for 72 hours
with viral stock at a multiplicity of infection (MOI) of 5.

Immunofluorescence

For immunochemistry, the cells were fixed in 4% paraformaldehyde in phosphate-
buffered saline (PBS) for 20 min. Then the cells were permeabilized with 0.2% Triton X-
100 in PBS for 5 min. The expression of the truncated forms of MAP2b and MAP2c
except MT was revealed by using a monoclonal antibody directed against MAP2 (clone
HM?2, dilution 1:200) purchased from Sigma (Mississauga, Ontario, Canada). The Mt
mutant was revealed by the monoclonal antibody 46.1 directed against the microtubule
binding domain of MAP2 (kindly provided by Dr. V. Lee, University of Pennsylvania,
USA). To visualize the microtubule reorganization, a monoclonal antibody directed
against o-tubuline (Sigma, dilution 1:500) was used. The actin reorganization was
visualized with Rhodamin-phalloidine (Molecular Probe inc. Eugene, Oregon, USA), at a
dilution of 1:200. We used the following secondary antibodies (Jackson Immunoresearch
Laboratories Inc., Bio/Cam, Mississauga, Ontario, Canada): the anti-mouse Fab fragment
conjugated to rhodamine (dilution 1:500) and a donkey anti-mouse conjugated to FITC
(dilution 1:500). All these antibodies were diluted in PBS plus 5% BSA. Incubations were
carried out at room temperature for 1h. After three washes in PBS, the coverslips were
mounted in moviol and visualized by fluorescence microscopy.
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The expression of the truncated forms of MAP2 in the Sf9 cells was confirmed by
Western blot. To do so, the transfected cells were centrifugated at 1000 rpm for 3min. The
pellets were resuspended into PBS containing protease inhibitors ( antipain, aprotinin,
leupepﬁn, EDTA, PMSF at a dilution of 1:100 and DFP at a dilution of 1:10). An equal
volume of sample buffer was added to the cell suspension and then it was boiled for 5
min. The proteins were separated on a 7.5% polyacrylamide gel and transferred on
nitrocellulose membrane. The antibodies used to visualized the proteins were HM2
(Sigma) 46.1(kindly provided by Dr. V. Lee, University of Pennsylvania) or with an anti-
His antibody (Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA). The secondary antibodies were
conjugated to HRP (horseradish peroxidase) (Jackson Immunoresearch Laboratories Inc.,
Bio/Cam, Mississauga, Ontario, Canada) and revealed by chemoluminescence (Roche,
Laval, Québec, Canada). ‘

Quantitative morphological analysis

The morphological analysis was performed by two observers. The cells were fixed
and stained with an antibody directed against a-tubulin as described above. The secondary
antibody was conjugated to HRP. Peroxidase activity was revealed with a solution of
0.05% of 3, 3'-diaminobenzidinetetrahydrochloride (DAB). The quantitative
morphological analysis was performed using the Northern Eclipse software (Empix
Imaging, Mississauga; Ontario, Canada). Three sets of experiments were analyzed. The
morphological phenotypes observed with the different truncated forms of MAP2 were
highly reproductible from one set of experiments to another. To evaluate the number of
processes per cell, 150 cells were measured for each truncated form of MAP2 in each set
of experiment. To analyze the length of process and the total length of processes per cell,
50 cells were used for each truncated form of MAP2 in each set of experiment.

Statistical analysis

To analyze the reproducibility of the data from one set of experiment to another, a
one-way ANOVA followed by the Sheffe test was performed. The length of process and
the total length of processes per cell were analyzed by one-way ANOVA followed by the
Sheffe test. Chi-square tests were performed to analyze the number of processes per cell.
For all measurements, comparisons between the different MAP2 constructs were
significant with a p<.05.
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RESULTS

The projection domain of MAP2b negatively regulates the capacity of the
microtubule-binding domain to induce process outgrowth in Sf9 cells

We have produced recombinant baculovirus that contain either the projection
domain of MAP2b (Prob), the projection domain of MAP2c (Proc) or the microtubule-
binding domain (Mt) that is common to MAP2b and MAP2c (Figure 1). The expression of
these truncated forms was analyzed by immunoblotting in Sf9 cells. Each mutant was
found to migrate at its expected molecular weight (Figure 2). The ability of each of these
constructs to induce process outgrowth was examined by expressing them in Sf9 cells. As
reported before, full-length MAP2b induce the formation of one process whereas MAP2¢
has the tendency to induce the formation of multiple processes (Figure 3). The expression
of the truncated form that corresponds to the projection domain of MAP2b (Prob) did not
induce process outgrowth. Similar results were obtained with the truncated form that
corresponds to MAP2c¢ projection domain (Proc). In contrast, the microtubule-binding
domain (Mt) induced formation of cytoplasmic processes. A quantitative morphological
analysis was carried out to determine whether the pattern of process outgrowth induced by
Mt was reminiscent of that induced by MAP2c or MAP2b. The pattern of process
outgrowévth was analyzed according to three parameters: number of processes per cell,
number of cell with processes and process length. Interestingly, in the cells expressing
Mt, the number of processes per cell was significantly different from that of MAP2c-
expressing cells. Indeed, 20% of the cells had multiple processes compared to 37.1% for ,
MAP2c-expressing cells (Figure 4). This indicates that the projection domain of MAP2c is -
involved in the production of multiple processes by Sf9 cells. 53% of the cells had
processes compared to 14% and 66% of MAP2b- and MAP2c-expressing cells
respectively (Figure 1). This demonstrates that the projection domain of MAP2b
negatively regulates the capacity of the microtubule-binding domain to induce process
outgrowth whereas the projection domain of MAP2c appears to increase its capacity to
initiate process outgrowth. Collectively, these results suggest that the additional sequence
of 1372 a.a. in the projection domain of MAP2b impairs the positive effects of the 150
a.a. common to the MAP2b and MAP2c projection domain on the capacity of the
microtubule—binding domain to induce process outgrowth.
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Regulatory regions of Prob on process outgrowth activity of the
microtubule-binding domain

To identify which region(s) of the 1372 a.a. sequence is involved in regulating the
process outgrowth activity of Mt, we subdivided this sequence into three portions of equal
size corresponding to the region adjacent to the N-terminal common to MAP2c¢ and
MAP2b (MAP2b-1), to the median region (MAP2b-2) and to the region adjacent to the
microtubule-binding domain (MAP2b-3). MAP2b truncated forms that contain deletions
of one of these regions were expressed in Sf9 cells (Figure 1). MAP2b-1 is deleted of the
amino acids 147a.a. to 569a.a., 147 a.a. is the amino acid located at the splicing site of
MAP2c. MAP2b-2 has a deletion from 569 a.a to 1035 a.a.. This deleted sequence
includes a phylogenic conserved sequence in MAP2b projection domain extending from
650 to 940 (Kindler et al., 1990). MAP2b-3 is deleted from the 1035 to 1519 a.a., 1519
corresponding to the splicing site of MAP2c. This deleted sequence contains several
proteolytic cleavage sites. These truncated forms were expressed in the baculovirus
expression system. Their expression was analyzed by western blotting and each truncated
form had the correct apparent molecular weight on SDS-PAGE (Figure 2).

We performed a quantitative morphological analysis as described above to verify
whether these truncated forms of MAP2b induced different patterns of process outgrowth
in Sf9 cells. As noted for MAP2b, they had the tendency to induce one process per cell
(Figures 3, 4). However, the percentage of cells with processes was significantly higher
than that of MAP2b-expressing cells (Figure 1). Both MAP2b-1 and MAP2b-2 induced
two times more cells with processes than MAP2b (Figures 3, 4). In particular, there was
an increase of cells with one or two processes (Figure 4). In the case of MAP2b-3, the
number of cells with processes was three times higher than MAP2b (Figure 4). The
number of processes per cell was significantly higher in MAP2b-3 than in MAP2b-1- and
MAP2b-2-expressing cells. Indeed, 30% of the MAP2b-3-expressing cells had one
process compared to 20% of the MAP2b-1- and MAP2b-2-expressing cells. There was
also an increase of cells with two processes: MAP2b-1 (5.3%), MAP2b-2 (7.5%) and
MAP2b-3 (9.1%). From these observations, one can conclude that the amino acids 1035
to 1519 deleted in MAP2b-3 have the most important inhibitory effects on the formation of
process outgrowth by MAP2b in Sf9 cells. Although all the deletions in the 1372 a.a.
sequence resulted in a higher number of cells with processes, none of the deletion could
lead to an increased number of cells having multiple processes.
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The process length was analyzed for each truncated form of MAP2b and MAP2¢
(Figure 5). MAP2b and MAP2c induced relatively short processes of 36+1.3um and
35.9+5.9um respectively. Mt tended also to induce short processes (35.2+1.7um).
Deletion in the 1372 a.a. sequence of MAP2b projection domain had an effect on process
length. The cells expressing either the truncated forms, MAP2b-1 and MAP2b-3,
presented significantly longer processes than MAP2b. However, the cells expressing the
truncated form, MAP2b-2, had a process length similar to that of MAP2b. From the above
observations, it appears that the additional sequence of 1372 a.a. in the projection domain
of MAP2b not only is involved in determining the number of processes per cell but also
exerts an effect on process length.

