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NOUVELLE

Comprendre les neurones
glutamatergiques chez les
mammiferes: un ménage a trois

Etienne Herzog

> Les neurones communiquent entre eux
en libérant dans la fente synaptique des
neurotransmetteurs préalablement accu-
mulés dans les vésicules synaptiques de
leurs terminaisons. Ces transmetteurs
chimiques vont alors agir sur leurs récep-
teurs situés sur les membranes pré- et
postsynaptiques. Selon la nature des
récepteurs activés, le signal transmis
peut étre une excitation (dépolarisa-
tion), une inhibition (hyperpolarisation)
ou une modulation (cascade de seconds
messagers) du neurone cible.

€n 1952, P. Fatt et B. Katz ont montré
que la libération de neurotransmetteurs
se fait par «paquets», ou quantums
[1], chaque quantum représentant le
contenu d’une vésicule synaptique. Pour
réaliser la libération quantique, la ter-
minaison met en jeu un systéme de recy-
clage, d’une part, des molécules de neu-
rotransmetteurs [2] et, d’autre part, de
la membrane vésiculaire [3]. La coordi-
nation spatiale et temporelle de cette
machinerie est cruciale pour assurer un
bon rapport signal/bruit, en particulier
lors de stimulations répétées.

Acide aminé endogéne, le glutamate est
un métabolite ubiquitaire du vivant.
Dans le cerveau, c’est également le
principal neurotransmetteur excitateur
utilisé par au moins 30 % des neurones.
La neurotransmission par le glutamate
(ou glutamatergique) est ainsi la force
motrice dans tous les circuits fonction-
nels du systéme nerveux central (régula-
tions autonomes, boucles sensori-
motrices, fonctions cognitives). Par
conséquent, nombre de maladies neuro-
logiques et psychiatriques font interve-
nir la transmission glutamatergique.
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'absence de marqueurs

protéiques spécifiques a

cependant longtemps freiné I’étude des
neurones glutamatergiques [4].

Les trois transporteurs vésiculaires

du glutamate

Récemment, trois sous-types de trans-
porteurs vésiculaires du glutamate
(VGLUTL, 2 et 3), de séquences trés
conservées (plus de 70 % d’identité), ont
été isolés et caractérisés (Figure 1) [5-
7]. €n remplissant les vésicules synap-
tiques, ces protéines réalisent une fonc-
tion clé pour la sécrétion de glutamate.
Elles sont également les premiers mar-
queurs protéiques spécifiques des cellules
glutamatergiques [5-10]. Les VGLUT sont
enchassés dans la membrane des vési-
cules synaptiques par dix domaines
transmembranaires (Figure 1B).

Les trois VGLUT ont des propriétés biophy-
siques et pharmacologiques de transport
vésiculaire extrémement proches [5-10].
De plus, des expériences de transfection
de cellules ou de neurones non glutama-
tergiques ont permis d’établir sans ambi-
guité que I'expression de VGLUTL ou de
VGLUT2 suffisait pour induire une libéra-
tion de glutamate [5, 7, 8]. Bien que pro-
bable, I"implication directe de VGLUT3
dans la libération de glutamate reste
encore a démontrer [7, 10]. €n revanche,
leur répartition dans le cerveau est tres
complémentaire (Figure1C). VGLUTL est
exprimé principalement dans les régions
les plus corticales du cerveau, qui sont le
siege des fonctions cognitives et d’ap-
prentissage moteur, alors que VGLUT2 est
localisé dans les neurones glutamater-
giques sous-corticaux, qui sont principa-
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lement impliqués dans les
circuits sensorimoteurs et
de régulation autonome de
I’organisme. Chez I'adulte,
VGLUTI et VGLUT2 délimi-
tent donc deux territoires
qui couvrent I"ensemble
des neurones glutamater-
giques historiquements
décrits [4]. Au cours du développement,
VGLUT2 est présent tres précocement et
couvre en partie le territoire de VGLUTI,
alors que ce dernier ne I’'occupe qu’au bout
de trois semaines de vie postnatale [11].
VGLUT3 (que nous avons identifié a Iln-
serm U.513) présente une expression res-
treinte & quelques sous-populations de
neurones classiquement considérés
comme cholinergiques, sérotonergiques ou
méme GABAergiques. VGLUT3 semble donc
définir un systeme glutamatergique de
type modulateur tout a fait inattendu
[10].

Si les trois VGLUT sont localisés dans des
populations distinctes de neurones,
leurs propriétés de remplissage des vési-
cules synaptiques sont peu différentes
et les raisons fonctionnelles de cette
diversité restent a déterminer [7].

