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Les interneurones GABAergiques de I’hippocampe

I.1. Concordance entre I’anatomie et la fonction du circuit hippocampique

L’hippocampe est une structure cérébrale du systeme limbique des Mammiferes qui est
essentielle a I'acquisition et la consolidation de la mémoire déclarative chez 'homme (Neves et
al 2008). Un ensemble de travaux, couronné par le prix Nobel 2014 accordé a John O’Keefe,
May-Britt et Edvard Moser, a montré que le cortex entorhinal et 'hippocampe jouaient un réle
essentiel dans la fabrication des cartes corticales et l'orientation spatiale des rongeurs. La
découverte des « place cells » dans I'hippocampe, neurones de lieu déchargeant lorsque le rat
occupe une position précise dans son environnement (O'Keefe 1979, O'Keefe & Dostrovsky
1971) a été suivie par l'identification des « grid cells », « border cells », « head direction cells » et
plus récemment des « speed cells » dans le cortex entorhinal médian (Hafting et al 2005, Kropff
et al 2015, Solstad et al 2008 ). Les informations de position, direction et vitesse traitées par ces
cellules spécialisées permettent la navigation et l'orientation spatiale des rongeurs dans
différents environnements (Moser & Moser 2013, Rowland et al 2015).

Anatomiquement, la formation hippocampique associe trois régions: le gyrus denté, la
corne d’Ammon (CA) et le subiculum. La corne d’Ammon est elle-méme subdivisée en trois aires
(CA1, CA2, CA3) qui sont distinguées par leur topologie et les types d’afférence que recgoivent les
cellules principales (Lorente de N§, Rafael (1934). "Studies on the structure of the cerebral
cortex. II. Continuation of the study of the ammonic system". ] Psychol Neurol 46: 113-177).
Chaque aire comprend plusieurs strates, dénommées selon un axe superficiel-profond : Alveus-
Oriens, Pyramidale, Lucidum, Radiatum et Lacunosum-Moleculare. Les somas des cellules
principales sont alignés dans la couche pyramidale.

Entorhinal
cortex

Pyramidal cell
of CA3

— = 1. Perforant path : axons from the entorhinal cortex innesvate granule cells,
= = . 2 The axons of the granule cells (mossy fibers) innervate pyramidal cells of CA3.

— — - 3. The axons of the pyramidal cells of CA3 (Schaffer collaterals} innervate pyramidal cells of CAT.

Figure I-1 Les différentes strates des champs ammoniens de I’hippocampe (Danglot et al 2006)

Fonctionnellement, l'hippocampe peut étre schématisé par un circuit excitateur
unidirectionnel tri-synaptique, en accord avec les données anatomiques (Andersen et al 1969).
Les entrées excitatrices provenant de la couche superficielle II du cortex entorhinal pénétrent
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par la voie perforante a travers le subiculum pour former un premier relai au niveau des cellules
granulaires du gyrus denté. Les axones non myélinisés des cellules en grain forment des fibres
moussues reconnaissables par leurs larges varicosités qui vont contacter les cellules
pyramidales dans le stratum Lucidum de I'aire CA3 pour établir un second relai. Le troisiéme
relai est réalisé par les collatérales des axones des cellules pyramidales de CA3 (collatérale de
Schaffer) qui pénetrent dans le stratum radiatum pour contacter les dendrites apicaux des
cellules pyramidales de CA1. Ce circuit tri-synaptique excitateur EC»DG=>CA3=>CA1 se boucle
finalement sur le cortex entorhinal par une projection des cellules de CA1l vers les couches
profondes (V et VI) du cortex entorhinal directement ou en faisant un relai via le subiculum. Il
est important de noter que des collatérales excitatrices sont établies entre les cellules
pyramidales de la région CA3. Ces contacts récurrents peuvent étre a lorigine de
synchronisations anormales associées a des crises épileptiques (Johnston & Brown 1981,
MacVicar & Dudek 1980, Miles & Wong 1986). Les interactions excitatrices entre cellules
pyramidales de CA1 sont, quant a elles, beaucoup plus rares (Christian & Dudek 1988).
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Figure 1-2 Représentation schématique des boucles du réseau hippocampique (Goldberg & Coulter
2013)

En contrélant la décharge des cellules principales, I'inhibition GABAergique organise
I'activité des cellules principales, jouant un réle essentiel dans le controle de I'excitabilité de ces
réseaux hippocampiques excitateurs fortement récurrents.



I.2. Les interneurones GABAergiques forment une petite population de
cellules tres diverses

Les interneurones représentent 10 a 20% de I'ensemble des cellules de I'hippocampe
(Freund & Buzsaki 1996). lls présentent une grande diversité morphologique, biochimique et
fonctionnelle, suggérant un continuum de phénotypes neuronaux (Markram et al 2004, McBain
& Fisahn 2001). En effet, les enregistrements in vitro et in vivo ont permis d’identifier jusqu’a 21
sous-types d'interneurones dans les aires CA1 et CA3 apres reconstruction anatomique et/ou en
utilisant des marqueurs neurochimiques (Klausberger & Somogyi 2008, Parra et al 1998, Sik et
al 1995, Somogyi & Klausberger 2005, Tricoire et al 2011).

Pour établir un catalogue raisonné de cette diversité cellulaire, et préciser les criteres
d’identification des différentes classes d’interneurones, un groupe d’expert a établi une liste de
caractéristiques basée sur (DeFelipe et al 2013, Petilla et al 2008): (i) des critéres
morphologiques (ex: localisation du soma et de l'axone dans les différentes strates de
I'hippocampe; positionnement de I'arborisation axonale relative au soma et son orientation
parallele ou antiparalléle; nature des cibles postsynaptiques; localisation des synapses
périsomatiques (cellules en panier) ou sur les dendrites apicaux (cellules somatostatine)) ; (ii)
I'expression de marqueurs biochimiques (expression de différentes protéines de liaison du
calcium : parvalbumine, calrétinine et calbindine ; neuropeptides sécrétés : somatostatine (SST),
peptide vasoactif intestinal (VIP), cholécystokinine (CCK)); (iii) des caractéristiques
électrophysiologiques (excitabilité, accommodation, régularité des potentiels d’action) (DeFelipe
etal 2013, Kepecs & Fishell 2014, Markram et al 2004 ).

Néanmoins, cette complexité apparente des positionnements et des phénotypes des
interneurones GABAergiques pourraient n’étre que la conséquence de leur ontogénése complexe
et insertion tardive dans les réseaux hippocampiques (Lee et al 2014). Ainsi, il a été proposé
récemment de simplifier la classification des interneurones a seulement trois groupes, en
prenant en compte 'expression de trois marqueurs spécifiques différents selon leur origine
développementale. En effet, les interneurones GABAergiques du cortex et de 'hippocampe sont
générés dans les éminences ganglionnaires médiale (MGE) et caudale (CGE) sous-corticales, lors
de deux vagues successives de neurogénése, entre E9-E12 et E12-E16, respectivement
(Anderson et al 1997, Kepecs & Fishell 2014 , Miyoshi et al 2010). Apres une longue et complexe
migration, ils envahissent '’hippocampe a E14 (Danglot et al 2006, Tricoire et al 2011 ) et
maturent. La diversité des interactions moléculaires lors de cette migration engendrerait la
graduation des phénotypes observés dans '’hippocampe (Kepecs & Fishell 2014).
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Figure 1-3 Diversité multidimensionnelle des interneurones (Kepecs & Fishell 2014)

Il est maintenant établi que I'éminence ganglionnaire médiale (MGE) est la source de la
majorité des interneurones GABAergiques exprimant la parvalbumine (PV+, 40%) et la
somatostanine (SST+, 30%)(Rudy et al 2011, Tremblay et al 2016). Bien que les phénotypes des
neurones issus de la CGE soient plus diversifiés (CCK+, CR+, VIP* etc) (Tricoire et al 2011), la
vaste majorité d’entre eux expriment le récepteur 5HT3, alors qu’il n’est pas exprimé par les
neurones issus de la MGE. En conséquence, il a été proposé de réduire la complexité
phénotypique des interneurones corticaux a seulement 3 groupes : PV+, SST+ et 5HT3* (Rudy et al
2011, Tremblay et al 2016). Dans ce modele les trois classes d’interneurones ont un role
spécifique: les neurones PV* et SST+ sont responsables respectivement de I'inhibition
périsomatique et dendritique recue par les cellules principales alors que les sous-types de
neurones 5SHT3+ ont un réle neuromodulateur (Kepecs & Fishell 2014, Tremblay et al 2016).
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Figure I-4 Origine des principaux sous-types d’interneurones de I’hippocampe (Tricoire et al 2011)

Nous développerons ces différences dans le chapitre suivant en raison de l'utilisation de
la souris EGFP:GAD65 durant ma these. En effet 'expression de la EGFP dans cette souris
transgénique est spécifique des interneurones issues de la CGE (Lépez-Bendito et al 2004,
Tricoire et al 2011 ). En conséquence la majorité des interneurones GABAergiques (PV+, SST*) ne
sont pas fluorescents dans des cultures d’hippocampe.



I.3. La souris EGFP:GADG65 : un modele d’étude des interneurones de la CGE

Plusieurs stratégies ont été développées pour identifier un type d’interneurone
spécifique par expression d’'un marqueur fluorescent génétiquement encodé. Ainsi, I'utilisation
de chromosomes artificiels bactériens (BAC) contenant tout ou parti de la séquence génomique
d’'un promoteur particulier a permis de créer des lignées de souris transgéniques exprimant la
EGFP (ou une autre protéine fluorescente) dans les cellules oul ce promoteur est actif (Zeilhofer
et al 2005). L’expression du rapporteur peut varier considérablement entre chaque lignée, en
fonction du nombre de copies insérées, de I'intégrité du promoteur et de son environnement
chromosomique. Par exemple une expression ectopique de la EGFP, c’est a dire sans phénotype
glycinergique, a été observée dans les noyaux profonds du cervelet de la souris GlyT2:EGFP qui
marque les neurones glycinergiques dans la moelle épiniére et le tronc cérébral (Husson et al
2014, Zeilhofer et al 2005).

La souris GAD65:EGFP a été utilisée tres largement pour identifier les neurones
GABAergiques qui sont minoritaires dans la plupart des structures corticales. Pour créer cette
souris transgénique, Gabor Szabd et Ferenc Erdely ont utilisé un BAC contenant 5,5 kb de
séquence génomique en amont des 6 premiers exons de la GAD65, une enzyme ubiquitaire de la
synthese du GABA (Lopez-Bendito et al 2004). Cette région en 5’ contient le promoteur proximal
de la GADG65 et une partie des séquences régulatrices « enhancer » (Pan 2014, Skak & Michelsen
1999 ). Plusieurs lignées de souris transgéniques ont été générées présentant des patrons
distincts d’expression de la EGFP, suggérant que la totalité du promoteur de la GAD65 n’était pas
inclut dans le BAC ou, alternativement, que l'activation du promoteur était régulé par
I'environnement génomique de son site d’insertion. Par exemple, les cellules de Purkinje du
cervelet, bien que GABAergiques et exprimant la GAD65, n’expriment pas la EGFP dans le
cervelet de ces souris.

Une caractérisation de la souris GAD65:EGFP montre que les neurones exprimant la
EGFP sont issus de I'’éminence ganglionnaire caudale (Lopez-Bendito et al 2004, Tricoire et al
2010, Tricoire et al 2011). Toutes les cellules exprimant la EGFP sont positives pour le GABA
et/ou la GAD67 et expriment les marqueurs classiques des interneurones de la CGE, a savoir la
cholécystokinine (CCK+), la calrétinine (CR+*) et la calbindine (CB+*). Aucune cellule EGFP+
n'exprime la parvalbumine ou la somatostatine, en accord avec la présence de ces marqueurs
limités aux neurones de la MGE.

