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1 L’énigme de la sécrétion
des neurotransmetteurs

L’histoire scientifique des synapses est longue. La
démonstration de leur fonction est due à Emil du
Bois-Reymond (1816−1896), leur identification mor-
phologique à des neuroanatomistes tels que Rudolf
Kölliker (1817−1905) et Santiago Ramon y Cajal
(1852−1934), et leur dénomination en 1897 à Michael
Foster (1836−1907). Alors que la nature chimique de
la transmission synaptique avait été suggérée par du
Bois-Reymond, elle fut longtemps controversée, en rai-
son de la rapidité stupéfiante avec laquelle elle se
produit. Avec le temps toutefois, des preuves indis-
cutables établirent que la plupart des synapses font
appel à des messagers chimiques, les neurotransmet-
teurs. Les contributions les plus importantes à ce sujet
sont celles de Otto Loewi (1873−1961), Henry Dale
(1875−1968), Ulf von Euler (1905−1983) et Julius
Axelrod (1912−2004). En parallèle, le progrès décisif
pour comprendre le mode de fonctionnement des sy-
napses fut apporté par Bernard Katz (1911−2003),
qui en élucida les principaux mécanismes (Katz, 1969).
La plupart des analyses initiales sur les synapses ont
fait appel à la jonction neuromusculaire, les synapses
centrales n’ayant accédé au devant de la scène qu’au
cours des décennies récentes. Les contributions les
plus importantes de nombreux chercheurs, parmi les-
quels George Palade, Rodolfo Llinas, Chuck Stevens,
Bert Sackmann, Eric Kandel et Victor Whittaker,
pour n’en citer que quelques-uns, non seulement
confirmèrent les résultats principaux établis par Katz
sur la jonction neuromusculaire mais révélèrent que
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les synapses présentent une remarquable diversité de
propriétés ainsi qu’une plasticité inattendue.

La propriété primordiale de la transmission synap-
tique est sa rapidité. Dans la plupart des cas, cette
transmission dure seulement quelques millisecondes.
Cette rapidité phénoménale est indispensable au tra-
vail du cerveau – sinon comment un gardien de but
pourrait-il réagir à un tir en moins d’une seconde
ou une ballerine pirouetter sans tomber ? Les sy-
napses diffèrent considérablement les unes des autres
par des caractéristiques telles que leur force et leur
plasticité mais elles opèrent toutes selon le même
principe fondamental d’abord élucidé par Bernard
Katz. Quand un potentiel d’action voyage le long
d’un axone, il dépolarise les terminaisons nerveuses
et ouvre les canaux calciques pré-synaptiques. L’in-
flux calcique déclenche la libération du neurotrans-
metteur en moins d’une milliseconde, avec un délai
sans doute inférieur à 100 microsecondes (Sabatini &
Regehr, 1996). De manière stupéfiante étant donné
cette vitesse, la libération pré-synaptique s’accomplit
par l’intermédiaire d’un trafic membranaire. Les ter-
minaisons pré-synaptiques sont gorgées de vésicules
synaptiques – de petits organites uniformes de 35 nm
de diamètre – qui contiennent de fortes concentrations
de neurotransmetteur. La libération est déclenchée
lorsque le calcium induit la fusion éclair de ces
vésicules à la membrane plasmique pré-synaptique
dans une région spécialisée, dite zone active. La zone
active est localisée très précisément en face de la den-
sité post-synaptique qui contient les récepteurs des
neurotransmetteurs ; par conséquent les neurotrans-
metteurs sont libérés directement vers leurs récepteurs
(figure 1).

La zone active est le principe organisateur qui
assure la vitesse et la précision de la transmission
synaptique. Cette zone recrute et ancre les vésicules
synaptiques aux sites de libération, met les vésicules
dans un état �� amorcé �� compétent pour la fusion,
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Fig. 1. Le cycle de la vésicule synaptique. Dans les terminaisons pré-synaptiques, un trafic membranaire cyclique actif
est responsable de la libération du neurotransmetteur. Étape 1, les vésicules sont produites à partir des endosomes ou
bien par recyclage après exo- et endocytose et se remplissent ainsi de neurotransmetteurs (NT) ; Étape 2, les vésicules
sont transportées vers la zone active de la membrane plasmique pré-synaptique, d’où elles peuvent être recrutées pour
l’exocytose ; Étape 3, les vésicules s’arriment à la zone active pré-synaptique au cours d’une réaction d’ancrage qui dépend
des protéines Rab3/27 et de la protéine RIM (voir figure 14) ; Étape 4, les vésicules sont �� activées ��, ce qui les rend

compétentes pour la fusion déclenchée par le Ca2+ ; Étape 5, le Ca2+ déclenche l’ouverture du pore de fusion, libérant les
neurotransmetteurs ; Étapes 6-8, les vésicules sont recyclées soit immédiatement après l’ouverture du pore de fusion (6,
kiss-and-stay), soit par endocytose rapide probablement clathrine-dépendante (7, kiss-and-run), soit encore par une voie
clathrine-dépendante qui implique un intermédiaire endosomal (8). Noter que la majeure partie des voies de recyclage a
été clarifiée par les travaux classiques de Heuser & Reese (1973), Cecarelli et al. (1973), et Zimmermann & Whittaker
(1977). Le dessin est adapté de Südhof & Jahn (1991) et Südhof (2004).

prêt à répondre au déclenchement de la libération
par le Ca2+, et arrime les canaux calciques à côté
des sites d’ancrage (Südhof, 2012). En rapprochant
les canaux calciques et les vésicules �� amorcées �� à la
fente synaptique, la zone active permet dans le même
temps un couplage étroit de la libération du neuro-
transmetteur à un potentiel d’action et de diriger cette
libération vers la fente synaptique. Après l’exocytose,
les vésicules synaptiques sont recyclées par différentes
voies, en particulier par des mécanismes d’endocytose
rapide, dits parfois �� baiser au vol �� (kiss-and-run)
(Ceccarelli et al., 1973), ainsi que par des mécanismes
d’endocytose plus lents impliquant des puits recou-
verts de clathrine (Heuser & Reese, 1973 ; figure 1).

Comparée à la libération pré-synaptique du neu-
rotransmetteur, sa réception post-synaptique est plus
facile à expliquer, car elle est en grande partie réalisée
par la liaison du transmetteur à des canaux io-
niques contrôlés par les ligands. Les récepteurs post-
synaptiques ionotropes sont des machines moléculaires

complexes, qui sont groupées en face de la zone pré-
synaptique active, et convertissent rapidement un
signal neurotransmetteur en un signal ionique intra-
cellulaire (figure 1). Toutefois la simplicité apparente
des mécanismes post-synaptiques est trompeuse, car
les récepteurs post-synaptiques des neurotransmet-
teurs sont sujets à des processus régulateurs com-
plexes, incluant des trafics de vésicules, qui ne sont
que partiellement compris. De plus, les voies de trans-
duction post-synaptique du signal ont une organisa-
tion complexe et compartimentée qui diffère sensi-
blement d’une synapse à l’autre. Si l’on considère le
modèle classique simple et pourtant complexe d’une
synapse chimique, on ne peut que s’émerveiller devant
l’ingéniosité de ce modèle, en ce qu’il apporte à la fois
une grande rapidité et une surprenante plasticité de
la transmission.

Lorsque j’ai démarré mon laboratoire en 1986,
on connaissait par le détail les processus physiolo-
gique de libération des neurotransmetteurs. Pourtant
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on n’avait aucune compréhension mécanistique, ou
d’hypothèse plausible, sur la fusion des vésicules sy-
naptiques ; comment le Ca2+ pouvait-il déclencher
la fusion si rapidement ? Comment la machinerie de
libération était-elle organisée par la zone active pré-
synaptique ? Aucun des composants moléculaires de la
synapse n’avait été caractérisé, aucun cadre concep-
tuel n’existait pour expliquer la plasticité extraor-
dinaire ni la précision de la libération déclenchée
par le Ca2+. Je me suis attaqué à cette question
scientifique plutôt que d’étudier la réception post-
synaptique, parce que j’étais fasciné par la rapidité
de la libération déclenchée par le Ca2+. Celle-ci me
paraissait incompréhensible, et j’étais intrigué par les
éventuelles implications du mécanisme de libération
pour d’autres réactions comportant un trafic membra-
naire, comme par exemple la sécrétion hormonale.

Dans le chapitre suivant, je donnerai un aperçu
personnel de nos découvertes. Je présenterai notre tra-
vail dans le contexte des travaux d’autres collègues qui
ont été nécessaires à la progression de nos recherches,
mais, faute de place, je ne pourrai faire justice à beau-
coup d’autres contributions tout aussi importantes.
Nos travaux s’intègrent au sein d’une vaste commu-
nauté scientifique qui travaillait sur ces problèmes ;
j’essaierai de donner un récit équilibré du domaine
dans l’espace qui m’est alloué.

2 Anatomie moléculaire de la terminaison
pré-synaptique

Au départ, nous avons choisi une stratégie simple pour
comprendre la libération des neurotransmetteurs : il
s’agissait d’isoler et de cloner toutes les protéines
majeures des terminaisons pré-synaptiques. En col-
laboration avec Richard Jahn, nous nous sommes
focalisés sur les vésicules synaptiques, car on pou-
vait obtenir des préparations vésiculaires très pures
en grandes quantités (Whittaker & Sheridan, 1965 ;
Südhof & Jahn, 1991). Plus tard, nous avons étendu
cette stratégie à la zone pré-synaptique active. Le
but de ces expériences initiales était de construire un
catalogue moléculaire des protéines pré-synaptiques,
comme point de départ pour la dissection fonction-
nelle de la libération.

Les premières protéines vésiculaires pré-
synaptiques que nous avons purifiées et clonées
ont été la synaptophysine (Südhof et al., 1987), le
cytochrome b561 (Perin et al., 1988) les synapsines
(Südhof et al., 1989a), les synaptobrévines (Südhof
et al., 1989b ; clonées indépendemment par R.H.
Scheller et appelées �� vesicle-associated membrane
proteins �� ou VAMP ; Trimble et al., 1988), des
composants de la pompe à protons (Südhof et al.,
1989c ; Perin et al., 1991a) et les synaptotagmines

Fig. 2. Diagramme des protéines de la vésicule synap-
tique impliquées dans la libération des neurotransmet-
teurs, comme on l’interprétait en 1991. Lorsque l’effort
pour cartographier l’anatomie moléculaire des vésicules sy-
naptiques a commencé, cinq classes majeures de protéines
étaient identifiées : les synapsines, considérées à l’époque
comme les candidates majeures pour la régulation du re-
largage du neurotransmetteur (Südhof et al., 1984a), les
protéines Rab3 (von Mollard et al., 1990), les synapto-
physines (Südhof et al., 1987), les synaptotagmines (Perin
et al., 1990) et les synaptobrévines/VAMP (Südhof et al.,
1989b). Parmi toutes ces protéines, trois classes (Rab3,
les synaptotagmines et les synaptobrévines) sont appa-
rues comme cruciales pour la libération lors des études
ultérieures. (Reproduit de Südhof & Jahn, 1991).

(Perin et al., 1990 ; Geppert et al., 1991 ; Li et al.,
1995a, 1995b). De plus, nous avons montré que la
protéine Rab3, l’une des protéines liant le GTP
dans le cerveau (initialement identifiée comme une
séquence homologue de ras) (Touchot et al., 1987),
est associée aux vésicules synaptiques, se liant et
se séparant cycliquement des vésicules pendant
l’exocytose (von Mollard et al., 1990, 1991).

Au début des années 1990, une caractérisation as-
sez extensive de la vésicule synaptique en tant qu’or-
ganite avait émergé (Sudhöf & Jahn, 1991 ; figure 2).
Par la suite, une série d’autres protéines vésiculaires,
incluant SVOP (Janz et al., 1998) et les SCAMP
(Fernández-Chacón et al., 2000) ont été clonées par
nous et par d’autres. En outre, nous avons étendu nos
tentatives de caractériser la machinerie de libération
à la zone active et avons identifié Munc18s (Hata
et al., 1993), les complexines (McMahon et al., 1995),
Munc 13s (Brose et al., 1995), CASK (Hata et al.,
1996), les RIM (Wang et al., 1997), les RIM-BP
(Wang et al., 2000) et les ELK (Wang et al., 2002 ;
décrites indépendamment par Ohtsuka et al., 2002).
Ces analyses ont été complétées par d’autres, identi-
fiant comme protéines de la zone active les α-liprines
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(Zhen & Jin, 1999), bassoon (tom Diek et al., 1998)
et piccolo (Wang et al., 1999 ; Fenster et al., 2000).

Après avoir élucidé les structures primaires d’un
nombre croissant de protéines synaptiques, nous étions
confrontés au défi de déterminer leurs fonctions.
Nous avons décidé alors d’examiner ces molécules
sans a priori, aussi systématiquement que possible,
en associant des techniques allant de la biochimie
à la biologie cellulaire, la génétique de la souris et
l’électrophysiologie.

Comme je le raconterai ci-dessous, ces études ont
permis une nouvelle compréhension de la libération
des neurotransmetteurs. Cependant tous nos efforts
n’ont pas été couronnés de succès et certaines
protéines abondantes et conservées ne se sont pas
révélées importantes. Par exemple, les synapsines et
les synaptophysines ont des rôles ancillaires dans le
cycle des vésicules synaptiques, qui peuvent être im-
portants pour l’organisme entier tout en étant secon-
daires pour le processus basique de l’exo- et l’endocy-
tose synaptiques (voir par exemple Rosahl et al., 1993
et 1995 ; Janz et al., 1999).

Dans la description qui suit, je distinguerai trois
processus fondamentaux de la libération synaptique :
la fusion membranaire, qui est le mécanisme de base de
l’exocytose ; le déclenchement par le Ca2+, événement
clé qui commande la rapidité de la transmission synap-
tique ; et enfin l’organisation spatiale de la machinerie
de libération au niveau de la zone active, qui permet
le couplage précis d’un potentiel d’action synaptique
à une réponse post-synaptique.

