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La libération des
neuromeédiateurs:

le double jeu
de la V-ATPase

Nicolas Morel, Jean-Marc Philippe

> Dans la terminaison nerveuse, I'arrivée d’un
potentiel d’action induit la libération du neuro-
médiateur dans I’espace synaptique. Cette libé-
ration est la derniere étape d’une série de réac-
tions aboutissant a la fusion de la membrane de
lavésicule synaptique a celle de membrane plas-
mique, réactions impliquant un grand nombre de
protéines. Parmi celles-ci, I’ATPase a protons de
type vacuolaire (V-ATPase) joue un role essentiel
a un double niveau, lors du stockage des neuro-
médiateurs dans les vésicules synaptiques
d’abord, lors de I’étape ultime de leur libération

ensuite. <
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Les neuromédiateurs sont synthétisés et stockés dans
des régions spécialisées du neurone, les terminaisons
nerveuses, situées a I’extrémité du prolongement axo-
nal, a distance du corps cellulaire. Ils sont libérés
dans I'espace synaptique, au contact de la cellule
cible, au niveau de domaines particuliers de la mem-
brane pré-synaptique, les zones actives. Celles-ci sont
caractérisées par une accumulation de canaux cal-
ciques dépendant du voltage et par la présence de
vésicules synaptiques amarrées & la membrane [1].
L'arrivée d’un potentiel d’action dépolarise la termi-
naison nerveuse, induisant I"ouverture de ces canaux

calciques et une augmentation brutale de la concen-
tration cytosolique de calcium qui peut atteindre,
dans des microdomaines situés sous les zones actives,
des valeurs trés élevées (200 pm et plus) [2]. Le neu-
romédiateur est alors libéré moins de 200 ps apres
I’activation des canaux calciques [3]. Cette libéra-
tion, trés rapide et dépendante du calcium, est la der-
niere étape d’une série de réactions trés similaires a
celles qui interviennent lors d’événements de fusion
membranaire beaucoup plus lents, impliquant des
protéines conservées de la levure @ "lhomme [4]. Nous
décrirons le double jeu de I'une de ces protéines,

I’ATPase a protons de type vacuolaire

Figure 1. Structure de la V-ATPase. Les sous-
unités de la V-ATPase sont organisées en deux
domaines: le domaine catalytique V1 (en
vert) et le domaine membranaire VO (en
orange). L'ATP est hydrolysé par les trois sous-
unités A, associées a trois sous-unités B. Les
protons sont transportés par I"hexamere de la
sous-unité protéolipidique C. Le domaine V1
peut se dissocier de la membrane, permettant

de contrdler 'activité de I’enzyme.
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(V-ATPase), qui intervient dans le stoc-
kage des neuromédiateurs dans les
vésicules synaptiques et lors de leur
libération.

V-ATPase et stockage
Cytoplasme des neuromédiateurs
La V-ATPase transporte des protons a
Lumiére travers la membrane de divers organites
(lysosomes,
citernes du trans-Golgi, endosomes,

intracellulaires acides
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granules de sécrétion, ...). Cette activité, indispen-
sable a la survie cellulaire, intervient pendant la
maturation et la dégradation des protéines, lors de
I’endocytose de divers récepteurs et au cours de divers
transports membranaires intracellulaires. La V-ATPase
est une enzyme multimérique de grande taille, organi-
sée en deux domaines, V1 et V0 (Figure 1). Le domaine
cytoplasmique V1 (500 kDa) est constitué par huit
(0) mss sous-unités différentes (stcechiométrie A3, B3, Cl,
2001, n°§, D1, €1, F1, G1, H1), et hydrolyse I’ATP [5]. Le domaine
p- 669 membranaire V0 est un complexe de 250 kDa compre-
nant au moins trois sous-unités (steechiométrie al,
d1, cé). La sous-unité c est organisée en une couronne
protéolipidique responsable du transport des protons.
L’hydrolyse de ’ATP par les trois sous-unités A de V1
entrafne la rotation dans la membrane de cette cou-
ronne de protéolipides et la translocation des protons
liés a sa périphérie [5]. Les domaines V1 et V0 de la V-
ATPase sont synthétisés séparément et s’associent
secondairement pour former I’enzyme active. Leur
association est réversible, cette réversibilité étant
'un des mécanismes de régulation de 'activité enzy-
matique [5]. Dans les neurones, les domaines V1 et V0
sont transportés a des vitesses différentes dans les
axones et ne s’assemblent qu’une fois arrivés dans les
terminaisons nerveuses [6].
Les vésicules synaptiques possédent une V-ATPase [7]
qui accumule des protons dans ces organites (Figure 2). Ce transport
est électrogene - créant un double gradient de potentiel et de pH de
part et d’autre de la membrane vésiculaire -, de potentiel positif et de
pH acide (5,2) dans la vésicule [8]. Ce gradient électrochimique de
protons est secondairement utilisé par des transporteurs vésiculaires,
spécifiques de chacun des neuromédiateurs, pour concentrer ceux-ci
dans les vésicules synaptiques [9]. Les concentrations
de neuromédiateurs atteintes sont tres élevées, supé-