Dans des tranches d’hippocampe a P14-21, la majorité des interneurones EGFP+*
montrent une apparition retardée de la décharge des potentiels d’action autour du seuil de
déclenchement et une décharge réguliere avec une adaptation modérée de la fréquence a des
potentiels plus dépolarisés (Miillner et al 2015, Wierenga et al 2011). Ces interneurones ont été
regroupés en cing sous-classes en fonction de leur mode de décharge. Les interneurones qui
s’adaptent a apparition retardée, ont été subdivisées en trois sous-classes: (i) interneurones a
décharge réguliere, (ii) interneurones a décharge rapide (> 50 Hz); (iii) interneurones a
décharge irréguliere. Un quatriéme groupe d’interneurones ne présente pas d’apparition
retardée de la décharge au seuil et présente une adaptation. Enfin, le cinquieme groupe se
compose des interneurones qui s’adaptent tres fortement et cessent de décharger
prématurément avant la fin de l'injection de courant.
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Figure I-5 Les propriétés électrophysiologiques et morphologiques des interneurones GFP" en tranche
d’hippocampe de souris GAD65:eGFP (Wierenga et al 2011)

Les neurones GABAergiques représentent 6% du nombre total de neurones dans des
cultures d’hippocampes prélevés sur des souris nouveau-nés (Beaudoin et al 2012, Kaech &
Banker 2007 ), et cette proportion reste stable au cours du temps (Benson et al 1994a). Les
cellules GABAergiques ont un corps cellulaire plus fusiforme ou de forme polygonale avec de
larges dendrites sans épines. Elles présentent moins de dendrites primaires, avec des arbres
plus allongés et des segments plus longs. Ces caractéristiques morphologiques sont similaires
aux cellules GABAergiques in situ. Les varicosités GAD65 positives expriment la synapsine I
(Benson et al 1994b) et contactent les somas et dendrites (la proportion sur les somas étant plus
grande que celle sur les dendrites), ce qui suggére une forte inhibition périsomatique et des
spécialisations présynaptiques. Différents patrons de décharge ont pu étre identifiés dans des
cultures de neurones d’hippocampe de souris GAD67-GFP, ou tous les neurones GABAergiques
sont fluorescents, suggérant que les interneurones maintiennent un certain degré de diversité
fonctionnelle en culture (Ikeda et al 2008).

En conclusion, les neurones GABAergiques dans des cultures d’hippocampe développent
des traits morphologiques et des patrons de contacts synaptiques typiques des neurones
GABAergiques in situ, suggérant un certain degré de différentiation.



I.4. Oscillations et réponses en fréquence des interneurones

Les enregistrements extracellulaires réalisés dans I'’hippocampe montrent des
oscillations dans les bandes de fréquence théta (~7 Hz) et gamma (~40 Hz) (Bartos et al 2007,
Buzsaki 2002, Csicsvari et al 2003, Lisman & Jensen 2013). Ces différents rythmes résultent
d’'une synchronisation des décharges de potentiels d’action des cellules pyramidales par une
inhibition synaptique antérograde (feed-forward inhibition) périsomatique des cellules en
panier (basket cells : BC), qui délimite précisément leur fenétre d’excitabilité (Cobb et al 1995,
Freund & Buzsadki 1996, Pouille & Scanziani 2001). La connectivité trés élevée des BC leur
permet de synchroniser la décharge de larges ensembles de cellules principales (Harris et al
2003).

Le contréle inhibiteur périsomatique exercé par les BC est certainement le mieux
caractérisé, fonctionnellement et anatomiquement (Hu et al 2014). En moyenne, chaque BC
controle 1500-2000 cellules pyramidales et 60 autres interneurones, établissant 5 a 7 contacts
synaptiques. La densité des boutons axonaux des interneurones, 21 a 28 boutons/ 100 um
d’axone, est similaire pour les différentes classes d’interneurones. En conséquence, avec une
arborisation axonale des BC pouvant atteindre 55 mm (Sik et al 1995), le nombre estimé de
varicosités dépasse 10000, chacune contenant environ 1000 vésicules. La probabilité de
libération de ces synapses inhibitrices est élevée dans des tranches d’hippocampe : entre 0,92 et
0,66 aux synapses BC->PC, (Lee et al 2014); et de 0,5 aux synapses BC->GC, avec une moindre
adaptation que les cellules principales durant les trains a haute fréquence (Kraushaar & Jonas
2000b). In vivo, la fréquence de décharge des BC, qui peut atteindre 90 a 200 Hz durant les
« short waves ripples », est de 18 +12 Hz pendant les rythmes théta (Forro et al 2015), soit un
ordre de grandeur au-dessus des cellules pyramidales.

Mis ensemble, ces caractéristiques prédisent une libération synaptique de l'ordre de
90000-165600 vésicules/seconde pour chaque BC. Les varicosités distribuées le long de 1'axone
peuvent étre considérées comme des unités métaboliquement isolées (a court terme) en raison
de leur éloignement du soma. Dans ces conditions, le maintien d’une inhibition a haute
fréquence repose sur la capacité des synapses a recycler et a réutiliser les différents constituants
(vésicules, appareils protéiques d’exocytose et d’endocytose, neurotransmetteurs), quel que soit
le régime imposé par I'activité du réseau.

Mon travail de thése a porté sur la caractérisation de ces mécanismes présynaptiques de
recyclage en fonction de I'activité des interneurones GABAergiques dans des cultures primaires
d’hippocampe de souris transgénique GAD65:EGFP.
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Trois cycles maintiennent la libération vésiculaire de
neurotransmetteurs

Les interneurones inhibiteurs de l'hippocampe sont capables de synchroniser et
maintenir une libération vésiculaire de GABA a haute fréquence (>10Hz) a des milliers de
terminaisons axonales. Une telle activité synaptique nécessite de pouvoir recycler localement les
différents éléments concourant a une exocytose de GABA évoquée par un potentiel d’action. En
effet, les varicosités, qui forment des synapses en passant distribuées tout au long d‘axone tres
ramifié, peuvent étre situées a de longues distances du corps cellulaire. De petite taille (0,3 ums3)
et contenant seulement un millier de vésicules, les synapses ont besoin d’au moins trois cycles
pour reformer un nouveau site de libération contenant une vésicule remplie en
neurotransmetteurs et maintenir ainsi I'intensité de la transmission inhibitrice phasique.

Le cycle vésiculaire est commun a tous les neurotransmetteurs. Il découle de la
découverte d'une endocytose compensatrice a 'exocytose (Heuser et Reese 1974) qui permet de
reformer de nouvelles vésicules. Nous évoquerons succinctement 7 étapes du cycle vésiculaire
qui a été décrit dans de nombreuses revues (Jahn & Fasshauer 2012, Rizzoli 2014, Sudhof 2004).

Presynaptic

Meurotransmitter
uptake

Early endosome

=
Neurotransmitter @
uptake
NT
H+

Vesicle
acidfication

Postsynaptic

Figure II-1 Le cycle vésiculaire (Sudhof 2004)
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Le cycle des neurotransmetteurs permet une réutilisation du GABA et du glutamate
libérés dans la fente synaptique, soit directement dans la terminaison par recapture et
néosyntheése, soit indirectement via une navette transcellulaire avec les astrocytes aprés une
transformation du GABA et du glutamate en glutamine (Edwards 2007). Ce cycle des
neurotransmetteurs met en jeu des transporteurs pour le GABA, le glutamate et la glutamine
couplés au Na+* et présents sur les membranes neuronales et gliales.

vesicle cycle

release site neurotransmitter
cycle cycle

adapted with permission from E. Meher (2010) Frontiers in synaptic neuroscience 2:5

Figure 1I-2 La triade du recyclage, adapté de (Neher 2010)

Le cycle des protéines de la machinerie d’exocytose et endocytose nécessaire a la
reformation du « readely releasable pool » (RRP) de vésicules est certainement le moins bien
caractérisé. Toutefois la protéomique des terminaisons axonales suggere que certaines
protéines sont présentes en quantité limitante, ce qui est le cas de certaines protéines
d’endocytose, ou qu’elles nécessitent d’étre désassemblées pour étre réutilisées, ce qui est le cas
des protéines SNAREs apres fusion et des manteaux de clathrine apres endocytose. La
dynamique des pools de vésicules immédiatement libérables, mobilisables ou non mobilisables,
joue un roéle essentiel pour maintenir la transmission inhibitrice aux différentes fréquences de
décharge des interneurones. Des évidences récentes suggerent que ces pools ne sont pas
structurés anatomiquement mais fonctionnellement et qu’'une large population de vésicules ne
sert qu’a maintenir localement le matériel protéique nécessaire au cycle vésiculaire.
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Ensemble ces trois cycles maintiennent une capacité de libération de GABA stationnaire
aux synapses inhibitrices pendant des trains de potentiel d’action a haute fréquence.

normalized peak amplitude

time (s)
Figure II-3 Dépression des IPSCs a la synapse cellule en panier-cellule granulaire du gyrus denté dans
des tranches d’hippocampe de rat durant un train de 1000 PAs a 20 Hz (Kraushaar & Jonas 2000b)

Toute altération de l'un de ces trois cycles est susceptible d’entrainer un
disfonctionnement de la synapse qui peut se refléter soit présynaptiquement comme une
diminution de la probabilité de libération, soit postsynaptiquement comme une diminution de
I'activation des récepteurs GABA. Ces trois cycles seront développés dans les chapitres I11a V.
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Le cycle vésiculaire

lll.1. Etape 1:le remplissage en neurotransmetteur

La quantité de GABA stockée dans les vésicules synaptiques n’est pas connue et cette
étape initiale du cycle vésiculaire est certainement I'une des moins bien caractérisée ; elle sera
décrite plus en détail dans le chapitre 3. Nous mentionnerons simplement que les vésicules
synaptiques ont un diameétre remarquablement homogene, de I'ordre de 41,6 nm pour le
diameétre externe, soit un volume luminal de ~2 10-20 L, (Takamori et al 2006). En conséquence
chaque molécule concentrée dans la lumiére d’'une vésicule représente un incrément de
concentration de ~80 uM, soit ~160 mM pour une accumulation de 2000 molécules de GABA,
I'ordre de grandeur généralement postulé pour I'exocytose d’une vésicule. Le GABA est accumulé
dans les vésicules synaptiques par le transporteur vésiculaire VIAAT (Vesicular Inhibitory
Amino Acid Transporter (Sagné et al 1997)), ou VGAT (Vesicular GABA transporter (Mclntire et
al 1997)).

lll.2. Etapes 2 a 5: le recrutement des vésicules a la zone active jusqu’a
I’exocytose

L’exocytose d'une vésicule a la zone active correspond a la fusion des deux membranes
ce qui conduit a la formation d'un pore libérant le contenu en neurotransmetteur dans la fente
synaptique. L’exocytose est un phénomene cellulaire tres général qui se produit dans les
différents compartiments cellulaires. La fusion des membranes n’est pas un phénomeéne
spontané car il faut vaincre une barriere énergétique importante ce qui nécessite une source
d’énergie. L’'association de trois protéines SNAREs (acronyme pour Soluble NSF Attachment
Protein Receptor) situées sur les membranes plasmique et vésiculaire aboutit a la formation
d’'une superhélice thermodynamiquement favorable qui permet le rapprochement nécessaire a
la fusion des deux membranes. L’exocytose aux synapses présente deux singularités: la
premiere est d’étre strictement dépendante du calcium; la deuxieme est sa rapidité puisque
quelques centaines de microsecondes séparent I'entrée présynaptique de calcium de I'activation
postsynaptique des récepteurs. Ces deux propriétés sont contrélées par des protéines
spécifiques du systéme nerveux central : la synaptotagmine et la complexine.