Distribution of the microtubules and actin microfilaments in Sf9 cells
expressing MAP2c and MAP2b truncated forms

In a previous study, we showed that MAP2c and MAP2b promote the formation
of microtubules and the reorganization of the actin microfilaments (F-actin) (Boucher et
al., 1999). Briefly, in MAP2c-expressing cells having multiple processes, the
microtubules radiate tangentially from the cell surface to form processes. In these cells, F-
actin co-localizes with the microtubules at the emerging site of processes (Figure 6A). In
MAP2b-expressing cells developing one process, a thick bundle of microtubules
originating in the cell body extend into the process. F-actin is found in the cell body as
well as along the process (Figure 6A). In MAP2b-expressing cells without processes,
microtubules are organized in a thick bundle that form a ring under the plasma membrane.
Small aggregates of F-actin were observed under the plasma membrane and in the
cytoplasm (Figure 6A).

We analyzed the distribution of microtubules and F-actin in cells expressing the
different truncated forms of MAP2b and MAP2c (Figure 6A). In cells expressing Mt,
several thin bundles of microtubules are found in the cell body that form a thick bundle at
the hillock region of the process and extends into the process. Aggregates of F-actin were
found in the cell body as well as along the process. In cells having multiple processes, the
distribution of the microtubules and F-actin is reminiscent of that found in MAP2c-
expressing cells presenting multiple processes. In MAP2b-1, MAP2b-2 and MAP2b-3-
expressing cells, a thick bundle of microtubules was found in the cell body that extended
in the process at one pole of the cell body as previously described for MAP2b (Leclerc, et
al., 1996). In these cells, F-actin was found in the cell body and along the process. In
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cells expressing either of these MAP2b truncated forms that did not have processés,
microtubules formed a ring under the plasma membrane and F-actin aggregates were noted
at the plasma membrane and in the cytoplasm as reported for full-length MAP2b
(Boucher, et al., 1999). In cells expressing Prob, there was no formation of microtubules.
Interestingly, Prob expression was concentrated in the cell periphery. In these cells, F-
actin formed a ring under the plasma membrane and seemed to co-localize with Prob’
(Figure 6B). Proc expression had also the tendency to be concentrated in the cell periphery
and to co-localize with F-actin (Figure 6B). Finally, F-actin nuclear staining was often
noted in cells infected with any truncated form of MAP2b and MAP2c as noted in wild-
type baculovirus infection (Charlton and Volkman, 1991). From the above observations,
it appears that Mt contains the domains to reorganize the cytoskeleton and induce process
outgrowth. Mt not only promoted microtubule formation as expected but was able to
redistribute F-actin in Sf9 cells. Prob and Proc co-localized with F-actin at the cell
periphery. Therefore, all these domains might contain an actin-binding domain.
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DISCUSSION

The expression of MAP2b and MAP2c has been correlated to the differentiation of
neurites (Ludin and Matus, 1993; Mandell and Banker, 1996). Until now, their respective
roles in neuronal differentiation remain elusive. These MAP2 isoforms share a common
microtubule-binding domain but in the projection domain, MAP2b has an additional
sequence of 1372 a.a. (Papandrikopoulou, et al., 1989). In the present study, we showed
that this additional sequence of 1372 a.a. exerts a negative effect on the capacity of the
microtubule-binding domain to induce process outgrowth. Indeed, 53% of the cells
expressing the microtubule-binding domain common to MAP2¢ and MAP2b developed
processes compared to 20% of MAP2b-expressing cells. In addition, the cells expressing
truncated forms that had a deletion in this additional sequence presented a higher
percentage of cells with processes than MAP2b. However, the projection domain of
MAP2c, a sequence that is also present in MAP2b projection domain, appears to
contribute to the formation of multiple processes per cell since the percentage of cells
developing multiple processes is significantly lower in cells expressing the microtubule-
binding domain than in cells expressing MAP2c.

Regulatory effects of the additional sequence of 1372 a.a in the projection
domain of MAP2b on the pattern of process outgrowth in Sf9 cells

In S19 cells, formation of microtubules is necessary to promote process outgrowth
(Knowles et al., 1994). However, microtubule assembly is not enough to induce process
formation in Sf9 cells since MAP2b is able to promote microtubule assembly but has a
very low capacity to induce process outgrowth (Leclerc, et al., 1996). Therefore, the fact
that complete or partial deletion of the additional sequence of 1372 a.a. in the projection
domain of MAP2b enhances process formation suggests that this sequence is involved in
other aspects of this event.

F-actin acts as a barrier that guides the elongation of microtubules (Suter and
Forscher, 1998). For example, if F-actin is organized in bundles, the microtubules are not
able to penetrate this F-actin structure and consequently, they form a ring under the plasma
membrane. This was often observed in MAP2b-expressing Sf9 cells (Leclerc, et al.,
1996; Boucher, et al., 1999). On the other hand, if F-actin is organized in an isotropic gel,
the microtubules are able to penetrate and to elongate to form processes. Along the neurite
shaft, F-actin is organized in bundles whereas in the central region of the growth cone, F-
actin is arranged in an isotropic gel (Forscher and Smith, 1988; Lewis and Bridgman,
1992). In the neurite shaft, microtubules are organized into bundles that are parallel to the
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longitudinal axis of the neurite. When microtubules penetrate the central region of the
growth cone, they splay (Tanaka and Sabry, 1995). We previously demonstrated that
MAP2c is able to form an isotropic gel of F-actin whereas MAP2b induces the formation -
of F-actin bundles (Cunningham, et al., 1997). In Sf9 cells, the formation of an isotropic
gel by MAP2c would result in splaying the microtubules at the cell periphery and thus
formation of multiple processes. On the other hand, if MAP2b induces F-actin bundling,
this would considerably reduce the formation of process outgrowth. Indeed, the tendency
of MAP2b to induce the formation of a single process could be explained by the fact that
F-actin bundling could exert a compressive force on growing microtubules that lead them
to elongate in the same direction. ,

Since MAP2b and MAP2c differ by their projection domain, one can conclude that
this domain modulates their effects on F-actin organization. To bundle or cross-link F-
actin, a protein has to contain two actin binding domains or to have the capacity to
dimerize (Puius et al., 1998). In MAP2 isoforms, only one site of binding to F-actin has
been identified until now. It is located in the microtubule-binding domain (Correas et al.,
1990). Therefore, it seems that MAP2b and MAP2c¢ have to dimerize to bundle and to
form an isotropic gel. However, we showed by confocal microscopy that Proc and Prob
often co-localize with F-actin at the cell periphery in Sf9 cells. This indicates that they
could interact directly or indirectly with F-actin. In this case, the additional sequence of
1372 a.a. in the MAP2b projection domain could induce a structural modification of the
conformation of the projection domain that would modify the spacing and the relation
between the actin-binding domain located in the microtubule-binding domain and the one
contained in the projection domain. Consequently, this would result in a different
organization of F-actin. Proc would favor the formation of an isotropic gel of F-actin by
inducing an angle between the filaments whereas Prob would favor the formation of F-
actin bundles. The fact that the truncated forms of MAP2b, MAP2b-1 and MAP2b-2 and
MAP2b-3 have a higher ability than MAP2b to initiate process outgrowth might be
explained by the fact that the deletion had modified the structural conformation of
projection domain in a way that would favor the formation of an isotropic gel.

The differential effect of MAP2b and MAP2c¢ on F-actin organization could be
explained by the fact that the sequence of 1372 a.a. contains phosphorylation sites that
change MAP2 actin binding activity. It is known that phosphorylation affects MAP2
capacity to bundle F-actin (Selden and Pollard, 1983; Yamauchi and Fujisawa, 1988). The
median portion of the 1372 a.a. that was deleted in the truncated form, MAP2b-2 (569 to
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1035 a.a.), contains a conserved sequence from 650 to 930 in which are found several
consensus sequences that could be phosphorylated by either cAMP or CaM kinases
(Kindler et al., 1990). Indeed, this region of MAP2 is phosphorylated in vitro (Burns and
Islam, 1984; Hernandez et al., 1987). Phosphorylation of MAP2b by CaM kinase inhibits
its actin cross-linking activity as well as its microbule assembly activity (Yamauchi and
Fujisawa, 1983; Yamauchi and Fujisawa, 1988). cAMP kinases also decrease its capacity
to cross-link actin (Selden and Pollard, 1983). Therefore, this sequence could regulate the
interaction of MAP2b with F-actin. The deletion of this sequence could enhance MAP2b
interaction with F-actin and thereby increases its capacity to induce process outgrowth as
- we observed in Sf9 cells with the truncated form MAP2b-2. Moreover, if MAP2b affinity
for F-actin is less than that of MAP2c, it is possible that MAP2b is less efficient in
competing with the actin-binding proteins present in Sf9 cells and therefore less efficient
in reorganizing F-actin. Nonetheless, MAP2b would be able to bind F-actin and to
increase its stability as we noted previously in Sf9 cells (Boucher, et al., 1999).