3 Mécanisme de fusion de la membrane
synaptique

Les protéines SNARE et la fusion

Les premières intuitions sur les mécanismes de fusion
vésiculaire à la membrane plasmique présynaptique
sont issues d’études sur les toxines tétanique et botu-
linique. Ces agents pathogènes, qui causent le tétanos
et le botulisme, sont parmi les plus puissantes des
neurotoxines connues et ont également une utilité
thérapeutique (Grumelli et al., 2005). Ce sont des
métalloprotéases qui, à des concentrations nanomo-
laires, bloquent la libération du neurotransmetteur en
empêchant la fusion des vésicules synaptiques à la
membrane plasmique présynaptique.

En 1992, des travaux – auxquels nous avons col-
laboré – dans les laboratoires de Cesare Montecucco,
Heiner Niemann et Reinhard Jahn ont montré que ces
deux toxines bloquent la fusion des vésicules par la
scission protéolytique du complexe synaptobrévine-2/
VAMP (Link et al., 1992 ; Schiavo et al., 1992).

L’année suivante, les mêmes laboratoires montrèrent
que d’autres types de toxines botuliques scindent deux
autres protéines membranaires synaptiques, SNAP-25
et syntaxine-1 (Blasi et al., 1993a, 1993b ; Schiavo
et al., 1993). De plus, nous avons démontré qu’une
isoforme ubiquitaire de la synaptobrévine (la cel-
lubrévine) est aussi un substrat de la toxine tétanique,
suggérant une fonction générale de molécules ana-
logues à la synaptobrévine dans la fusion membranaire
(McMahon et al., 1993). Ensemble, ces résultats ap-
portaient la première preuve, la plus indiscutable à ce
jour, que la synaptobrévine, SNAP25 et la syntaxine
sont des composants essentiels de la machinerie de fu-
sion membranaire pré-synaptique. Comme nous allons
le voir, des données sur la façon dont ces protéines,
plus tard appelées protéines SNARE (pour Soluble
NSF-Attachement protein REceptors), fonctionnent,
vinrent d’études menées en parallèle dans le labora-
toire de James Rothman.

Rothman étudiait la fusion membranaire par re-
constitution chimique du trafic vésiculaire entre les
compartiments du Golgi (Balch et al., 1984). À l’aide
de ce test, Rothman isola un facteur (appelé NSF)
sensible à la N-éthyl-maléimide et des protéines adap-
tatrices au NSF, qui ancrent le NSF aux mem-
branes (désignées SNAP, une malheureuse cöıncidence
d’acronymes avec SNAP-25). Le NSF et les SNAP
sont essentiels pour la fusion in vitro dans le test
de Rothman ; ces protéines sont des homologues des
gènes de levure impliqués dans la sécrétion, suggérant
une fonction de base dans le trafic membranaire
(Wilson et al., 1989 ; Clary et al., 1990). Dans une
étude clé, le laboratoire de Rothman utilisa alors du
NSF et des SNAP comme matrice d’affinité pour
purifier des �� récepteurs �� de SNAP (i.e., SNARE)
à partir du cerveau, la source la plus riche en ces
récepteurs. Ils isolèrent alors la synaptobrévine-2, la
syntaxine-1, et SNAP-25, au moment même où ces
protéines se révélaient être les substrats des toxines
botulique et tétanique (Söllner et al., 1993a). Par la
suite, Rothman, en collaboration avec Richard Schel-
ler, montra que la synaptobrévine-2, la syntaxine-1 et
SNAP-25 forment un complexe et que ce complexe
est dissocié par le NSF qui agit comme une ATPase
(Söllner et al., 1993b). Cette expérience tout à fait
remarquable permettait d’expliquer pour la première
fois comment ces protéines pouvaient fonctionner au
cours de la fusion, bien qu’il ait fallu encore plu-
sieurs années pour démontrer de manière indiscutable
ce mécanisme. En collaboration avec Heiner Niemann,
nous avons trouvé que les complexes SNARE résistent
au SDS et sont extrêmement solides, et que seul le
complexe SNARE – mais non les protéines SNARE
individuelles – se lie aux SNAP et au NSF, tandis
que seules les protéines SNARE libres, et non les
protéines SNARE en complexe, sont des substrats
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pour les toxines botulique et tétanique (Hayashi et al.,
1994 ; McMahon et al., 1995).

L’ensemble de ces données suggérait que la for-
mation des complexes SNARE entre les vésicules sy-
naptiques et la membrane plasmique permettait la
fusion ; cependant le mécanisme de la fusion restait
obscur. Une des hypothèses tenait que NSF et les
SNAP étaient les protéines de fusion elles-mêmes, les
protéines SNARE assurant la spécificité de la réaction
de fusion en tant que récepteurs, après que les com-
plexes SNARE se sont assemblés (Söllner et al., 1993a,
1993b). Motivés par les données des toxines botu-
lique et tétanique, nous étions en faveur de l’hypothèse
alternative selon laquelle les protéines SNARE, en
particulier la synaptobrévine, étaient directement im-
pliquées dans la fusion, bien que nous en ignorions le
mécanisme (Südhof et al., 1993).

Deux expériences clés devaient ultérieurement cla-
rifier l’implication de NSF/SNAP ou des SNARE
dans la fusion membranaire. D’abord le laboratoire
de Bill Wickner montra élégamment que, dans les
essais sur la fusion des vacuoles de levure, le NSF
de la levure n’était pas impliqué dans la fusion,
mais qu’il était simplement requis pour activer les
protéines SNARE avant la fusion et recycler la ma-
chinerie SNARE après la fusion (Mayer et al., 1996).
Ensuite, dans une expérience qui fit date, Reinhard
Jahn et John Heuser démontrèrent que les complexes
SNARE s’assemblent en parallèle, de telle sorte que
leur assemblage contraint les régions transmembra-
naires C-terminales des protéines SNARE à un contact
étroit (Hanson et al., 1997).

Cette observation déterminante de Heuser et Jahn
fournit un modèle mécanistique du rôle des protéines
SNARE dans la fusion, à savoir celui d’une ferme-
ture éclair fonctionnant de N- vers C- et forçant au
contact les régions transmembranaires C-terminales.
Ce modèle a été confirmé rapidement par des études
biophysiques et par cristallographie (Lin & Scheller,
1998 ; Poirier et al., 1998 ; Sutton et al., 1998) puis
affiné par Rothman et d’autres grâce à des reconstitu-
tions in vitro avec des liposomes (Weber et al., 1998).
C’est maintenant le modèle standard dans ce domaine.

Les protéines SM sont les partenaires obligatoires
de SNARE pour la fusion membranaire

En 1993, alors que les protéines SNARE étaient en
voie d’identification comme protéines de fusion mem-
branaire, nous avons recherché d’autres composants
de la machinerie de fusion par chromatographie d’af-
finité sur de la syntaxine-1 immobilisée (Hata et al.,
1993). Nous avons isolé une protéine de 65 KDa, que
nous avons appelée Munc18-1 de par son homologie
de séquence avec le gène unc18 de C. elegans (fi-
gure 3a). Sidney Brenner avait isolé les vers mutants

unc18 parce que ils ne remuaient pas normalement (ils
étaient incoordinés) mais la fonction du gène unc18
était inconnue (Brenner, 1974). Cependant, parce que
Munc18 se liait à la machinerie de fusion membranaire
et parce que le unc18 de C. elegans était essentiel pour
le mouvement, nous avons émis l’hypothèse selon la-
quelle Munc18-1 serait un composant intrinsèque de la
machinerie de fusion et coopérerait avec les protéines
SNARE pour la fusion (figure 3a).

D’autres analyses ont révélé que Munc18-1 était
également l’homologue de sec1, le premier gène isolé
par Peter Novick et Randy Schekman dans des cribles
de mutants de sécrétion chez la levure. La fonction de
sec1 était inconnue, comme celle de unc18, (Novick
& Schekman, 1979), mais cette homologie a conduit
certains chercheurs à désigner Munc-18 sous l’ap-
pellation de n-sec1 ou rb-sec1 (Garcia et al., 1994,
Pevsner et al., 1994). Plusieurs autres homologues de
Sec1p et Munc18 ont été décrits par la suite et la fa-
mille génique est maintenant connue comme celle des
�� protéines Sec1/Munc18-like �� (protéines SM ; Rizo
& Südhof, 2012).

Après la découverte de Munc 18-1, une grande
confusion, nourrie par des observations paradoxales,
s’est établie à propos de sa fonction. D’un côté, chez
la levure, les mutations de sec1 bloquaient la fusion
(Novick & Schekman, 1979), chez la drosophile la
délétion du gène Munc18-1 abolissait la transmission
synaptique (Harrison et al., 1994) et chez la souris la
délétion de Munc 18-1 annihilait la libération des neu-
rotransmetteurs (Verhage et al., 2000 ; figure 3b). Ces
résultats suggéraient un rôle essentiel de Munc 18-1
dans la fusion, une hypothèse renforcée par les ana-
lyses élégantes de Novick, démontrant que Sec1p de
la levure se lie aux complexes SNARE (Carr et al.,
1999) et agit en aval de leur assemblage (Grote et al.,
2000). D’un autre côté, nous avions montré que la
syntaxine prend une conformation �� fermée �� quand
elle est en dehors du complexe SNARE. Son do-
maine N-terminal Habc est alors replié sur le motif
SNARE, et Munc18-1 se lie spécifiquement à cette
conformation fermée (Dulubova et al., 1999). Les do-
maines Habc des syntaxines sont conservés et couvrent
la moitié de leurs séquences, tandis que les mo-
tifs SNARE de ces molécules forment des complexes
SNARE en s’assemblant avec les motifs SNARE sem-
blables des synaptobrévines et de SNAP25 ou de
leurs homologues pour former un faisceau à quatre
hélices (figure 3c ; Fernandez et al., 1998 ; Sutton
et al., 1998). En conséquence, dans la conformation
fermée de la syntaxine, l’interaction intramoléculaire
du domaine Habc avec le motif SNARE empêche
la syntaxine-1 de former le complexe SNARE. Ceci
suggère que Munc18-1 soit un régulateur négatif de
l’assemblage du complexe SNARE. Paradoxalement,
Munc18-1 semble donc à la fois être nécessaire à la
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Fig. 3. Définition des interactions des protéines Sec1/Munc18-like (protéines �� SM ��) avec les syntaxines et le complexe
SNARE pendant la fusion des vésicules synaptiques. (A) Diagramme des interactions de Munc18-1/SNARE proposées
dans la description de Munc18-1 (Munc18, dans la figure) comme une protéine liant la syntaxine-1 et contribuant à la
machinerie de fusion (reproduit de Hata et al., 1993). (B) Démonstration que Munc18-1 est essentiel pour la fusion des
vésicules et ne fonctionne pas comme un régulateur négatif de la fusion. L’activité synaptique a été enregistrée dans le
cortex de souris de type sauvage (�� control ��) et Munc18-1 KO (�� null ��). Ces tracés montrent le silence électrique total
en l’absence de Munc18-1 (reproduit de Verhage et al., 2000). (C) Structure des syntaxines : composées d’une séquence
N-terminale conservée (N-Peptide), d’un domaine Habc à trois hélices α, replié de manière autonome (Fernandez et al.,
1998), du motif SNARE qui forme le complexe SNARE en se liant avec les séquences homologues des synaptobrévines et
de SNAP25 et une région transmembranaire C-terminale (TMR). En dehors du complexe SNARE, les syntaxines adoptent
une conformation �� fermée �� dans laquelle le domaine Habc N-terminal se replie sur le motif SNARE, verrouillant ce do-
maine et empêchant l’assemblage du complexe (Dulubova et al., 1999). (D) Découverte d’un motif conservé de la séquence
N-terminale des syntaxines qui est responsable de la liaison de la plupart des protéines SM à leurs syntaxines apparentées.
Un alignement de séquences N-terminales de syntaxines est montré à gauche (en rouge, les résidus conservés impliqués
dans la liaison des protéines SM) et les immunoblots des expériences de liaison originelles à droite ; ils démontrent que le
N-terminal de la syntaxine-5 ER/Golgi se lie à la protéine SM Sly1 d’une manière dépendante du motif conservé de la
séquence N-terminale de la syntaxine 5 (reproduit de Yamaguchi et al., 2002). (E) Démonstration par filtration sur gel
d’un complexe stable contenant Munc18-1 lié à des complexes SNARE. Le profil d’élution de Munc18-1 et d’un complexe
SNARE (contenant la séquence N-terminale entière de la syntaxine 1) a été analysé soit individuellement (tracés noir
et bleu) soit avec un complexe SNARE contenant la séquence N-terminale complète de la syntaxine 1 (tracé rouge),
soit avec la syntaxine-1 tronquée de 8 résidus en N-terminal (tracé vert). Notez qu’en présence de complexes SNARE
comprenant la syntaxine-1 entière, la plus grande partie de Munc18-1 est éluée avec le complexe SNARE, alors qu’en
présence de complexes SNARE comportant une syntaxine-1 N-terminale tronquée, Munc18-1 n’est plus éluée avec le
complexe SNARE (reproduit de Dubulova et al., 2007).
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fusion vésiculaire, et dans le même temps empêcher la
fusion en bloquant l’assemblage du complexe SNARE.

Nous avons trouvé la solution à cette apparente
contradiction lorsque nous avons observé, en collabo-
ration avec Josep Rizo, que chez les vertébrés comme
chez la levure, la protéine SM impliquée dans le trans-
port vésiculaire du réticulum endoplasmique vers l’ap-
pareil de Golgi (Sly1) se lie à des syntaxines appa-
rentées (syntaxine-5 et -18 chez les vertébrés ; Sed5p et
Ufe1p chez la levure) via un court peptide N-terminal
conservé (le �� N-peptide �� ; Yamaguchi et al., 2002 ; fi-
gures 3C et 3D). Nous avons par ailleurs trouvé que
le même mécanisme s’applique à une autre protéine
SM – Vps45 – qui est impliquée dans la fusion en-
dosome/transGolgi et qui se lie à sa syntaxine-16 ap-
parentée (Tlgp2p chez la levure), également par l’in-
termédiaire d’une séquence N-peptidique très voisine
(Dulubova et al., 2002). Grâce à ce mécanisme de liai-
son, ces protéines SLM pourraient rester associées à
leurs syntaxines pendant toute la durée de l’assem-
blage du complexe SNARE (en accord avec les études
de Novick sur Sec1p (Grote et al., 2000 ; notez tou-
tefois que les détails de la liaison de Sec1p au com-
plexe SNARE chez la levure peuvent être différents).
Nous avons observé que les syntaxines de la membrane
plasmique des vertébrés contiennent une séquence
N-terminale conservée extrêmement similaire, nous
poussant à rechercher un mode de liaison similaire de
Munc18-1 à la syntaxine-1.