L’exocytose vésiculaire résulte de la formation d'une superhélice (« coiled-coil ») par
I'association de 4 motifs SNARE portés par 3 protéines SNAREs présentes sur les vésicules (v-
SNARE) et la membrane cible (t-SNARE). On désigne par SNARE une super famille de 36
protéines chez 'homme, contenant une séquence conservée de 60-70 acides aminés avec 8
répétitions de 7 acides aminés qui constitue le motif SNARE (Sudhof 2004). La structure du
complexe SNARE a été déterminée (Sutton et al 1998). On distingue les quatre SNAREs par la
présence d’'une glutamine (Qa, Qb, Qc) ou une arginine (R) en position centrale du complexe.
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111.2.1. Les trois protéines SNARES impliquées dans I’exocytose vésiculaire

La synaptobrevine 2 (VAMP2 ; Vesicle Associated Membrane Protein 2 ; syb2) est la
protéine la plus abondante des vésicules synaptiques, avec 70 copies/vésicule (Takamori et al
2006). Cette v-SNARE est composée de 118 acides aminés avec un N-term luminal. Son domaine
C-term est transmembranaire. Elle possede un motif R-SNARE. Elle est tres abondante dans les
neurones et les cellules neuroendocrines; elle est présente en faible quantité dans des tissus non
neuronaux. Les souris KO syb2-/- meurent a la naissance (Schoch et al 2001), a cause d’une
libération vésiculaire évoquée quasi absente. Les neurones syb2-/- conservent néanmoins un
niveau faible de libération spontanée. Aucune autre SNARE étroitement liée a la syb2 comme la
synaptobrevine 1 (Trimble et al 1990) ou la cellubrevin/VAMP3 (McMahon et al 1993) ne peut
se substituer a sa carence dans les souris syb2-/-. Mais la libération vésiculaire peut étre
restaurée par une surexpression de syb2 ou VAMP3 dans les neurones d’hippocampes en culture
issus de souris syb2-/-(Deak et al 2006).

La syntaxine 1 (stx1) est une t-SNARE (target-membrane SNARE) composée de 288
acides aminés avec un motif Qa-SNARE. Elle est trés abondante dans les neurones et les cellules
neuroendocrines; elle n’est pas présente dans les cellules non neuronales. La syntaxine 1 a deux
isoformes, 1A et 1B, de 35 kDa avec 84% d’homologie (Bennett et al 1992). Elle est concentrée a
la membrane plasmique des sites synaptiques. Les souris KO stx1A-/- sont viables (Fujiwara et al
2006) et n’affichent aucune différence en apparence par rapport aux souris sauvages. En culture,
la transmission synaptique est normale dans les neurones hippocampiques stx1A-~-. Cependant
la potentialisation a long terme est déficiente dans les tranches d’hippocampe stx1A-/-. Les souris
KO stx1B-/- meurent dans les deux semaines postnatales alors que le double KO stx1A-/- et stx1B-
/- est 1étal au stade embryonnaire (Mishima et al 2014). Le KO conditionnel de la syntaxine 1B
exprimé dans un fond génétique stx1A-/- montre que la syntaxine est nécessaire a la viabilité des
neurones, ainsi qu’au docking et a la fusion des vésicules (Vardar et al 2016). La syntaxine 1A
peut étre dans un état fermé et passer a un état ouvert permettant son association au complexe
SNARE. Par deux modes d’interaction différents selon I’état de la syntaxine 1A, Munc18 peut la
lier et permet la régulation du passage d’état fermé a ouvert (Dawidowski & Cafiso 2013).

La SNAP-25 (25 kDa synaptsome-associated protein) est composée de 208 acides
aminés avec deux motifs SNARES (Qbc) reliés par une région flexible contenant un cluster de 4
résidus cystéines palmitoylés permettant de I'ancrer a la membrane. Les souris KO SNAP25-/-
n‘ont jamais pu étre obtenues par croisement entre hétérozygotes SNAP25+/-, suggérant un
phénotype embryonnaire 1étal (Washbourne et al 2002). La libération évoquée est séverement
détériorée mais un faible niveau de libération spontanée est maintenu dans des cultures
d’hippocampe et des tranches de cortex obtenues a partir d’embryons SNAP25-/-,
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Figure llI-1 Représentation schématique des protéines SNAREs impliquées dans I'exocytose
vésiculaire (Stein et al 2009)

111.2.2. La fusion membranaire

Chaque fusion dans les différents compartiments membranaires met en jeu un set
spécifique de 4 motifs SNAREs donnés par 3 ou 4 protéines SNAREs; chaque membrane
destinée a fusionner doit contenir au moins 1 SNARE comme ancrage membranaire. Dans le
complexe neuronal SNARE formé par les trois protéines synaptobrévine 2, syntaxine 1A et
SNAP-25, les motifs SNAREs adoptent une structure en hélice alpha, s’alignent parallelement et
forment une super hélice twistée (Jahn et al 2003). Elles forment un complexe « trans » médié
par les motifs SNAREs qui sont progressivement assemblés depuis leur N-term vers leur C-term
pour clamper les deux membranes ensemble. L'énergie libérée durant cet assemblage est
probablement utilisée pour passer la barriere de fusion. Pendant la fusion, le complexe passe de
conformation «trans» a conformation «cis», qui est exceptionnellement stable; son
désassemblage nécessite 'action d'une AAA-ATPase et de 'ATP.
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Synaptobrevin

Syntaxin SNAP-25

SNARE complex

Figure IlI-2 Modéle moléculaire des composants de I'appareil de fusion présumé (Chapman 2002)

Apreés la fusion membranaire, les SNAREs sont toutes dans la membrane plasmique en
conformation cis et ne peuvent pas se désassembler sans l'intervention de I’ATPase NSF (N-
ethylmaleimide-Sensitive Factor)(Sollner et al 1993). C’est un membre de la famille des AAA-
protéines (ATPases Associated with others Activities) qui nécessite un cofacteur SNAP (Soluble
NSF Attachement Protein). SNAP lie d’abord le complexe cis-SNARE puis recrute NSF et exerce
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son activité ATPase. L’hydrolyse de 'ATP induit un changement conformationnel majeur qui
permet le désassemblage du complexe et libére ses trois constituants qui seront réutilisés. La
protéine NSF charge ainsi les protéines SNAREs monomériques en énergie conformationnelle,
qui sera dissipée lors de la fusion par la formation du complexe SNARE.

La protéomique des terminaisons synaptiques montrent que les SNAREs sont présentes
en grand nombre de copies, de 20100 a 26000, et ne sont donc pas limitantes pour I'exocytose
qui ne requiert la formation que d’un a trois complexes SNAREs (Wilhelm, Mandad et al. 2014).
De la méme fagon, les protéines interagissant avec les SNAREs sont retrouvées avec un grand
nombre de copies, de un a quelques milliers.

111.2.3. Controle de la fusion : role des synaptotagmines et de la complexine

Les synaptotagmines 1 et 2 (sytl et syt2) forment une famille de protéines vésiculaires
contenant 15 membres chez les mammiféres. Ces protéines possedent un domaine N-term
luminal, un seul segment transmembranaire, une région centrale et deux domaines cytosoliques
de liaison du calcium C2A et C2B.

Le KO sytl/- entraine un défaut sévere de la transmission synaptique (Geppert et al
1994), cette protéine est essentielle pour le déclenchement de la libération rapide mais pas pour
la fusion en elle-méme. La sytl agit comme un senseur calcique permettant l'exocytose
vésiculaire rapide.

Le nombre de SNARE/synaptotagmine nécessaire et le mécanisme moléculaire ultime
couplant 'exocytose a 'entrée de calcium ne sont pas définitivement établis. Plusieurs modeles
sont débattus sur la base d’expérience de fusion dans des systémes reconstitués. Pour pouvoir
les valider, il faudrait tenir compte des encombrements stériques des différents complexes
protéiques et de leur organisation tri dimensionnelle. Ces différents modéles s’accordent
néanmoins sur le fait que les syt 1 et 2 sont les senseurs de calcium contrélant I’exocytose
(Fernandez-Chacon et al 2001). Ces protéines lient 5 ions Ca2* par leurs domaines C2A et C2B.
Ces domaines sont chargés négativement et la liaison du Ca?* leur permet d’étre plus
amphiphilique et de s'insérer dans la membrane en interagissant avec les phospholipides et les
protéines SNAREs (Pang et al 2006).

La vitesse d’exécution de I’exocytose suppose qu’'une faible barriére d’énergie doit étre
franchie en présence de Ca?+. Il a été proposé que la liaison de la complexine sur le complexe
SNARE permettrait d’arréter son assemblage lorsque celui-ci atteint 50% (Reim et al 2001). Il
existe deux complexines (cpx) chez les mammiferes, cpxI et cpxll. Les souris cpxIl /- ne montrent
pas de changements phénotypiques évidents. En revanche, les souris cpxl /- développent une
ataxie forte, souffrent de crises sporadiques, sont incapables de se reproduire, et meurent dans
les 2 a 4 mois apres la naissance. Les doubles mutants cpxI/Il /- meurent en quelques heures
apres la naissance. Le double KO cpxI/II-/-montre en culture un phénotype similaire au KO syt1-/-
avec une suppression de I'exocytose synchrone rapide et une augmentation de l’exocytose
spontanée.

Le réle exact de la complexine est débattu car cette protéine a un role facilitateur ou
inhibiteur pour I'exocytose selon les espéces et le type de fusion vésiculaire (évoquée ou
spontanée)(Trimbuch & Rosenmund 2016). La structure de la complexine comporte deux
hélices (accessoire et centrale) qui peuvent interagir avec le complexe SNARE partiellement
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assemblé et empécher la fusion en bloquant I'avancement de la super hélice. La liaison du
calcium sur les domaines C2 de la synaptotagmine permettrait son interaction avec le complexe
SNARE et les phospholipides de la membrane, ce qui délogerait la complexine et déclencherait
I'enroulement final de la super-hélice qui conduit a 'ouverture du pore de fusion (Maximov et al
2009, Tang et al 2006, Trimbuch et al 2014).

Munc18 est une protéine SM (Secl/Muncl8 like protein) qui participe et qui est
essentielle pour la réaction de fusion dépendante des protéines SNAREs (Gerber et al 2008,
Khvotchev et al 2007, Rizo & Sudhof 2012). Elle contribue a l'initiation de 'assemblage du
complexe (Rathore et al 2010) et sa délétion dans les souris KO Munc18-/- bloque complétement
la fusion de la vésicule synaptique durant 'exocytose (Verhage et al 2000). Munc18-1 peut lier
les complexes SNAREs completement assemblés en plus de la syntaxine 1A seule (Dulubova et al
2007). Au cours de I'exocytose, Munc18-1 se lie d'abord a la syntaxine 1A qui se trouve dans une
conformation fermée ce qui peut aider a 1'assemblage des complexes SNAREs, mais en méme
temps imposer une barriere d'énergie pour la formation du complexe. Cela conduit a la
formation d’'un hypercomplexe contenant Munc18-1 et le complexe SNARE par un mécanisme
qui nécessite I'ouverture de la syntaxine-1 et est probablement assisté par d'autres facteurs tels
que Munc13 (Maetal 2011).
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Figure IlI-3 Schéma illustrant I'idée que Munc18-1 (rose clair), Munc13 (rose foncé), la complexine
(ruban orange et rose) et la synaptotagmine-1 (bleu) se lient au complexe SNARE (SNAP25 vert,
syb2 rouge, stx1 jaune) (Rizo & Rosenmund 2008)

Les CSPa et les synucléines sont deux types de molécules chaperonnes qui supportent
la fonction des protéines SNAREs. Les CSPa forment un complexe avec les protéines Hsc70 et
SGT (Tobaben et al 2001) sur la vésicule synaptique pour empécher le repliement de SNAP25 et
permettre a SNAP25 de s’engager dans le complexe SNARE (Sharma et al 2011). Les synucléines
sont liées aux phospholipides et a la VAMP2 et lient le complexe SNARE pour augmenter leur
assemblage (Burré et al 2010). La perte de CSPa entraine une neurodégénération a cause du
repliement de SNAP25 et d’'une diminution de la formation des complexes SNAREs (Sharma et al
2012). Cette neurodégénération peut étre contrecarrée par des augmentations modestes du
niveau d’a-synucléine, qui améliorent indirectement l'assemblage des complexes SNAREs
(Bendor et al 2013, Chandra et al 2005).
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La formation partielle du complexe SNARE est suffisante pour le docking des vésicules
mais la formation complete est requise pour le priming et la fusion des vésicules (Vardar et al
2016). Dans les liposomes, un seul complexe SNARE est nécessaire pour la fusion (van den
Bogaart et al 2010). Dans les cellules chromaffines, la libération rapide nécessite au moins trois
complexes SNAREs (Mohrmann et al 2010). Deux molécules synaptobrévine 2 et donc deux
complexes SNAREs semblent suffisants pour la fusion d’'une vésicule pendant la transmission
synaptique rapide dans les cultures de neurones d’hippocampe (Sinha et al 2011).