The projection domain extends on the surface of microtubules and thus could
interact with other cellular elements that regulate process outgrowth. For example, the
additional sequence of 1372 a.a. could modify the binding activity of MAP2b to the
elements of the cytoskeleton by interacting with signaling proteins. For examplé, this
sequence contains a binding site for calmodulin which is known to decrease the actin
binding activity of MAP2b (Kotani et al., 1985; Kindler, et al., 1990). This calmodulin
binding domain was deleted in MAP2b-3, the MAP2b truncated form that gave rise to the
highest number of cells with processes. Moreover, the sequence of 1372 a.a. also
contains a high affinity phosphatidylinositol-binding site whereas a low affinity binding
site is comprised in the microtubule-binding domain (Surridge and Burns, 1994; Burns
and Surridge, 1995). A recent study demonstrated that MAP2c process outgrowth activity
can be inhibited by the co-expression a subtype of metabotropic glutamate receptors,
mGluR1, in Sf9 cells (Huang and Hampson, 2000). mGluR1 induces the stimulation of
phosphoinositide (PI) hydrolysis (Pickering et al., 1993). Treatment of the cells with a
phospholipase C inhibitor reversed the inhibitory effect of mGluR1 suggesting that the PI
pathway was involved in the suppresion of MAP2c-mediated process outgrowth in Sf9
cells ‘(Huang and Hampson, 2000). It was proposed that binding of PI to MAP2c¢ reduced
its binding to tubulin and consequently microtubule assembly (Yamauchi and Purich,
1987). In Sf9 cells, MAP2b promotes microtubule assembly(Leclerc, et al., 1996).
Therefore, if binding of PI to MAP2b is responsible for its low process outgrowth
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activity, it regulates a function of MAP2b other than that of microtubule assembly. PI is
 also known to decrease the binding of MAP?2 to actin (Yamauchi and Purich, 1993). Since
MAP2b contains a high affinity PI-binding site, its actin-binding activity might be lower
than that of MAP2c. Moreover, it was proposed that the binding of PI to MAP2b could
induce conformational changes. This could affect MAP2b capacity to induce process
formation. Finally, it is possible that the projection domain is involved in interactions with
the plasma membrane as shown for the projection domain of tau (Brandt et al., 1995).
These interactions could impair process outgrowth in Sf9 cells.

Single process vs multiple processes

The formation of a single process vs multiple processes could be related to
polarized cells vs nonpolarized cells. Neurons are polarized cells (Mandell and Banker,
1996). A recent study demonstrated that local instability of F-actin in a single growth cone
is necessary for the establishment of neuronal polarity (Bradke and Dotti, 1999). During
the first steps of neuronal differentiation, the neuron develops three to four neurites (Dotti,
et al., 1988). Later on, one of these neurites elongates faster than the others and becomes
the axon. At this step, a neuron becomes polarized. If F-actin was depolymerized by the
drug cytochalasin, all the neurites elongated (Bradke and Dotti, 1999). We and others
showed that the number of processes induced by the expression of MAP?2 isoforms is also
influenced by F-actin in nonneuronal cells. Indeed, a depolymerization of F-actin by
cytochalasin induced the formation of cytoplasmic processes in a hepatoma cell line that
express MAP2c (Edson et al., 1993). In Sf9 cells expressing either MAP2b or MAP2c,
depolymerization of F-actin by cytochalasin increases the number of processes per cells
(Boucher, et al., 1999). Moreover, a higher number of cells had processes.

In Sf9 cells expressing either MAP2b, MAP2c or a truncated form of these
isoforms, the number of processes per cell is related to the distribution of microtubules
and F-actin (Leclerc, et al., 1996; Boucher, et al., 1999). In cells presenting multiple
processes, the microtubules radiate tangentially to the cell surface to form multiple
processes whereas in cells with one process, the microtubules join at the hillock region to
form a thick bundle that penetrates into the process. F-actin is concentrated at the sites of
emergence of the processes in cells with multiple processes whereas it is found all along
the process and in the cell body in cells with one process. In cells presenting multiple
processes, there is a co-localization of F-actin and microtubules at the sites of emergence
of the processes which suggests a possible interaction between these two cytoskeletal
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elements. Since MAP2c is the MAP2 isoform that has the highest tendency to induce
multiple processes, this indicates that MAP2c could be involved in an interaction between
F-actin and microtubules. Moreover, the expression of the microtubule-binding domain
giving a lower percentage of cells with multiple processes suggests that the MAP2c
projection domain could mediate this interaction between microtubules and F-actin.
' Interestingly, we showed that the microtubule-binding domain induces an identical
percentage of cells having one or several processes in Sf9 cells. The microtubule-binding
domain promotes microtubule assembly since it contains the 3 repeat sequences
responsible for microtubule assembly (Lewis, et al., 1988). In Sf9 cells, the microtubule-
binding domain also induced a redistribution of F-actin in Sf9 cells. A previous study
demonstrated that a peptide corresponding to the second repeat in the microtubule-binding
domain is able to bind F-actin (Correas, et al., 1990). Futhermore, it was shown that the
microtubule-binding domain is able to form dimers (Wille et al., 1992). This observation
suggests that this domain could promote either the formation of bundles or an isotropic gel
of F-actin. This could depend on its cellular concentration. Indeed, it was demonstrated
that, at high concentration, MAP2c does not induce the formation of an isotropic gel of F-
actin but rather bundles F-actin (Cunningham, et al., 1997). Bundling of F-actin would
result in the formation of one process whereas gelation of F-actin would result in the
formation of multiple processes. The fact that the microtubule-binding domain induces a
lower percentage of cells with multiple processes than MAP2c might indicate that the
projection domain of MAP2c favors the formation of an isotropic gel of F-actin.
Futhermore, the projection domain might be involved in the interaction of microtubules
- with other cellular elements involved in the assembly and organization of the microtubules
within a cell.

The signaling pathways that regulate the pattern of process outgrowth in Sf9 cells
are not well characterized. Our previous work demonstrated that phosphorylation can
modulate the pattern of process outgrowth induced by MAP2c. Indeed, treatment of the
MAP2c-expressing cells with KN-62, a specific inhibitor of Ca+2-calmodulin-dependent
protein kinases, results in a shift from multiple to single process formation (Boucher, et
al., 1999). These kinases are known to modulate the microtubule- and actin-binding
activity of MAP2 (Yamauchi and Fujisawa, 1983; Yamauchi and Fujisawa, 1988).
Inhibition of these kinases did not influence the pattern of process outgrowh of MAP2b
(Boucher, et al., 1999). Therefore, it appears that MAP2b and MAP2c activity is regulated
by different kinases in Sf9 cells. Moreover, differential binding of signaling proteins to
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the projection domain of MAP2b and MAP2c¢ could explain the fact that these two MAP2
isoforms give rise to distinct patterns of process outgrowth in Sf9 cells.

Structural conformation of operative and inoperative MAP2b

In Sf9 cells, MAP2b has a lower capacity than MAP2c to induce process
outgrowth (Leclerc, et al., 1996). However, the complete or partial removal of the
projection domain increases its activity in promoting process outgrowth. These data
indicate that the additional sequence of 1372 a.a. could confer to MAP2b a structural
conformation that, by steric hindrance and/or intramolecular interactions, results in
masking domains that regulate MAP2b process outgrowth activity. Data obtained by
‘rotary shadowing and electron microscopy suggested that the projection domain of
MAP2b is an extended semirigid rod-like molecule (Hirokawa, 1982; Voter and Erickson,
1982). However, this domain was shown to be flexible (Woody et al., 1983). Computer-
generated secondary structure predictions suggest that the projection domain of MAP2b
has a very important stretch of helices separated by short turns (Kindler, et al., 1990).
This secondary structure could contribute to its flexiblity. Moreover, it seems that the
length of the projection domain can vary. Voter and Erickson demonstrated by rotary
shadowing that the length of MAP2b varies by folding back (Voter and Erickson, 1982).
Moreover, it was shown that the length of the microtubule-binding domain is half of the
length of the total protein despite the fact that it contains only one-sixth of the mass (Wille,
et al., 1992).

On each side of the 1372 a.a sequence, there is a proline-rich region which could
act as a hinge domain that regulates the position of the projection domain on the surface of
the microtubules (Kindler, et al., 1990). Therefore, the proline rich region located at the 5'
end of the 1372 a.a. sequence would regulate the position of the projection domain
common to MAP2c and MAP2b. The proline rich region located at the 3'end of the 1372
a.a. sequence would control the position of the projection domain with regard to the
microtubule-binding domain. When the projection domain would be folded back, it would
mask binding sites that mediate the interaction of MAP2b with cytoskeleton or signaling
proteins. This situation was reported for ezrin, a protein that links the actin cytoskeleton to
the membrane. The folding back of the N-terminal of ezrin masks its binding site for
EBP50, the ezrin-radixin-moesin-binding phosphoprotein 50 (Reezek and Bretscher,
1998). Moreover, it was shown that ezrin exists in a dormant form in which its actin
binding site located in the C-terminal is masked by the N-terminal that is folded back
(Gary and Bretscher, 1995). These conformational changes of ezrin are controlled by



44

intramolecular interactions. Similarly, MAP2b function could be regulated by
intramolecular interactions. Therefore, in adult brain MAP2b would exist in an operative
form able to induce process outgrowth and in an inoperative form unable to induce
process outgrowth.