En effet, nous avons trouvé que Munc18-1 se
lie étroitement aux complexes SNARE assemblés,
sous la dépendance du N-peptide de la syntaxine-1
(figure 3E ; Dulubova et al., 2007). Le complexe
Munc18-1/SNARE assemblé restait stable pendant la
chromatographie d’exclusion stérique, mais était dis-
socié par la délétion du N-peptide de la syntaxine
(figure 3E). Le laboratoire de James Rothman fit si-
multanément des observations similaires (Shen et al.,
2007). La fusion du seul épitope Myc au peptide-N
de la syntaxine 1 suffisait à inhiber ce mode de liai-
son, alors que la liaison de Munc18-1 à la forme mo-
nomérique fermée de la syntaxine-1 ne nécessitait pas
le peptide N de la syntaxine.

Considérés dans leur ensemble, ces résultats mon-
traient que Munc18-1 se lie à la syntaxine-1 de deux
manières séquentielles qui impliquent des conforma-
tions différentes de la syntaxine-1 (figure 4) : un mode
spécifique de l’exocytose au cours duquel Munc18-1
se lie à la syntaxine-1 �� fermée �� indépendamment
du peptide-N (Dulubova et al., 1999) et un mode
général partagé avec d’autres interactions protéines
SM/complexe SNARE via le peptide-N de la syn-
taxine, et interagit en outre avec d’autres éléments
du complexe SNARE (Dulubova et al., 2007).

Quelles sont les fonctions des deux modes de liai-
son de Munc18-1 aux protéines SNARE, et lequel est
le plus important pour la fusion ? Des expériences
de compétition du peptide initial dans la synapse du

Fig. 4. Changements conformationnels des protéines SNARE et SM responsables de la fusion des vésicules synaptiques.
Avant la fusion, la syntaxine-1 présente par défaut une conformation �� fermée �� qui lie Munc18-1 par une interaction
ne nécessitant pas le domaine N-ter de la syntaxine-1 (Dulubova et al., 1999). Dans la réaction A, la syntaxine-1 est
ouverte (probablement par une catalyse opérée par Munc 18-1 ; Ma et al., 2011) pour initier l’activation de la vésicule
synaptique. Dans la réaction B, les complexes SNARE s’assemblent partiellement par �� fermeture éclair �� de N- vers
C-terminal (Hanson et al., 1997), tandis que Munc18-1 reste associée avec la syntaxine-1 pendant l’assemblage des
complexes SNARE par l’intermédiaire de sa liaison au N-peptide de la syntaxine (Khvotchev et al., 2007). Dans la
réaction C, le Ca2+ déclenche l’ouverture du pore de fusion en stimulant la finalisation de l’assemblage du complexe
SNARE ; Munc18-1 contribue à ce processus et est indispensable à l’ouverture du pore pendant cette étape, car son
association permanente avec les complexes SNARE est essentielle à cette ouverture (Zhou et al., 2013a). Après la fusion,
les vésicules sont endocytées (voir figure 1) et les complexes SNARE sont désassemblés par l’ATPase NSF et sa protéine
adaptatrice SNAP (qui n’a pas de relation à la protéine SNARE SNAP-25). Munc18-1 reste associée à la syntaxine-1 et
retourne à son interaction hétérodimérique avec la syntaxine-1 en conformation �� fermée ��. Il y a donc deux transitions
de conformation majeures pendant l’exocytose : l’ouverture de la syntaxine-1 avec réarrangement du mode de liaison de
Munc18-1, et l’assemblage des protéines SNARE dans un complexe SNARE.
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�� calice de Held �� ont montré que le déplacement
du N-terminal de la syntaxine-1 de Munc18-1 in-
hibe la fusion des vésicules synaptiques (Khvotchev
et al., 2007). Des études ultérieures ont décrit com-
ment des mutations de Munc18-1, qui diminuent la
liaison de cette molécule aux séquences N-terminales
de la syntaxine-1, diminuent également la fusion (Deak
et al., 2009). Il faut noter que dans une étude plus tar-
dive, où ce résultat était récusé à l’aide de mutations
similaires mais plus modestes (Meijer et al., 2012),
les mutations Munc18-1 ne provoquaient qu’une di-
minution partielle de la liaison au peptide-N de la
syntaxine 1. Dans ces travaux, toutes les expériences
étaient conduites en forte surexpression, ce qui pou-
vait évidemment compenser la diminution de l’affinité
de liaison. De plus chez C. elegans, des expériences
ont révélé que le peptide-N était essentiel pour la fu-
sion, mais n’avait pas besoin d’être sur la syntaxine-1
pour fonctionner, du moment qu’il était positionné
près des complexes SNARE (Rathore et al., 2010). Fi-
nalement, nous avons montré que dans les synapses
de mammifère, le peptide-N de la syntaxine-1 était
également nécessaire à la fusion dans les conditions
physiologiques (Zhou et al., 2013b).

Ces expériences démontrent que la liaison de
Munc18-1 à la syntaxine �� ouverte �� à l’intérieur du
complexe SNARE est essentielle pour la fusion et va-
lident la fonction de Munc18-1 – analogue à celle de
Sec1p – comme composant intrinsèque de la machine-
rie de fusion. Quel est donc alors le rôle de la liai-
son de Munc18-1 à la syntaxine �� fermée �� ? Pour
tester ce rôle, nous avons créé des souris knock-in
chez lesquelles la syntaxine se trouvait constitutive-
ment �� ouverte �� (syntaxine-1 open), et donc la liai-
son de Munc18-1 à la syntaxine �� fermée �� y était in-
hibée (Gerber et al., 2008). Chez ces souris, Munc18-1
et la syntaxine-1 étaient toutes deux déstabilisées et
leur niveau diminué, confirmant la notion que que le
complexe Munc18-1 /syntaxine -1 fermée stabilise les
deux protéines (Verhage et al., 2000). Par ailleurs,
dans les synapses à syntaxine-1 ouverte, l’activation
des vésicules était plus faible, probablement parce que
moins de créneaux étaient disponibles pour la fusion
des vésicules (Gerber et al., 2008 ; Acuna et al., 2014).

Cependant ces synapses à syntaxine-1 ouverte ont
une probabilité de libération Ca2+-dépendante forte-
ment augmentée et la fusion y est accélérée. Même
la fusion des vésicules individuelles, évaluée d’après la
cinétique d’évènements de libération uniques (mini),
est plus rapide dans les synapses à syntaxine-1 ouverte
que dans les synapses de type sauvage (Acuna et al.,
2014). Ces données, ainsi que l’observation selon la-
quelle le domaine Habc de la syntaxine-1 n’est pas es-
sentiel pour la fusion (Zhou et al., 2013a), démontrent
que la liaison de Munc18-1 à la conformation fermée
de la syntaxine-1 n’est pas requise pour la fusion,

alors que la liaison à la conformation �� ouverte ��

dans le complexe SNARE est nécessaire. La liaison de
Munc18-1 à la conformation fermée de la syntaxine-1
servirait à deux autres fonctions : stabiliser les deux
protéines dans le complexe, et diriger l’assemblage du
complexe SNARE ; elle régulerait ainsi le taux de fu-
sion.

Comment les SNARE et les protéines SM
médient-elles la fusion ?

En principe, les protéines SNARE interviennent dans
la fusion par un mécanisme simple : elles sont at-
tachées aux deux membranes destinées à fusionner
et forment un complexe �� trans �� qui implique le
�� zippage �� progressif du complexe de faisceaux à
quatre hélices dans une direction N- à C-terminale,
en contraignant les membranes prêtes à fusionner à
une proximité étroite et en déstabilisant leurs surfaces.
Ce processus ouvre un pore de fusion, dont l’expan-
sion convertit ensuite les complexes SNARE �� trans ��

en complexes �� cis �� qui sont ensuite dissociés par les
protéines adaptatrices NSF et SNAP, permettant ainsi
un recyclage des vésicules et des protéines SNARE
pour un autre cycle de fusion.

Au moins deux questions importantes se posent
alors. D’abord, les protéines SNARE agissent-elles
surtout comme des générateurs d’énergie pour attirer
les membranes les unes vers les autres (ce qui pour-
rait être suffisant pour induire leur fusion in vitro), ou
bien les protéines SNARE ouvrent-elles en fait le pore
de fusion ? Deuxièmement, quelle est précisément la
fonction des protéines SM dans la fusion – pourquoi
sont-elles requises ?

In vitro, les régions transmembranaires de la sy-
naptobrévine et de la syntaxine-1 interagissent dans
le plan de la membrane. Les motifs SNARE de ces
protéines forment une hélice α rigide et continue
avec leurs régions transmembranaires, suggérant une
contribution active de ces régions à la formation du
pore de fusion (Stein et al., 2009). Cependant, au
cours d’expériences récentes, nous avons trouvé que
la synaptobrévine et la syntaxine-1 médient encore
la fusion lorsqu’elles sont toutes deux attachées à
leur membrane d’origine par des ancres lipidiques,
et non pas par des régions transmembranaires, ce
qui démontre que les régions transmembranaires ne
sont pas des composantes essentielles de la machinerie
de fusion (Zhou et al., 2013b). Ces résultats étayent
l’idée que les protéines SNARE agissent comme des
générateurs d’énergie, et que leurs régions transmem-
branaires n’agissent pas comme des catalyseurs de la
fusion.

Que font donc les protéines SM dans la fusion ?
Le fait qu’elles soient requises de manière continue
pendant l’assemblage du complexe SNARE est un ar-
gument en faveur d’un rôle d’organisateur permettant
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l’assemblage correct de ce complexe ; alternativement,
elles pourraient empêcher l’émergence de complexes
inappropriés, ou bien encore être des catalyseurs d’as-
semblages lipidiques pendant la fusion. Actuellement,
aucune donnée concluante ne permet de trancher dans
un sens ou dans l’autre, et il est certain que cette ques-
tion occupera nombre d’entre nous pour les années à
venir.

Les chaperonnes SNARE sont essentielles
pour maintenir l’intégrité de la terminaison
pré-synaptique

Les neurones émettent des potentiels d’action par
bouffées ou par trains, avec de fortes fréquences,
souvent au-delà de 100 Hz. Chaque événement de
libération de neurotransmetteur implique le replie-
ment et le dépliement de protéines SNARE réactives,
exposant le cytosol pré-synaptique au repliement
défectueux éventuellement délétère des protéines
SNARE et à la formation de complexes inappropriés
par des motifs SNARE réactifs. Il n’est donc pas
surprenant que les neurones expriment des chape-
ronnes spécialisées qui guident le repliement correct
des protéines SNARE, et que la délétion de ces cha-
peronnes conduise à la neurodégénération.

Nous avons identifié deux classes de ces molécules,
CSPα (pour Cysteine-String Protein α, nommée ainsi
parce qu’elle contient une châıne éponyme de résidus
cystéine palmytöılés pour amarrer la CSPα à la mem-
brane de la vésicule synaptique ; Gundersen et al.,
1994) et les synucléines (nommées ainsi parce que
on a d’abord pensé que ces protéines pouvaient aussi
résider dans le noyau ; Maroteaux et al., 1988).

Notre découverte de la fonction �� chaperonne �� de
ces molécules SNARE était pure sérendipité. Nous
avons trouvé que la délétion de CSPα provoque une
neurodégénérescence massive qui tue les animaux af-
fectés en 3 à 4 mois ; elle est due à une altération de
la formation du complexe SNARE (Fernández-Chacón
et al., 2004).

Il est étonnant que cette neurodégénérescence
soit réprimée par une surexpression modeste de
l’α-synucléine (Chandra et al., 2005). À la suite de
ces observations, nous avons montré que CSPα – qui
contient un domaine DNA-J et forme, avec Hsc70 et la
protéine SGT à domaine tétratricopeptide répété, un
complexe chaperon catalytique dépendant de l’ATP
(Tobaben et al., 2000) – catalyse le repliement cor-
rect de SNAP25, rendant SNAP25 compétente pour
l’assemblage du complexe SNARE (Sharma et al.,
2011a, 2011b, 2012). Chez les souris KO pour CSPα,
le repliement défectueux de SNAP25 altère l’assem-
blage du complexe SNARE qui, à son tour, provoque
une neurodégénérescence. L’α-synucléine pare à cette
neurodégénérescence en promouvant l’assemblage du

complexe par une activité chaperonne non classique,
ATP-indépendante (Burré et al., 2010).

Quoique ces observations aient mis au jour une fa-
cette intéressante de la biologie de la protéine SNARE,
nous ne comprenons pas encore en quoi les acti-
vités physiologiques de l’α-synucléine sont liées à son
rôle neurotoxique dans la maladie de Parkinson. Une
hypothèse séduisante serait que l’agrégation de l’α-
synucléine dans cette maladie prive les neurones de
toute l’α-synucléine fonctionnelle disponible, et cause
ainsi le repliement défectueux, lui-même délétère.
Des hypothèses alternatives, par exemple une activité
non physiologique toxique, directe, des oligomères de
l’α-synucléine, sont également plausibles.

4 Le déclenchement de la fusion
par le Ca2+ : les synaptotagmines
et d’autres

Alors que notre travail sur la fusion des membranes
progressait, nous étudiions également une question
voisine : comment la libération du neurotransmet-
teur par fusion des membranes vésiculaires est-elle
déclenchée par le Ca2+ ? Dès mon entrée dans le la-
boratoire de Victor Whittaker à Göttingen, j’ai été
fasciné par cette question. L’importance critique de
la libération déclenchée par le calcium dans le fonc-
tionnement cérébral m’intriguait, sa rapidité invrai-
semblable et sa plasticité me rendaient perplexe et
la ressemblance de l’exocytose des vésicules synap-
tiques induite par Ca2+ à d’autres types d’exocytose
impliquant également un déclenchement calcique, par
exemple ceux qui sous-tendent la sécrétion hormonale,
la dégranulation des mastocytes, ou la fécondation,
me suggérait que comprendre ce phénomène pouvait
éclairer d’une manière générale les processus de si-
gnalisation cellulaire. Bien que certaines découvertes
clés sur les synaptotagmines aient été faites en
même temps que celles qui concernaient les protéines
SNARE et SM, le travail sur les synaptotagmines a
nécessité un laps de temps plus long pour satisfaire
toutes les critiques, même les plus sévères, et quelques-
unes des plus importantes observations sont toutes
récentes.