libération choisit, parmi les vésicules synaptiques de la
zone active, celles qui sont pleines de neuromédiateur
et ignore celles qui sont en cours de remplissage.

Libération des neuromédiateurs
via un pore de fusion?

Le role des protéines SNARE lors de la fusion membranaire
est bien documenté [4, 16, 17] (). Ces protéines per-
mettent I’amarrage des membranes grdce a la formation
de complexes tres stables associant v-SNARE
(VAMP/synaptobrévine 2 dans la membrane des vésicules
synaptiques) et t-SNARE (syntaxine 1 et SNAP25 dans la
membrane présynaptique) (Figure 3, étape 1). Uaugmen-
tation de la concentration cytosolique de calcium induit
ensuite I'ouverture d’un pore de fusion (Figure 3, étape 2)
[18]. Ce pore de fusion peut ensuite, soit se refermer
aprés un délai variable (Figure 3, étape 4), soit évoluer
vers une fusion membranaire (Figure 3, étape 3). Dans le
premier cas, I'ouverture transitoire du pore est suffisante
pour permettre la libération du neuromédiateur contenu
dans une petite vésicule synaptique [19] mais insuffi-
sante pour laisser passer des peptides de granules de plus
grande taille. La vésicule vide est alors immédiatement
disponible pour pomper les protons puis le neuromédia-
teur (Figure 3, étapes 6 et 7). Dans le second cas, la taille
du pore de fusion augmente progressivement, évoluant
jusqu’a la fusion complete des membranes et la libération
totale du contenu vésiculaire (Figure 3, étape 3).
L’évolution du pore de fusion - ouverture transitoire ou
expansion et fusion membranaire - semble dépendre de
son environnement. Les événements d’ouverture transi-
toire sont prépondérants a trés fortes concentrations de

rieures a 500 mm d’acétylcholine, dans le cas, par
exemple, des vésicules cholinergiques [10].

Les vésicules synaptiques ne constituent pas une popu-
lation homogene dans la terminaison nerveuse. Une
sous-population de vésicules (5 a 10 %), probablement
amarrées aux zones actives, est préférentiellement
utilisée pour libérer le neuromédiateur lors de I"activité ADP
synaptique [11-13]. Une fois vidées de leur contenu,

ces vésicules se remplissent @ nouveau avec le neuro-
médiateur synthétisé dans le cytoplasme, probable-

ment sans quitter la zone active. Elles sont réutilisées ATP

plusieurs fois sans se mélanger a la population des

Neuromédiateur L
Neuromédiateur

H*

vésicules synaptiques de réserve [11, 13, 14]. La libé- Figure 2. Mécanisme de transport des neuromédiateurs dans les vésicules synap-
ration de neuromédiateurs est quantique et la taille  tiques. La V-ATPase accumule des protons (H) dans les vésicules synaptiques.
des paquets de neuromédiateurs libérés est constante  Le gradient électrochimique de protons ainsi créé est utilisé par un transporteur
[15]. Si le quantum correspond au contenu d’une vési-  vésiculaire (bleu), qui confére a chaque type de vésicules sa spécificité pour un
cule synaptique, il faut postuler que le mécanisme de  neuromédiateur (acétylcholine, glutamate, monoamines, ...).
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calcium (conditions qui ne sont rencontrées que dans la
zone active lors de Iactivité synaptique) et minoritaires
pour des concentrations plus faibles [20]. Uexpansion du
pore de fusion et I’exocytose avec fusion membranaire
sont inhibées par la staurosporine, inhibiteur de la pro-
téine kinase C [21-23], alors que la libération de média-
teur n’est pas diminuée [21]. Il est donc probable que,
lors de la stimulation, c’est I'ouverture transitoire du pore
de fusion qui permet la libération du neuromédiateur
contenu dans les vésicules synaptiques amarrées a la
zone active. La nature lipidique ou protéique de ce pore
est encore controversée [16, 17, 24].