Distinct roles of the projection domain of MAP2c and MAP2b in the
elaboration of the neuronal phenotype

In a neuronal cell line, it was shown that the projection domain of tau protein is
necessary to induce neurite outgrowth. Indeed, the projection domain interacts with the
plasma membrane and the impairment of this interaction appears to block neurite
outgrowth (Brandt, et al., 1995). MAP2 and tau share 80% homology in the microtubule-
binding domain but they have no homology in their projection domain (Lewis, et al.,
1988). The microtubule-binding domain of tau is able to induce microtubule assembly and
process outgrowth in nonneuronal cells (Léger et al., 1994). Here, we demonstrated that
the microtubule-binding domain of MAP2 contains the functional domains to interact with
the cytoskeleton and to induce process formation in Sf9 cells. In neurons, process
outgrowth is orchestrated by multiple signaling pathways that modulate the activity of
cytoskeletal proteins. In this context, the projection domain could serve as a link between
the signaling molecules and microtubules and/or F-actin during neurite outgrowth.
Recently, it was shown that the proline-rich region in the projection domain of tau
interacts with src-family non-receptor tyrosine kinases (Lee et al., 1998). This interaction
might be involved in the modulation of the microtubule organization by extracellular
signals. Similarly, the projection domain of MAP2, could contain binding sites for
signaling proteins that would modulate MAP2 function. Particularly, the additional
sequence of 1372 a.a. in the projection domain of MAP2b could contain binding sites for
signaling proteins that would regulate the switch from operative to inoperative. In the
inoperative form, MAP2b would stabilize the cytoskeleton to maintain the dendritic shape
whereas in the operative form, it would promote process outgrowth and remodeling of
dendrites.
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Figure 1: Jllustration of the different mutated forms of MAP2 constructs expressed in
879 cells.

The three open boxes represent the three repeat sequences of the microtubule binding
domain. The highlighted sections indicate the highly conserved regions. The percentage
of Sf9 cells with processes (induced by each MAP2 mutated form) is indicated to the
right. All mutated forms induced more cells with processes than MAP2b did, except

Prob and Proc which did not induce process formation.
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Figure 2: Immunoblot of baculoviraly expressed truncated forms of MAP2.

The proteins were extracted at 72 hrs post-infection. The samples were run on a 7,5%
SDS-Page and immunobloted with the HM2 antibody except for Mt which was revealed
with the 46.1 antibody. The molecular weight of MAP2b-1, MAP2b-2, MAP2b-3 and
Prob is around 240kDa and that of MAP2b is 280kDa. The molecular weight of
MAP2¢, Mt and Proc is around 70kDa, 40kDa and 30kDa respectively. In lane 1,2 and
7, the multiple bands are imputable to protein degradation that occasionally occurs

during preparation of cell lysates.
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Figure 3: Immunofluorescence micrographs illustrating the different patterns of
process outgrowth induced by the expression of the truncated forms of MAP2 in Sf9

cells.

All the truncated forms of MAP2 were revealed with HM2 antibody except for Mt
which was revealed with 46.1 antibody. Each of the truncated forms is distributed in
processes and cell body. MAP2c and Mt have a highest tendency to induce the
formation of multiple processes whereas MAP2b, MAP2b-1, MAP2b-2 and MAP2b-3
induced the formation of a unique process. Prob and Proc did not induce process

formation. The observations were done with fluorescence microscopy.
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Figure 4: Histogram illustrating the number of process per cell induced by the
expression of truncated forms of MAP2.

For each construct expressed in Sf9 cells, the number of cells with none, one, two or
more than two processes was analysed. MAP2c and Mt induced the highest percentage
of cells with multiple processes. MAP2b-1, MAP2b-2 and MAP2b-3 induced the
formation of a unique process, MAP2b-3 inducing the highest percentage of cells with
processes. Three sets of experiments were analyzed. 150 cells were measured for each
set. Horizontal lines indicate the constructs that are statistically different (significance
p< 0,003).
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Figure S: Histogram illustrating the mean of the process length per cell induced by the
expression of truncated forms of MAP2.

MAP2b, MAP2c, Mt and MAP2b-2 induced the shortest processes whereas MAP2b-1
and MAP2b-3 induced the longest processes. Three sets of experiments were analyzed.
To evaluate the length of process for each construct, 50 cells were used for each

experiment. Horizontal lines indicate the constructs that are statistically different
(p<0,05).
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Figure 6: Immunofluorescence micrographs illustrating the distribution of

microtubules and F-actin in cells expressing the truncated forms of MAP2.

A)In MAP2c-expressing cells, microtubules irradiate form the cell surface to form
processes and F-actin is mainly found at the sites of emergence of the processes. In
MAP2b expressing cells presenting one process, microtubules form thin bundles in the
cell body that join in the hillock region to form a thick bundle that elongate to form one
process. F-actin is distributed in the cell body and in the process. In MAP2b-
expressing cells that do not develop processes, microtubules form a ring under the
plasma membrane. F-actin is found in the cytoplasm. In MAP2b-1, MAP2b-2 and
MAP2b-3 expressing cells, the microtubules and F-actin have a distribution similar to
the one observed in MAP2b expressing cells. In the Mt-expressing cells, the
microtubules mostly form many bundles. In cells with processes, these bundles often
join at one pole of the cell to form a thick bundle that elongate to generate one process.

F-actin is distributed uniformly in the cell body and the process.

B) Here the cells were stained with an antibody that recognizes the His tag added in the
N-terminal of all mutated forms of MAP2. The Prob and Proc-expressing cells show no
microtubule formation (data not shown). Interestingly, F-actin forms a ring under the
plasma membrane in Prob-expressing cells. This is not observed in Proc-expressing

cells.
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Discussion générale

L’une des étapes déterminantes, lors de la différenciation neuronale, est le
développement des prolongements dendritiques et axonaux. Les éléments du
cytosquelette jouent un rdle primordial au cours de cette étape (Mattson 1999).
L’expression de MAP2 a été corrélée a la différenciation des dendrites et de ’axone.
Une des fonctions de MAP2 serait de faire le lien entre les différentes composantes du
cytosquelette. Les différentes isoformes de MAP2 sont composées de deux domaines :
un domaine de liaison aux microtubules et un domaine de projection. Nous nous
sommes intéressés aux deux isoformes de MAP2 les mieux caractérisées : MAP2b et
MAP2c. MAP2b difféere de MAP2¢ par I'insertion d’une séquence de 1372 acides
aminés dans le domaine de projection (Papandrikopoulou et al. 1989). Dans la présente
¢tude, nous avons voulu déterminer la fonction du domaine de projection dans
I’élaboration de prolongements cytoplasmiques par une cellule. Nous avons donc
construit six formes mutantes de MAP2b; chacune comportant une délétion plus ou
moins étendue du domaine de projection de MAP2b. Nous avons ensuite exprimé ces
formes mutantes de MAP2b dans la lignée cellulaire Sf9. Des études antérieures ont
démontré que MAP2c et MAP2b induisent différents patterns de production de
prolongements cytoplasmiques dans les cellules Sf9 (Leclerc et al 1996). MAP2b induit
I’émergence de prolongements dans seulement 20% des cellules comparé 4 60% pour
MAP2c. De plus, les prolongements induits par I’expression de MAP2b sont uniques,
courts et trapus alors que ceux induits par I’expression de MAP2c sont multiples et fins.
Ces résultats indiquent que MAP2b a une capacité plus faible que MAP2c & induire la
formation de prolongements cytoplasmiques. Nous avons doné exprimé dans les
cellules Sf9 des formes mutantes de MAP2b qui contiennent des délétions dans la
séquence de 1372 acides aminés (non incluse dans MAP2c) afin de déterminer la
portion de cette derniére qui est responsable de la différence fonctionnelle entre MAP2b
et MAP2c.

Nos résultats montrent que le domaine de projection n’est pas nécessaire & I’élaboration

de prolongements dans les cellules Sf9 puisque I’expression du domaine de liaison aux
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microtubules est suffisante pour produire des prolongements cytoplasmiques.
Toutefois, la séquence comprise dans le domaine de projection de MAP2¢c semble
favoriser ’émergence de méme que [’élongation des prolongements puisque
I’expression du domaine de liaison aux microtubules induit un plus faible pourcentage
de cellules avec prolongements et un nombre plus petit de prolongements par cellule
que MAP2c. Ces résultats nous indiquent donc que I’effet inhibiteur du domaine de
projection de MAP2b sur la production de prolongements cytoplasmique est exercé par

la séquence additionnelle de 1372 acides aminés.

Fonctions du domaine de projection de MAP2c

II a ét¢ montré que I’expression de MAP2c dans les cellules Sf9 induit un plus grand
nombre de cellules avec des prolongements ainsi qu’un plus grand nombre de
prolongements par cellule que MAP2b (Leclerc et al. 1996). Nos résultats montrent que
la délétion du domaine de projection de MAP2c résulte en une diminution modérée du
nombre de cellules qui ont des prolongements mais une diminution importante du
nombre de prolongements par cellule. Comme I’expression du domaine de projection
de MAP2c dans les cellules Sf9 n’induit aucun réarrangement apparent du
cytosquelette, 'une de ses fonctions pourrait étre de réguler 1’action du domaine de

liaison aux microtubules sur le cytosquelette.