Découverte de la synaptotagmine-1 : identification
de domaines C2 aussi versatiles que les domaines
de liaison au Ca2+

Au cours de nos travaux sur l’anatomie moléculaire
des synapses, nous avons cherché un senseur calcique
candidat qui puisse intervenir dans le déclenchement
de l’exocytose vésiculaire. Lorsque nous avons purifié
et cloné la synaptotagmine (Syt1) – qui avait déjà été
identifiée comme une protéine de vésicule synaptique



12 Société de Biologie de Paris

à l’aide d’un anticorps monoclonal préparé contre des
synaptosomes (Matthew et al., 1981) –, nous avons
été intrigués par sa structure primaire parce que Syt1
avait deux domaines C2 ancrés à la membrane de
la vésicule par une région transmembranaire (Perin
et al., 1990 ; figures 2 et 5a). À cette époque, on
ne savait rien sur les domaines C2, si ce n’est qu’ils
représentaient la �� 2ème séquence constante �� dans les
isozymes classiques de la protéine-kinase C (Coussens
et al., 1986). Puisque ces isozymes sont régulés par
le Ca2+ et interagissent avec les phospholipides, nous
avons supposé que les domaines C2 de la synaptotag-
mine pouvaient être des modules de liaison au Ca2+

interagissant avec les phospholipides, et que Syt1
pouvait être un senseur calcique pour la libération
vésiculaire (Perin et al., 1990). Explorant cette hy-
pothèse pendant deux décennies, nous avons montré
que le déclenchement calcique de la libération du neu-
rotransmetteur s’accomplit par la liaison du Ca2+ à
Syt1 et à d’autres synaptotagmines, et que différentes
isoformes de synaptotagmine jouent le rôle de senseur
dans d’autres types d’exocytose Ca2+ dépendantes.

Après la description de Syt1, le premier défi était
de tester si les domaines Syt1 C2 étaient bien un nou-
veau type de domaines de liaison entre le Ca2+ et les
phospholipides. Nous avons montré que les domaines
C2 de Syt1 se liaient aux phospholipides (Perin et al.,
1990), que cette liaison était médiée par Syt1 purifiée à
partir de cerveau, de manière Ca2+ dépendante (Brose
et al., 1992) et qu’un seul des deux domaines C2 de
Syt1 – le domaine C2A – replié de manière autonome
liait le Ca2+ et les phospholipides en un complexe ter-
naire (Davetlof & Südhof, 1993, 1994 ; figure 5B). De
plus, les domaines C2 de Syt1 se lient également à
la syntaxine 1 et aux complexes SNARE en présence
de Ca2+ (Chapman et al., 1995 ; Li et al., 1995a,
1995b). En collaboration avec Steven Sprang et Jo-
sep Rizo, nous avons établi les structures atomiques
des domaines C2 de Syt1 et défini l’architecture de
leurs sites de liaison au Ca2+ (Sutton et al., 1995 :
Shao et al., 1996, 1997 ; Ubach et al., 1998, 2001 ;
Fernandez et al., 2001 ; figure 5A). Nos études structu-
rales ont démontré que les domaines C2 de Syt1 sont
composés de sandwiches β avec des boucles souples
émergeant du dessus et du dessous et que le Ca2+ se
lie exclusivement aux boucles du dessus des domaines
C2 dotés de sphères de coordination incomplètes (fi-
gures 5A et 5C). En conséquence, la liaison intrinsèque
du Ca2+ à Syt1 a une affinité faible, mais est forte-
ment renforcée par la liaison avec des phospholipides
qui complètent les sphères de coordination (Davetlov
et Südhof, 1993, 1994 ; Ubach et al., 1998 ; Fernandez
et al., 2001).

La définition biochimique et structurale du do-
maine C2A de Syt1, comme module de liaison au Ca2+

replié de manière autonome – première description

Fig. 5. Structure des domaines et liaison au calcium
de la synaptotagmine-1. (A) Structure du domaine de la
synaptotagmine-1 (Syt1) et structure des domaines C2
(courtoisie de J. Rizo ; Shao et al., 1998 ; Fernandez et al.,
2001). (B) Le domaine C2A de Syt1 et par extension
d’autres domaines C2 sont des domaines de liaison au
Ca2+, à repliement autonome. Les données illustrent la
régulation à haute affinité et la forte coopérativité de la
liaison des phospholipides au domaine C2A de Syt1 recom-
binant et purifié (reproduit de Davetlov & Südhof, 1993).
(C) Architecture des sites de liaison au Ca2+ du domaine
C2A de Syt1, déterminée par spectroscopie NMR (modifié
de Fernández-Chacón et al., 2001). Notez que plusieurs
ions Ca2+ sont reliés dans des sphères de coordination
incomplètes par de multiples résidus aspartate qui se re-
couvrent.
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pour tout domaine C2 – se révéla être un paradigme
valable pour tous les domaines C2, qui sont mainte-
nant reconnus comme des motifs de liaison au Ca2+

de beaucoup de protéines (Rizo et Südhof, 1998 ;
Corbalan-Garcia et Gomez-Fernandez, 2014). Toute-
fois, tous les domaines C2 ne lient pas le Ca2+. Cer-
tains domaines C2 sont des modules de liaison aux
phospholipides Ca2+ indépendants (par exemple le do-
maine PTEN C2 ; Lee et al., 1999), tandis que d’autres
sont des domaines d’interaction avec des protéines
indépendantes du Ca2+ (par exemple le domaine C2
N-terminal de Munc13 qui lie les RIM, comme on le
verra plus loin ; Dulubova et al., 2005 ; Lu et al., 2006).
Même les domaines C2 qui lient Ca2+ sont fonction-
nellement divers. Par exemple, à la différence des do-
maines C2 de Syt1, certains domaines C2 présentent
une forte affinité pour le Ca2+ même en l’absence de
phospholipides (par exemple le domaine C2 central de
Munc13 ; Shin et al., 2010). Les domaines C2 sont donc
des modules protéiques versatiles qui sont le plus sou-
vent des domaines de liaison aux phospholipides mais
peuvent adopter de multiples autres fonctions.

Démonstration que Syt1 est un senseur de Ca2+

pour l’exocytose

Après que les études biochimiques ont établi que Syt1
liait le calcium, le défi suivant était de chercher si Syt1
était bien le senseur de Ca2+ théorisé depuis si long-
temps par Katz pour expliquer la libération synap-
tique. Les études initiales chez C. elegans et la dro-
sophile indiquaient de manière décevante qu’après la
délétion de Syt1, une partie au moins de la libération
de neurotransmetteur persistait malgré une réduction
significative (DiAntonio et al., 1993 ; Littleton et al.,
1993 ; Nonet et al., 1993). Nos analyses électro-
physiologiques du knock out de Syt1 chez la sou-
ris, où des mesures à plus haute résolution de la
libération étaient possibles, révélèrent alors que Syt1
est sélectivement et absolument requise pour la fu-
sion synaptique synchrone rapide dans les neurones
du cerveau antérieur, alors que d’autres formes, plus
lentes, de libération induite par le Ca2+ peuvent s’en
passer (figur 6 ; Geppert et al., 1994a ; Maximov &
Südhof, 2005). Ces expériences, réalisées en collabo-
ration avec Chuck Stevens à l’Institut Salk, expli-
quaient les phénotypes chez la drosophile et C. ele-
gans, et établissaient que Syt1 est essentielle pour la
libération déclenchée par le Ca2+, mais n’est pas in-
dispensable pour la fusion elle-même – n’est même
pas nécessaire pour toutes les fusions déclenchées
par le Ca2+. De plus la délétion de Syt1 accrois-
sait la �� mini ��-libération spontanée au niveau de cer-
taines synapses, ce qui suggérait que Syt1 contri-
bue normalement à bloquer l’exocytose spontanée des

Fig. 6. Le KO de la synaptotagmine-1 (Syt1) supprime
sélectivement le largage rapide synchrone du neurotrans-
metteur. Tracés des réponses synaptiques évoquées dans
des neurones hippocampiques de souris nouvelles-nées sau-
vages (WT, à gauche) et Syt1 KO (à droite). Les réponses
synaptiques ont été induites par des potentiels d’action
isolés ; deux échelles différentes sont indiquées en (i) et (ii)
(barres de calibration). Notez que le KO Syt1 supprime
complètement la réponse synchrone rapide, mais pas les
réponses asynchrones lentes. (Reproduit de Geppert et al.,
1994a).

vésicules synaptiques (Maximov & Südhof, 2005 ; Xu
et al., 2009).

Les analyses du knock out de Syt1 étayaient donc
l’hypothèse �� de la synaptotagmine/senseur de Ca2+ ��,
mais n’excluaient pas la possibilité que Syt1 posi-
tionne les vésicules à proximité des canaux Ca2+

voltage-dépendants (une fonction dont on sait main-
tenant qu’elle est le fait des RIM et des RIM-BP
(Kaeser et al., 2011). Cette fonction de positionne-
ment pourrait permettre à un autre �� véritable �� sen-
seur calcique d’effectuer le déclenchement par le Ca2+.
Cette hypothèse alternative, qui a été beaucoup dis-
cutée (Neher & Penner, 1994), est en accord avec
la libération résiduelle Ca2+-dépendante dans les sy-
napses knock out pour Syt1, mais ne permet pas d’ex-
pliquer pourquoi Syt1 lie le Ca2+.

Pour tester directement si la liaison de Ca2+ à
Syt1 déclenche effectivement la libération du neu-
rotransmetteur, nous avons introduit une mutation
ponctuelle (R233Q) dans le gène Syt1 endogène de
la souris, qui diminuait de moitié l’affinité de liai-
son Syt1 Ca2+ pendant la liaison des phospholi-
pides, mais n’avait pas d’effet détectable sur celle de
la syntaxine-1 Ca2+ dépendante (figures 7A et 7B ;
Fernández-Chacón et al., 2001). Des enregistrements
électro-physiologiques, réalisés en collaboration avec
Christian Rosenmund, ont révélé que la mutation
R233Q convertissait la dépression synaptique pendant
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Fig. 7. La liaison du Ca2+ à la synaptotagmine-1 (Syt1) déclenche la libération de neurotransmetteur. Démonstration à
l’aide de souris knock-in pourvues d’une mutation Syt1 à affinités pour le Ca2+ modifiées. A & B. La substitution d’un
seul aminoacide dans le domaine CA2 de Syt1 (R233Q) diminue l’affinité apparente de Syt1 pour le Ca2+, au cours de
la liaison aux phospholipides mais pas au cours de la liaison à la syntaxine -1. Les données montrent des mesures de la
liaison Ca2+-dépendante du domaine cytoplasmique de Syt1, sauvage ou mutante R233Q, à des liposomes (A) ou à la
GST-syntaxine-1 immobilisée (B). C. La substitution R233Q d’un aminoacide diminue la probabilité de libération du
neurotransmetteur, ce qui est mis en évidence par la conversion d’une dépression synaptique dans les synapses sauvages
en une facilitation synaptique chez les mutants R233Q. Les réponses synaptiques sont mesurées pendant un train de
stimulation de 10Hz (à gauche, tracés représentatifs ; à droite, réponses normalisées). D. La mutation R233Q diminue
d’environ deux fois l’affinité apparente pour le Ca2+ pour le relargage du neurotransmetteur et pour la liaison aux
phospholipides (voir A), ce qui explique la diminution de la probabilité de libération en C. Les données montrent les
amplitudes normalisées des réponses synaptiques en fonction de la concentration en Ca2+ extracellulaire. E. Une autre
substitution d’aminoacide dans le domaine C2A de Syt1 (D232N) a un effet distinct sur les propriétés de liaison au
Ca2+ de Syt1 : elle accrôıt la liaison dépendante du Ca2+de Syt1 aux complexes SNARE. Les données montrent les
mesures de liaison dépendante du Ca2+ de Syt1 sauvage et de Syt1 mutée D232N aux complexes SNARE dans des
homogénats de cerveau de souris knock in solubilisés au Triton X-100. Les complexes SNARE ont été immunoprécipités
aux concentrations indiquées de Ca2+ libre, et les précipités ont été analysés par immunoblotting quantitatif pour Syt1
(courbes du haut), Munc18-1 et complexines (courbes du bas). Notons que Munc18-1 et les complexines co-précipitent
constitutivement avec les complexes SNARE, alors que la co-immunoprécipitation de Syt1 est renforcée de manière
spectaculaire aux concentrations croissantes de Ca2+. F et G. La comparaison directe des effets des mutations knock in
D232N et R233Q de Syt1 démontre que ces deux mutations produisent des effets opposés sur l’affinité apparente pour
le Ca2+ lors de la libération. F. Mesures de l’amplitude absolue des courants inhibiteurs post-synaptiques évoqués en
fonction du Ca2+ extracellulaire dans des neurones en culture des souris mutantes knock in D232N ou R233Q et des
souris sauvages (WT). Les amplitudes synaptiques répondent à une fonction de Hill. G. Affinité apparente pour le Ca2+

lors de la libération, calculée par adaptation pour la fonction de Hill des données de F, comparant les synapses des
témoins sauvages aux synapses mutantes D232N ou R233Q. Les panneaux A-D ont été empruntés à Fernández-Chacón
et al. (2001) ; les panneaux E-G à Pang et al. (2006), et à Xu et al. (2009).
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les trains de stimuli en une facilitation synaptique,
compatible avec une probabilité de libération di-
minuée (figure 7C).

Il est important que cette probabilité diminuée ait
pu être attribuée à une division par 2 de l’affinité ap-
parente pour le Ca2+ de la décharge du neurotrans-
metteur, ce qui prouvait formellement que Syt1 est le
senseur de Ca2+ pour la libération.