Réles respectifs des VGLUT:

résultats de I’invalidation du géne
codant pour VGLUT1

Le gene codant pour VGLUTL a récem-
ment été invalidé (VGLUTI™") dans les
laboratoires de R. €dwards (UCSF, San
Fransisco, USA) et de N. Brose (Max-
Planck-Institut fiir Experimentele Medi-
zin, Gottingen, Allemagne) [12, 13].
Chez les animaux VGLUTI™~, nous avons
montré que "absence de VGLUT] au
cours des trois premiéres semaines de
vie postnatale est en partie compensée
par la présence ubiquitaire plus précoce
de VGLUT2, les animaux VGLUTI™/~ ne
mourant qu’apres 21 jours de vie post-
natale, date a laquelle le systeme
VGLUTL est censé étre parfaitement
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fonctionnel [11]. Cependant, en appli-
quant des conditions d’élevage adap-
tées, I’équipe de R.Edwards a pu main-
tenir en vie un grand nombre de souris
VGLUTI™~ bien au-dela de cette limite
[12]. A partir du début de la troisiéme
semaine, ces souris présentent un retard
global de croissance, un aspect émacié,
sont aveugles et semblent présenter des
troubles neurologiques moteurs.

La mutation entraine un effondrement
de la capacité du cerveau a accumuler e
glutamate dans les vésicules synap-
tiques. Il ne reste que 20 % du transport

vésiculaire de glutamate dans le cerveau
antérieur des souris VGLUTI™~. Pourtant,
VGLUTL ne parait pas absolument essen-
tiel au maintien des fonctions vitales de
I’organisme. VGLUT2 assurerait donc pro-
bablement la majeure partie de la trans-
mission glutamatergique dans les
centres nerveux de régulation autonome
de I’organisme [7, 91.

Le cerveau des animaux VGLUTI™ ne
semble pas étre affecté sur le plan mor-
phologique et la mise en place des sys-
témes 2 et 3 (voir Figure 1C) n’est pas
perturbée par I’absence de VGLUTL [12,

13]. Sur le plan ultrastructural, ni le
nombre, ni la taille des synapses ne sont
modifiés, mais une diminution importante
du nombre de vésicules synaptiques a la
terminaison et I’apparition de structures
membranaires tubulovésiculaires aty-
piques sont observées (Figure 2) [12].
Une telle observation n’a jamais été faite
dans les cas d’invalidation des genes
codant pour les transporteurs vésiculaires
d’amines. Elle implique une interaction
directe de VGLUT1 avec la machinerie de
recyclage ou de biogenese des vésicules
(Figure 2) [12].

A

VGLUT3 PFNAFDT €K K V.A |l0 DGTN EGDA OMSRAR vV 80
VGLUT2 M----- | m LEVPEKK

VGLUTI M-----€-FRQ------- EFRKL TTHTRDP

VGLUT3 v VD PEI 160
VGLUT2 ASRL 155
VGLUTL H vv 147
VGLUT3 240
VGLUT?2 | 235
VGLUTL VA 227
VGLUT3 -ASLS 319
VGLUT? TD LGAME 315
VGLUTL DA MNPV T 307
VGLUT3 A 399
VGLUT?2 KO T 395
VGLUTL N 387
VGLUT3 479
VGLUT?2 R N 475
VGLUTL 467
VGLUT3 LNHIAFISIRKKM ----- TIN 554
VGLUT2 GDIT TUg====< SOE 550
VGLUTL VGH QILAGSDES € DEIE PGAPPAPPP HST 547
VGLUT3 CEVOKTDRROQRIESAFEG-EEPLSYONEE ETS 589
VGLUT2 NGGWPNGWEKKEEFVOESAQDAYSYKDRD 582
VGLUTl VQPPRPPPP----- oo mm oo - Vv 560
B

Vésicule

Cytoplasme

I Systéme 1 (VGLUTL) [ Systéme 2 (VGLUT2) ¥ Systeme 3 (VGLUT3)