Interaction avec [’actine-F

Dans les cellules Sf9 qui expriment une isoforme de MAP2 ou les formes mutantes de
MAP?2b, les microtubules et les microfilaments d’actine ont une distribution particuliére
qui est reliée au nombre de prolongements par cellule (Boucher et al. 1999; Leclerc et
al. 1996). Dans les cellules qui présentent plusieurs prolongements, les microtubules
émergent du corps cellulaire de fagon tangentielle. Dans les cellules qui présentent un
seul prolongement, les microtubules forment des faisceaux dans le corps cellulaire qui
se joignent a un pole de la cellule pour former un prolongement. Dans les cellules qui
n’ont pas de prolongement, les microtubules se rassemblent en un large faisceau
(anneau) sous la membrane plasmique. Pour ce qui est de I’actine-F, elle se retrouve

concentrée au site d’émergence des prolongements dans les cellules avec plusieurs
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prolongements alors que dans les cellules avec un seul prolongement, elle est distribuée
dans le cytoplasme du corps cellulaire et du prolongement. Dans les cellules qui n’ont
pas de prolongements, I’actine-F se retrouve dans le cytoplasme et sous la membrane
plasmique (Boucher et al. 1999). Cette distribution de I’actine-F est également observée
dans les cellules qui ont été infectées avec le virus sauvage (Charlton et Volkman,
1991). Toutes les formes mutantes de MAP2b, & I’exception du domaine de projection
de MAP2b (Prob) et de la séquence retrouvée dans le domaine de projection de MAP2¢
(Proc), induisent I’assemblager des microtubules et une redistribution de I’actine-F.
Entre autres, le domaine de liaison aux microtubules promeut 1’assemblage des
microtubules et également une redistribution de 1’actine-F dans les cellules Sf9. Ce
domaine contient les trois séquences répétées responsables de I’assemblage des
microtubules (Ludin et al. 1996; Kindler et al. 1990; Lewis et al. 1989). De plus,
Correas et al. (1990) ont montré qu’un peptide correspondant & la deuxiéme séquence
répétée du domaine de liaison aux microtubules se lie a I’actine-F. A la lumiére de ces
observations et de nos résultats, le domaine de liaison aux microtubules serait donc
capablé d’interagir avec les deux éléments du cytosquelette impliqués dans la formation

de prolongements cytoplasmiques (Tanaka et Sabry 1995; Suter et Forscher, 1998).

La distribution des microtubules dans une cellule dépend de I’organisation de I’actine
corticale. En effet, ’actine agit comme une barricre qui guide 1’élongation des
microtubules (Suter et Forscher 1998). Par exemple, lorsque I’actine est organisée en
faisceaux (filaments reliés entre eux de fagon paralléle), les microtubules sont
incapables de pénétrer cette structure et par conséquent, ils forment un faisceau sous la
membrane plasmique (ceci est observé dans la majorité des cellules Sf9 qui expriment
MAP2b) (Boucher et al. 1996; Leclerc et al. 1996). Il peut y avoir dans l’actine
corticale un site ou les filaments d’actine sont moins bien organisés en faisceaux
paralleles. Dans ce cas, les microtubules peuvent pénétrer cette région et s”allonger
pour former un seul prolongement (ceci pourrait étre le cas dans les cellules Sf9 qui
expriment MAP2b et qui présentent un prolongement). Par contre, lorsque 17actine-F
est organisée en un réseau isotropique (filaments liés entre eux avec un angle), les

microtubules sont alors capables de pénétrer ce réseau d’actine et de s’allonger pour
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former des prolongements. Il a ét¢ démontré que MAP2c est capable de former un
réseau 1sotropique d’actine alors que MAP2b induit la formation de faisceaux d’actine
(Cunnigham et al. 1997). Ceci pourrait expliquer le fait que MAP2c¢ a une plus grande
capacité que MAP2b 4 induire la formation de prolongements cytoplasmiques dans les
cellules SfS. Pour ce qui est du domaine de liaison aux microtubules, il induit un
pourcentage identique de cellules avec un seul ou plusieurs prolongements. Ces
résultats suggérent que ce domaine pourrait induire soit la formation d’un réseau
isotropique, soit la formation de faisceaux d’actine selon la concentration de la
protéine. En effet, il a ét€¢ démontré qu’a trés forte concentration, MAP2¢ induit non
pas la formation d’un réseau d’actine mais plutdt la formation de faisceaux d’actine
(Cunnigham et al. 1997). Le fait que MAP2c induise un plus grand nombre de cellules
avec plusieurs prolongements que le domaine de liaison aux microtubules suggére que
le domaine de projection de MAP2c pourrait favoriser la formation d’un gel isotropique
d’actine-F. Pour qu’une protéine puisse inter-relier les microfilaments d’actine, elle
doit avoir au moins deux sites de liaison & I’actine ou encore avoir un seul site de liaison
a I’actine mais avoir la possibilité de dimériser (Puius et al. 1998; McGough et al.
1998). Dans les isoformes de MAP2, un seul site de liaison a Iactine a été identifi¢
dans le domaine de liaison aux microtubules (Correas et al. 1990). De plus, des
expériences de co-immunoprécipitation et de co-sédimentation effectuées dans notre
laboratoire suggérent que le domaine de projection de MAP2c ne se lie pas a I’actine-F.
Ces résultats nous indiquent que MAP2c¢ doit dimériser pour former un gel d’actine-F.
11 a été démontré que le domaine de liaison aux microtubules est capable de former des
diméres et ainsi pourrait inter-relier les filaments d’actine (Wille et al. 1992).
Néanmoins, le domaine de projection pourrait favoriser la formation d’un gel
isotropique plutét que la formation de faisceaux en induisant un angle entre les

filaments d’actine.

Une autre fonction possible du domaine de projection de MAP2c pourrait étre de
favoriser I’interaction entre les microtubules et les microfilaments d’actine. En effet,
comme mentionné auparavant, dans les cellules qui développent plusieurs

prolongements, il y a une co-localisation des microtubules et de I’actine-F aux sites
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d’émergence des prolongements (Boucher et al. 1999). Ceci suggére qu’il y a une
interaction entre ces deux éléments du cytosquelette dans ces régions. Le domaine de
projection pourrait donc favoriser une interaction entre les microtubules et I’actine-F et

ainsi les coordonner pour induire la formation de prolongements multiples.

Le domaine de projection de MAP2c pourrait également augmenter 1’affinité de MAP2¢
pour les microfilaments d’actine en imposant une conformation qui favoriserait la
liaison de MAP2c a I’actine-F. Des études antérieures ont démontré que MAP2 lide aux
microfilaments d’actine peut lier les microtubules mais que MAP2 lide aux
microtubules a une affinité plus faible pour les microfilaments d’actine (Cunnigham et
al. 1997). Le domaine de liaison aux microtubules pourrait avoir une affinité moins
grande pour les microfilaments d’actine et ainsi lier surtout les microtubules. Cette

liaison aux microtubules pourrait ainsi diminuer davantage son affinité pour I’actine-F.

Implication dans les voies de signalisation

En 1999, Boucher et al. ont montré que la capacité de MAP2c¢ a induire la formation de
prolongements multiples est reliée & son état de phosphorylation. Des sites de
phosphorylation dans le domaine de projection de MAP2c pourraient influencer
Iinteraction du domaine de liaison aux microtubules avec les éléments du cytosquelette

et ainsi modifier le pattern de production de prolongements cytoplasmiques.

Le domaine de projection de MAP2c pourrait également étre impliqué dans des voies de
signalisation propres aux neurones. MAP2 et Tau présentent 80% d’homologie dans le
domaine de liaison aux microtubules et aucune homologie dans le domaine de
projection (Lewis et Cowan 1988). Lorsque le domaine de liaison aux microtubules de
Tau est exprimé dans une lignée cellulaire neuronale, il n’induit pas la formation de
prolongements. Le domaine de projection de Tau est donc nécessaire a la formation de
neurites. En effet, il a ét¢ montré que le domaine de projection de Tau interagit avec la
membrane cellulaire et qu’il n’y a plus de formation de neurites si on empéche cette
interaction (Brandt et al. 1995). Le domaine de projection de MAP2 a peut-étre une

fonction similaire au domaine de projection de Tau dans les neurones.
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Fonctions de la séquence de 1372 acides aminés du domaine de projection de
MAP2b

Interaction avec ['actine-F

Nos résultats suggerent que le domaine de projection de MAP2c¢ semble réguler le
nombre de prolongements par cellule. Toutefois, I’insertion de la séquence de 1372
acides aminés affecte cette régulation puisque ’expression de MAP2b induit la
formation de prolongements dans un trés faible pourcentage de cellules. L’une des
différences fonctionnelles connue entre MAP2b et MAP2c est qu’elles“organisent de
fagon distincte ’actine-F. Comme cela a été mentionné auparavant, il a été montré que
MAP2c¢ induit la formation d’un gel isotropique d’actine alors que MAP2b induit la
formation de faisceaux d’actine-F (Cunningham et al. 1997). Des expériences
d’immunoprécipitation et de co-sédimentation sont présentement en cours dans notre
laboratoire pour mieux comprendre I’interaction de MAP2b et MAP2c avec les
microfilaments d’actine. Jusqu’a maintenant, nos résultats montrent que MAP2¢ co-
immunoprécipite avec I’actine mais pas MAP2b. Cela ne signifie pas que MAP2b
n’interagit pas avec les microfilaments d’actine mais cela pourrait indiquer que
Iinteraction de MAP2b avec ’actine est beaucoup plus faible que celle de MAP2¢c. Ceci
montre que la séquence additionnelle de 1372 acides aminés pourrait modifier 1’affinité
de MAP2b a se lier a I’actine. D’ailleurs, MAP2b induit la formation de faisceaux
d’actine & trés haute concentration seulement (au dela de 1uM) (Cunningham et al.
1997).

