VGLUT3, un acteur

insoupconné de la transmission
cholinergique striatale
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Le glutamate et les VGLUT

Le glutamate est non seulement un acide
aminé essentiel au métabolisme de toute
cellule, mais aussi le principal neuro-
transmetteur excitateur du cerveau (uti-
lisé par plus de 30 % des neurones). Les
neurones glutamatergiques sont présents
dans toutes les structures et participent
a I’ensemble des fonctions cérébrales.
Avantd’étrelibéré al’arrivée d’un poten-
tiel d’action, le glutamate, comme tous
les neurotransmetteurs, est accumulé
par des transporteurs dans des organi-
tes appelés vésicules synaptiques. Trois
transporteurs vésiculaires du glutamate
(VGLUT1 a - 3 ont été découverts au
début de ce siecle [1-3]. Ces protéines
sont a la fois des marqueurs fonctionnels
et anatomiques des neurones glutama-
tergiques. Depuis leur découverte, notre
vision de la neurotransmission glutama-
tergique a considérablement évolué.

Les trois VGLUT mettent en effet en
lumiére trois sous-systemes glutama-
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tergiques, définis par la présence d’un
des transporteurs
VGLUTL est présent dans les neurones

trois vésiculaires.
du télencéphale, et assure 80 % de la
neurotransmission glutamatergique [4,
5]. VGLUT2 est principalement loca-
lisé dans des neurones du diencéphale,
avec une distribution complémentaire
a celle de VGLUTL [6, 7]. Les neuro-
nes exprimant VGLUTL et VGLUT2 cou-
vrent a eux deux I’ensemble des neu-
rones « classiquement » définis comme
glutamatergiques.

’étude de souris mutantes n’exprimant
plus I'un de ces deux transporteurs mon-
tre que invalidation de VGLUTL ou de
VGLUT2 a des conséquences tres diffé-
rentes, mais qu’ils sont tous deux vitaux
pour le fonctionnement du cerveau [5,
8]. Ces travaux ont aussi établi de fagon
indiscutable que la capacité a libérer
du glutamate et la taille du quantum
dépendent directement de la présence et
du nombre de VGLUT par vésicule [5, 9].
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Loriginalité de VGLUT3

VGLUT3 se démarque nettement des deux
autres isoformes. Son expression chez
I’adulte est beaucoup plus discrete et
surprenante. €n effet, elle est restreinte
a des sous-populations neuronales
décrites comme non glutamatergiques.
On le trouve notamment dans certains
interneurones GABAergiques du cortex
et de I’hippocampe, dans les neurones
sérotoninergiques du raphé et enfin
dans les interneurones cholinergiques du
striatum, auxquels nous nous sommes
plus particulierement intéressés [3, 10].
Cette présence insolite (Figure 1) pose la
question d’une possible cotransmission
(colibération de deux neurotransmet-
teurs habituellement non associés).

Le striatum fait partie d’un ensemble
de structures cérébrales appelées les
ganglions de la base. Il participe a des
fonctions variées et complexes allant
des fonctions motrices aux fonctions
cognitives [11]. Lactivité des neurones

Figure1. Coexpression de VGLUT3 et VAChT.
A. Colocalisation en
VGLUT3 et VAChT dans le striatum de souris sauva-
ges. VGLUT3 est détecté en rouge et VAChT en vert,

immunofluorescence de

la superposition des deux marquages montre un
colocalisation quasi parfaite des deux transpor-
teurs vésiculaires. B. Transport d’ACh-°H sur une
préparation de vésicules synaptiques striatales
de souris sauvages (WT) ou KO-VGLUT3. Dans le
cas de vésicules striatales de souris sauvages, les
vésicules mises en présence d’ACh et de glutamate
transportent plus d’ACh. Cet effet du glutamate
sur le transport d’ACh disparait chez les souris
KO-VGLUTS.
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de projection du striatum est sous le
controle des afférences glutamatergiques
du cortex et du thalamus. Localement,
ces neurones de projection regoivent une
double innervation cholinergique (des
interneurones) et dopaminergique (de la
voie nigro-striée). U'acétylcholine (ACh)
et la dopamine (DA) agissent de facon
opposée et complémentaire, créant une
balance ACh/DA dans le striatum [12].
La génération de souris invalidées pour le
géne de VGLUT3 (souris KO-VGLUT3) nous
a permis de faire un pas en avant dans
la compréhension du rdle de ce trans-
porteur vésiculaire atypique. VGLUT3 est
particulierement abondant dans le stria-
tum ou il est exprimé par tous les inter-
neurones cholinergiques et sa localisa-
tion se superpose presque parfaitement
a celle du transporteur vésiculaire de
I"acétycholine (VAChT, Figure 1A). Notre
choix s’est porté dans un premier temps
sur ’étude de la fonction de VGLUT3 dans
ces importants interneurones modula-
teurs/intégrateurs striataux [13].

