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Figure 2. Schéma indiquant les différents domaines de la métalloprotéase MMP21. ’emplace-

ment des mutations est symbolisé en-dessous de la protéine, avec en noir les mutations de I'ar-

ticle de Guimier et al. [5], et en bleu les mutations rapportées dans deux autres articles [6, 7].

Conclusion

Cette étude a mis en évidence pour la
premiére fois le r6le d’une métallopro-
téase dans la latéralisation de la plu-
part des vertébrés. Le substrat de cette
métalloprotéase est a ce jour inconnu.
La prévalence élevée (5,9 %) de muta-
tions de MMP21 dans notre groupe de
patients atteints d’hétérotaxie avec
ou sans malformation cardiaque place
ce gene en premiere position des genes
responsables d’hétérotaxie devant le
géne ZIC3 (zic family member 3, environ

3 % des cas). La pénétrance, quoique
incompléte, est tres élevée (environ
90 % dans notre groupe de patients) et
donc bien supérieure a la pénétrance de
I’hétérotaxie lorsqu’un gene codant une
protéine du cil embryonnaire est impli-
qué (pénétrance de 50 %). ¢

A gene coding for a metalloprotease
for the first time implied in heterotaxy
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Actine et annexine A2

Partenaires essentiels pour le controle
de la sécrétion neuroendocrine

Marion Gabel!, Franck Delavoie?, Nicolas Vitale!,
Marie-France Bader!, Sylvette Chasserot-Golaz!

> Le fonctionnement des systémes ner-
veux et neuroendocrine repose sur une
communication cellulaire élaborée
soutenue par un trafic membranaire
intense. Les molécules impliquées dans
cette communication sont stockées
dans des granules de sécrétion et libé-
rées dans le milieu extracellulaire par
fusion des granules avec la membrane
plasmique, un processus appelé exocy-
tose régulée [1]. Dans les cellules neu-
roendocrines, I"arrimage des granules
de sécrétion a la membrane plasmique,
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puis leur fusion, se font au niveau de
sites membranaires dont I’architecture
est portée par des lipides spécifiques.
Ces domaines lipidiques, aussi appelés
radeaux lipidiques, correspondent aux
sites d’exocytose de la membrane plas-
mique et peuvent se former de fagon
transitoire selon I’état d’activation
des cellules [2]. Ils recrutent, activent
ou séparent les acteurs de I’exocytose
comme les protéines du complexe SNARE
(soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor attachment protein receptor),
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nécessaires a 'arrimage et a la fusion
des granules a la membrane plasmique
[3,4] (=)

Cannexine A2 a été

(=») Voir la Synthese
deT. Galli et al.,

m/s n° 11, novembre
2002, page 1113 et la
Nouvelle de 0. €l Far
et M. Seagar,

m/s n° 1, janvier
2011, page 28

une des premieres
protéines identi-
fiées au niveau des
sites d’exocytose
[5]. €lle fait partie
de la famille des annexines, protéines
capables de s’associer aux membranes
biologiques en présence de calcium.
Une des particularités de I’annexine A2
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Figure 1. Organisation du cytos-
quelette d’actine au niveau des
sites d’exocytose dans une cel-
lule chromaffine. Représenta-
tion en trois dimensions obtenue
par tomographie électronique
de granules de sécrétion ancrés
a la membrane plasmique dans
une cellule chromaffine sti-
mulée par un sécrétagogue.
L'échelle de fausses couleurs
correspond aux différents plans

tomographiques, le plan le plus

bas représente la membrane plasmique (MP en bleu). Barre : 100 nm.

est sa capacité a lier simultanément
les phospholipides et le cytosquelette
d’actine [6], deux acteurs majeurs de
I’exocytose. Bien que de nombreuses
études aient suggéré un réle important
de "annexine A2 au cours de I’exocytose,
sa fonction précise est restée longtemps
énigmatique. Dans des cellules chro-
maffines!, modele classiquement utilisé
pour étudier les modalités moléculaires
de la sécrétion neuroendocrine, nous
avons montré que I'annexine A2 est a
I’origine de domaines lipidiques, riches
en ganglioside’ GM1 et en phospho-
inositides, nécessaires a I’exocytose
[7, 8]. Nos travaux récents révélent
comment I’annexine A2, en établissant
un étroit partenariat avec le cytosque-
lette d’actine, forme des plateformes
lipidiques dont le role est le recrutement
spatio-temporel des différents acteurs
de I’exocytose [9].