Figure 1. Les transporteurs vésiculaires du glutamate. VGLUT1, VGLUT2 et VGLUT3 sont des protéines de 560 a 589 acides aminés présentant un trés

fort degré d’identité (A), notamment dans leur partie centrale qui comprend 10 domaines transmembranaires (B). Les parties amino- et carboxy-

terminales, trés divergentes, sont probablement cytoplasmiques. Les trois génes présentent des profils d’expression tres complémentaires dans le

cerveau adulte (hybridation in situ des ARN messagers) (C).
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VGLUT et contenu en glutamate

des vésicules synaptiques

Les activités électrophysiologiques des
neurones dépourvus de VGLUTL ont été
étudiées a partir de tranches d’hippo-
campe et de cervelet [12] ou de cultures
unicellulaires de neurones hippocam-
piques [13]. Comme attendu, une partie
des neurones est totalement silencieuse
[13], mais une majorité présente une
activité synaptique résiduelle [12, 13],
vraisemblablement attribuable a I'ex-
pression ubiquitaire de VGLUT2 [11].
Cette activité résiduelle présente une
forte diminution de I"amplitude du
signal, de la fréquence de libération,
mais aussi de la taille des quantums. La
diminution de I’amplitude correspond a
une diminution globale du stock de glu-
tamate libérable, alors que la baisse de
fréquence de libération s’explique par
I’exocytose de vésicules vides. €n effet,
le cycle des vésicules synaptiques dans
la membrane plasmique, mis en évi-
dence en imagerie dynamique, est nor-
mal y compris dans les neurones totale-
ment silencieux [3, 13]. Cette
observation, combinée a la diminution
du nombre de vésicules [12], suggere
que les terminaisons VGLUTI™~ ont un

déficit de biogenese plutdt que de recy-
clage des vésicules (Figure 2). Il faut
noter qu’aucun systéme de «contréle
qualité» ne semble empécher les vési-
cules synaptiques vides de fusionner
avec la membrane plasmique [13].

La diminution de la taille des quantums
pourrait étre expliquée par la diminution
du nombre de transporteurs présents sur
la vésicule (Figure 2). En effet, des
expériences de surexpression de VGLUTI
dans les neurones en culture ont permis
de montrer que la taille des quantums
peut méme étre supérieure a la valeur de
base [13]. Ces données confirment que
les transporteurs vésiculaires de gluta-
mate travaillent en compétition avec
une fuite non spécifique du glutamate
vers le cytoplasme. Le point d’équilibre
entre le chargement et la fuite de gluta-
mate déterminerait la taille du quan-
tum.

La modification de la taille du quantum
libérable est I'un des nombreux méca-
nismes possibles de la plasticité synap-
tique [1]. La plasticité synaptique cor-
respond a la modulation de la force et
de 'efficacité d’une synapse en fonction
de son histoire. La régulation de I'ex-
pression et/ou de I’adressage vésicu-

A veGLuTI**

G \ G
Lekny
‘""l!"l!""‘ii

I Glutamate

QVGLUTL

B VGLUTI--

e {
\’, AN
P08

QW VGLUT?

Figure 2. Modéle simplifié de terminaison nerveuse glutamatergique chez la souris. A. Pendant les

trois premiéres semaines postnatales, la majorité des synapses glutamatergiques des neurones

hippocampiques expriment VGLUTI et, de fagcon moindre, VGLUT2. Elles présentent un nombre

élevé de vésicules synaptiques chargées en glutamate. B. 'invalidation du géne codant pour

VGLUTL (VGLUT ) induit une diminution de la quantité de glutamate dans les vésicules (dimi-

nution du quantum libérable) (1). Certaines vésicules sont vides, mais peuvent tout de méme

étre exocytées et le nombre de vésicules est considérablement diminué (2). Enfin, des structures

tubulovésiculaires apparaissent dans la terminaison, pouvant résulter d’une altération des

mécanismes de biogenése ou de recyclage des vésicules synaptiques (3).
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laire des VGLUT pourrait donc conduire a
une modification de I'efficacité des
synapses glutamatergiques. Linterac-
tion originale de VGLUTI avec la machi-
nerie de trafic membranaire est égale-
ment en mesure d’altérer les propriétés
de libération du glutamate. D’ailleurs,
R.T. Fremeau et al. ont observé sur
tranche d’hippocampe que les synapses
VGLUTI et VGLUT? positives présentaient
des formes différentes de plasticité
synaptiques [12], une observation qui
n’a pas été confirmée par notre groupe
[13]. Ces questions sur les relations
entre transport vésiculaire de glutamate
et plasticité synaptique devront faire
I’objet de nouvelles recherches afin
d’étre résolues.

