pas d’isoler les cellules filles montrant a
32h une répartition inégale de PKCC et du
TCR et de suivre le devenir de ces cellules
individuelles dans le temps.

Les 2 populations de cellules TCD8M et CD8'°
different par leur taille et leur granulosité,
des modifications morphologiques obser-
vées lors de la différenciation des cellules
T naives en cellules T activées blastiques et
qui s’accompagnent de "augmentation de
certains récepteurs a la surface. Dans le
modeéle utilisé par les auteurs, on ne peut
exclure une réponse non synchronisée des
cellules T transférées : les cellules T ayant
rencontré I’Ag précocement seraient alors
activées et blastiques; tandis que les
cellules T ayant été stimulées a un temps
plus tardif seraient en cours d’activation/
différenciation et n’auraient pas encore
subi le changement métabolique et mor-
phologique conduisant a la blastogenése.

Selon cette hypothese, la différence d’ex-
pression du co-récepteur CD8 refléterait
plutot 2 stades distincts du processus de
différenciation des lymphocytes T. Malgré
cette restriction, les données de Chang et
al. montrent clairement que ces 2 popu-
lations CD8M et CD8'® générent in vivo
respectivement, des cellules T effectrices
et mémoires.

La génération de divers types cellulaires
via un processus de division asymétrique
qui sépare inégalement les déterminants
cellulaires est un mécanisme conservé dans
I’évolution, depuis Caenorhabditis elegans
et Drosophila melanogaster [8, 9] jusqu’aux
vertébrés. Elle pourrait, entre autres, étre a
I'origine de la grande plasticité des répon-
ses des cellules du systeme immunitaire. ¢
Asymmetric heritage in the daughter
cells determines effector

or memory cell fate in T lymphocytes

NOUVELLE

L’enzyme de la glycolyse GAPDH
joue un double role dans la
neurotransmission GABAergique
et I’épilepsie humaine

Jacques Laschet, René Pumain

> De nombreux systemes de neurotransmis-
sion sont modulés par des phosphorylations
de récepteurs synaptiques dans le systeme
nerveux central (SNC) des vertébrés. Il a
été en particulier établi que les récep-
teurs ionotropes au glutamate et au GABA
peuvent étre phosphorylés sur les boucles
intracellulaires de plusieurs des sous-uni-
tés qui les composent par des kinases
comme la PKA, PKC, PKG, CAMKII, et PTK.
Ces mécanismes de phosphorylations sont
impliqués dans la stabilité des récepteurs
a la membrane plasmique et peuvent jouer
un role essentiel dans la désensibilisation,
I'agrégation, 'internalisation, le recyclage
ou la dégradation de ces entités protéiques
(pour revue, voir [1]). €n ce qui concerne
le récepteur de type A au GABA (GABA4R),
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qui est composé de cing sous-unités dont
les plus fréquentes sont les a, [3, et 7y, ces
kinases classiques phosphorylent essentiel-
lement les sous-unités B ou Y du GABA4R,
mais pas les sous-unités oL.

Un mécanisme différent de phospho-
rylation a été décrit pour ce récepteur,
mécanisme qualifié d’endogéne car ne
nécessitant I'addition ni de kinase ni
d'activateurs de kinase [2, 3]. La kinase
endogene doit donc étre étroitement liée
au récepteur au niveau de la membrane
neuronale. Ce mécanisme de phospho-
rylation prévient le rundown ou «inca-
pacitation »! de la réponse GABAergique

!Incapacitation (rundown), ce qui traduit une perte fonc-
tionnelle au cours du temps indépendante de I'application
de I'agoniste.
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des neurones hippocampiques ou corti-
caux dissociés de fagon aigué [4]. Les
caractéristiques de ce mécanisme vont
étre décrites, ainsi que son altération
dans les structures nerveuses a I’origine
des crises d’épilepsie.

Un nouveau mécanisme : la modulation
glycolyse-dépendante de I’inhibition

Le premier point essentiel était d’identi-
fier la kinase endogéne du GABA,R. A no-
tre grande surprise, la protéine ciblée
apres purification du récepteur et essais
de phosphorylation ne faisait pas partie
des kinases connues, mais correspondait
a une enzyme clé de la glycolyse, la glycé-
raldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
(GAPDH) [5]. Un examen attentif de la
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littérature a alors révélé que le role de
kinase de la GAPDH, indépendamment
de son role de déshydrogénase dans la
glycolyse, avait été mis en évidence dans
des muscles de lapin. Il avait été montré
que la GAPDH utilise I"ATP glycolytique
pour s’autophosphoryler et transférer
ensuite le radical phosphate sur d’autres
protéines du muscle, qui, a I"époque,
n‘avaient pas été identifiées [5]. Nous
avons ensuite montré que la GAPDH est
physiquement associée au récepteur et
est partiellement co-localisée avec la
sous-unité ol a la membrane plasmique
de neurones en culture. Nous avons égale-
ment montré qu’une synthése locale d’ATP
se produisait dans des membranes lavées