111.2.4. La zone active

De multiples évidences suggérent qu’une fraction seulement des vésicules est
« mobilisable » pour étre recrutée a la membrane plasmique (thetering). Ces vésicules sont
ensuite arrimées a la zone active au niveau d'un site de libération (docking) ou elles deviennent
compétentes (priming, superpriming) pour une exocytose synchrone avec le bref transitoire de
Ca?+ évoqué par l'activation de canaux calciques voltage-dépendants lors du passage d'un
potentiel d’action. Il est généralement admis que la probabilité de libération pour un potentiel
d’action est proportionnelle au nombre de vésicules primées au niveau de la zone active,
structure présynaptique dense en microscopie électronique, biochimiquement insoluble,
formant un disque d’'un diametre de 200-500 nm dans les synapses centrales des vertébrés
(Stidhof 2012).

La zone active est enrichie en protéines SNAREs (syntaxine 1A, SNAP-25), en canaux
calciques et contient cinq protéines clés: Munc13, RIM (Rab3 interacting molecule), RIM-BP
(RIM-binding protein), o liprine et les protéines ELKS qui permettent de docker et primer les
vésicules synaptiques, de recruter les canaux calciques prés des vésicules afin d’assurer une
colocalisation efficace au site de libération de ces éléments pour permettre une transmission
synaptique fiable.
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Figure Ill-4 Modéle moléculaire du complexe protéique de la zone active et de sa relation avec la
machinerie de fusion des vésicules synaptiques, les canaux calciques et les molécules synaptiques
d’adhésion cellulaire (Siidhof 2012)
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Munc13 est I'orthologue des mammiferes du géne unc13 isolé dans un crible génétique
chez C. Elegans (Brose et al 1995). Munc13 peut exister sous la forme d’'un homodimére inactif
ou sous une forme monomérique, active, qui se lie a Rab3 et a RIM (Dulubova et al 2005).
Munc13 est essentiel au priming des vésicules dépendant du calcium et de RIM (Augustin et al
1999). Elle intervient dans la transition du complexe syntaxine-Munc18 dans la position fermée
a la position ouverte, pour promouvoir 'assemblage du complexe SNARE (Ma et al 2011). La
délétion de Munc13 bloque I'exocytose des vésicules synaptiques dans les autapses formées par
des neurones hippocampaux (Varoqueaux et al 2002).

RIM (Rab3-interacting molecule) lie des petites protéines vésiculaires liant le GTP : Rab3
et Rab27, permettant ainsi le docking des vésicules. Les protéines RIM régulent I'activité de
priming de Munc13 (Deng et al 2011). Les canaux calciques sont liés par les protéines RIM
(Kaeser et al 2011) et par les protéines RIM-BP (Hibino et al 2002). Les protéines RIM et RIM-BP
sont liées entre elles. Le KO des protéines RIM chez la souris cause une perte des canaux
calciques a la zone active présynaptique et diminue 'influx de calcium dans les cultures de
neurones d’hippocampe (Kaeser et al 2011), de méme que le KO RIM-BP chez la drosophile.
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lll.3. Etape 6 : L'endocytose

Avec le mécanisme moléculaire de la fusion et le « Kiss and Run», le mécanisme
d’endocytose a la synapse est un sujet aprement débattu et dont le dogme central vient d’étre
récemment remis en cause. L'endocytose est compensatrice a la fusion membranaire car elle
permet de maintenir la surface membranaire constante et de reconstituer le pool de vésicules
synaptiques compétentes pour la libération (Dittman & Ryan 2009) (Saheki & De Camilli 2012).
En effet, aprés fusion compléte, les différents constituants vésiculaires sont récupérés par un des
différents mécanismes d’endocytose identifiés a ce jour, selon le niveau d’activité.

Les premiéres études a la jonction neuromusculaire de grenouille (Heuser & Reese 1973)
et les travaux ultérieurs sur les synapses de mammiferes ont suggéré que la reformation des
vésicules synaptiques se faisait par une endocytose médiée par la clathrine et les facteurs AP-2 a
partir de la membrane plasmique (Dittman & Ryan 2009, Granseth et al 2006, Kim & Ryan 2009,
McMahon & Boucrot 2011, Saheki & De Camilli 2012).

Cependant des données récentes montrent que l'endocytose peut avoir lieu
indépendamment de la clathrine, par une endocytose ultrarapide impliquant des invaginations
vacuolaires de la membrane plasmique (Watanabe et al 2013b) ou par une récupération en
masse de la membrane (Cheung & Cousin 2013).
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111.3.1. L’endocytose dépendante de la clathrine

Jusqu'a tres récemment, ’hypothése la plus communément défendue dans la littérature
du cycle vésiculaire était que I'endocytose médiée par la clathrine assure l'essentielle du
recyclage des vésicules dans les synapses centrales en réponse a des stimulations
physiologiques. L'importance de cette voie est démontrée par des études ou des composants de
cette voie sont mutés comme l'adaptine qui permet le recrutement de la dynamine (Gonzalez-
Gaitan and Jackle 1997), 'amphiphisine qui interagit avec la dynamine (Shupliakov, Low et al.
1997) ou directement la clathrine (Kasprowicz et al 2008, Sato et al 2009).

L’endocytose dépendante de la clathrine est une voie lente nécessitant une vingtaine de
secondes pour régénérer une vésicule ; elle est donc dominante lors d’activité neuronale a faible
fréquence. Dans des cultures de neurones d’hippocampe, le recyclage des vésicules synaptiques
a été mesuré apres des PA simples, grace a une sonde pHluorin fusionnée a la synaptophysine,
protéine des vésicules synaptiques (Granseth et al 2006, Zhu et al 2009) . Un seul mode
d'endocytose a été trouvé avec une constante de temps de 15 secondes. L'inhibition de I'activité
de la clathrine élimine I'endocytose dans cette étude (Granseth, Odermatt et al. 2006), ce qui est
en faveur d’'une fusion totale lors de I'exocytose suivie par une endocytose dépendante de la
clathrine comme mécanisme principal de recyclage des vésicules. Une autre étude montre
qu’'une fraction importante des vésicules marquées par une sonde FM présentent une fusion
totale puisqu’elles perdent la totalité de leur contenu FM (Chen et al 2008). La fusion totale est
également en accord avec la possibilité d'étiqueter les vésicules recyclantes par des anticorps
(Willig et al 2006).

Une étude quantitative par protéomique a permis de déterminer la composition
moyenne des synaptosomes en clathrine (4000 molécules) et dynamine (2300 molécules)
(Wilhelm et al 2014). Puisqu’au moins 150 a 180 copies de clathrine sont nécessaires a
I'endocytose d’'une seule vésicule, la totalité de la clathrine a la synapse ne permet I’endocytose
simultanée que de 7% des vésicules totales. La totalité de la dynamine a la synapse est suffisante
pour recycler 11% des vésicules puisque 52 copies sont nécessaires pour former les deux
anneaux adjacents nécessaires a un évenement de pincement (Wilhelm et al 2014). Les SNAREs
endosomales qui forme des complexes tétramériques contenant une copie de chaque SNARE,
sont encore moins abondantes (50 a 150 copies) que les cofacteurs d’endocytose. Ces éléments
suggerent que l'endocytose dépendante de la clathrine peut devenir rapidement limitante
pendant des périodes d’activité intense.

111.3.2. Le « Kiss and Run »

L’utilisation de sondes fluorescentes membranaires pouvant étre internalisées lors du
recyclage des vésicules comme le FM1-43 a mis en évidence un mode rapide de recyclage,
coexistant avec I'endocytose dépendante de la clathrine dans les terminaisons de neurones
d’hippocampe (Klingauf et al 1998). Dans ce mode de recyclage rapide, 'ouverture d'un pore de
fusion permettrait un bref échange avec le milieu extracellulaire avant de se refermer, laissant la
possibilité de multiples évenéments d’exocytose partielle avant la fusion complete (Alabi &
Tsien 2013, Zhang et al 2009).

Dans les neurones d’hippocampe en culture, des fusions multiples des vésicules synaptiques
compatibles avec le mode kiss-and-run ont été imagées avec la pHluorin (Gandhi & Stevens
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2003) et les sondes FM (Aravanis et al 2003). En accord avec ces résultats, une quantité
importante de sonde FM est conservée dans les vésicules de recyclage (Harata et al 2006).

Des évidences supplémentaires pour le Kkiss-and-run ont été obtenues avec des
nanoparticules (quantum dots) qui peuvent étre séquestrés dans les vésicules et dont la
fluorescence est sensible au pH (Zhang et al 2009). Le suivi de la fluorescence des vésicules ainsi
marquées par des quantum dots permet de distinguer les évenements d’exocytose partielle et
totale. Cette étude suggere que les mémes vésicules synaptiques peuvent participer a plusieurs
évenements de kiss-and-run avant de produire une fusion totale.

Un autre argument important pour le kiss-and-run est la mesure de capacitance dans le
calyx de Held qui montre une endocytose trés rapide (Sun et al 2002, Wu et al 2005). Les
mesures de capacitance offrent l'avantage d'une résolution temporelle plus élevée que
I'imagerie vésiculaire. Cependant, en utilisant la méme technique et un inhibiteur de la fusion
(toxine botulinique), il a été suggéré que certains transitoires rapides de capacitance n’étaient
pas liées a la transmission synaptique (Yamashita et al 2005). D’autres études fournissent des
arguments en faveur de 1'endocytose rapide (He et al 2006), qui ne recyclerait pas les vésicules
du RRP, mais celles du pool de recyclage (Wu & Wu 2009).

111.3.3. ’endocytose en masse (bulk endocytosis)

Au cours d'une stimulation intense, une voie de récupération des vésicules synaptiques
supplémentaire est recrutée, 'endocytose en masse (Cousin 2009). En effet, 'endocytose
classique dépendante de la clathrine ne peut pas compenser une forte augmentation de surface
membranaire pendant une stimulation intense, en raison de sa cinétique lente et de sa faible
capacité (Clayton et al 2008, Sankaranarayanan & Ryan 2000). La membrane plasmique
s’invagine alors sur de grandes zones pour former des endosomes. Les vésicules synaptiques
seront générées a partir de ces endosomes. Des évidences pour 'endocytose en « masse » ou en
«vrac » ont été obtenues, par exemple, dans les neurones granulaires du cervelet en culture
(Clayton et al 2008) et le calyx de Held (Wu & Wu 2007).
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Figure llI-6 L’endocytose en masse permet de compenser la forte augmentation de surface
membranaire liée a une exocytose multiple. Une marge portion de membrane est invaginée et forme
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un endosome apreés scission. Les vésicules synaptiques bourgeonnent a partir de cet endosme par un
mécanisme dépendant de la clathrine qui peuvent ensuite étre réutilisées (Smith et al 2008).