Dans les études ultérieures, nous avons étendu
cette analyse et introduit chez des souris knock out
d’autres mutations ponctuelles, y compris une mu-
tation (D232N) qui augmentait l’interaction Ca2+

dépendante de Syt1 avec les protéines SNARE
(figure 7E ; Pang et al., 2006a). Nous avons trouvé
que cette mutation augmentait la libération de neu-
rotransmetteur. Nous avons montré au cours d’une
comparaison détaillée entre les mutations ponctuelles
R233Q et D232N, qui diminue ou augmente respec-
tivement l’affinité apparente Syt1/Ca2+, qu’elles ont
des effets correspondants opposés sur l’affinité Ca2+

apparente de la libération (figures 7F et 7G). De plus,
dans des expériences parallèles sur des cellules chro-
maffines, réalisées en collaboration avec Erwin Neher,
nous avons trouvé que Syt1 agit également comme un
senseur calcique pour l’exocytose des granules endo-
crines (Voets et al., 2001 ; Sørensen et al., 2002), bien
que, dans ce cas, la délétion de Syt1 ne cause qu’un af-
faiblissement minime de l’exocytose déclenchée par le
Ca2+, parce que la fonction Syt1 est largement redon-
dante avec celle de Syt7 dans les cellules chromaffines
(Schonn et al., 2008 ; voir la discussion ci-dessous).

L’ensemble de ces travaux prouvent que Syt1
agit comme un senseur calcique pour l’exocytose
vésiculaire. La question suivante était de déterminer
si la liaison du Ca2+ aux deux domaines C2 de Syt1
contribuait au déclenchement de la libération. Les
études initiales chez la drosophile avaient démontré
que le domaine C2B était essentiel pour cette
libération (Mackler & Reist, 2001). Une autre étude
suggérait que le domaine C2A était inutile (Robinson
et al., 2002) mais le ratio signal/bruit de fond
de ces expériences était trop faible pour écarter
une contribution du domaine C2A. Nous avons uti-
lisé des expériences de �� rescue �� systématique pour
comparer quantitativement l’activation calcique chez
des mutants Syt1, privés des domaines C2A ou
C2B. Nous avons montré que les domaines C2B et
C2A contribuent tous deux significativement à la
libération (Shin et al., 2009). De plus, nous avons ob-
servé qu’en l’absence du domaine C2A, la libération
calcium-dépendante avait une coopérativité calcique
apparente significativement diminuée, démontrant
ainsi que la liaison du Ca2+ au domaine C2A
de la synaptotagmine-1 participe directement au
déclenchement par le Ca2+ de la libération rapide.

Diversité des synaptotagmines dans la libération
rapide du neurotransmetteur déclenchée par Ca2+

Le génome des mammifères code pour 16 synaptotag-
mines (définies comme des protéines à double domaine
C2 avec une région N-terminale transmembranaire).
Les domaines C2 de 8 synaptotagmines (Syt-1-Syt3,
Syt5-Syt7, Syt 9, et Syt 10) lient le Ca2+, tandis que
ceux des 8 autres ne le font pas. Les 8 synaptotagmines
liant le Ca2+ comprennent deux classes qui diffèrent
en ce qu’elles ont (Syt 3, Syt5, Syt6 et Syt 10) ou pas
(Syt1, Syt2, Syt7 et Syt9) une liaison disulfure termi-
nale, permettant une dimérisation.

Lorsque la diversité des synaptotagmines a émergé
(voir par exemple Geppert et al., 1991 ; Li et al.,
1995a, 1995b), on a été surpris que le knock out de
Syt1 ait produit un phénotype grave, alors que cer-
taines au moins des autres synaptotagmines sont co-
exprimées avec Syt1. Toutefois, à l’aide d’expériences
systématiques de restauration, nous avons montré que
seules trois des huit synaptotagmines liant le Ca2+ –
Syt1, Syt2 et Syt 9 – interviennent dans l’exocytose
rapide des vésicules synaptiques (Xu et al., 2007). Ces
synaptotagmines présentent des cinétiques distinctes,
avec Syt2 déclenchant la libération plus rapide, et
Syt 9 plus lente que Syt1. La plupart des neurones
du cerveau antérieur expriment seulement Syt1, expli-
quant le phénotype majeur du knock out de Syt1. Syt2
est le senseur calcique des synapses rapides du tronc
cérébral et de la jonction neuromusculaire (Pang et al.,
2006b, 2007 ; Sun et al., 2007 ; figures 8A et 8B), tan-
dis que Syt9 est présente surtout dans le système lim-
bique (Xu et al., 2007). Ainsi les propriétés cinétiques
de Syt1, Syt2, et Syt9 correspondent aux besoins fonc-
tionnels des synapses qui les contiennent.

Dans nos études initiales des KO de Syt1 (Geppert
et al., 1994a), nous avions observé que, malgré la dis-
parition de la libération synaptique rapide, une forme
plus lente de libération calcium-dépendante persistait
(figure 6). Nous avons donc cherché à définir sur le
plan biochimique la contribution de la forme �� ra-
pide �� de libération dépendant de la synaptotagmine
et à décrire les propriétés de la forme lente persistante.
Pour ce faire, nous avons fait appel à la synapse du
�� calice de Held �� comme système modèle, parce qu’elle
permet le patch-clamp simultané des compartiments
pré- et post-synaptiques, donnant une résolution sans
équivalent pour des mesures électro-physiologiques
(Forsythe, 1994 ; Borst & Sakman, 1996). Cette sy-
napse exprime seulement Syt2 parmi les synaptotag-
mines �� rapides �� (figure 8A ; Sun et al., 2007). Chez
le knock out de Syt2, la libération rapide de neuro-
transmetteur au niveau de la synapse du calice de
Held est abolie ; seule persistait une forme plus lente
(figure 8B). Cette forme lente de libération n’était
cependant pas facilitante lors de trains de stimuli à
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Fig. 8. La délétion de la synaptotagmine-2 (Syt2), le senseur calcique rapide de la libération au niveau de la synapse
en Calice de Held, détecte une forme plus lente de la décharge déclenchée par Ca2+ , qui est elle-même contrôlée par
un senseur de Ca2+ secondaire, doté d’une coopérativité beaucoup plus faible que Syt2. A. La localisation de Syt2 par
immunochimie démontre une expression abondante dans les terminaisons pré-synaptiques au niveau des synapses en
Calice. B. Le knockout (KO) de Syt2 dans les synapses Calice supprime la plus grande partie de la décharge synchrone
rapide induite par un train de potentiels à haute fréquence (40 stimuli à 25 Hz). Les tracés représentatifs des réponses
synaptiques (EPSC) enregistrés pendant la totalité du train sont montrés en haut (notez que les tracés sauvage et mutant
sont à des échelles différentes), et les expansions des 4 ESPC initiales et finales en bas (notez ici que les tracés sauvage et
mutant sont à la même échelle mais que ces échelles diffèrent pour le premier et les 4 derniers). Le déplacement de base
des tracés du KO Syt2 reflète le déclampage du largage asynchrone, qui n’est pas observé dans les synapses sauvages. C.
Le KO de Syt2 altère sévèrement la libération du neurotransmetteur déclenché par de fortes concentrations de Ca2+ dans
la synapse en Calice de Held. Les terminaisons pré-synaptiques ont été remplies (par une pipette à patch) avec du Ca2+

encagé qui peut être décagé par photolyse en flash. La quantité libérée a été mesurée au niveau post-synaptique en suivant
l’ESPC, puis en calculant le nombre de vésicules libérées à un temps donné (taux de décharge). La concentration de Ca2+

pré-synaptique a été mesurée simultanément par microfluorométrie. D. La décharge de neurotransmetteur déclenchée par
le Ca2+ montre une dépendance biphasique à la concentration en Ca2+ dans les synapses en Calice sauvages (WT) avec
une coopérativité apparente basse au Ca2+ du largage (environ 2 ions Ca2+) à de faibles concentrations en Ca2+, et une
coopérativité apparente élevée à des concentrations plus hautes (environ 5 ions Ca2+). Le KO de Syt2 abolit sélectivement
la haute coopérativité du Ca2+ dans la phase de libération, faisant décrôıtre les taux de largage d’environ 100 fois à des
concentrations physiologiques de Ca2+, sans affecter significativement la décharge déclenchée par le Ca2+ à de faibles
concentrations. Les graphiques résument les pics des taux de libération des ESPC en fonction de diverses concentrations
en Ca2+ libre dans la terminaison présynaptique. La ligne pointillée représente une adaptation à la puissance 5 des
données des terminaisons sauvages à 1μM de Ca2+ libre ; la ligne pleine une fonction à la puissance 2 des données
des terminaisons mutantes à toutes les concentrations de Ca2+. Notez que la ligne pleine est également valide pour les
réponses de type sauvage à toutes les concentrations de Ca2+. Ces données sont adaptées de Sun et al. (2007).
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haute fréquence, à la différence de ce que nous avions
observé dans les synapses Syt1 KO de neurones hip-
pocampiques et corticaux (voir Maximov & Südhof,
2005 et figure 9). En conséquence, le KO de Syt2 blo-
quait la plus grande partie de la libération calcium
dépendante dans cette synapse, indépendamment de
la fréquence de stimulation (Sun et al., 2007).

Nous avons ensuite analysé la dépendance au Ca2+

de la libération du neurotransmetteur, dans les sy-
napses de calice de souris Syt2 KO en comparaison
de souris sauvages, à l’aide de décageage localisé de
Ca2+ par photolyse. Nous avons réalisé des mesures
simultanées de la réponse post-synaptique (qui permet
des calculs précis de l’exocytose des vésicules synap-
tiques) et des niveaux pré-synaptiques de Ca2+ par
microflurométrie, une stratégie mise au point par les
laboratoires de Sackmann, Schneggenburger et Neher
(Bollmann et al., 2000 ; Schneggenbuger & Neher,
2000). Conformément à une description antérieure
(Bollmann et al., 2000), nous avons trouvé que la
libération déclenchée par des concentrations physio-
logiques de Ca2+ montrait une coopérativité calcique
apparente de 5, semblable au nombre d’ions Ca2+

liés aux synaptotagmines (figure 8C et 8D). Toutefois
la faible libération résiduelle déclenchée par le Ca2+

dans les synapses en calice des SYT2 KO présentait
une coopérativité apparente de 2 seulement, ce qui
suggérait que cette libération était médiée par un sen-
seur calcique différent qui, au moins dans la synapse
du calice de Held, avait des propriétés distinctes de
celles de Syt1, Syt2, et Syt9 (Sun et al., 2007).

Test de la fonction de la synaptotagmine 7
dans la libération lente induite par Ca2+

Quel est le senseur calcique qui induit la libération
résiduelle dans les synapses KO Syt1 et Syt2 et
cette libération pourrait-elle être médiée par l’une des
cinq autres synaptotagmines qui lient Ca2+ ? Cette
libération résiduelle dans les neurones KO pour Syt1
montre des particularités selon les synapses. Alors
que dans les synapses en calice de Held, la libération
résiduelle des Syt2-KO reste faible et constante même
aux fréquences de stimulation élevées (figure 8B), dans
les synapses hippocampiques et corticales des Syt1-
KO, la libération résiduelle �� asynchrone �� est mas-
sivement facilitée aux fréquences élevées (figure 9A).
En conséquence, chez les Syt-KO, la quantité totale de
libération calcique induite par des trains de stimuli à
haute fréquence est voisine des synapses sauvages bien
que le taux initial de libération rapide diffère d’un fac-
teur plus grand que 10 (Maximov & Südhof, 2005 ; Xu
et al., 2012).

Avec l’objectif de définir le senseur calcique res-
ponsable de la libération résiduelle dans les neurones
hippocampiques Syt1 déficients, nous nous sommes

concentrés sur Syt7. Nous avions montré auparavant
que Syt7, comme Syt1, fonctionne comme senseur
de Ca2+ pour l’exocytose dans les cellules chromaf-
fines et dans d’autres cellules neuroendocrines et en-
docrines (Sugita et al., 2001 ; Gustavsson et al., 2008,
2009 ; Schonn et al., 2008) et Paul Brehm avait mis
en évidence un rôle de Syt7 à la jonction neuromuscu-
laire (Wen et al., 2010). Nous avons trouvé que, alors
que la perte de fonction de Syt7 ne produisait pas de
changement majeur dans la libération de neurotrans-
metteur dans les neurones de type sauvage (Maximov
et al., 2008), elle inhibait la plus grande part de la
libération lente résiduelle déclenchée par le Ca2+ dans
les neurones des mutants Syt1-KO (Bacaj et al., 2013 ;
figure 9). Le phénotype perte-de-fonction Syt7 dans
les neurones Syt1 -/- ne pouvait être compensé que
par des sites de liaison à Ca2+ fonctionnels contenant
Syt7, ce qui suggérait que Syt7 fonctionne comme
un senseur calcique. À l’inverse de Syt1 chez lequel
les sites de liaison calciques à domaine C2B étaient
plus importants que les sites à domaine C2A, chez le
Syt7-KO, l’inhibition des domaines C2B n’avait au-
cun effet tandis que le blocage des sites de liaison
calciques C2A abolissait son activité (Bacaj et al.,
2013). Ce résultat indique que – de même que pour
les autres synaptotagmines de sa classe (Syt1, Syt2
et Syt9) – les mécanismes d’action de Syt1 et Syt7
diffèrent partiellement.

Considérées dans leur ensemble, ces observations
suggèrent que Syt7 fonctionne comme un senseur cal-
cique de l’exocytose, (de même que Syt1, Syt2 et Syt9)
mais avec une cinétique plus lente, sa fonction nor-
male dans les synapses sauvages étant généralement
masquée par la forme Syt1 plus rapide. Bien que la
fonction de Syt7 ne soit pas immédiatement apparente
dans la plupart des synapses normales (figure 9), des
enregistrements appariés ont montré que Syt7 contri-
bue physiologiquement à la libération pendant les
trains de stimuli (Bacaj et al., 2013). Par conséquent
ce sont quatre synaptotagmines (Syt1, Syt2, Syt7 et
Syt9) qui, ensemble, sont responsables de presque
toute la libération de neurotransmetteur à la synapse.
La vitesse d’action différente de Syt1 et Syt7 est peut-
être liée à sa localisation car Syt7 n’a jamais été
trouvée dans les vésicules synaptiques (Sugita et al.,
2002 ; Maximov et al., 2008), alors qu’elle est présente
sur les granules endocrines, ce qui suggère qu’elle est
lente, parce qu’elle n’est pas aussi proche du site de la
fusion déclenchée par Ca2+ que Syt1.