La perte de VGLUT3

entraine une diminution

de la transmission cholinergique

Nous avons d’abord analysé les capaci-
tés motrices de nos souris KO-VGLUT3.
Uinjection d’un neuroleptique, I’halopé-
ridol, se traduit par une certaine raideur
des membres et une difficulté de I’animal

a initier un mouvement volontaire (état
aussi appelé catalepsie). Nous avons
observé que les souris n’exprimant plus
VGLUT3 sont moins sensibles a I'effet de
I’halopéridol que des souris sauvages. De
plus, elles ont une activité locomotrice
spontanée plus élevée que celle des sou-
ris contrdles, ainsi qu’une hypersensiblité
a I'effet hyperlocomoteur de la cocaine.
Un phénotype identique avait été préala-
blement observé dans un modele d’hypo-
cholinergie striatale obtenu par I'abla-
tion sélective des interneurones choli-
nergiques [14]. Mais I’hypothése d’une
modification de la neurotransmission
dopaminergique dans le striatum per-
mettrait également d’expliquer ces dif-
férences comportementales.

Pour trancher entre ces deux possibili-
tés, nous avons testé I'effet de I'injection
d’un inhibiteur de I’enzyme de dégrada-
tion de I’ACh agissant au niveau du sys-
téme nerveux central. Le traitement par
le donépezil permet de rétablir chez les
animaux KO-VGLUT3 une activité loco-
motrice semblable a celles des souris
sauvages. La « normalisation » des taux
extra-synaptiques d’ACh permet donc de
corriger le phénotype hyperlocomoteur
des souris KO-VGLUT3.

La validité de cette hypothese hypocho-
linergique a été ensuite directement mise
a I’épreuve en mesurant la capacité de
libération d’ACh tritiée (ACh-°H) in vitro

o YGLUTS
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sur des tranches de striatum, chez les
souris sauvages et mutantes. Le striatum
issu des animaux KO-VGLUT3 libére moins
d’ACh, alors que dans les mémes condi-
tions expérimentales, la libération de DA
est équivalente entre les deux génotypes.

Un nouveau mécanisme

de régulation présynaptique :

la « synergie vésiculaire »

La perte de VGLUT3 a donc comme consé-
quence d’amoindrir le tonus cholinergi-
que striatal. Mais quel mécanisme molé-
culaire est-il a Iorigine de cet effet?
Nous avons choisi d’explorer I’hypothese
d’une influence directe de la capture
vésiculaire de glutamate sur le quantum
vésiculaire d’ACh. Dans un premier temps,
nous avons montré par immunoprécipi-
tation que VGLUT3 et VAChT sont présents
sur les mémes vésicules dans les ter-
minaisons nerveuses des interneurones
cholinergiques.

[l semble donc que glutamate et ACh peu-
vent étre accumulés au sein des mémes
vésicules. U'effet de ce cotransport a été
mesuré sur des préparations de vésicules
striatales mises en présence d’ACh-*H. La
quantité d’ACh-*H transportée au cours
du temps atteint une valeur supérieure
de plateau lorsque du glutamate est pré-
sent dans le milieu de transport. Cet effet
du glutamate existe uniquement dans les
régions du cerveau ol VGLUT3 et VAChT

Figure 2. Mécanisme de la « synergie vésicu-
laire ». A. Représentation schématique d’une
terminaison cholinergique striatale chez une
souris sauvage. La présence de VGLUT3 sur
les mémes vésicules que VAChT permet une
accumulation plus importante d’ACh dans
chaque vésicule. La quantité d’ACh libérée est
donc augmentée elle aussi. Ce mécanisme est
appellé synergie vésiculaire. B. Terminaison
cholinergique striatale chez une souris KO-
VGLUT3. La perte de VGLUT3 dans ces terminai-
sons provoque une diminution de I"accumula-
tion et de la libération d’ACh.



sont colocalisés, et disparait en présence
d’inhibiteurs de VGLUT3. Mais surtout,
cet effet disparait sur des préparations
de vésicules de striatum de souris KO-
VGLUT3 (Figure 1B).

Le glutamate (via VGLUT3) potentialise
donc Paccumulation vésiculaire d’ACh.
Nous avons nommé ce mécanisme de
régulation présynaptique « synergie vési-
culaire » (Figure 2).

Des roles nouveaux

pour le glutamate et VGLUT3

Notre travail montre donc que les roles de
cet acide aminé multifonctionnel qu’est
le glutamate sont encore plus étendus
que ce qui était soupgonné jusqu’a pré-
sent. Via son transport dans les vésicules
synaptiques, le glutamate permet une
modulation intra-synaptique de la neu-
rotransmission cholinergique. Cette fonc-
tion inattendue du glutamate ouvre de
nombreuses perspectives de recherche.

Il reste a explorer les fonctions du glu-
tamate colibéré avec I’ACh, ou encore
la possibilité de moduler pharmacologi-
quement la transmission cholinergique
striatale, en ciblant VGLUT3 au cours du
développement ou dans la maladie de
Parkinson. ¢

VGLUT3 and the mechanism

of vesicular synergy
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