V-ATPase et pore de fusion

Trois types d’arguments expérimentaux suggerent que les
sous-unités protéolipidiques de la V-ATPase peuvent for-

mer un tel pore. Le premier repose sur des expériences de

reconstitution fonctionnelle dans des membranes artifi-

cielles: aprés incorporation dans la membrane artificielle

de liposomes remplis d’acétylcholine, un homo-oligo-

mere de la sous-unité protéolipidique ¢ de la V-ATPase

purifiée a partir de terminaisons nerveuses de torpille

(médiatophore) est capable de libérer I'acétylcholine

sous I’action du calcium [25, 27]. De méme, ce protéoli-

pide - extrait a partir de V-ATPase de levure et reconsti-

tué dans une membrane artificielle - forme un pore qui

s’ouvre en présence de calcium et de calmoduline [28].

Un deuxiéme argument repose sur des expériences de transfection fonc-

tionnelle: des cellules de neuroblastome, transfectées par des plasmides

dirigeant la synthése de la sous-unité ¢ de torpille, acquierent la capa-

cité de libérer "acétylcholine de maniére quantique et dépendante du

calcium [26]. €nfin, des expériences de fusion homotypique des

vacuoles de levure mettent en évidence, apres I’amarrage, une étape
dépendante du calcium et

ATP

H* é
ACh t—

de la calmoduline [4].

) Peters et al [28] ont mon-
I’ tré que ce sont les protéo-
lipides du domaine VO de
la V-ATPase qui interagis-

vacuoles, un trans-com-

7 g e’ 5 sent avec la calmoduline.
M “ Lors de la fusion de deux

H+
ACh

) g
N

. VAChT v-SNARE
@ V0 V-ATPase = t-SNARE

€2 v-ATPase

plexe V0-V0 s’assemble

par apposition de deux

% domaines V0 mis en
contact par les protéines

SNARE. Le trans-complexe

4 V0-V0 constituerait alors,
au niveau du site de

fusion, un canal traver-
% sant les deux membranes
[28]. ’hydrophobicité de

la couronne de protéoli-
pides constituant la paroi

ACh L de ce canal apparaft favo-
- l rable a une éventuelle

3 H*

expansion radiale du pore

Figure 3. V-ATPase et libération de neuromédiateur (ici 'acétylcholine). La formation des complexes SNARE ancre  par interposition de lipides

la vésicule synaptique & la membrane présynaptique (étape 1). Cela permet la formation d’un trans-complexe V0- ~ membranaires [24].

V0 constituant le pore de fusion. L’élévation de la concentration cytosolique de calcium induit ensuite 'ouverture  Ainsi, le domaine V0 de la

de ce pore (étape 2). Le pore de fusion peut se dilater et évoluer vers une fusion membranaire compléte (étape ~ V-ATPase pourrait cons-

3). Il peut aussi se refermer aprés un délai variable (étape 4); son ouverture transitoire est suffisante pour per-  tituer le pore de fusion

mettre la libération du neuromédiateur contenu dans la vésicule synaptique. Ensuite, les complexes SNARE et le  impliqué dans les fusions

pore de fusion se dissocient (étape 5); le domaine catalytique V1 peut alors se fixer au domaine V0 ainsi libéré. ~ membranaires [16, 17, 23,