L’endocytose en masse a été décrite pour la premiere fois a la jonction neuromusculaire
de grenouille pour une stimulation massive non physiologique (Miller & Heuser 1984) mais elle
a ensuite était observée pour des stimulations intenses mais physiologiques (Richards et al
2000, Richards et al 2003), par exemple lorsque des synapses centrales sont stimulées avec de
brefs trains de PA a haute fréquence (Clayton et al 2008). Cette voie d’endocytose est donc la
voie préférentielle de récupération des vésicules synaptiques lors d’'une augmentation de
'activité neuronale. Elle est déclenchée trés rapidement, moins d’'une seconde apreés l'initiation
de la stimulation (Clayton et al 2008, Wu & Wu 2007).

L’endocytose en masse a été visualisée avec la pHluorin couplée a la VAMP4, protéine
cargo essentielle pour 'endocytose en masse (Nicholson-Fish et al 2015). La fluorescence de
cette sonde VAMP4-pHluorin diminue pendant une stimulation a haute fréquence a cause de
'acidification de I'endosome dans les neurones d’hippocampe en culture (Nicholson-Fish et al
2016).

111.3.4. L’endocytose ultra rapide

A la jonction neuromusculaire de C. elegans, un mode d’endocytose ultra rapide a été mis
en évidence en couplant les techniques d’optogénétique et de congélation rapide. Cette
endocytose intervient dans une échelle de temps de l'ordre de la dizaine a la centaine de
millisecondes apreés la stimulation, soit plusieurs ordres de grandeur par rapport a I'’endocytose
dépendante de la clathrine (Watanabe et al 2013a). Cette endocytose ultrarapide a été confirmée
dans des cultures de neurones d’hippocampe (Watanabe et al 2013b), ainsi que dans les
tranches d’hippocampe et de cervelet par mesure de la capacitance membranaire dans les fibres
moussues (Delvendahl et al 2016).

Ce nouveau mode d’endocytose récupere une surface membranaire plus large qu’'une
vésicule et a lieu aux extrémités de la zone active. Elle est bloquée par les inhibiteurs de la
polymérisation de l'actine et la scission de la membrane requiert la dynamine. Elle est deux
cents fois plus rapide que I'’endocytose dépendante de la clathrine et n’est pas compatible avec le
mode « kiss and run » puisque les vésicules synaptiques ne sont pas directement reformées.

Les larges vésicules récupérées forment un endosome synaptique une seconde environ
aprés la stimulation. Apres 3 secondes, de nouvelles vésicules sont générées a partir de cet
endosome, par un mécanisme qui lui dépend de la clathrine (Kononenko et al 2014), soit 5 a 6
secondes apres la stimulation. Cette voie d ‘endocytose n’est détectée qu’a 37°C et n’est pas
activée lorsque les neurones sont stimulés a température ambiante (Watanabe et al 2014), ce
qui pourrait expliquer sa découverte tardive et le désaccord avec les données de la littérature
qui privilégient depuis plusieurs décades la voie classique lente et dépendante de la clathrine.
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Figure llI-7 L’endocytose ultra rapide supprime la membrane ajoutée par la fusion des vésicules a la
périphérie de la zone active. Les grandes vésicules d'endocytose fusionnent ensuite a endosomes. Les
vésicules synaptiques sont reformées a partir des endosomes via un processus dépendant de la
clathrine. Les nouvelles vésicules synaptiques formées peuvent étre recrutées de nouveau a la zone
active (Watanabe et al 2014).
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lll.4. Etape 7 : L'acidification des vésicules

L’acidification des vésicules peut étre vue comme I'étape précédant et indispensable au
remplissage en neurotransmetteur. Nous la traitons comme I’étape finale du cycle vésiculaire car
leur acidification éteint la fluorescence de la pHluorin lorsqu’elle est séquestrée dans la lumiére
vésiculaire ce qui délimite opérationnellement le recyclage.

L’acidification des vésicules est générée par une pompe a proton (H+-vATPase) formant
un gros complexe multi protéique d’environ 1 million de daltons et mesurant 14x14x24nm, dont
la majeur partie est cytosolique. Elle représente 10% du volume vésiculaire et elle s’étend hors
de la vésicule sur plus de 15nm. La protéomique des vésicules suggere que les vésicules ne
contiennent qu'une H*-vATPase, ce qui pose un probléme de biogénese si les vésicules sont
reformées par 'assemblage stochastique de protéines (Takamori, 2006).

La H*-vATPase est composée d'un domaine cytoplasmique V1 qui posséde l'activité
ATPase (640 kDa, 8 sous -unités) et d'un domaine membranaire VO pour la translocation du
proton (260 kDa, 5 sous-unités) (Arata et al 2002, Forgac 2007). Elle utilise un mécanisme
rotatoire ou une partie de la V1 est mobile par étape de 120° par rapport a la VO entrainant la
translocation de deux protons par ATP consommé (la V1 contient I'activité ATPase). Un tour
complet de la V1 consomme donc 3 ATP pour produire un influx de 6 H-.

Figure 111-8 Structure de la vATPase (Forgac 2007)

La H*-vATPase utilise I'énergie libérée par 'hydrolyse de 'ATP pour générer un gradient
électrochimique de proton, et son activité est responsable de 'acidification des endosomes, des
lysosomes ainsi que des vésicules a cceur dense et synaptiques.

Pour mesurer l'acidification des vésicules (Atluri & Ryan 2006) ont utilisé la
synaptopHluorin (pHluorin fusionnée avec VAMP2 (Miesenbock et al 1998)) dont la
fluorescence de la synaptopHluorin est éteinte a pH 5,5. Une stimulation électrique déclenche la
fusion des vésicules synaptiques avec la membrane plasmique ce qui accumule la
synaptopHluorin a la membrane dont la fluorescence augmente 20 fois suite a 'équilibration
avec le milieu extracellulaire alcalin (pH 7,4). Lors de I'endocytose la synaptopHluorin est
internalisée et I’extinction de sa fluorescence marque I'étape de réacidification.

L’intensité de fluorescence de la pHluorin enregistrée au niveau d'un bouton synaptique
peut étre séparée en trois composantes : un pool éteint correspondant a la pHluorin séquestrée
dans les vésicules acides, un pool de surface dont la fluorescence est révélée par le milieu
extracellulaire alcalin et finalement un pool contenant les vésicules récemment internalisées et
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qui ne sont pas encore complétement réacidifiées. L'exocytose entraine une augmentation
rapide de la fluorescence lorsque la synaptopHluorin passe du pool acide a la surface
membranaire. L'internalisation ou endocytose fait passer la protéine du pool de surface au pool
alcalin. La fluorescence n’est pas éteinte par ’endocytose elle-méme mais par 'acidification de la
vésicule. La décroissance de la fluorescence est donc contrélée par la cinétique de réacidification
et la cinétique d’internalisation. Eteindre la fluorescence par des applications extracellulaires
acides permet d’isoler la fluorescence du pool alcalin des vésicules réacidifiées et de mesurer
directement la cinétique de réacidification. La réacidification post endocytose est lente avec une
constante de temps de l'ordre de 4-5 secondes. La synaptopHluorin est internalisée avec une
constante de temps de 7,6 secondes (culture d’hippocampe de rat) (Atluri & Ryan 2006).

Egashira et al, 2015 estime la constante de temps de la réacidification a environ 15
secondes en utilisant une sonde mOrange sensible au pH fusionnée a la synaptophysine dans des
cultures de neurones d’hippocampe de souris. Ces auteurs ont déterminé une capacité tampon
d’environ 57 mM/pH dans la lumiere des vésicules. Pendant la réacidification, le pH vésiculaire
décroit de 1,7 unité ce qui correspond a un influx net de protons de 100 mM, soit une
accumulation de 1200 protons. Ces auteurs ont utilisé une sonde mOrange qui est plus
appropriée que la pHluorin car son pKa plus acide (6,5 contre 7,1) est optimal pour mesurer le
pH luminal (5,7) des vésicules synaptiques ; le rapport signal /bruit de cette sonde est plus élevé
au pH vésiculaire.

Pour manipuler le pH vésiculaire, Rost et al, 2015 ont développé la protéine pHoenix qui
peut remplacer fonctionnellement la pompe a protons endogéne et permet un contréle
optogénétique de [Il'acidification vésiculaire et par conséquent de l'accumulation de
neurotransmetteurs. Une acidification supplémentaire des vésicules par pHoenix n’augmente
que tres légérement la taille des quanta dans des cultures de neurones d’hippocampe de souris
(autapses), suggérant que les vésicules sont déja remplies. En bloquant 'ATPase et en utilisant
pHoenix pour acidifier les vésicules, ces auteurs ont montrés que les vésicules partiellement
remplies ont une probabilité de libération plus faible que les vésicules pleines, suggérant une
exocytose préférentielle des vésicules avec un contenu haut en neurotransmetteurs.
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IV. Meécanismes de remplissage des vésicules en GABA

IV.1. L’accumulation du GABA dans la vésicule par VIAAT

VIAAT (ou VGAT), le transporteur vésiculaire des acides aminés inhibiteurs commun au
GABA et a la glycine, a été cloné en 1997 comme I'orthologue de unc-47 chez C. elegans (McIntire
etal 1997, Sagné et al 1997), pour revue cf (Aubrey 2016, Gasnier 2004).

VIAAT définit a lui seul la famille SLC32 (SLC32a1l). Sa structure génomique est originale
puisqu’il est formé de 2 exons seulement, le deuxieme codant pour les 9 segments
transmembranaires. Sa séquence code pour 486 acides aminés, sans peptide signal, plagcant son
extrémité N-term dans le cytosol et son extrémité C-term dans la lumiére des vésicules (Martens
etal 2008).
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Figure IV-1 Topologie transmembranaire de VIAAT (Martens et al 2008)

VIAAT n’est pas spécifique pour le GABA et transporte aussi la glycine (Aubrey et al
2007) expliquant leur colibération dans les neurones spinaux immature (Jonas et al 1998) et la
colocalisation des récepteurs GABAa et glycinergiques postsynaptiques (Triller et al 1987)
(Bohlhalter et al 1994). Les propriétés de VIAAT exprimé dans des systémes hétérologues sont
en accord avec les études fonctionnelles réalisées par reconstitution avec le transporteur purifié
a partir de vésicules synaptiques (Burger et al 1991). L’affinité apparente de VIAAT pour le
GABA est sensiblement plus grande que pour la glycine (ECso GABA (5 mM) < ECsg glycine (25
mM)), rendant difficile les expériences utilisant des radioligands du fait d’'une plus grande
dilution isotopique.

VIAAT est un déterminant essentiel de la transmission inhibitrice. Son inactivation
entraine une létalité embryonnaire, un défaut abdominal appelé omphalocele et une fente
palatine (Woijcik et al 2006) semblable a celle observée dans les souris KO de la GAD67 qui sont
déficientes en GABA. La migration embryonnaire des interneurones corticaux a partir des
éminences ganglionnaires n’est pas altérée dans les souris VIAAT-/-. La réduction drastique de la
libération de GABA et de glycine n’altére pas I'expression des récepteurs post synaptiques
GABAergiques et glycinergiques (Wojcik et al 2006).