de cortex cérébral en présence de gly-
céraldéhyde-3P, le substrat glycolytique
spécifique de la GAPDH. Ce résultat indi-
que que I'enzyme qui suit la GAPDH dans
la chafne des réactions glycolytiques,
la phosphoglycérate kinase, est aussi
présente a la membrane neuronale sans
€tre associée directement au récepteur,
et qu’elle utilise le produit de la réaction
catalysée par la GAPDH pour produire
les molécules d’ATP glycolytique, pro-
bablement sans diffusion dans le milieu
cytosolique. LATP est ensuite rétrocédé
a la GAPDH qui va s’autophosphoryler,
toujours probablement sans diffusion. La
phospho-GAPDH phosphoryle ensuite le
GABAAR auquel elle est liée sur la boucle

A glucose
extra
bkt Rk S .
intra ': '|' 1 |' :" i
'-.___. e -\..__,.-' " - Ca =
glucose © ", y (e o !
Glc-6P == G-3P 1,3-diP§]3-PG = =2 “*  pyruvate
ATP ou lactate

B GABA'E'(_\'. activation

capacitation

incapacitation
Cr rundown
ATP @r

Figure 1. Modulation directe de U'inhibition GABAergique par la glycolyse. Le maintien de I'état fonc-
tionnel du GABA,R est assuré par une kinase associée au récepteur, que nous avons identifiée comme
la glycéraldéhyde-3P déshydrogénase (GAPDH), une enzyme de la glycolyse. Elle y joue successivement
deux rdles. A. Réle glycolytique de la GAPDH. Deés que le glucose extracellulaire est transporté dans le
neurone, ce glucide entre immédiatement dans la voie glycolytique dont les enzymes peuvent s’associer
en chaine pour plus d‘efficacité. Une production d’ATP glycolytique s’effectue a la membrane a I'étape
catalysée par la phosphoglycérate kinase (PGK). Cet ATP sera rétrocédé a la GAPDH qui va alors pouvoir
jouer son role supplémentaire de kinase du GABA4R. B. Réle de kinase endogéne de la GAPDH. La GAPDH
utilise I’ATP glycolytique pour s’autophosphoryler. La phospho-enzyme transfére ensuite deux phos-
phates a la boucle intracytoplasmique de la sous-unité ol du GABA,R sur une thréonine et une sérine.
Cela entraine la capacitation du récepteur : le canal associé pourra alors - et alors seulement - s’ouvrir
lors de la liaison du GABA sur son site extracellulaire. Enfin, une phosphatase membranaire atypique
(PPase) contrecarre ce mécanisme en déphosphorylant le récepteur, ce qui conduit a une incapacita-
tion et au rundown de la réponse GABAergique. Le maintien de I'inhibition rapide dépend donc étroi-
tement de la consommation de glucose. Glu-T: transporteur du glucose ; Glc-6P : glucose-6P; G-3P:

glycéraldéhyde-3P, 1,3-diPG: 1,3-diphosphoglycérate ; 3-PG : 3-phosphoglycérate.
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intracellulaire 12 de sa sous-unité al.
La phosphorylation endogéne du GABA,R
est donc un mécanisme dépendant de la
glycolyse (Figure 14).

La phosphorylation endogéne a-t-elle
un role fonctionnel ? Nous avons montré,
sur des neurones pyramidaux isolés du
cortex de rat, que toute manipulation
favorisant la phosphorylation endogéne
diminue Iincapacitation des courants
GABA, enregistrés en patch-clamp, et
a linverse, que tout ce qui prévient la
phosphorylation endogéne du GABA,R
la renforce [6]. Ainsi I'ajout de glycé-
raldéhyde-3P au milieu intracellulaire
maintient les réponses GABAergiques au
cours du temps, mais un ajout ultérieur
d’iodoacétamide, qui inactive la GAPDH,
induit une incapacitation de ces répon-
ses aussi importante qu’en I'absence de
ce substrat. UATP endogeéne produit a la
membrane par la glycolyse est trés lar-
gement préféré a ’ATP exogene présent
dans la solution de la pipette de patch.