Les complexines collaborent à la fusion dépendante
de la synaptotagmine déclenchée par le Ca2+

Nous avons identifié les complexines comme de
petites protéines liées aux complexes SNARE
mais pas aux protéines SNARE individuelles
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Fig. 9. Les knockdown de la synaptotagmine-7 (syt7) altèrent le largage résiduel lent des neurones knockout pour la
synaptotagmine (Syt1). A et B. Dans des neurones hippocampiques en culture de type sauvage (WT), la suppression de
l’expression de Syt7 par knockdown n’a pas d’effet sur la libération de neurotransmetteur évoquée par un train de stimuli
à haute fréquence (A). Cependant la suppression de Syt7 dans les neurones également déficients en Syt1 (Syt1 KO) altère
la plus grande partie de la libération calcium-dépendante lente qui persiste chez le Syt1 KO (B). Les données sont des
tracés représentatifs d’EPSC évoqués par des trains de stimuli de 10 Hz obtenus soit dans des neurones témoins soit dans
des neurones exprimant quatre shRNA différents de Syt7 (pour assurer la reproductibilité). Notez que dans les neurones
hippocampiques, les trains de stimuli à haute fréquence induisent dans les neurones Syt1 KO une forme fortement
facilitante de sortie asynchrone, telle que la quantité totale libérée pendant le train est similaire dans les neurones Syt1
KO et sauvages. A contrario, dans les synapses en Calice Syt2 KO, aucune facilitation de la décharge résiduelle n’est
observée (voir figure 8B). C et D. Sur des tranches hippocampiques, la suppression de l’expression de Syt7, n’a pas, à elle
seule, d’effet significatif sur la libération ; cependant, comme dans les expériences in vitro, la suppression de l’expression
de Syt1 supprime la phase initiale rapide de la libération mais une forme de décharge asynchrone, fortement facilitatrice,
persiste, qui est sévèrement altérée par la suppression conjointe de Syt7. Les tracés montrent des EPSC évoqués par
des stimuli isolés appliqués à intensités croissantes (C) ou par un train de stimuli de 100 Hz et 0,1 seconde. (D) Tracés
représentatifs avec expansion de la réponse initiale, en bas. Les mesures ont été faites sur des tranches d’hippocampe de
souris deux semaines après transfection de virus codant pour les shRNA contre différentes synaptotagmines au niveau
du champ CA1 de l’hippocampe. Les ESPC ont été mesurés dans les neurones post-synaptiques du subiculum après
stimulation des axones des neurones de la région CA1. Tous les résultats sont adaptés de Bacaj et al. (2013).

(McMahon et al., 1995 ; également caractérisées
indépendamment plus tard par Ishizuka et al., 1995).
La structure cristalline de la complexine liée au com-
plexe SNARE, obtenue en collaboration avec Josep
Rizo, a révélé que la complexine contient une hélice
α centrale qui s’insère de manière antiparallèle dans
le sillon formé par les motifs SNARE de la syntaxine
1 et la synaptobrévine 2 (Chen et al., 2002). L’hélice
α centrale de la complexine est précédée en position
N-terminale par une hélice α non structurée et suivie
en position C-terminale par une séquence non struc-
turée plus longue. L’analyse de neurones déficients en
complexine montre que celle-ci est un cofacteur de

la synaptotagmine, agissant à la fois pour clamper
et activer la fusion calcium-dépendante (Reim et al.,
2001 ; Tang et al., 2006 ; Huntwork & Littleton, 2007 ;
Maximov et al., 2009 ; Yang et al., 2010). L’absence
de complexine produit un phénotype similaire à
l’absence de Syt1 mais en moins sévère, avec une
suppression partielle de l’exocytose synchrone ra-
pide et une augmentation de l’exocytose spontanée,
suggérant que les complexines et les synaptotagmines
sont fonctionnellement interdépendantes.

Il y eut une certaine confusion à propos de la
fonction de la complexine, parce que des tests de fu-
sion in vitro suggéraient que la fonction essentielle
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Fig. 10. La complexine fonctionne à la fois comme activateur et comme clamp de la fusion vésiculaire. A & B. Les
tracés montrent les courants post-synaptiques excitateurs (EPSC) induits par des potentiels d’action (A) et des EPSC
miniatures spontanés (mEPSC ) dans des neurones témoins, dans des neurones KO de la complexine, et dans des neurones
KO avec co-expression de constructions pour la restauration de la complexine sauvage (Cpx1-134 –) et de la complexine 1
mutée (Cpx1-134M) incapable de se lier aux complexes SNARE. Les tracés représentatifs sont à gauche et les graphiques
qui les résument sont à droite pour illustrer la nature double de l’action de la complexine comme activateur de l’exocytose
déclenchée par le Ca2+ (A) et comme clamp du mini-largage spontané (B). Les données sont adaptées de Maximov et al.
(2009).

de la complexine était de clamper la fusion (Giraudo
et al., 2006). D’un autre côté, l’analyse de la trans-
mission synaptique dans des �� autapses �� (où des neu-
rones isolés forment des synapses avec eux-mêmes,
faute de meilleur partenaire), les complexines agissent
seulement comme activateur de la fusion vésiculaire
calcium-dépendante (Reim et al., 2001). Cependant,
des études ultérieures sur des cultures de neurones
dissociés permirent de révéler les deux activités de
la complexine : la perte de fonction de la com-
plexine provoquait un important accroissement des
�� mini �� ou libération spontanée (interprétée comme
un déclampage) et une altération majeure de la
libération évoquée (interprétée comme un manque
d’activation ; Figure10) (Maximov et al., 2009).

Comment une petite molécule comme la com-
plexine, composée de seulement 130 résidus, réussit-
elle à activer et à clamper des vésicules synaptiques
pour permettre l’effet de la synaptotagmine ? L’hélice
α centrale, qui est liée au complexe SNARE, est es-
sentielle à toute fonction de la complexine (figure 10 ;
Maximov et al., 2009). L’hélice α accessoire n’est re-
quise que pour le clampage mais non pour la fonc-
tion activatrice de la complexine, démontrant que
le clampage lui-même n’est pas un pré-requis (Yang
et al., 2010). La séquence N-terminale flexible de
la complexine, en retour, intervient seulement dans
l’activation mais non dans le clampage de la com-
plexine (Xue et al., 2007 ; Maximov et al., 2009). Des
résultats récents indiquent que la fonction d’activation
de la complexine est extraordinairement complexe car
cette molécule participe également à l’activation des

vésicules synaptiques, mais que, pour cet aspect, c’est
la séquence C-terminale qui est nécessaire (Yang et al.,
2010 ; Kaeser-Woo et al., 2012).

Basé sur ces résultats, notre modèle actuel suppose
que la liaison de la complexine aux SNARE active
le complexe SNARE/protéines SM, et qu’au moins
une partie de la complexine entre en compétition avec
la synaptotagmine pour lier le complexe SNARE et
clamper le complexe pour empêcher son assemblage
définitif (Tang et al., 2006). La synaptotagmine ac-
tivée par le Ca2+ déplace cette partie de la com-
plexine, permettant ainsi l’ouverture du pore de fusion
(figure 11). Toutefois, il est probable que la fonction
de clampage de la complexine soit relativement moins
importante que sa fonction d’activation. Bien qu’une
augmentation d’un facteur 10 du taux de libération
spontanée induit par la perte de fonction de la com-
plexine soit significative, elle est très petite au ni-
veau de synapses individuelles. Si l’on considère que
chaque neurone reçoit des milliers de stimulations sy-
naptiques, l’accroissement des mini-taux se traduit
seulement par un événement de libération par synapse
et par minute (Yang et al., 2013). De plus certaines
isoformes de la complexine, exprimées en général à ni-
veau faible (complexine-3 et -4) n’ont pas de fonction
de clampage (Kaeser-Woo et al., 2012) et la fonction
de la complexine dans l’exocytose déclenchée par Ca2+

des vésicules contenant de l’IGF-1 (voir ci-dessous)
n’implique pas de clampage (Cao et al., 2013). Par
conséquent, il est probable que la complexine fonc-
tionne principalement comme un activateur d’exo-
cytose, et que sa fonction de clampage est soit un
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Fig. 11. Modèle de la collaboration des protéines SNARE et SM avec les synaptotagmines et les complexines pour
la libération de neurotransmetteur déclenchée par le Ca2+ A. Structures atomiques des protéines SNARE, de la com-
plexine et de Syt1 pendant la fusion des vésicules synaptiques. Ce schéma résume les structures atomiques obtenues en
collaboration avec Josep Rizo (UT Southwestern) des domaines C2 de Syt1 (Shao et al., 1998 ; Fernandez et al., 2001),
du domaine Habc de la syntaxine-1 (Fernandez et al., 1997) et du complexe SNARE assemblé contenant la complexine
liée (en rose ; Chen et al., 2002). Les régions transmembranaires sont schématisées par des cylindres et les séquences
linker par des lignes. Toutes les structures sont à une échelle relative exacte par rapport aux vésicules synaptiques, mon-
trant les contraintes spatiales de la collaboration entre Syt1 et l’assemblage complexe SNARE/complexine. Munc18-1
est également liée au complexe SNARE au même moment (voir figures 3D et 4) mais n’est pas montré car la structure
de Munc18-1 liée au complexe SNARE n’est pas connue. La direction de la force produite par l’assemblage du complexe
SNARE, qui déstabilise la surface de la membrane plasmique phospholipidique, est indiquée. B. Diagramme simplifié de
l’action des synaptotagmines et des complexines dans le cycle protéique SNARE/SM. Ce cycle comprend l’assemblage des
protéines SNARE, synaptobrévines/VAMP, SNAP25 et syntaxine-1 en complexes, dont la formation complète force l’ou-
verture du pore de fusion ; la protéine SM Munc 18-1 reste associée à la syntaxine-1 tout au long du cycle et est essentielle
à l’ouverture du pore. Après la fusion, l’ATPase chaperonne NSF et ses adaptateurs SNAP catalysent la dissociation du
complexe SNARE. La complexine se lie pour assembler partiellement les complexes SNARE pendant l’activation et sert
d’adaptateur essentiel qui permet à la synaptotagmine d’agir comme senseur calcique pour déclencher l’ouverture du pore
de fusion (dernière ligne du cycle). Notez qu’il est possible que la synaptotagmine interagisse de manière constitutive avec
le complexe protéines SM/SNARE de manière Ca2+ indépendante pour former un complexe de fusion unique avant le
déclenchement par le Ca2+ de l’exocytose, et que le Ca2+ ne provoque pas une fusion tout-ou-rien de la synaptotagmine
au complexe SNARE, comme il le fait pour la liaison de la synaptotagmine aux phospholipides, mais en revanche il
détermine un réarrangement du complexe de pré-fusion. Ceci n’est pas montré dans le diagramme, à cause des difficultés
à représenter ces interactions tridimensionnelles multiples dans un format bidimensionnel. De plus, les synaptotagmines
et les complexines clampent toutes deux le largage spontané, probablement via leur liaison constitutive, indépendante
du Ca2+, aux complexes SNARE partiellement assemblés. Trois synaptotagmines vésiculaires agissent comme senseurs
calciques pour l’exocytose rapide (Syt1, Syt2, Syt9). Enfin, Syt7, qui n’est pas présente dans les vésicules synaptiques
mais se localise probablement dans la membrane plasmique pré-synaptique (Sugita et al., 2001) est responsable de formes
plus lentes d’exocytose déclenchée par le Ca2+ (Sy7 n’est montrée que dans le schéma du haut pour simplifier). Le dessin
est adapté de Südhof (2013a).
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épiphénomène, soit une activité mineure de régulation
fine de la transmission synaptique.

Comment SNARE et les protéines SM collaborent
avec les synaptotagmines et les complexines
pour la fusion déclenchée par Ca2+

La convergence des études biochimiques et biophy-
siques sur la machinerie de libération des neuro-
transmetteurs nous a conduits à proposer un modèle
préliminaire (figure 11).

Schématiser à l’échelle les structures atomiques
des protéines SNARE, de la complexine et de la
synaptotagmine dans le contexte d’une vésicule sy-
naptique arrimée et activée fait apparâıtre un es-
pace encombré, dans lequel tous les partenaires sont
très proches, et permettent des interactions rapides
(figure 11). Si nous considérons comment des interac-
tions séquentielles des protéines SNARE et SM avec
la complexine et la synaptotagmine peuvent réaliser
la fusion déclenchée par le Ca2+, le modèle le plus
plausible est que la complexine et la synaptotagmine
agissent en plus des deux changements conforma-
tionnels séquentiels majeurs impliqués dans l’assem-
blage du complexe protéique SNARE/SM (figure 11B ;
voir aussi figure 4). Spécifiquement, une fois que les
vésicules ancrées et arrimées sont activées pour la
fusion par l’ouverture de la conformation fermée de
la syntaxine-1 et par l’assemblage partiel du com-
plexe trans-SNARE (activation I, figure 11B), la com-
plexine se lie à ce complexe partiel pour le �� super-
activer �� et fournir aux vésicules l’énergie nécessaire
à la fusion déclenchée par le Ca2+ (activation II). Il
est probable que les synaptotagmines se lient aussi
constitutivement aux complexes SNARE en voie d’as-
semblage indépendamment du Ca2+, et la liaison à
la complexine et à la synaptotagmine contribue peut
être à geler le complexe partiellement assemblé et,
de cette manière, à le clamper. Le Ca2+ déclenche
alors l’ouverture du pore de fusion en se liant à la
synaptotagmine, qui à son tour se lie aux phospho-
lipides et change son interaction avec le complexe
trans-SNARE pour déplacer en partie la complexine.
Il est probable que la complexine et la synaptotagmine
interagissent constitutivement avec le complexe des
protéines SNARE/SM d’une manière indépendante du
Ca2+ pour former un complexe pré-fusionnel unique,
et que le Ca2+ n’induit pas une liaison tout-ou-rien de
la synaptotagmine au complexe SNARE comme il le
fait pour la synaptotagmine aux phospholipides, mais
qu’il provoque plutôt un réarrangement du complexe
pré-fusionnel (voir par exemple Shin et al., 2003).