Le transport vésiculaire de GABA ou de glycine dépend du potentiel de membrane (AY)
et du gradient de pH (ApH), les deux composantes de la force proton motrice (p) générée par la
H+-vATPase (p =AY + ApH/F, F est la constante de Faraday, p est exprimé en mV). Les deux
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acides aminés étant des zwitterions au pH physiologique, il a été proposé que le transporteur est
électrogénique, couplant la capture d'un GABA ou d’une glycine neutre a 'échange d'un proton
(Burger et al 1991, Edwards 2007, Jellali et al 2002). Cette stcechiométrie permettrait une
accumulation vésiculaire de GABA d’'un facteur 1000 a I’équilibre thermodynamique, si on
suppose les valeurs de ApH = 2 et AY = +60 mV (Edwards 2007). Dans ces conditions, une
concentration cytosolique minimale de GABA de 100 uM est suffisante, thermodynamiquement,
pour atteindre une concentration luminale de ~100 mM. Mais a cette concentration, VIAAT
fonctionnerait a seulement 2 % de sa vitesse maximale, entrainant une limitation cinétique pour
le remplissage des vésicules. Il faut donc que la concentration de GABA dans la terminaison soit
maintenue a des niveaux millimolaires pour assurer un remplissage efficace (VIAAT
fonctionnerait a 29 % de son turnover maximal pour 2 mM de GABA).

Ce mode d’échange H*/GABA a été confirmé récemment in vitro en analysant les
changements de pH et de potentiel induit par le transport de GABA sur des vésicules uniques
exprimant VIAAT (Farsi et al 2016). En particulier, ces auteurs ont pu montrer que le GABA
n’est échangé que contre des protons sans qu’aucun autre ion, en particulier le Cl,, ne participe
au cycle de transport, contrairement a ce qui avait été proposé avec des expériences de
reconstitution de VIAAT (Juge et al 2009). Remarquablement, Farsi et al. (2016) ont montré que
le gradient de pH et le potentiel de membrane ont des valeurs inférieures dans les vésicules
GABAergiques que dans les vésicules glutamatergiques. La force proton-motrice générée par la
H+-vATPase serait donc plus faible ou plus dissipée a I'état stationnaire dans les vésicules
GABAergiques que dans les vésicules glutamatergiques.

VIAAT est exprimé dans les neurones GABAergiques et glycinergiques. Il est exprimé
principalement dans les terminaisons axonales et associé aux vésicules synaptiques (Dumoulin
et al 1999). Dans des tranches d’hippocampe de rat, on détecte un marquage cytoplasmique de
VIAAT au niveau des somas des interneurones GABAergiques. Ce marquage est toutefois moins
intense que dans les terminaisons axonales concentrées autour des somas des cellules
pyramidales et des interneurones (Chaudhry et al 1998).

Au cours de ma these j'ai utilisé la sonde VGAT-pHluorin développée dans le laboratoire
de S. Volgmaier (USCF), dans laquelle la pHluorin est fusionnée au C-term luminal de VIAAT
apres un motif TGG (Santos et al 2013). Cette localisation luminale du C-term est une propriété
spécifique de VIAAT, conséquence du nombre impair de segments transmembranaires. Les
autres transporteurs vésiculaires (VMAT, VACHT, VGLUT) ont leur extrémité C-term cytosolique.
En conséquence, les signaux d’adressage de VIAAT sont localisés sur son extrémité N-term
(Santos et al 2013).
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IV.2. Synthése enzymatique par les GAD-65 et 67

La glutamic acid decarboxylase (GAD, E.C. 4.1.1.15) est l'enzyme qui catalyse la
décarboxylation du L-glutamate sur son carbone alpha, le transformant en GABA. En
conséquence, le GABA est un acide aminé sans carbone asymétrique, la fonction acide étant
portée par le carbone gamma. Dans les neurones GABAergiques, deux isoformes de la glutamate
decarboxylase participe a cette réaction enzymatique. Elle existe sous deux isoformes de poids
moléculaires 65kDa (GAD65) et 67kDa (GAD67), encodées par deux genes différents régulés
indépendamment I'un de I'autre sur les chromosomes 2 (GAD65) et 10 (GAD67) (Soghomonian
& Martin 1998).

Les deux GAD ont la méme structure et sont composées d’'un domaine N-term (soit les
100 (GAD67) ou 95 (GAD65) premiers acides aminés) hautement divergent (23% d’identité) qui
est impliqué dans le ciblage subcellulaire, I'association a la membrane (palmytoilation) et les
interactions hétéromériques. Le second domaine est plus conservé, avec 73% d’identité entre les
deux isoformes, et contient le centre catalytique. Les GAD 65 et 67 sont présentes sous forme
d’homodimeéres ou d’hétérodimeres solubles ou associés a la membrane (Jin et al 2003).
L’association de la GAD65 a la membrane implique la phosphorylation de son N-term, alors que
celle de la GAD67 implique la formation d'un hétéromere GAD65-GAD67 par des interactions
non définies entre les domaines N-term.

Il a été montré que la délétion de la GAD67 est létale; en effet on observe une réduction
de 93% du niveau de GABA dans le cerveau des souris KO GAD67-/- et I'activité enzymatique de
la GAD est réduite a 20% et le contenu en GABA a 7% dans le cortex cérébral par exemple
(Asada et al 1997). Les souris KO GAD67-/- meurent a la naissance de détresse respiratoire (Lau
& Murthy 2012). Elles présentent une anomalie anatomique caractérisée par une fente palatine
similaire a celle observée dans les souris KO VIAAT-/~. Ces deux genes (GAD2 et SLC32A1) sont
les seuls déterminants indispensables a la transmission GABAergique. En effet, I'inactivation du
géne GAD1 codant pour la GAD65 n’est pas létale, les souris atteignant 'dge adulte sans déficits
comportementaux majeurs. Elles développent néanmoins des crises d’épilepsie spontanées, qui
entrainent une augmentation de la mortalité. Le niveau basal de GABA et I'activité enzymatique
de la GAD67 sont normaux (Asada et al 1996, Kash et al 1997, Lau & Murthy 2012).

La transformation du glutamate en GABA nécessite la présence du pyridoxal 5’-
phosphate (PLP) comme cofacteur dans le site actif (holoGAD). En absence de PLP, I'enzyme
(apoGAD) est sous forme inactive ce qui est la cas de la majorité de la GAD65 (Martin & Martin
1979) (Erlander et al 1991). En effet dans les extraits de cerveau, la quasi-totalité de la GAD67
est sous la forme d’une holoenzyme active saturée par son cofacteur le pyridoxal phosphate. Au
contraire, seulement la moitié environ de la GAD65 existe sous forme active (Kaufman et al
1991). Dans des cellules Sf9 infectées par un virus contenant 'une ou I'autre des GAD, la GAD65
est largement sous la forme d’apoenzyme (93%) alors que la GAD67 est sous la forme
d’holoenzyme (72%) (Battaglioli et al 2003). Cette différence est la conséquence d’une plus
grande flexibilité dans la structure d’'une boucle du domaine catalytique de la GAD65 qui facilite
la dissociation du PLP (Fenalti et al 2007). En conséquence, la majorité du GABA cytosolique est
synthétisée par la GAD67 qui est constitutivement active (Asada et al 1997). La GADG65,
majoritairement sous forme d’apoGAD serait recrutée principalement pendant les périodes de
forte activité ou la demande en GABA augmente (Esclapez et al 1994, Patel et al 2006). Par
exemple, il a été montré que la synthese du GABA dans les cellules horizontales de la rétine, en
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présence de glutamate ou de glutamine, est augmentée de maniére significative dans des
tranches a température physiologique en présence de PLP (Deniz et al 2011).

PLP
GAD / GAD
—23 Holo form — Apo form

(active) (inactive)
GABA t
Glulamate SSA + PMP
Primary Side
reaction / reaction
H™ + H2{] C02 H™ + HFCI
Quinoid

Figure IV-2 Réaction catalysée par la GAD (Fenalti et al 2007)

Les mécanismes moléculaires permettant le recrutement d’holoGAD65 par l'activité ne
sont pas bien compris. Le PLP est la forme catalytiquement active de la vitamine B6 (Eliot &
Kirsch 2004). Sa distribution a travers les différentes régions du cerveau de rat est inégale (table
1 (Ebadi 1981)), corrélée a l'activité de la pyridoxal kinase. La concentration en PLP varie de
0,86 a 1,97 pg/g de tissu, 'hippocampe possédant un niveau intermédiaire de pyridoxal
phosphate (0,994 pg/g +0,013). Sa concentration peut dépendre de l'activité de la pyridoxal
kinase et de la pyridoxal phosphate phosphatase, de la présence de molécules permettant de le
retenir et de I'existence de réactions biochimiques localisées qui l'utilisent (Ebadi 1981). Un
traitement par du pyridoxal phosphate-gamma-glutamyl hydrazone diminue la concentration de
PLP et inhibe I'activité de la GAD, slirement secondairement a I'inhibition de la pyridoxal kinase
(Ebadi 1981). Une carence moyenne ou sévere en vitamine B6 diminue la concentration de
GABA dans le cerveau entier (Ebadi 1981). Une déficience en vitamine B6 en expérimentation
animale peut mener a des troubles neurologiques incluant des convulsions qui peuvent
progresser vers un stade épileptique sans traitement (Ebadi 1981).

Les deux isoformes de la GAD sont présentes dans la plupart des neurones contenant du
GABA; toutefois la GAD65 apparait ciblée a la membrane et dans les terminaisons axonales alors
que la GAD67 est distribuée plus largement dans tous les compartiments cellulaires, incluant le
soma et les dendrites. Il a été proposé un role distinct pour chacune des isoformes: la GAD67
serait préférentiellement responsable du pool cytosolique de GABA alors que la GAD65 serait
essentielle a la synthese du GABA nécessaire au remplissage vésiculaire (Waagepetersen et al
2001). En accord, la GAD67 est présente dans les interneurones et les neurones qui déchargent
toniquement, alors que la GAD65 est concentrée dans les neurones dont l'activation est
fortement dépendante des entrées synaptiques (Soghomonian & Martin 1998). L'inductibilité de
la GAD65 peut permettre de produire de plus grande quantité de GABA en cas de besoin,
phasiquement avec la décharge des neurones (Erlander et al 1991).

Une étude a montré in vitro que le GABA néosynthétisé a partir du glutamate était
préférentiellement transporté lorsque les vésicules avaient acces aux deux acides aminés. Cette
étude a suggéré que VIAAT pouvait s’associer avec la GAD65 pour former un complexe protéique
procurant un avantage cinétique pour la capture du GABA néosynthétisé (Jin et al 2003, Wu et al
2007).
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GABA GABA
Figure IV-3 Modeéle d’un couplage structural et fonctionnel entre la synthése du GABA et son
transport vésiculaire dans les vésicules synaptiques (Jin et al 2003)

Finalement, un ensemble de travaux élégants du groupe de Sabatini suggére que ni la
GAD ni VIAAT ne sont indispensables a la libération vésiculaire de GABA par les neurones
dopaminergiques de la substance noire (pars compacta) et de l'aire tegmentale ventrale. Ces
neurones en effet n‘exprimant pas VIAAT, ni les deux isoformes de la GAD, I'accumulation
vésiculaire de GABA serait réalisée par le transporteur vésiculaire des monoamines VMAT2. Par
ailleurs la capture de GABA par des transporteurs de la membrane plasmique serait capable de
compenser I'absence de synthese enzymatique (Tritsch et al 2012, Tritsch et al 2014).
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IV.3. Source de GABA

Le stock cytosolique de GABA dans les terminaisons inhibitrices peut étre approvisionné
directement par la recapture du GABA libéré dans la fente synaptique par des transporteurs
membranaires neuronaux ou par sa syntheése a partir du glutamate par la GAD comme décrit
précédemment.

IV.3.1. Les transporteurs du GABA

Les transporteurs du GABA forment une sous-famille au sein de la famille SLC6 qui
comprend aussi les transporteurs de monoamines et d’acides aminés. Tous ces transporteurs
couplent la translocation de leur substrat a travers la membrane plasmique a un cotransport de
sodium et de chlore (Chen et al 2004a). Le génome des mammiféres contient quatre genes
codant pour les transporteurs du GABA : GAT1 (SLC6A1); GAT2 (SLC6A13); GAT3 (SLC6A11) et
BGT1 (SLC6A12) (Zhou & Danbolt 2013), pour revue cf (Scimemi 2014).