Un nouveau rdle pour le cytosquelette
d’actine au cours de la sécrétion
neuroendocrine

Le cytosquelette d’actine est un acteur
majeur de la sécrétion neuroendocrine.
Dans les cellules au repos, I'actine
forme un réseau dense de filaments,
sous la membrane plasmique, qui

! Les cellules chromaffines sont des cellules neuroendocrines
présentes dans les glandes médullosurrénales et dans les
ganglions du systeme nerveux sympathique. €lles tirent leur
nom de la coloration qu’elles prennent en présence de sels
de chrome.

? Lipides de la famille des glycosphingolipides.
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constitue une barriere physique dont
la fonction classique est d’empécher
le recrutement inopiné des granules a
la membrane plasmique. Différentes
études fonctionnelles, basées sur la
détection de filaments d’actine au
niveau des sites d’exocytose dans les
cellules chromaffines, suggerent que
I’exocytose nécessite aussi une inter-
vention active de P'actine [10]. Nous
avons récemment mis au point une
technique permettant d’observer au
microscope électronique la face cyto-
plasmique de la membrane plasmique
d’une cellule chromaffine en cours
d’exocytose. Les images en trois dimen-
sions de ces feuillets membranaires
révelent des granules de sécrétion arri-
més a la membrane plasmique par des
cdbles d’actine au niveau de domaines
lipidiques enrichis en ganglioside GM1
(Figure 1). Ces images inédites nous
ont permis d’observer pour la premiére
fois I"organisation de I’actine au voisi-
nage des sites d’exocytose. Différentes
structures apparaissent : des filaments
d’actine paralléles a la membrane
plasmique (Figure 1, en bleu) dont le
role pourrait étre de former et/ou de
stabiliser la plateforme lipidique ; des
filaments de type cordons, plus épais,
semblant ancrer le granule a la mem-
brane plasmique (Figure 1, en vert) ;
et finalement un manteau d’actine
recouvrant partiellement la surface
du granule (Figure 1, en rouge). Ces
structures d’actine semblent constituer

un réseau dynamique autour du granule
de sécrétion pour permettre le bon
déroulement des différentes étapes de
’exocytose [11]. De fait, la possibilité
de mesurer la sécrétion a I’échelle d’un
granule par la technique d’ampéro-
métrie’, nous a permis d’obtenir des
données fonctionnelles indiquant la
participation de I’actine, non seule-
ment au recrutement et a la fusion des
granules de sécrétion a la membrane
plasmique, mais aussi directement a
la libération du contenu granulaire,
vraisemblablement en compressant,
telle une éponge, les granules ancrés a
la membrane.

Lannexine A2, protéine-clé

pour une mise en place

des sites d’exocytose

L'annexine A2 est capable, en pré-
sence de calcium, d’assembler plusieurs
filaments d’actine pour en faire des
cdbles et des faisceaux. Nous avons
donc étudié si cette propriété de fas-
ciculation de I"actine pouvait €tre en
lien avec la formation des plateformes
lipidiques nécessaires a la sécrétion.
Deux approches complémentaires ont
été choisies pour tenter de répondre
a cette question : d’une part, une
approche pharmacologique utilisant la
withaférine A, une lactone extraite de
Withania somnifera, généralement uti-
lisée dans le traitement de certains
cancers et des troubles neurologiques,
et qui stimule I"activité de fasciculation
de 'actine de I"annexine A2 ; et d’autre
part, une approche génétique basée sur
I’expression d’un mutant de I’annexine
A2 (AnxA2K286A) incapable de former
des faisceaux d’actine. L’observation
de feuillets membranaires de cellules
chromaffines, exposées a la withaférine
A ou exprimant le mutant AnxA2K286A
de I'annexine A2, montre que le réseau