Par ailleurs, il existe une phosphatase
membranaire atypique qui déphosphoryle
la sous-unité al et contrecarre la phos-
phorylation endogéne [7]. Uajout de cer-
tains inhibiteurs de phosphatase au milieu
intracellulaire prévient 'incapacitation des
réponses GABAergiques en maintenant le
récepteur dans son état phosphorylé. Nous
proposons que la phosphorylation glyco-
lyse-dépendante maintient les courants
GABA, par «capacitation» du récepteur,
et que la phosphatase membranaire aty-
pique, en contrecarrant la phosphorylation
endogene, est a 'origine du rundown des
courants GABAergiques par «incapacita-
tion» du récepteur (Figure 1B).

Déficience

de la phosphorylation endogéne

du GABA,-R dans I’épilepsie humaine
De nombreux travaux ont fortement sug-
géré qu’'un déficit de la neurotransmis-
sion inhibitrice GABAergique pouvait étre
a lorigine des crises chez des patients
épileptiques. Cependant, nos propres tra-
vaux, et ceux de plusieurs autres équipes,
avaient montré que Iinhibition GABAergi-
que était fonctionnelle dans le tissu cor-



tical prélevé pour des raisons strictement
thérapeutiques dans des zones a I'origine
des crises chez ces patients. Existait-il
donc un mécanisme pouvant diminuer de
facon rapide et transitoire I'efficacité de
la neurotransmission inhibitrice chez ces
patients ? Un mécanisme impliquant des
phosphorylations pouvait présenter ces
caractéristiques.

Nous avons émis I’hypothése d’une alté-
ration de la phosphorylation endogene du
GABA4R dans du tissu épileptogene humain
provenant de piéces de cortectomie de
patients souffrant d’épilepsie partielle
pharmacorésistante. €n effet, pour cer-
tains de ces patients, I'exérése chirurgi-
cale de la zone corticale a I'origine des
crises est la seule thérapeutique efficace.
Dans quelques rares cas, nous avons pu
obtenir du tissu cortical témoin provenant
de I'exérese de tumeurs intraparenchy-
mateuses ou de méningiomes chez des
patients ne présentant pas d’épilepsie.
Les résultats obtenus sont clairs et
concordants [8]. Sur des préparations de
membranes corticales lavées, la phos-
phorylation du GABAAR par la GAPDH est
significativement réduite dans le tissu
épileptogene par rapport au tissu controle.
Cette altération ne résulte pas d’une dimi-
nution de I"expression de la sous-unité aul,
mais refléte un déficit intrinseque de la
phosphorylation endogéne.

Les réponses GABAergiques présentaient
un rundown significativement plus rapide
et plus ample lorsque les enregistrements
étaient réalisés sur des neurones cor-
ticaux isolés de tissu épileptogene par
rapport aux réponses de neurones isolés
de tissu témoin. Par ailleurs, ce rundown
observé dans le tissu épileptogéne pouvait
étre largement réduit, soit en ajoutant le
substrat glycolytique de la GAPDH, soit en
inhibant la phosphatase membranaire. Le
déficit de la phosphorylation endogéne
du GABA4R induit donc une labilité fonc-
tionnelle des courants GABAergiques. Nous
proposons que chez le patient épilepti-
que, toute augmentation fortuite de la
demande métabolique puisse induire une
diminution transitoire de I'efficacité de la
neurotransmission inhibitrice du fait de la
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moindre efficacité de la phosphorylation
glycolyse-dépendante et faire « basculer »
la zone corticale pathologique concernée
dans un fonctionnement « épileptique ».
Ces résultats sont a rapprocher d’un fait
constant observé chez les patients atteints
d’épilepsie partielle. La mesure chez ces
patients du métabolisme cérébral du glu-
cose par imagerie de tomographie d’émis-
sion de positons (TEP), a montré que, dans
les périodes intercritiques, le foyer épilep-
tique et les zones corticales limitrophes
étaient dans un état d’hypométabolisme,
c’est-a-dire de moindre utilisation du
glucose [9], de I’ordre de 10% a 15%. La
relation entre cette altération métabo-
lique et la pathologie épileptique n'avait
jamais été établie de fagon claire.