Le transport de GABA est un processus actif qui requiert la présence d’'un large gradient
électrochimique entrant pour le Na*, créé et maintenu par la Na*/K+*-ATPase (Kanner 1978). Des
expériences de cinétique et de thermodynamique indiquent qu’'en plus des ions Na*, le CI-
extracellulaire est également nécessaire pour le transport de GABA. La stoechiométrie de GAT1,
le transporteur neuronal de GABA, est encore débattue. GAT1 étant électrogénique, la
steechiométrie minimale de 1GABA:2Na*:1Cl- conduit a un influx net d'une charge positive par
cycle de transport, puisque le GABA est un zwitterion (Kavanaugh et al 1992, Lu & Hilgemann
1999, Mager et al 1993, Radian & Kanner 1983). Néanmoins, les mesures directes de couplage
ionique de GAT1 exprimé dans I'ovocyte de Xénope font apparaitre deux charges positives par
cycle de transport (Loo et al 2000). L'origine de cette charge supplémentaire est débattue. Il a
été proposé initialement que le Cl- ne serait pas couplé thermodynamiquement au transport
(Loo et al 2000), et ne serait donc qu'un modulateur allostérique. Néanmoins, une étude
électrophysiologique récente du potentiel d’inversion de GAT1 suggére un couplage
steechiométrique a 3 Na+ et 1 Cl- (Willford et al 2015). Le Km de GAT1 est de = 8 uM et de 0,8
pour GAT3 (Guastella et al 1990, Zhou & Danbolt 2013).
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Figure IV-4 Stcechiométrie des transporteurs du GABA (Willford et al 2015)
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IV.3.2. Distribution cellulaire des transporteurs du GABA

Chez les rongeurs, le marquage pour GAT3 en immunohistochimie est localisé
exclusivement dans les processus astrocytaires dispersés a travers le neuropile (ensemble de
structures comprenant les axones, les dendrites, les synapses et le prolongement des cellules
gliales) et adjacents aux synapses symétriques et asymétriques pres des corps cellulaires et des
dendrites basales et apicales (Melone et al 2005, Minelli et al 1996, Ribak et al 1996). Dans le
cerveau d'autres especes de mammiféres, comme les chats, les singes et les humains,
'expression spécifique de GAT3 dans les astrocytes n’est pas confirmée, car il est exprimé aussi
dans les oligodendrocytes (Pow et al 2005).

En microscopie électronique, I'immunoréactivité de GAT1 est principalement détectée
aux terminaisons axonales des synapses symétriques (inhibitrices) dans le néocortex. Pour la
plupart, ce marquage chevauche celui des terminaux positifs pour la GAD67 situés a proximité
du corps cellulaire, du segment initial de I'axone et des dendrites proximales (Minelli et al 1995,
Ribak et al 1996). Mais un marquage de GAT1 a été détecté également dans les processus
astrocytaires distaux (Minelli et al 1995, Ribak et al 1996) et postsynaptiquement dans les soma
et dans les dendrites des neurones non GABAergiques (Yan et al 1997).
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Figure IV-5 Distribution subcellulaire schématique des transporteurs du GABA et du glutamate (g :
astrocytes ; A et B : synapses glutamatergiques ; C : synapse inhibitrice) (Zhou & Danbolt 2013)

Une souris transgénique exprimant une protéine de fusion mGAT1-GFP a permis de
quantifier son expression. Dans I'hippocampe, Chiu et al. (2002) ont estimé 1200 + 40 GAT1 par
bouton, soit une concentration volumique de 6071 * 200 GAT1 par um3 et une densité
surfacique de 800 = 24 molécules GAT1 par um? (Chiu et al 2002). Le turnover physiologique est
estimé a 79-93 st (37 ° C, -50 a -90 mV) (Gonzales et al 2007). Il n’est pas suffisant pour
approvisionner la terminaison en GABA par rapport a la rapidité de la transmission synaptique,
cette faiblesse pourrait étre compensée par le nombre important de transporteurs a la
membrane.

En conséquence, GAT1 est considéré comme le transporteur qui assure la recapture
neuronale du GABA libéré dans la fente synaptique. Lorsque cette recapture est absente comme
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dans les souris KO GAT1/-, on observe une élévation de la concentration de GABA extracellulaire
qui entraine une potentialisation du courant tonique des récepteurs GABA,, alors qu’au
contraire 'amplitude des IPSCs GABAergiques est diminuée (Jensen et al 2003).

IV.3.3. Régulation du transporteur GAT1

Le trafic de GAT1 a la membrane plasmique est régulé. Des marquages par biotinylation
montrent que les transporteurs exposés a la membrane sont recyclés dans un temps de l'ordre
de la minute. Dans des cultures d’hippocampe, une application de K* (90mM) induit I'expression
de GAT1 a la surface qui dépend du calcium. Des vésicules contenant GAT1 ont été isolées. Elles
sont d'une taille comparable aux vésicules synaptiques (47 nm) mais leur composition differe
significativement puisque qu’elles contiennent de la syntaxine mais pas VIAAT, SV2 et la
synaptobrevine 2 (VAMP2) (Deken et al 2003). Dans des neurones corticaux en culture, la
quantification de I'exocytose et endocytose suggére que ~33% du pool total de GAT1 est présent
a la membrane dans les conditions basales (Wang & Quick 2005).

Le trafic membranaire de GAT1 est altéré par des ester de phorbol, qui activent la
protéine kinase C (PKC, sérine/thréonine kinase) et réduisent son expression a la surface (Corey
et al 1994, Wang & Quick 2005). L’activation de la PKC diminue la capture de GABA dans les
cultures neuronales d’hippocampe en régulant la disponibilité de la syntaxine-1A qui interagit
avec le transporteur GAT1 (voir ci-aprés) (Beckman et al 1998). Dans les expériences de
reconstitution, 'inhibition de GAT1 par la PKC requiert la syntaxine-1A et Munc18 qui est
directement phosphorylé par la PKC. Cette phosphorylation permettrait la dissociation du
complexe Munc18-Syntaxin-1A, qui serait disponible alors pour s’associer au N-term
cytoplasmique de GAT1 via son domaine H3 et diminuer la capture de GABA (Beckman et al
1998, Deken et al 2000, Wang et al 2003). En effet le clivage de la syntaxine-1A par la toxine
botulique C1 double la capture de GABA dans les neurones d’hippocampe en culture (Deken et al
2000).

La PKC n’est pas la seule kinase pouvant réguler GAT1. En effet la diminution de la
phosphorylation de GAT1 sur certains résidus tyrosine par des inhibiteurs de la tyrosine kinase
diminue la capture de GABA, en internalisant une fraction des transporteurs présents a la
surface (Law et al 2000). A contrario, les inhibiteurs de la tyrosine phosphatase augmentent la
capture de GABA, la phosphorylation des tyrosines (Y107 et Y317) de GAT1 diminuant son
internalisation (Whitworth & Quick 2001). Il existe donc une balance entre les activités des
tyrosine kinase et tyrosine phosphatase pour réguler GAT1. GAT1 peut également étre
phosphorylé sur les résidus sérine par la PKC cet état est révélé seulement lorsque les
phosphorylations tyrosine sont éliminées ou considérablement réduites, les niveaux de
phosphorylation sérine et tyrosine sont négativement corrélées (Quick et al 2004). GAT1 peut
exister dans I'un des deux états de phosphorylation mutuellement exclusifs et la relative
abondance de ces deux états détermine en partie la distribution subcellulaire du transporteur.

D’autre part, le substrat du transporteur, la GABA lui-méme, peut avoir un role
régulateur. Dans les ovocytes et les cultures de neurones hippocampaux, le GABA augmente le
turnover du transporteur (Quick 2002), en dissociant GAT1 de la syntaxine-1A. En présence de
GABA extracellulaire, le transport de GABA est augmenté dans les cultures d’hippocampe par
une augmentation de l'expression des transporteurs a la surface, causée en partie par un
ralentissement de I'internalisation de GAT1 (Bernstein & Quick 1999).
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IV.4. Source de glutamate

Le précurseur direct du GABA est le glutamate, métabolite essentiel et principal
neurotransmetteur excitateur du CNS. Dans les neurones GABAergiques, le glutamate est
synthétisé principalement a partir de la glutamine par la phosphate activated glutaminase (PAG,
E.C. 3.5.1.2) ou capturé par des transporteurs membranaires dans I'espace extracellulaire ou sa
concentration est tres faible.

IV.4.1. Les transporteurs du glutamate

Les transporteurs de glutamate appartiennent a la famille SLC1 (Danbolt 2001). Cing
isoformes ont été identifiés: EAAC1 (SLC1A1/EAAT3), GLT1 (SLC1A2/EAATZ2), GLAST
(SLC1A3/EAAT1), EAAT4 (SLC1A6), et EAATS5 (SLC1A7). Ces transporteurs ont en commun de
cotransporter le glutamate avec des ions Na+ et H* et d’étre dépendants d’un contre transport de
K+ (Barbour et al 1988, Kanner & Sharon 1978, Szatkowski et al 1991). Le sodium est requis
pour la liaison du glutamate alors que le potassium est nécessaire pour son transport net
(Kanner & Bendahan 1982). La stcechiométrie de EAAC1 a été établie par la méthode des
potentiels d’inversion ; trois Na* et un H* sont cotransportés avec une molécule de glutamate
chargée négativement, cet influx étant couplé a un échange avec un ion K+ (Kanner 2006, Kanner
2007, Zerangue & Kavanaugh 1996).
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Figure IV-6 Mécanisme schématique du transport du glutamate (Reyes et al 2009)

Le transport de glutamate est électrogénique, avec un transfert net de deux charges
positives par cycle de transport. La liaison du Na* et du glutamate induit un changement
conformationnel du transporteur qui active une conductance anionique, perméable aux ions CI-
(Billups et al 1996, Otis & Jahr 1998). Cette conductance Cl- n’est pas couplée
thermodynamiquement au transport et varie considérablement entre les isoformes: elle est
quasi  négligeable  pour GLT1/EAAT?2 et  augmente selon la  séquence
EAAT2<EAAT3<EAAT1<EAAT4<EAATS. L’affinité pour le glutamate est de 7-20 uM pour EAAT1
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(Wadiche & Kavanaugh 1998), de 12-18 uM pour EAAT2 (Bergles et al 2002) et de 8-30 uM pour
EAAT3 (Grewer et al 2000). A des potentiels transmembranaires physiologiques, le turnover de
EAAC1/EAATS3 (dans des cellules HEK293) est estimé a 90-110s! (Grewer et al 2000), alors que
celui du transporteur glial GLT1/EAAT2 (dans I'ovocyte de Xénope) est estimé a 15 s-1 (Wadiche
etal 1995).

IV.4.2. Distribution cellulaire des transporteurs du glutamate

EAAT1 (GLAST) est localisé sélectivement dans les astrocytes (Jungblut et al 2012) avec
une densité de 2300 molécules par um2 (Danbolt et al 2016). EAAT2 (GLT1) est localisé dans les
astrocytes avec une densité de 7500 molécules par um? et dans les terminaisons synaptiques
avec une densité dix fois moins importante (Danbolt et al 2016). EAAT3 (EAAC1) est localisé
dans les somas et dendrites des neurones avec une densité de 90 molécules par pum? (Danbolt et
al 2016).

EAAT2 est le transporteur de glutamate majeur dans le cerveau, en quantité cent fois
plus importante que EAAT3 (Danbolt et al 2016). Il représente 95% de l'activité totale de
recapture de glutamate puisque sa délétion dans les souris KO GLT-/- réduit la capture de
glutamate a 5% du niveau des souris controles et augmente la concentration extracellulaire de
glutamate (Tanaka et al 1997). Trois semaines apres la naissance, les souris KO GLT1-/- sont plus
petites que les souris controles, hyperactives et sujettes a des crises spontanées d’épilepsie,
potentiellement létales. La moitié des souris GLT1/- meurent de crises spontanées avant
d’atteindre I'age de 4 semaines.