5 Méthode électrochimique permettant d’enregistrer les
évenements d’exocytose sur cellule unique. Une électrode en
fibre de carbone, maintenue a un potentiel imposé de 800 mV
permettant "oxydation des catécholamines, est appliquée
sur la surface de la cellule pour mesurer le courant électrique
produit par 'oxydation des catécholamines libérées dans le
milieu [12].
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Figure 2. Formation de
faisceaux d’actine par
l’annexine A2 au cours de
I’exocytose. A. Granules
de sécrétion arrimés a
la membrane plasmique
d’une cellule chromaffine
stimulée (contrdle), trai-
tée a la Withaférine A (WA)
ou exprimant le mutant
de I’annexine A2 (AnxA2
K286A). Vues de profil

Actine

& X
Membrane
plasmique

‘Domaines
lipidiques

obtenues par tomogra-
Complexe

SNARE phie électronique. Barre :

200 nm. B. Représentation
schématique du mode
d’action de "annexine A2

au cours de I'exocytose.

d’actine au niveau des sites d’exocytose
est altéré (Figure 2A). La stimulation de
I'activité de fasciculation de I’annexine
A2 par la withaférine A épaissit les fais-
ceaux d’actine entourant les granules
arrimés a la membrane plasmique. A
I'inverse, I'expression du mutant d’an-
nexine A2 dépourvu d’activité de fasci-
culation produit une désorganisation de
I’actine et une disparition des filaments
d’ancrage des granules de sécrétion
a la membrane plasmique. €n paral-
lele, la formation des domaines lipi-
diques et I'activité d’exocytose sont
modifiées. Une stimulation de la fas-
ciculation de I’actine par I'annexine A2
conduit a une augmentation du nombre
de domaines lipidiques et de granules
ancrés a la membrane plasmique, et a
une accélération de I’étape de fusion. A
I"inverse, I"incapacité de I"annexine A2
a former des faisceaux d’actine se tra-
duit par une réduction de la formation
de domaines lipidiques et du nombre
d’événements d’exocytose. U'activité de
fasciculation de 'actine par I"annexine
A2 joue ainsi un role déterminant dans la
mise en place des plateformes lipidiques
et la cinétique des étapes de I’exocytose

[11].
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Conclusions et perspectives

Cette premiere description tridimen-
sionnelle des faisceaux d’actine formés
par ’annexine A2 au niveau des sites
d’exocytose représente une avancée
majeure dans la compréhension des
étapes ultimes de la sécrétion neu-
roendocrine. La formation de faisceaux
d’actine par "annexine A2, en limitant
possiblement la mobilité et la diffu-
sion latérale dans la membrane plas-
mique, joue ainsi un role essentiel dans
la formation des domaines lipidiques,
I’assemblage et/ou la maturation des
sites d’exocytose (modéle présenté en
Figure 2B). Cette fonction confére &
I"annexine A2 un role pivot de régulateur
de Iactivité sécrétrice et de la libéra-
tion hormonale.

Elucider le réle de "annexine A2 dans
les circuits de I’exocytose compléte nos
connaissances des mécanismes de la
sécrétion neuroendocrine et de la neu-
rotransmission, et, plus généralement,
permet de comprendre les mécanismes
de formation et de régulation des
domaines lipidiques dans les membranes
biologiques. Il est évident que ces
mécanismes sont directement couplés
au controle spatial et temporel de la

transduction du signal. La compréhen-
sion de la genése de ces domaines lipi-
diques au niveau moléculaire représente
une avancée majeure en neurobiologie,
particulierement pour le développement
de nouvelles stratégies thérapeutiques
afin de traiter certaines neuropatholo-
gies [13]. 0
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