Conclusions

Linvalidation du gene codant pour
VGLUTL confirme que la survie d’un
mammifere est possible malgré une trés
forte altération des systémes cognitifs.
Elle pointe également le role du systeme
VGLUT2 qui semble controler notamment
I’excitation de I’ensemble des boucles
de régulations vitales pour I'organisme,
des les stades précoces du développe-
ment embryonnaire. €lle nous renseigne
également sur le role intriguant et origi-
nal de VGLUTI dans le trafic membra-
naire a la terminaison. Enfin, ces ani-
maux VGLUTI™/~ pourraient servir de
modele d’étude de certains phénotypes
neurologiques ou psychiatriques au
cours desquels une diminution de "acti-
vité excitatrice est suspectée. A n’en pas
douter, I"invalidation de VGLUT2 et
VGLUT3 seront les prochaines grandes
étapes dans la compréhension des sys-
témes de transmission glutamatergique
chez les mammiferes. ¢

Understanding glutamatergic neurons
in mammalians: « un ménage a trois »
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NOUVELLE

L’amaurose congénitale de Leber:
les rétinol-déshydrogénases
au banc des accusés

Isabelle Perrault, Sylvain Hanein, Josseline Kaplan

> Il est désormais admis que I’amaurose
congénitale de Leber (ACL) [MIM
2040001 [1, 2] est la dystrophie réti-
nienne la plus sévere et la plus précoce
puisqu’elle est responsable de cécité ou
de malvoyance profonde néonatale.
Nous avons démontré récemment que,
sous ce vocable, se distinguaient deux
groupes de maladies déterminées géné-
tiquement, se transmettant a une excep-
tion prés selon le mode récessif autoso-
mique [3]. Le premier groupe correspond
a la description faite par A. Sorsby et
C.E. Williams qui n’hésitaient pas a parler
d’«aplasie rétinienne» [4]. Nous avons
effectivement retrouvé cette entité chez
des individus atteints d’une forme trés
sévere, trés précoce et non évolutive
dans laquelle I’atteinte des cdnes est
prédominante. Cette forme est désignée
par, selon la terminologie anglo-
saxonne, cone-rod dystrophy. Le second
groupe correspond a I'extrémité d’un
spectre de gravité des rétinopathies pig-
mentaires et est constitué d’individus
souffrant d’une dystrophie, certes
sévere, mais plus progressive, débutant
par une atteinte des batonnets (rod) et
désignée selon la méme terminologie par
rod-cone dystrophy [5]. Pour les deux
groupes, les criteres cliniques d’inclusion
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du diagnostic sont un nystagmus congé-
nital a grandes oscillations, une absence
de poursuite oculaire, des signes digito-
oculaires ainsi qu’un fond d’ceil normal a
la naissance qui contraste avec un ERG
(électrorétinogramme) plat, témoignant
d’une atteinte des deux types de photo-
récepteurs.

La distinction entre les deux groupes cli-
niques se fait a la fin de la premiere année
de vie et repose essentiellement sur: (1)
I’étude du comportement de 'enfant a la

11. Miyazaki T, Fukaya M, Shimizu H, et al. Subtype swit-
ching of vesicular glutamate transporters at parallel
fibre-Purkinje cell synapses in developing mouse
cerebellum. Eur J Neurosci 2003; 17: 2563-72.

12. Fremeau RT, Kam K, Qureshi T, et al. Vesicular glu-
tamate transporters 1 and 2 target to functionally
distinct synaptic release sites. Science 2004; 304:
1815-9.

13. Wojcik SM, Rhee JS, Herzog €, et al. An essential role
for vesicular glutamate transporter 1 (VGLUTL) in
postnatal development and control of quantal size.
Proc Natl Acad Sci USA 2004; 101: 7158-63.

Inserm U.393, Handicaps
génétiques de 'enfant,
Hopital Necker-Enfants
Malades, 149, rue de Sevres,
75743 Paris Cedex 15,

France.
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lumigre; (2) I"aspect de la rétine; (3) les
données précoces de la réfraction; et (4)
Pacuité visuelle (Figure 1).

Jusqu’a une période trés récente, 10
genes codant pour I’ACL étaient localisés
et 7 identifiés: GUCY2D [MIM 600179],
RPEGS5 [MIM 1800691, CRX [MIM 6002251,
AIPLT [MIM 604392], RPGRIPI [MIM
6054461, CRBI [MIM 604210], TULPI
[602280], LCA3 [MIM 604232] en 14q24,
LCA5 [MIM 604537] en 6qll-16 et LCA9
en 1p36 [MIM 608553]. Ces geénes sont

Figure 1. Représentation graphique des corrélations génotype-phénotype établies pour ’amaurose

congénitale de Leber et fréquence de ’implication de ch

geéne resp ble de la maladi

q