Cela restaure I'activité de la V-ATPase et la vésicule se remplit de neuromédiateur (étape 6). Une fois la vésicule 24, 28] et dans la libéra-

pleine, le gradient électrochimique de protons n’est plus utilisé par le transporteur et atteint son maximum. Cela  tion de neuromédiateur

induit le détachement du domaine V1 (étape 7), démasquant le domaine VO qui devient disponible pour reformer ~ [27]. Le méme édifice

le pore de fusion (étape 1). VAChT: transporteur acétylcholine.
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fonctions tres différentes, transporter des protons lors-
qu’il est associé au domaine catalytique V1, ou constituer
un pore de grande conductance lorsqu’il est dans un
trans-complexe V0-V0. La sous-unité protéolipidique c
étant tres conservée de la levure a "homme, et aucune
isoforme de c n’ayant été décrite chez les vertébrés [5],
des contraintes fonctionnelles importantes ont di s’op-
poser au cours de "évolution a une spécialisation diver-
gente des protéolipides impliqués dans ces deux types de
complexes (V0-V1 et V0-V0).

Lutilisation du méme domaine VO de la vésicule synap-
tique, successivement associé a V1 dans la V-ATPase
active, puis a un autre V0 dans le pore de fusion, permet
I’émergence d’une caractéristique fonctionnelle nouvelle,
illustrée dans la Figure 3. Lorsque la V-ATPase est active
(Figure 3, étape 6), elle produit un gradient de protons qui
est utilisé pour accumuler le neuromédiateur (ici I"acétyl-
choline) dans la vésicule synaptique. Lorsque celle-ci est
pleine d’acétylcholine, le transporteur vésiculaire
(VACT) n’utilise plus le gradient électrochimique de pro-
tons (gradient de pH et/ou gradient de potentiel), gra-
dient qui peut alors atteindre sa valeur maximale. Nous
proposons que la V-ATPase se dissocie alors (Figure 3,
étape 7). La dissociation de V1 est un des moyens de
régulation physiologique de I'activité de la V-ATPase [5].
Des acides aminés de la sous-unité a de V0, situés dans la
lumiere vacuolaire, controleraient I"assemblage du
domaine cytoplasmique V1 au domaine membranaire V0
[29]. La dissociation de la V-ATPase expose le domaine
V0, uniquement si le gradient électrochimique de protons
est maximal lorsque la vésicule est pleine de médiateur.
Ce domaine V0 peut maintenant interagir avec un autre V0
présent dans la membrane présynaptique pour former le
pore de fusion [27] (Figure 3, étape 1). Ainsi, seules des
vésicules pleines sont utilisées pour libérer le neuromé-
diateur, rendant compte du caractére quantique de la
libération. Un tel mécanisme est transposable a tout évé-
nement intervenant dans le trafic membranaire en impli-
quant des compartiments acides.

La V-ATPase pourrait donc intervenir a plusieurs étapes
lors des processus de fusion membranaire et lors de la
libération des neuromédiateurs, et son double jeu pour-
rait expliquer le caractére quantique de la libération des
neuromédiateurs. ¢

TIRES A PART
N. Morel

REMERCIEMENTS

Ce travail a bénéficié du soutien de ’Association

pour la Recherche sur le Cancer

M/Sn° 11, vol. 18, novembre 2002

SUMMARY

Neurotransmitter release: the dark side of the V-ATPase
Neurotransmitters are synthesized in the cytoplasm of
nerve terminals and stored in synaptic vesicles. Within a
msec after stimulation, they are released from synaptic
vesicles that are docked to the nerve terminal mem-
brane. Neurotransmitters flow through a fusion pore that
forms across the two interacting membranes and then
expends, allowing fusion of the synaptic vesicle mem-
brane within the presynaptic membrane. Vacuolar-type
proton ATPase (V-ATPase) is essential for neurotransmit-
ter storage. It accumulates protons within synaptic
vesicles, generating an electrochemical gradient used by
specific transporters to concentrate neurotransmitters.
V-ATPase is a complex enzyme made of a catalytic cyto-
plasmic domain that hydolyses ATP, and a V0 membrane
domain which translocates protons. We review data that
also implicate the V0 membrane domain in the formation
of the fusion pore. Therefore, the same V0 membrane
domain of synaptic vesicle V-ATPase could successively
translocate protons, when associated to the catalytic
domain, and form the fusion pore, when associated in a
trans-complex with a presynaptic membrane V0 domain.
Functional implications for quantal transmitter release
are discussed. ¢
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