Le mécanisme le plus simple par lequel la liai-
son du Ca2+ à la synaptotagmine pourrait ou-
vrir le pore de fusion serait d’exercer une trac-
tion sur le complexe protéique SNARE/SM, une

traction qui pourrait être déclenchée par la liaison
de la synaptotagmine aux phospholipides induite
par le Ca2+. Après l’ouverture du pore de fusion,
celui-ci se dilate, et NSF et les SNAP sont re-
crutés par le complexe cis-SNARE assemblé. NSF
dissocie ensuite le complexe cis-SNARE, le com-
plexe Munc-18-1/SNARE assemblé est transformé en
complexe Munc18-1/syntaxine hétéromérique, et les
vésicules synaptiques se recyclent par l’une ou l’autre
des diverses formes d’endocytose (voir figure 1).

Voies parallèles d’exocytose médiée
par la synaptotagmine et déclenchée par Ca2+

Les quatre synaptotagmines dépourvues de groupes
disulfure N-terminaux (Syt1, Syt2, Syt7, Syt9) sont
actives dans l’exocytose synaptique et neuroendo-
crine, mais qu’en est-il des quatre autres qui sont
des dimères liés par des ponts disulfures ? Des études
récentes ont révélé que l’une de celles-ci, Syt10,
agit aussi comme un senseur de Ca2+ dans l’exo-
cytose, mais dans une forme d’exocytose qui diffère
de celle de la synapse et du granule neuroendo-
crine. Plus précisément, nous avons trouvé que Syt10
fonctionnait dans les neurones olfactifs comme sen-
seur calcique pour des vésicules spécialisées conte-
nant de l’IGF-1 (Cao et al., 2011). Ces vésicules
diffèrent des vésicules à neuropeptides présentes dans
les mêmes neurones (ces dernières ressemblent plus
à des granules neuroendocrines et contiennent Syt1 ;
Cao et al., 2013). Ces expériences démontrent qu’à
l’échelle d’un neurone unique, différentes synaptotag-
mines interviennent pour des réactions distinctes de
fusion déclenchées par le Ca2+ (figure 12). De plus,
ces observations indiquent que l’exocytose déclenchée
par le Ca2+ dépend en général de senseurs calciques
à synaptotagmines et que les différentes synaptotag-
mines contribuent à la spécificité et aux propriétés
différentielles de voies d’exocytose.

De manière intéressante, la complexine participe
non seulement à l’activité des synaptotagmines dans
la libération des neurotransmetteurs, mais aussi à celle
de Syt10 dans la sécrétion d’IGF1, malgré les struc-
tures covalentes différentes de Syt1 et Syt10 (Cao
et al., 2013). Il est donc vraisemblable que la com-
plexine est un cofacteur général pour toutes les synap-
totagmines dans l’exocytose régulée. Cette hypothèse
est étayée par le fait que la complexine a une distri-
bution ubiquitaire dans toutes les cellules (McMahon
et al., 1995), et qu’elle est également au centre de l’in-
sertion post-synaptique des récepteurs de type AMPA
glutamate pendant la LTP (Long Term Potentiation)
(Ahmad et al., 2012), suggérant que les complexines
sont des cofacteurs généraux pour l’exocytose régulée.
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Fig. 12. Fonctions chevauchantes et non chevauchantes des différentes synaptotagmines dans le déclenchement de divers
types d’exocytose par le Ca2+ dans un neurone. Trois types d’exocytose déclenchées par le Ca2+ sont illustrés : à gauche,
exocytose des vésicules synaptiques responsables de la libération des neurotransmetteurs via Syt1, Syt2 et/ou Syt9
comme senseurs calciques rapides (Xu et al., 2007) et Syt7 comme senseur calcique lent (Bacaj et al., 2013). Au centre,
l’exocytose des grandes vésicules à cœur dense (LDCV), qui utilise les mêmes senseurs que l’exocytose des vésicules
synaptiques (Syt1 et Syt7), d’après des travaux sur les cellules chromaffines (Sugita et al., 2001 ; Schonn et al., 2007)

et probablement aussi Syt2 et Syt9. À droite, l’exocytose d’une classe distincte de vésicules peptidergiques plus grandes
que les LDCV et qui utilisent Syt10 comme senseur calcique (Cao et al., 2011 et 2013). Notez que, bien que Syt7 ait
été montrée capable d’opérer aussi bien dans l’exocytose des vésicules synaptiques que dans celle des LCDV, elle est
absente des vésicules synaptiques mais présente sur les LCDV ; on pense qu’elle agit plus lentement dans la décharge des
neurotransmetteurs à cause de sa localisation différente. Le diagramme est adapté de Cao et al. (2011).

5 Organisation de la machinerie
de libération dans la zone active

Dans une terminaison pré-synaptique, les vésicules
s’ancrent et fusionnent dans la zone active de la mem-
brane plasmique pré-synaptique. La zone active est
une aire spécialisée qui apparâıt dense aux électrons
en ultrastructure ; cette zone est localisée précisément
en face des groupes de récepteurs post-synaptiques
(figure 1). La première protéine de zone active que
nous ayons identifiée est Munc13-1 (Brose et al., 1995),
nommée d’après Munc18-1 (bien qu’elle n’ait aucune
relation) et d’après un gène homologue de C. elegans
(unc13 ), essentiel pour la coordination des mouve-
ments du ver mais dont la fonction reste inconnue
(Brenner, 1974). Sur la base de cette homologie, du
phénotype �� incoordiné �� du ver, et de sa localisation
à la zone active, nous avons supposé que Munc13-
1 pourrait être un composant de la machinerie de
libération du neurotransmetteur (Brose et al., 1995).
Cette hypothèse a été confirmée par l’analyse de sy-
napses KO privées de Munc13-1, qui présentaient une

disparition spectaculaire de l’activation des vésicules
synaptiques (Augustin et al., 1999).

Immédiatement après Munc13-1, nous avons iden-
tifié une série d’autres protéines de la zone active,
comme CASK (Hata et al., 1996), les RIM (Wang
et al., 2000) et les ELK (Wang et al., 2002 ; voir
aussi Ohtsuka et al., 2002), tandis que d’autres cher-
cheurs en identifiaient plusieurs encore comme les
α liprines (Zhen & Jin, 1999), bassoon (tom Dieck
et al., 1998) et piccolo (Wang et al., 1999 ; Fenster
et al., 2000). De manière intéressante, la plupart de
ces protéines se lient directement ou indirectement
les unes aux autres, formant un réseau dans la zone
active (Südhof, 2012). Plus précisément, les RIM se
lient à Munc13-1, aux RIM-BP, aux ELK (il n’est
pas clair que cette dernière liaison soit importante
du point de vue physiologique) et aux α liprines,
ce qui suggère que les RIM sont le pivot central du
réseau, et que d’autres interactions relient certaines
des autres protéines entre elles (Wang et al., 2000,
2003 ; Betz et al., 2001 ; Schoch et al., 2002). Il
est évident que beaucoup de questions sont encore
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ouvertes à propos de la zone active, les plus im-
portantes concernant les mécanismes qui la posi-
tionnent précisément en face d’une spécialisation post-
synaptique. Néanmoins, nous avons maintenant une
vue plausible de la manière dont la zone active ac-
complit ses trois fonctions, c’est à dire l’ancrage des
vésicules synaptiques à la membrane plasmique, l’acti-
vation de ces vésicules pour la fusion et le recrutement
des canaux Ca2+ à proximité des vésicules ancrées et
activées.

Ancrage des vésicules synaptiques dans la zone
active

Comme dans d’autres processus de trafic membra-
naire, l’arrimage des vésicules synaptiques implique
des protéines Rab, petites GTPases qui sont lointai-
nement apparentées aux protéines ras. Le rôle cen-
tral des protéines Rab dans le trafic membranaire
a été découvert par Novick au cours des études sur
Sec4p (Salminen & Novick, 1987). Poursuivant ce
travail, nous avons observé en 1992 en collabora-
tion avec Reinhard Jahn que Rab3, la protéine Rab
la plus abondante du cerveau, est fortement enri-
chie dans les vésicules synaptiques au repos, mais
se dissocie des vésicules pendant l’exocytose, ce qui
suggérait un rôle dans la libération du neurotransmet-
teur (von Mollard et al., 1990, 1991). Ultérieurement
des analyses génétiques chez la souris des quatre iso-
formes de Rab3 (Rab3A, 3B, 3C et 3D) confirmèrent
que Rab3 jouait un rôle central dans la libération
vésiculaire (Geppert et al., 1994b ; Schlüter et al.,
2004, 2006). De plus, des isoformes de Rab3 isolées
accomplissaient par elles-mêmes des fonctions essen-
tielles ; en effet des délétions de Rab3A ou de Rab3B
provoquaient des changements distincts des formes
de plasticité pré-synaptique à court et long terme
(Geppert et al., 1994b ; Schlüter et al., 2004, 2006 ;
Tsetenis et al., 2011).

Dans notre recherche d’un mécanisme d’action des
Rab3, nous avions initialement testé le rôle fonctionnel
de la rabphiline, le premier effecteur supposé de Rab3
identifié par Yoshimi Takai (Shirataki et al., 1993).
Cependant, les délétions de la rabphiline ne produi-
saient que des modifications mineures de la libération,
suggérant que cette molécule ne jouait qu’un rôle se-
condaire (Schlüter et al., 1999 ; Deak et al., 2006).

Nous avons alors recherché des protéines effec-
trices de Rab3 supplémentaires, définies par une
liaison dépendante du GTP à Rab3 mais pas aux
autres Rab majeures. Nous avons identifié les RIM
(pour �� Rab3-Interacting Molecules ��), une famille
de grandes protéines de la zone active contenant
des multi-domaines, évolutivement conservées (Wang
et al., 1997, 2000). Chez les mammifères, quatre gènes
apparentées aux RIM sont exprimés, parmi lesquels

deux seulement (les RIMs1 et RIMs2 ) produisent des
protéines qui contiennent le domaine de liaison à Rab3
(Wang et al., 2000, 2002). Les gènes RIMs1 et RIMs2,
comportent de multiples promoteurs indépendants,
codant pour cinq formes principales (RIM1α, RIM1β,
RIM2α, RIM2β et RIM2γ) qui sont encore diversifiées
par un épissage alternatif extensif.

Des travaux ultérieurs, poursuivis pendant 15 ans,
ont révélé que les RIM remplissent de multiples fonc-
tions dans la zone active, fonctions qui s’étendent
bien au-delà de leur rôle comme effectrices de Rab3.
Comme nous le verrons plus loin, les RIM sont cru-
ciales, non seulement pour arrimer/ancrer les vésicules
synaptiques, mais aussi pour recruter les canaux cal-
ciques dans la zone active, pour conférer la plasticité
pré-synaptique à court et long terme, et pour mettre
en route la fonction activatrice des protéines Munc13.
En ce qui concerne la fonction d’arrimage/ancrage des
RIM, suggérée par leur localisation dans la zone active
et leur capacité de liaison à Rab3, cette fonction avait
été validée en premier lieu chez C. elegans, qui n’a
qu’un seul gène RIM (désigné unc10 ) (Koushika et al.,
2001 ; Gracheva et al., 2008). Toutefois, chez la sou-
ris, les délétions d’isoformes isolées de RIM, y compris
celle de la forme prédominante RIM1α, n’altéraient
pas de manière détectable l’ancrage des vésicules,
analysée par microscopie électronique (Schoch et al.,
2002) alors que des KO conditionnels doubles, qui sup-
primaient toutes les isoformes codées par les gènes
RIMs1 et RIMs2, présentaient une réduction mas-
sive de l’ancrage des vésicules synaptiques (Han et al.,
2011 ; Kaeser et al., 2011). Ces études suggèrent que
les vésicules synaptiques sont arrimées (�� ancrées ��)
aux zones actives via une liaison dépendant du GTP
entre des protéines RIM de la zone active et des
protéines Rab3/27 des vésicules synaptiques.

Il faut noter qu’hormis les RIM, aucune des
protéines analysées ne sont apparues indispensables
à l’arrimage des vésicules synaptiques, lors d’ana-
lyses traditionnelles de microscope électronique sur
des coupes de tissus fixés. Toutefois, une image
complètement différente a été obtenue lorsque la mi-
croscopie électronique est mise en œuvre sur des tissus
non fixés, rapidement congelés – un grand nombre de
gènes additionnels ont été alors reconnus comme es-
sentiels pour l’arrimage. Dans de telles préparations,
même le KO simple de RIM1α provoque un phénotype
de défaut d’arrimage. Pourtant, il est peu probable
que tant de protéines ancrent les vésicules sans redon-
dance, et ces phénotypes pourraient davantage refléter
des défauts d’activation que d’arrimage. Ainsi, alors
que de multiples molécules peuvent contribuer à l’at-
tachement stable des vésicules synaptiques à la zone
active, seules les RIM semblent vraiment requises pour
l’ancrage. Il faut aussi noter que l’ancrage des gra-
nules neurosécrétoires dans les cellules chromaffines
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se comporte différemment de celui des vésicules synap-
tiques à la zone active. Par exemple, le KO Syt1 bloque
l’ancrage des granules sécrétoires (de Wit et al., 2009),
mais pas celui des vésicules synaptiques (Geppert
et al., 1994b). Toutefois, le KO Syt1 n’a qu’un effet
marginal sur l’exocytose déclenchée par le Ca2+ dans
les cellules chromaffines, contrairement à son effet sur
l’exocytose synaptique, probablement parce que Syt1
est redondant avec Syt7 pour l’exocytose des granules
chromaffines (Xu et al., 2007 ; Schonn et al., 2008).
Cette divergence entre ancrage et exocytose suggère
que, à la différence des synapses, l’ancrage n’est peut-
être pas essentiel pour l’exocytose dans les cellules
chromaffines.

Activation des vésicules pour la fusion

On pense que l’activation transfère les vésicules dans
un pool de vésicules facilement libérables (Readily-
Releasable Pool, RRP), qui sont alors compétentes
pour la fusion déclenchée par le Ca2+. Un grand
nombre de protéines ont été impliquées dans l’acti-
vation. En plus des protéines actives dans la fusion
elle-même (c’est à dire les protéines SNARE et SM)
et de la complexine, les facteurs d’activation les plus
importants sont probablement Munc13 et les RIM qui
se lient les unes aux autres.