Lorsque le domaine de projection de MAP2b est exprimé dans les cellules Sf9, on
observe que ’actine-F s’organise en anneau sous la membrane plasmique et que le
domaine de projection (Prob) est concentré dans cette région (figure 6). Ceci indique
que le domaine de projection de MAP2b pourrait interagir avec 1’actine-F via un site de
liaison & I’actine compris dans la séquence de 1372 acides aminés. Une autre possibilité
est que la séquence de 1372 acides aminés pourrait réguler I’interaction de MAP2b avec
une protéine de liaison 4 I’actine. Ceci pourrait stabiliser le cytosquelette d’actine. En
effet, il a ét€ montré que MAP2b stabilise l'actine-F dans les cellules Sf9 (Boucher et al.
1999). MAP2b pourrait ainsi étre un intégrateur du cytosquelette qui stabilise les
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différents éléments du cytosquelette comme cela est le cas pour BPAG1 (Dalpé et al.
1998; Yang et al. 1999).

Interaction dans les voies de signalisation

Le domaine de projection s’étend 4 la surface du microtubule et peut ainsi interagir avec
d’autres €léments qui régulent la production des prolongements. La séquence de 1372
acides aminés pourrait interagir avec des protéines de signalisation et ainsi modifier
Iinteraction de MAP2b avec les éléments du cytosquelette. En effet, plusieurs kinases
(exemple :cAMP kinase, CAM kinase, PKA) interagissent avec MAP2 (Goldénring et
al. 1985; Silliman et Sturgill 1989; Itoh et al. 1997, Sontag et al. 1995; Morishima et al.
1996). 1l est également connu que différents états de phosphorylation de MAP2
modifient son interaction avec le cytosquelette. Par exemple, la phosphorylation de
MAP2b par la CAM kinase inhibe sa capacité d’assembler les microtubules (Hoshi et al.
1992; Goldenring et al. 1985). La phosphorylation de MAP2b par la cAMP kinase
diminue également sa capacité d’inter-relier les microfilaments d’actine. La partie
médiane (569¢ au 1035e acide aminé) de la séquence de» 1372 acides aminés comprend
une région (650e au 930e acide aminé) hautement conservée (Kindler et al. 1990).
Cette région contient plusieurs séquences consensus pouvant &tre phosphorylées par la
cAMP kinase et la CAM kinase (Hernandez et al. 1987; Friedrich et Aszodi 1991;
Kindler et al. 1990). Il a d’ailleurs ét¢ montré que cette région de MAP2b est
phosphorylée in vitro (Burns et Islam 1984; Hernandez et al. 1987). Plusieurs sites de
phosphorylation de cAMP kinases et CAM kinases ont été éliminés dans la forme
mutante MAP2b-2. D'ailleurs, cette forme mutante induit un plus grand nombre de
cellules avec prolongements que MAP2b.
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Conformation structurale des formes opérationnelles et non-opérationnelles de
MAP2b

Dans les cellules Sf9, MAP2b a une capacité plus faible que MAP2¢ & induire la
croissance de prolongements. Toutefois, une délétion compléte ou partielle du domaine
de projection augmente la capacité de MAP2b & induire la formation de prolongements.
Ces résultats suggerent que la séquence de 1372 acides aminés pourrait imposer a
MAP2b une conformation structurale. Cette conformation pourrait, par encombrement
stérique et/ou interaction intra-moléculaire, masquer des domaines qui régulent
Pactivit¢ de MAP2b. Des études de «rotary shadowing» et de microscopie
électronique suggérent que le domaine de projection de MAP2b forme un long bitonnet
semi-rigide (Hirokawa, 1982; Voter et Erickson 1982). I a toutefois été¢ montré que ce
batonnet est flexible ( Woody et al. 1983; Kindler et al. 1990). De plus, des analyses de
la structure primaire de MAP2b ont suggéré que le domaine de projection de cette
protéine contient plusieurs séries d’hélices alpha séparées par de petites boucles
(Kindler et al. 1990). Cette structure secondaire pourrait contribuer a la flexibilité du
domaine de projection. Il a ét¢ montré pour la protéine Tau que sa flexibilité diminue
considérablement lorsqu’elle est liée aux microtubules. Cela n’est pas le cas de
MAP2b. La phosphorylation diminue également la flexibilité de Tau (Hagestedt et al.
1989). Ceci n’a pas ét¢ démontré pour MAP2b. Toutefois, comme le domaine de
projection de MAP2b contient plusieurs sites de phosphorylation, il est possible que la
phosphorylation affecte la flexibilit¢ de MAP2b. Plusieurs évidences suggérent que la
longueur du domaine de projection de MAP2b peut varier. Des résultats obtenus en
«rotay shadowing » par Voter et Erickson (1982) suggérent que le domaine de
projection se replierait sur lui méme. De plus, il a été montré qﬁe la longueur du
domaine de liaison aux microtubules représente la moitié de la longueur totale de
MAP2b; en dépit du fait que ce domaine comprend le 1/6e de la masse totale de MAP2b
(Wille et al. 1992). Des variations de 1’état de phosphorylation de MAP2b pourraient
permettre une variation du degré d’extension du domaine de projection ; ce qui
résulterait en un masquage ou exposition de sites impliqués dans l’interaction de

kinases, phosphatases ou autres molécules de signalisation qui régulent I’activité de
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MAP2b lors de la différenciation neuronale. De maniére similaire, des domaines de
MAP2b qui interagissent avec le cytosquelette pourraient également é&tre masqués ou
exposés par différents états de phosphorylation. Les états de phosphorylation de
MAP2b varient lors de la différenciation neuronale. Ainsi, la phosphorylation pourrait
réguler la configuration structurale du domaine de projection de MAP2b durant la

différenciation neuronale.

Des études en microscopie électronique proposent que MAP2b peut former une
structure en épingle a cheveux (Wille et al. 1992; Burns et al. 1984). De plus, en
étudiant la steechiométrie de MAP2:tubuline et MAP2:phosphorylation, il a été¢ montré
que 12 sites de phosphorylation de MAP2b sont retrouvés dans la portion de MAP2b
qui est liée a la tubuline; malgré le fait que seulement 10 sites de phosphorylation ont
€t€ trouvés dans le domaine de liaison aux microtubules. Sachant que deux autres sites
de phosphorylation sont localisés sur le domaine de projection, il semble donc que
MAP2b peut se replier sur elle-méme dans la région située entre ces sites de
phosphorylation (Burns et al 1984). Le repliement du domaine de projection pourrait
avoir un effet stabilisateur sur 1’association du domaine de liaison aux microtubules
avec les microtubules. Ce repliement pourrait également masquer des domaines
fonctionnels situés dans le domaine de liaison aux microtubules qui seraient impliqués
dans la formation de prolongements cytoplasmiques. Cela pourrait expliquer le fait
MAP2b est moins efficace que MAP2c a induire la formation de prolongements dans
les cellules Sf9. Les formes mutantes MAP2b-1, MAP2b-2 et MAP2b-3 induisent un
plus grand nombre de cellules avec prolongements que MAP2b dans les cellules Sf9.
Cela pourrait étre expliqué par le fait que les régions délétées sont impliquées dans le
masquage de domaines fonctionnels situés dans le domaine de liaison aux microtubules
qui sont impliqués dans la production de prolongements cytoplasmiques. Cette
situation a €té rapportée pour ezrine; un membre de la famille des protéines ERM, qui
lient le cytosquelette d’actine a la membrane. 1 a en effet été montré qu'ezrine existe
sous une forme «dormante » dans laquelle son site de liaison & I’actine ( situé dans le C-
terminal) est masqué par la portion N-terminale (Reczek et Bretsher 1998; Martin et al.
1995).
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Le lieu d’épissage de MAP2c (147e acide aminé), situé de chaque c6té de la séquence
de 1372 acides aminés, est compris dans une région riche en prolines. Cette région
pourrait agir comme une charniére qui régulerait la position du domaine de projection a
la surface du domaine de liaison aux microtubules (figure III-1). La forme mutante
MAP2b-1 est délétée de la région comprise entre les 147e et 569¢ acides aminés; une
séquence qui contient plusieurs prolines prés du lieu d’épissage de MAP2c (147em
acide aminé). Cette région pourrait réguler la position de la partie du domaine de
projection commun 2 MAP2b et MAP2c en favorisant son extension ou son repliement.
La demi€re position pourrait favoriser des interactions intramoléculaires qui
masqueraient des sites de liaison responsables de I’interaction de MAP2b avec le
cytosquelette ou avec des protéines de signalisation. Par exemple, le repliement de la
partie N-terminale d'ezrine masque son site de liaison pour EBP50 (ezrin-radixin-
moesin-binding phosphoprotein 50)(Reczek et Bretsher 1998). Dans la forme mutante
MAP2b-1, un coté de la charniére serait éliminé. En accord avec notre modele, il est
possible qu’en enlevant un des deux c6tés de la charniére, le repliement d’une partie du
domaine de projection sur le domaine de liaison aux microtubules soit considérablement
réduit. Conséquemment, des sites du domaine de liaison aux microtubules impliqués
dans la production de prolongements seraient exposés. L’expression de cette forme
mutante résulte en un plus grand nombre de cellules Sf9 avec prolongements comparé a
MAP2b. La forme mutante MAP2b-3, ayant une délétion de la séquence comprise entre
les 1035e et 1519¢ acides aminés, est celle qui a la plus grande capacité a induire la
formation de prolongement dans les cellules Sf9. Cette séquence contient une région
riche en prolines qui s’étend du 1370e au 1650e acide aminé et de nombreux sites de
phosphorylation pour les cAMP-dependent kinases (Kindler et al. 1990). Le lieu
d’épissage de MAP2c (1519¢ acide aminé) est inclus dans cette région riche en prolines.
Cette région pourrait agir comme une charniére qui régulerait la position du domaine de
projection de MAP2b a la surface des microtubules. 11 est possible qu’en enlevant un
des deux c6tés de la charniére, 1’angle formé par le repliement du domaine de projection
sur le domaine de liaison aux microtubules soit aboli. Par conséquent, cette délétion
¢liminerait ’encombrement stérique formé par le domaine de projection sur les