Nous proposons que la déficience de la
modulation glycolyse-dépendante de
I'inhibition GABAergique puisse au moins
partiellement rendre compte de I’hypo-
métabolisme intercritique du glucose. €n
effet, d’autres équipes ont montré que
I"activation des synapses GABAergiques
avait un colt énergétique non négligea-
ble. La diminution de I’efficacité de la
phosphorylation endogéne des GABA,R que
nous avons mise en évidence dans le tissu
épileptogene devrait diminuer ce colt
énergétique et donc la consommation de
glucose. A I"appui de cette hypothése, I’on
peut citer le fait que 'administration d’un
agoniste GABA, augmente le métabolisme
du glucose chez le volontaire sain et chez
le patient épileptique (en particulier au
niveau des zones corticales a I'origine des
crises) avec une amplitude du méme ordre
que celle de ’hypométabolisme [10, 11].
Cette idée va a I’encontre de I’opinion
souvent avancée selon laquelle une aug-
mentation de I'efficacité de I'inhibition
GABAergique produit un hypométabolisme
du glucose par simple diminution de I'ac-
tivité électrique des neurones.

Conclusions et perspectives

La phosphorylation glycolyse-dépen-
dante du récepteur principal de I'inhibi-
tion GABAergique que nous avons mise
en évidence est déficiente dans le tissu
nerveux de patients souffrant d’épilepsies

pharmacorésistantes. Cette observation
permet d’établir un lien entre I’hypomé-
tabolisme intercritique observé chez ces
patients et la pathologie épileptique.
Cette observation ouvre également une
perspective nouvelle et prometteuse pour
le développement de molécules anti-épi-
leptiques actives dans les épilepsies phar-
macorésistantes, dont souffrent prés de
25 % des patients épileptiques. ¢

Dual role for the glycolytic enzyme
GAPDH in GABAergic neurotransmission
and in human epilepsy

REFERENCES

—

Smart, TG, Thomas P, Brandon NJ, Moss SJ.
Heterologous regulation of GABA, receptors: protein
phosphorylation. In : Pharmacology of GABA and
glycine neurotransmission. Berlin : Springer-Verlag,
2001 : 195-225.

. Sweetnam PM, Lloyd J, Gallombardo P, et al.
Phosphorylation of the GABAa/benzodiazepine
receptor alpha subunit by a receptor-associated
protein kinase. / Neurochem 1988 ; 51 : 1274-84.

. Bureau, MH, Laschet JJ. Endogenous phosphorylation
of distinct gamma-aminobutyric acid type A receptor
polypeptides by Ser/Thr and Tyr kinase activities
associated with the purified receptor. J Biol Chem
1995; 270 : 26482-7.

. Stelzer A, Kay AR, Wong RKS. GABA,-receptor
function in hippocampal cells is maintained by
phosphorylation factors. Science 1988 ; 241 : 339-41.

. Kawamoto RM, Caswell AH. Autophosphorylation

of glyceraldehydephosphate dehydrogenase and

phosphorylation of protein from skeletal muscle

microsomes. Biochemistry 1986 ; 25: 657-61.

Laschet JJ, Minier F, Kurcewicz |, et al. Glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase is a GABA, receptor

kinase linking glycolysis to neuronal inhibition.

J Neurosci 2004 ; 24 : 7614-22.

Minier F, Laschet JJ, Evrard B, Bureau MH. Endogenous

phosphorylation of the GABA, receptor protein

is counteracted by a membrane-associated

phosphatase. Neurochem Int 2000 ; 36 : 499-506.

Laschet JJ, Kurcewicz I, Minier F, et al. Dysfunction of

GABAA receptor glycolysis-dependent modulation in

human partial epilepsy. Proc Natl Acad Sci USA 2007 ;

104 : 3472-7.

Ryvlin P, Bouvard S, Le Bars D, et al. Clinical utility of

flumazenil-PET versus [18F]fluorodeoxyglucose-PET

and MRl in refractory partial epilepsy. A prospective

study in 100 patients. Brain 1998 ; 121: 2067-81.

10. Peyron R, Le Bars D, Cinotti L, et al. Effects of GABA,
receptors activation on brain glucose metabolism
in normal subjects and temporal lobe epilepsy (TLE)
patients. A positron emission tomography (PET)
study. Part |: brain glucose metabolism is increased
after GABA, receptors activation. Epilepsy Res 1994 ;
19 : 45-54.

. Peyron R, Cinotti L, Le Bars D, et al. Effects of GABA,

receptors activation on brain glucose metabolism

in normal subjects and temporal lobe epilepsy (TLE)

patients. A positron emission tomography (PET)

study. Part II: the focal hypometabolism is reactive
to GABA, agonist administration in TLE. Epilepsy Res

199419 : 55-62.

n

[

S

[

Lol

~

hd

1

—

689