Des analyses largement menées dans les labora-
toires de Nils Brose et de Josep Rizo ont révélé que
la protéine Munc13 est essentielle à l’activation des
vésicules, probablement parce qu’elle catalyse l’assem-
blage du complexe SNARE via son domaine MUN
(Augustin et al., 1999 ; Varoqueaux et al., 2002). Le
domaine MUN purifié peut faciliter l’ouverture de la
syntaxine1 �� fermée �� pour l’assemblage ultérieur du
complexe SNARE, indiquant un mécanisme pour les
phénotypes observés chez les souris mutantes (Ma
et al., 2011). Une observation frappante est que la
fonction de Munc13 soit étroitement régulée par des
voies de signalisation multiples. Entre autres, les iso-
formes neuronales de Munc13 lient le diacylglycérol et
sont activées par les esters de phorbol (Betz et al.,
1998). La liaison au domaine C1 du diacylglycérol
régule la fonction synaptique, puisque des mutants de
souris privés de la liaison du phorbol ester à Munc13
présentent une altération dramatique de l’activation
et de la plasticité à court terme (Rhee et al., 2002).
Le domaine C2 de liaison au Ca2+ de Munc13 est
également important, puisqu’il contribue significative-
ment à la plasticité des synapses (Shin et al., 2010).
Finalement, Munc13s se lie à la calmoduline qui mo-
dule sa fonction (Lipstein et al., 2013).

La délétion des RIM provoque également une
altération importante de l’activation (Koushika et al.,
2001 ; Schoh et al., 2002). Le mécanisme de cette
altération semble cependant être indirect, parce que

les RIM se lient à Munc13s et activent la fonction
de Munc13 (Deng et al., 2011). Plus précisément, la
séquence N-terminale des RIM comporte un motif à
doigt de zinc qui se lie avec une forte affinité au do-
maine C2 N-terminal Ca2+ indépendant de Munc13
(Dulubova et al., 2005 ; Lu et al., 2006). En l’ab-
sence de cette liaison, le domaine C2 de Munc13-1
forme un homodimère constitutif ; lors de la liaison au
doigt de zinc des RIM, l’homodimère se convertit en
un hétérodimère RIM-Munc13. De manière frappante,
nous avons trouvé que le défaut d’activation dans les
synapses déficientes en RIM peut être compensé au
moins partiellement par la surexpression d’un mutant
de Munc13-1 tronqué à l’extrémité N-terminale, qui
est privé du domaine C2 N-terminal et ne s’homo-
dimérise plus, alors que la surexpression de Munc13-1
sauvage n’a aucun effet (Deng et al., 2011). Ces ob-
servations démontrent l’un des mécanismes par lequel
les RIM régulent la fonction d’activation de Munc13,
et sont compatibles avec un rôle central des RIM dans
toutes les fonctions de la zone active.

Le recrutement des canaux Ca2+ dans la zone
active

Pour permettre la libération rapide et synchrone d’un
neurotransmetteur en réponse à un potentiel d’action,
la condition la plus importante est que les canaux
Ca2+ soient localisés dans la zone active adjacente aux
vésicules synaptiques ancrées et activées. Un tel arran-
gement est le seul permettant des voies de diffusion
du Ca2+ à courte distance nécessaires pour la rapidité
de libération vésiculaire à la synapse, car le courant
calcique pré-synaptique qui déclenche la libération est
extrêmement bref – après tout, les senseurs calciques
responsables de la libération de neurotransmetteur et
de l’exocytose neuroendocrine sont les mêmes, bien
qu’ils soient beaucoup plus lents dans le deuxième cas.

Un mécanisme moléculaire, expliquant comment
les synapses réalisent l’arrangement requis des ca-
naux Ca2+ et des vésicules synaptiques, a émergé avec
la démonstration que les RIM collaborent avec leurs
partenaires de liaison RIM-BP pour recruter des ca-
naux calciques aux sites de libération (Kaeser et al.,
2011 ; figure 13). Puisque les protéines RIM sont aussi
les agents d’ancrage pour les vésicules synaptiques et
qu’elles contribuent de manière cruciale à l’activation
des vésicules, les RIM sont les éléments centraux dans
l’organisation de la zone active et sont la base des pro-
priétés étonnantes de la libération des neurotransmet-
teurs. Cette architecture simple de la zone active, dans
laquelle une protéine unique est l’agent central de l’as-
semblage de tous les composants dans un site donné,
est à la fois parcimonieuse et efficace (figure 14).

Nous avons montré que les RIM se lient direc-
tement et sélectivement aux canaux calciques dans
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Fig. 13. La délétion des RIM diminue les potentiels calciques transitoires. A. Des potentiels d’action uniques provoquent
une élévation des concentrations de Ca2+ pré-synaptiques ; celle-ci est inhibée dans des neurones dépourvus de RIM
(RIM cDKO), mais peut être restaurée par l’expression d’un fragment de RIM1 se liant aux canaux calciques (RIM-
PASB). En haut, tracés représentatifs de potentiels d’action ; au milieu, scans linéaires de courants transitoires dans les
boutons synaptiques, évoqués par ces potentiels d’action et suivis par la fluorescence de l’indicateur de Ca2+ Fluo5F ;
En bas, tracés des transitoires calciques. B. Relevés de l’évolution temporelle de la concentration intracellulaire de Ca2+

dans les terminaisons pré-synaptiques (bouton) et les dendrites pendant un potentiel d’action. Les tracés montrent la
concentration moyenne de Ca2+ suivie comme en A au cours de multiples expériences indépendantes dans des neurones
témoins, des neurones dépourvus de protéines RIM (cDKO), et des neurones RIMKO mais exprimant un fragment de
RIM de liaison aux canaux calciques (cDKO+RIM-PASB). C. Identique à B, sinon que la restauration des courants
calciques transitoires dans les synapses RIM déficientes a été testée pour RIM1α sauvage de longueur normale ou pour
RIM1α sauvage dépourvue du domaine PDZ. Ces images sont issues de Kaeser et al. (2011).

les zones actives pré-synaptiques. De même que
nous avons découvert le rôle des RIM dans l’an-
crage/arrimage des vésicules, nous avons cherché à
identifier leur rôle dans le recrutement des canaux
Ca2+ dans la zone active, mais cette identification
n’est devenue possible que lorsque avons délété toutes
les isoformes de RIM des terminaisons pré-synaptiques
(Kaeser et al., 2011). Nous avons trouvé que la
délétion des RIM causait une chute de l’influx cal-
cique pré-synaptique, une perte des canaux calciques
pré-synaptiques et une perte du couplage étroit entre
un potentiel d’action pré-synaptique et la libération
(figure 1 ; Han et al., 2011 ; Kaeser et al., 2011, 2012).
Les RIM remplissent leurs fonctions en formant un
complexe avec les canaux calciques, avec d’autres
protéines de zone active comme les RIM-BP (qui à

leur tour se lient aussi aux canaux calciques), avec
Munc13-1, et avec les vésicules synaptiques. Le rôle
des RIM et des RIM-BP dans le recrutement des ca-
naux calciques et l’ancrage des vésicules synaptiques
aux zones actives est conservé dans l’évolution (Liu
et al., 2011 ; Graf et al., 2012).

6 Synthèse finale

Les trois niveaux de libération que nous avons
étudiés – fusion membranaire, déclenchement de la
fusion par le Ca2+ et organisation de la machine-
rie de fusion – forment une hiérarchie de proces-
sus interdépendants. Comme des poupées russes, ces
trois niveaux sont nichés les uns dans les autres,
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Fig. 14. Diagramme du complexe protéique RIM, RIM-BP, Munc13 qui se lie simultanément à Rab3/27 sur la vésicule
synaptique et aux canaux calciques sur la membrane plasmique, réalisant ainsi l’ancrage des vésicules et des sites de
libération, l’activation des vésicules en vue du largage (flèche pointillée) et le recrutement des canaux calciques adjacents
aux vésicules ancrées. RIM, RIM-BP et Munc13 sont des protéines multidomaines qui forment un complexe dense
remplissant trois fonctions essentielles des zones actives : recrutement des canaux calciques couplant étroitement les
potentiels d’action au largage en localisant l’influx de Ca2+ à côté du senseur synaptotagmine ; accrochage des vésicules
au site de libération et activation dépendante de Munc13 de la machinerie de fusion composée de SNARE, syntaxine,
SNAP25, synaptobrévine/VAMP et Munc18-1. Les ronds noirs schématisent les ions Ca2+ ; seuls les domaines C2 sont
étiquetés. Les autres protéines de zone active se lient au complexe RIM/Munc13/RIM-BP, comme les α-liprines et les
ELK, et contribuent à la sécrétion mais ne sont pas montrées. Schéma adapté de Kaeser et al. (2011) et de Südhof (2012).

la fusion membranaire en est le cœur central et
l’échafaudage qui organise les différents éléments en
un mécanisme unique, en constitue la couche ex-
terne. Notre travail, avec celui d’autres chercheurs,
a mis au jour un mécanisme plausible pour expli-
quer comment la membrane des vésicules synaptiques
et la membrane plasmique opèrent une fusion rapide
pendant la libération du neurotransmetteur, comment
cette fusion est déclenchée par le Ca2+, et comment
ces processus sont spatialement organisés dans la ter-
minaison pré-synaptique, de telle sorte que l’ouverture
des canaux calciques par un potentiel d’action permet
la traduction rapide du signal calcique entrant en pro-
cessus de fusion.

Dans son ensemble, la machinerie de libération du
neurotransmetteur que nous avons découverte rend
compte de la vitesse stupéfiante et de la précision de
la décharge déclenchée par le Ca2+. De plus, le plan
général de cette machinerie et l’identification des do-
maines régulateurs qui en font partie suggèrent des
mécanismes qui expliquent l’impressionnante plasti-
cité à court et long terme du largage, dont le rôle
est crucial dans l’émergence des propriétés du cir-
cuit. Pourtant beaucoup de questions essentielles se
posent encore. Par exemple, quels sont les mécanismes
biochimiques qui sous-tendent la fusion membranaire,

avec quelle précision les protéines SNARE et SM
travaillent-elles, quel est le rôle de la machine de
fusion décrite ici dans des désordres comme la ma-
ladie de Parkinson, comment les terminaisons pré-
synaptiques subissent-elles les changements structu-
raux à long terme pendant la plasticité, et quel est le
rôle de la plasticité dans la mémoire à long terme ?
Par ailleurs, quels mécanismes rendent-ils spécifiques
les différents types de synapses – pourquoi les synapses
inhibitrices par exemple présentent-elles souvent une
probabilité de libération plus forte que celle des sy-
napses excitatrices, et quels mécanismes confèrent des
formes de plasticité distinctes à différents types de
synapses ? Comment la zone active pré-synaptique
est-elle précisément alignée avec la densité post-
synaptique et comment la taille d’une synapse est-elle
régulée ? Il y a encore beaucoup à faire et j’espère que
certaines au moins de ces questions étonnantes seront
abordées pendant le temps qui me reste à vivre.
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T.C. (2009). Complexin Controls the Force Transfer
from SNARE complexes to membranes in Fusion.
Science, 323, 516-521.

Mayer, A., Wickner, W., and Haas, A. (1996). Sec18p
(NSF)-driven release of Sec17p (alpha-SNAP) can pre-
cede docking and fusion of yeast vacuoles. Cell, 85,
83-94.

McMahon, H., Ushkaryov, Y.A., Edelmann, L., Link, E.,
Binz, T., Niemann, H., Jahn, R., and Südhof, T.C.
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Südhof, T.C. (2004). A complete genetic analysis of
neuronal Rab3 function. J Neurosci, 24, 6629-6637.
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Südhof, T.C., Czernik, A.J., Kao, H.T., Takei, K.,
Johnston, P.A., Horiuchi, A., Kanazir, S.D., Wagner,
M.A., Perin, M.S., De Camilli, P., et al. (1989a).
Synapsins: mosaics of shared and individual domains in
a family of synaptic vesicle phosphoproteins. Science,
245, 1474-1480.
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and Südhof, T.C. (2007). A Dual Ca2+-Sensor Model
for Neuro-transmitter Release in a Central Synapse.
Nature, 450, 676-682.

Sutton, R.B., Davletov, B.A., Berghuis, A.M., Südhof
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Südhof, T.C. (2006). A Complexin/Synaptotagmin-1
Switch Controls Fast Synaptic Vesicle Exocytosis. Cell,
126, 1175-1187.

Trimble, W.S., Cowan, D.M., Scheller, R.H. (1988)
VAMP-1: a synaptic vesicle-associated integral mem-
brane protein. Proc Natl Acad Sci USA, 85, 4538-4542.

tom Dieck S., Sanmart́ı-Vila, L., Langnaese, K., Richter,
K., Kindler, S., Soyke, A., Wex, H., Smalla, K.H.,
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von Mollard, G.F., Südhof, T.C., and Jahn, R. (1991).
A small GTP-binding protein (rab3A) dissociates
from synaptic vesicles during exocytosis. Nature, 349,
79-81.
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RIM/NIM family of neuronal SH3-domain proteins:
interactions with Rab3 and a new class of neuronal
SH3-domain proteins. J Biol Chem, 275, 20033-20044.

Wang, Y., Liu, X., Biederer, T., and Südhof, T.C. (2002).
A family of RIM-binding proteins regulated by al-
ternative splicing: Implications for the genesis of
synaptic active zones. Proc Natl Acad Sci USA, 99,
14464-14469.

Weber, T., Zemelman, B.V., McNew, J.A., Westermann,
B., Gmachl, M, Parlati, F., Söllner, T.H., and
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J., and Südhof, T.C. (2002). Sly1 binds to Golgi and
ER syntaxins via a conserved N-terminal peptide mo-
tif. Developmental Cell, 2, 295-305.

Yang, X., Kaeser-Woo, Y.J., Pang, Z.P., Xu, W., and
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Deconstructing complexin function in activating
and clamping Ca2+-triggered exocytosis by comparing
knockout and knockdown phenotypes. Proc Natl Acad
Sci USA, 110, 20777-20782.

Zhen, M., and Jin, Y. (1999). The liprin protein SYD-2
regulates the differentiation of presynaptic termini in
C. elegans. Nature, 401, 371-375.

Zhou, P., Pang, Z.P., Yang, X., Zhang, Y., Rosenmund,
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