domaines fonctionnels du domaine de liaison aux
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Figure III-1: Schéma illustrant les structures tertiaires que pourraient adopter
MAP2b, MAP2c et les formes mutantes de MAP2

A)Le domaine de liaison aux microtubules (Mt) serait linéaire jusqu’a la jonction du
domaine de projection de MAP2b ou un angle o imposerait un repliement. Un autre
angle B favoriserait un repliement de Proc sur Mt.

B) MAP2c aurait peu ou pas de structure tertiaire. Proc et Mt seraient linéaires.

C)Le fragment FS ajouté & MAP2c pourrait rendre Proc plus flexible. Cela pourrait
permettre & MAP2-FS d’organiser les microfilaments d’actine et les microtubules de
maniére différente de MAP2c. Les cellules exprimant cette formes mutante de MAP2
ont 50% moins de prolongements multiples. La jonction de Proc et Mt semble donc
importante dans MAP2c.
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microtubules. Cela se traduirait par un plus grand nombre de cellules avec
prolongements. Dans les formes mutantes MAP2b-1 et MAP2b-2, la région charniére
entre les domaines de projection et de liaison aux microtubules est toujours présente
mais ¢étant donné que le domaine de projection est raccourci, I’encombrement stérique
pourrait tre légerement diminué. Par conséquent, les sites impliqués dans la production
de prolongements seraient partiellement exposés. Dans ce cas, une augmentation
modérée du nombre de cellules avec prolongements serait alors observée. La région
riche en prolines située en 5° du domaine de liaison aux microtubules de la protéine
Tau augmente [’assemblage des microtubules en permettant probablement des
interactions intramoléculaires (Goode et al. 1997). Cette région pourrait avoir une

fonction similaire dans les isoformes de MAP2.

Aucune des délétions pratiquées a I’intérieur de la séquence de 1372 acides aminés n’a
induit la formation de prolongements multiples comme le fait MAP2c. L’expression
d’une forme tronquée de MAP2b, FS, qui comprend une délétion du 228¢ aul62le
acide aminé, induit deux fois moins de cellules avec prolongements multiples que
MAP2c (figure III-1) (Leclerc et al., 1993). Ainsi, la formation de prolongements
multiples par une cellule semble dépendre davantage de la région située au lieu
d’épissage de MAP2c que d’un repliement du domaine de projection. La structure de
MAP2c a été étudiée et il a été conclu qu’elle forme une structure colinéaire dont les
parties N- et C-terminales sont a des extrémités opposées. De plus, des analyses par
ordinateur de la séquence primaire de MAP2c suggerent qu’elle a peu de structures
secondaires (Wille et al. 1992b). MAP2c est considérablement plus petite (48nm) que
ce qui avait été prédit par ’analyse de sa séquence primaire (177nm) (Wille et al.
1992b) Sachant que le domaine de liaison aux microtubules fait environ 49nm, cela
suggere que la plus grande partie de la protéine interagit avec les microtubules. 11 a été
montré que MAP2c forme des structures en épingle a cheveux (Wille et al. 1992b).
Dans cette configuration, MAP2c pourrait avoir une structure qui permettrait au
domaine de projection de se replier et créer ainsi un domaine fonctionnel au lieu
d’épissage de MAP2c. Ce domaine pourrait étre impliqué dans la production de

prolongements multiples par les cellules Sf9. Lorsque la séquence de 1372 acides
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aminés est présente, ce domaine se trouverait désassemblé; ce qui empécherait la

formation de prolongements multiples par une cellule.

Nos résultats suggerent donc que 1’addition de 1372 acides aminés dans le domaine de
projection permet 8 MAP2b d’exister sous une forme opérationnelle capable d’induire
la formation de prolongements, ou non-opérationelle qui est incapable d’induire la
formation de prolongement. Dans la forme non-opérationelle, le domaine de projection
se replierait sur le domaine de liaison aux microtubules ce qui masquerait des domaines
fonctionnels impliqués dans la formation de prolongements. Le repliement du domaine
de projection serait régulé par deux régions riches en prolines situées de chaque coté de
la séquence de 1372 acides aminés. Enfin, la formation de prolongements multiples par

une cellule dépendrait d’une région située au lieu d’épissage de MAP2c.
Roles distincts de MAP2b et MAP2c¢ dans la différenciation neuronale

La présente étude suggére fortement que MAP2c joue un rdle important dans la
formation de neurites au cours des premiers stades de différenciation neuronale. A
I’opposé, MAP2b présente une capacité beaucoup moins grande que MAP2¢ a induire
la formation de prolongements. Cependant, une délétion compléte ou partielle de son
domaine de projection augmente sa capacité a induire la formation de prolongements.
Ce qui laisse croire que MAP2b contient les domaines fonctionnels pour induire la
formation de prolongements. La fonctionnalité de ces domaines serait régulée par le
domaine de projection. Ainsi, MAP2b existerait sous une forme opérationnelle, qui
permettrait la formation de prolongements, ou sous une forme non-opérationnelle qui ne
permettrait pas la formation de prolongements. Sous cette derniére forme, MAP2b
exercerait un effet stabilisateur sur le cytosquelette ce qui contribuerait & maintenir la
morphologie des dendrites des neurones adultes. Le changement d'une forme non-
opérationnelle & une forme opérationnelle de MAP2b pourrait étre régulé par ses états
de phosphorylation. D’ailleurs, des changements de phosphorylation de MAP2b ont été

corrélés avec des changements des dendrites (Halpain et Greengard 1990).
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Il a également été démontré que MAP2b est dégradée au cours de changements
morphologiques dans le cerveau adulte. En effet, une étude récente montre que le taux
de produits de dégradation de MAP2b augmente dans les cerveaux de rats en situation
d’apprentissage. Toutefois, le niveau de MAP2b demeure constant. Ceci indique que
MAP2b est synthétisée au méme rythme qu’elle est dégradée (Wille et al. 1992). 1l est
bien connu qu’il y a remodelage synaptique durant 1’apprentissage. Ce remodelage
synaptique implique la formation et 1’élimination de prolongements. Cela se fait grace a
une réorganisation du cytosquelette. La dégradation de MAP2b est sans doute lie 4 la
dépolymérisation des microtubules dans les portions de prolongement 4 éliminer et la
synthése de MAP2b a ’assemblage et la stabilisation des microtubules dans les
nouveaux prolongements. Toutefois, les produits de dégradation de MAP2b pourraient
tenir un certain role dans la formation de nouveaux prolongements. L’expression du
domaine de liaison aux microtubules dans les cellules Sf9 montre que ce domaine est
capable d’organiser les éléments du cytosquelette de maniére a ce qu’il y ait initiation et
formation de prolongements. Les produits de dégradation de MAP2b trouvés dans les
cerveaux de rats en situation d’apprentissage comprennent peut-étre le domaine de
liaison aux microtubules. En effet, a la jonction des domaines de liaison aux
microtubules et de projection, il y a plusieurs séquences reconnues par des protéases
(séquences PEST). Les séquences PEST sont en fait des régions de huit résidus ou plus,
riches en proline, glutamine, asparagine, sérine et thréonine. La production d’un
fragment tronqué de MAP2b qui correspond au domaine de liaison aux microtubules

pourrait participer a I’initiation des nouveaux prolongements.

Conclusion et perspectives d’avenir

Notre étude montre que le domaine de liaison aux microtubules posséde toutes les
propriétés nécessaires pour induire la formation de prolongements dans les cellules S9.
Le domaine de projection exercerait plutdt un effet régulateur sur la capacité qu’a le
domaine de liaison aux microtubules & initier la formation de prolongements. Notre
modele propose que le domaine de projection de MAP2b se replie et vient masquer des

domaines fonctionnels du domaine de liaison aux microtubules nécessaires a la
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formation de prolongements dans les cellules Sf9. Notre modéle propose également que
la région située au lieu d’épissage de MAP2c est importante pour la formation de

prolongements multiples par les cellules Sf9.

L’expression des diverses formes mutantes de MAP2b produite ici dans des neurones
pourrait permettre d’étudier plus en détail ’effet des voies de signalisation sur la
protéine MAP2b. Une étude, présentement en cours dans notre laboratoire, porte sur
I’expression des formes mutantes de MAP2b dans un systéme neuronal (cellules P19).
Par un effet dominant négatif nous espérons perturber la fonction de la protéihe MAP2b
endogéne. En effet, la surexpression d’une forme mutante de MAP2b dans les cellules
P19 empécherait la protéine MAP2b endogeéne d’interagir avec les éléments du
cytosquelette : la protéine mutante étant en surnombre. Cela nous permettrait d”observer
les effets de I’expression d’une forme mutante dans un neurone. Cette étude permettra
de vérifier si les domaines de MAP2b identifiés dans les cellules Sf9 sont effectivement

impliqués dans la formation de prolongements dans le neurone.

Nos résultats, appuyés de certaines études, suggérent que MAP2b aurait un role dans la
sortie du cycle cellulaire d'un neurone. En effet, plusieurs cellules exprimant le
domaine de liaison aux microtubules ont une forme ovale. Elles contiennent des
faisceaux de microtubules qui s’étendent d’un pdle a I’autre de la cellule. Ces cellules
ressemblent a des cellules en métaphase ou anaphase (voir figure II-13). Aucune cellule
exprimant une autre forme mutante de MAP2 présente ce phénotype. Si les cellules qui
expriment le domaine de liaison aux microtubules sont bien en mitose, il se pourrait par
conséquent que le domaine de projection de MAP2 empéche les microtubules de
s’organiser en fuseau. Ce qui préviendrait la migration des microtubules et
maintiendrait la cellule en interphase. En 1991, Dinsmore et Solomon ont suggéré que
MAP?2 pourrait étre nécessaire au passage de 1’état mitotique & celui de post-mitotique
des neurones. En effet, en supprimant l'expression de MAP2 dans les cellules P19
différenciées (avec des ARN antisens) ils ont noté que les cellules continuent de se

diviser au méme rythme que lorsqu'elles ne sont pas différenciées. Par I'expression de
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formes tronqués de MAP2 dans une ligné neuronale, nous espérons déterminer le(s)

domaine(s) de MAP2b impliqué(s) dans la sortie du cycle cellulaire par un neurone.
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Annexe



Figure A-1: Statégie de clonage de MAP2b dans le cadre de lecture du vecteur pBac
PAK His2

La fabrication de la protéine de fusion MAP2b-His a été faite en trois étapes.
Premi¢rement, I’ADNc de MAP2b clonée dans le pVL1392 a été excisé par BamHI et
cloné dans les sites BamHI et Bglll du vecteur pBac PAK His2. Deuxiémement, la
séquence non codante de MAP2b a été délétée en ajoutant (par PCR) un site BamHI en
5 de la séquence codante de MAP2b. Le produit de PCR (amplicon) a ét¢ cloné dans le
vecteur Pstblue (PCR+Pstblue). PCR+Pstblue contenant le site BamHI a été digéré
avec BamHI et Xhol puis cloné dans pBac PAK His2 (PCR1-Bac PAK His2).
Troisiemement, PCR1-pBac PAK His2 a été digéré avec Ncol (ce site est compris dans
la séquence de MAP2b amplifiée par PCR) puis inséré dans leé sites Ncol de MAP2b-
Bac PAK His2.
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Figure A-2: Stratégie de clonage pour la forme mutante MAP2b-1

Pour déléter les nucléotides 656 a 1921 (MAP2b-1), un site Scal a été inséré en 3° du
nucléotide 656 par PCR. Un amplicon contenant la séquence MAP2b des nucléotides
378 a 656-Scal (PCR-C1) a été cloné dans le vecteur PstBlue. L’insertion de PCR-C1
dans le vecteur MAP2b-BacPAK-His2 a été faite en trois étapes. Premiérement, la
séquence de 1 a 5471 de MAP2b-His a été sous-clonée dans le vecteur Bluescript aux
sites BamHI et Xhol (MAP2b;.s471.8s). La séquence entre 378 et 1921 de MAP2b a été
éliminée par digestion de MAP2bi.s471.3s avec Kasl et Scal. Deuxiémement, le
fragment PCR-C1 cloné dans le vecteur Pstblue a été digéré avec Kasl et Scal et sous-
cloné dans les sites Kasl et Scal du vecteur MAP2by.ss71.85 (C1-MAP2by.5471.55).
Finalement, la séquence de MAP2b délétée des nucléotides 656 a 1921 a été coupée de
MAP2b;.54718s @ P'aide des enzymes BamHI et Xhol et ré-insérée dans le vecteur
MAP2b-BacPAK-His2.
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Figure A-3 : Stratégie de clonage pour la forme mutante MAP2b-2

Pour déléter les nucléotides 1921 a 3329 (MAP2b-2), un site Xbal a été inséré en 3° du
nucléotide 1921 par PCR. L’amplicon contenant la séquence MAP2b de 378 4 1921-
Xbal (PCR-C2) a €té cloné dans le vecteur Pstblue. L’insertion de PCR-C2 dans le
vecteur MAP2b-Bac-PAK-His2 a été effectuée en trois étapes. Premiérement, la
séquence 1 a 3121 de MAP2b-His a été sous-clonée dans le vecteur Bluescript
(MAP2b;.3121.85). Ensuite, PCR-C2, cloné dans le vecteur Pstblue, a été digéré avec
KasI et Xbal puis sous-cloné dans les sites correspondants de MAP2b;.31218s (C2-
MAP2b131218s). Troisiémement, la séquence de MAP2b délétée de 1921 a 3329 a été
digérée de C2-MAP2b;.31218s avec BamHI et Xbal et ré-insérée dans le vecteur MAP2b-
Bac-PAK-His2.
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Figure A-4 : Stratégie de clonage pour la forme mutante MAP2b-3

Pour déléter les nucléotides 3329 & 4472 (MAP2b-3), un site Xbal a été inséré en 3’ du
nucléotide 4472 par PCR. Un amplicon contenant la séquence 3329 a 4472 de MAP2b
(PCR-C3) a été cloné en bouts francs dans le vecteur Pstblue. L’insertion de PCR-C3
dans MAP2b-Bac-PAK-His2 a été réalisée en trois étapes. D’abord, les nucléotides
3329 4 5513 de la séquence MAP2b-His ont été clonés dans le vecteur Pstblue (MAP2b-
3329-5513Pb) @ux sites Sphl et Xbal. Ensuite PCR-C3 cloné dans Pstblue a été digéré avec
les enzymes Smal et Xbal et sous-cloné dans les sites correspondants de MAP2b-3359.
ss13pb (C3-MAP2b-3329-5513-Pb). Troisiémement, la séquence MAP2b délétée de
3329 a 5513 a €té coupée de C3-MAP2b-3329-5513-Pb avec Xbal et Sphl puis ré-
insérée dans MAP2b-Bac-PAK-His2.
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Figure A-5 : Stratégie de clonage pour la forme mutante Mt

La forme tronquée de MAP2b correspondant au domaine de liaison aux microtubules
(Mt) a été générée par la délétion des nucléotides 1 4 4472. Un site BamHI a été créé au
nucléotide 4765 par PCR. Le vecteur MAP2b-Bac-PAK-His2 a été digéré avec BamHI
et Sphl. La séquence délétée a été remplacée par I’amplicon digéré avec les mémes

enzymes.
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Figure A-6 : Stratégie de clonage pour la forme mutante Prob

La forme tronquée de MAP2b correspondant au domaine de projection de MAP2b
(Prob) a été produite par délétion des nucléotides 4772 & 5881. Premiérement, un site
Ncol a été créé au nucléotide 4772 de MAP2b par PCR. Le vecteur MAP2b-Bac-PAK-
His2 a été digéré avec Notl et Xbal. La séquence délétée a été remplacée par

I’amplicon digéré avec les mémes enzymes.
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Figure A-7 : Stratégie de clonage pour MAP2c dans le cadre de lecture de pBac PAK

His 2 et de la forme mutante Proc

La forme tronquée de MAP2c correspondant au domaine de projection de MAP2c
(Proc) a été créée par la délétion des nucléotides 1 & 444. Pour y parvenir, la séquence
de MAP2c a ét¢ insérée dans le vecteur pBac PAK His2. MAP2c a été excisée du
vecteur pCMV par digestion avec Notl et insérée dans pBac PAK His2 au site Notl. Le
codon de départ de MAP2c et la région 5° non transcrite ont été enlevés. Pour ce faire,
un site BamHI a été créé au codon de départ par mutagénése dirigée. Le vecteur
MAPZc-Bac-PAK-HisZ a été digéré avec BamHI et Pstl. La portion délétée a été

remplacée par I’amplicon digéré avec les mémes enzymes.

Afin de générer la forme tronquée de MAP2c correspondant & son domaine de
projection (nucléotides 1 a 444), un site BamHI a été inséré par mutagénése dirigée au
nucléotide 444. Le vecteur MAP2c-Bac-PAK-His2 a été digéré par Notl et BamHI. La
séquence délétée a été remplacée par I’amplicon digéré avec les mémes enzymes de

restriction.
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