EAAT2 a d’abord été identifié par immunohistochimie dans les astrocytes (Danbolt et al
1992), aucun marquage dans les neurones n’est observé. Mais des hauts niveaux d’ARNm de
EAAT?2 sont retrouvés dans les cellules pyramidales de CA3 (Schmitt et al 1996). La présence de
la protéine EAATZ2 est détectée dans les terminaisons axonales excitatrices des neurones
matures de 'hippocampe par immunohistochimie (Chen et al 2004b, Holmseth et al 2009). Sa
présence aux terminaisons axonales est confortée par une étude fonctionnelle ou les auteurs
utilisent 'aspartate marqué qu’ils observent en microscopie électronique. L’absence de capture
d’aspartate dans les terminaisons axonales en présence de dihydrokainate ou dans les
terminaisons de CA1l des souris KO EAAT2-/- suggére sa localisation dans ces terminaisons
(Furness et al 2008). De plus l'utilisation d’'une souris EAAT2-eGFP montre une localisation du
transporteur dans les astrocytes mais également dans plusieurs populations de neurones du
cortex somatosensoriel et de 'hippocampe de souris (incluant 80% des cellules pyramidales de
CA3) a des taux considérablement plus bas que dans les astrocytes (de Vivo et al 2009). Une
localisation synaptique de EAAT2 est également retrouvé dans le cortex somatosensoriel de rat
(Melone et al 2009) ainsi que celui de 'humain (Melone et al 2010). Le KO conditionnel de
EAAT2 montre que le transporteur localisé dans I'astrocyte protege de I'épilepsie et que celui
localisé dans le neurone permet la capture de glutamate dans le synaptosome (Petr et al 2015).
La délétion d’EAAT2 dans les neurones réduit de moitié la capture de glutamate tandis que sa
délétion dans l'astrocyte n’entraine qu’'une réduction mineure. Par contre sa délétion dans
I'astrocyte entraine une perte de 80% de la protéine et induit des convulsions et une
augmentation de la mortalité des souris (Petr et al 2015).
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Le marquage immunohistochimique de EAAT3 montre une distribution du transporteur
dans les somas et dendrites des neurones, sans marquage astrocytaire (Shashidharan et al
1997). EAAT3 n’est pas spécifique des neurones glutamatergiques (Rothstein et al 1994). Dans
des tranches d’hippocampe de jeune rat adulte, le marquage immunohistochimique montre qu'il
est largement distribué dans les somas et dendrites de tous les neurones hippocampaux,
incluant les neurones GABAergiques, mais n’est pas retrouvé dans les terminaisons synaptiques
(Holmseth et al 2012).

Dans le cortex, les mémes localisations sont retrouvées par immunohistochimie (Conti et
al 1998), par contre ces auteurs trouvent un marquage dans des cellules non neuronales. Le
marquage en microscopie électronique montre la présence de EAAT3 dans les corps cellulaires
des neurones et les dendrites et épines dendritiques, mais pas dans les terminaisons axonales ;
EAAT3 serait donc exclusivement postsynaptique (Conti et al 1998). L'analyse du type de
terminaisons axonales qui contactent les dendrites et épines marquées par EAAC1/EAAT3
montre que 97% sont des contacts asymétriques, ce qui indique qu'’il est exprimé au niveau des
synapses excitatrices, le lieu méme de la libération vésiculaire de glutamate.

La clairance extracellulaire du glutamate est largement catalysée par les transporteurs
astrocytaires du glutamate GLT1 ET GLAST. Le role d’EAAT3 est toujours débattu mais des
études physiologiques in vitro montrent qu’'EAAT3 est un important composant de la machinerie
de clairance du glutamate a la synapse. Par ce mécanisme, EAAT3 permet de limiter I'activation
des récepteurs NMDA et d’augmenter le seuil d’'induction de la potentialisation a long terme
(Scimemi et al 2009). De plus des études fonctionnelles suggérent que EAAT3 est présent dans
les terminaisons nerveuses GABAergiques ou il aiderait a maintenir le niveau de GABA en
fournissant du glutamate pour sa synthese (Mathews & Diamond 2003, Sepkuty et al 2002,
Stafford et al 2010), suggérant que EAAT3 est abondant aux membranes pré et post synaptiques
(He et al 2000).
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Figure IV-7 lllustration schématique de la localisation des transporteurs du glutamate (Danbolt et al
2016)

IV.4.3. Régulation du transporteur EAAT3/EAAC1

L’activité/expression de EAAT3 est régulée par l'activité neuronale, ainsi que par les
voies de signalisation intracellulaires impliquant principalement la protéine kinase C o (aPKC)
et la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) (Nieoullon et al 2006). Ces processus agiraient soit au
niveau post-traductionnel ou au niveau de la transcription.
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De plus, il faut noter que EAAT3 présente une spécificité, par rapport aux autres
transporteurs d’acides aminés excitateurs, car il est présent principalement dans le
compartiment intracellulaire et pour environ 20% seulement a la membrane plasmique (Conti
etal 1998, He et al 2000, Holmseth et al 2012, Rothstein et al 1994, Shashidharan et al 1997).

Les variations dans la capture neuronale de glutamate sont associées a des changements
rapides dans le trafic du transporteur altérant sa localisation membranaire. Une stimulation a
haute fréquence entraine une translocation d’EAAT3 du cytosol vers la membrane plasmique
(Levenson et al 2002), la capture de glutamate peut étre augmentée in vitro durant la LTP et in
vivo par un conditionnement de peur. La régulation au niveau de la transcription est suggérée
par des expériences chez les rongeurs qui ont montré que l'augmentation de l'activité
locomotrice est associée a une augmentation concomitante de I'expression du géne EAAT3 au
niveau hippocampique (Molteni et al 2002).

Dans les cellules de gliome C6 et dans les neurones en culture, 'activation de la PKC
augmente l'activité de EAAT3 (Casado et al 1993). Cet effet est associé a une redistribution du
transporteur a la membrane et apparait dépendant d'un sous-type particulier de la PKC,
l'isoforme PKCa. Une telle interaction pourrait contribuer a la stabilisation du transporteur a la
membrane plasmique a partir du pool intracellulaire (Davis et al 1998), augmentant ainsi le taux
de transport du neurotransmetteur (Fournier et al 2004, Gonzalez et al 2003, Gonzalez et al
2002). S'ajoutent a celle de la PKC d’autres voies de régulation par la PKA ou la PI3K qui permet
une régulation différentielle de l'activité et de l'expression d’EAAT3 dans les cultures de
neurones (Guillet et al 2005).

De plus des interactions avec d’autres protéines pourraient moduler la fonction du
transporteur de glutamate. En effet, des études de co-expression dans des ovocytes de Xénope
indiquent que la syntaxine-1A régule négativement la capture du glutamate et le courant
anionique. Les expériences de co-immunoprécipitation suggerent une interaction directe entre
la syntaxine 1A et EAAT3 (Zhu et al 2005). La syntaxine-1A potentialise spécifiquement
I'internalisation d’EAAT3 dans les cultures de neurones d’hippocampe (Yu et al 2006), ce qui
conduit a une inhibition fonctionnelle du transport du glutamate.

40



IV.5. Source de glutamine
IV.5.1. Métabolisme de la glutamine

Les neurones n’expriment pas la pyruvate carboxylase (PC, E.C. 6.4.1.1), enzyme
nécessaire pour les réactions anaplérotiques et qui est seulement présente dans les astrocytes
(Yu et al 1983). Par conséquent, les neurones ne sont pas capables de synthétiser du glutamate
ou du GABA a partir du glucose. La PC est une enzyme qui catalyse la formation de I'oxoloacétate
a partir du pyruvate. L'oxoloacétate est un métabolite du cycle de Krebs, les réactions suivantes
du cycle permettant de former I'a-cétoglutarate qui pourra ensuite étre transformé en glutamate
par la glutamate synthase (EC 1.4.1.13), une transaminase. L'absence de PC empéche de
reconstituer les intermédiaires du cycle de Krebs perdus lors de la libération du glutamate ou du
GABA (Shank et al 1985). La PC permet une synthése nette de neurotransmetteurs dans les
astrocytes a partir du glucose pour maintenir I'approvisionnement des pools neuronaux de
glutamate et de GABA.

Une navette transcellulaire entre les neurones et les astrocytes, connue sous le nom de
cycle de glutamate/GABA-glutamine, permet le recyclage du glutamate et du GABA via leur
transformation en glutamine dans les astrocytes suivi de sa sécrétion dans l'espace
extracellulaire (Bak et al 2006). Le GABA capturé par les transporteurs GAT1 des astrocytes est
catabolisé en succinate, un intermédiaire du cycle de Krebs, par I'action de concert de la GABA
transaminase [EC 2.6.1.19] et de la succinate semialdehyde dehydrogenase [EC 1.2.1.24]. Le
succinate entre alors dans le cycle de Krebs pour former aprés plusieurs transformations
enzymatiques l'a-cétoglutarate. La glutamate dehydrogenase (GDH, E.C. 1.4.1.3), enzyme
localisée dans la matrice mitochondriale, catalyse la transformation de 'a-cétoglutarate en
glutamate. Un deuxieme pool de glutamate provient de sa capture par les transporteurs EAAT2
principalement et EAAT1.

Il est bien établi que les astrocytes expriment spécifiquement la glutamine synthetase
(GS, E.C. 6.3.1.2), une ligase qui a besoin d’ATP et d'une source d’ammonium pour transformer le
glutamate en glutamine (Norenberg & Martinez-Hernandez 1979). La glutamine néosynthétisée
est ensuite tranférée aux neurones grace a deux transporteurs de glutamine (systéme N et A)
ayant des couplages énergétiques différents. La glutamine libérée dans I'’espace extracellulaire
par inversion des transporteurs SNAT3 (correspondant au systeme N des astrocytes) est ensuite
capturée par les transporteurs SNAT1 et SNAT2 (correspondant au systeme A des neurones) ol
elle sera transformée en glutamate par la phosphate activated glutaminase (PAG, EC 3.5.1.2
(Kvamme, Roberg et al. 2000)). Cette réaction produit une molécule d’ammonium dans le
neurone, réassimilée dans I'astrocyte, pour chaque glutamate formé (Marcaggi & Coles 2001). La
PAG est préférentiellement exprimée dans les neurones, bien qu’'une faible activité soit observée
dans les cultures d’astrocytes, elle est a priori localisée sur la surface externe de la membrane
interne mitochondriale lorsqu’elle est dans sa forme active (Bak et al 2008). Il existerait un pool
dormant de PAG sur le feuillet interne de la membrane mitochondriale; cette forme soluble
inactive de 'enzyme a une affinité plus faible pour la glutamine (Km 30-40 mM) que la forme
liée a la membrane (Km 2 mM). Les principaux inhibiteurs de la PAG sont les produits de la
réaction, le glutamate et 'ammonium, et le principal activateur est le phosphate (Hogstad et al
1988, Kvamme et al 2001). Le role de la PAG est trés important pour I'approvisionnement en
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glutamate, en effet dans des tranches de cerveau de souris déficientes en PAG, la consommation
de glutamine et l'accumulation de glutamate sont moins importantes que chez les souris
sauvages (El Hage et al 2012).
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Figure IV-8 Schéma représentant quelques-unes des principales voies métaboliques et des
compartiments cellulaires impliqués dans I'hnoméostasie du glutamate dans le cerveau (Coulter & Eid
2012)

IV.5.2. Les transporteurs de la glutamine

Les transporteurs membranaires astrocytaires et neuronaux de la glutamine ont un role
essentiel dans l'approvisionnement du stock cytosolique de glutamate ou de GABA. Ils ne sont
pas spécifiques pour la glutamine et peuvent également transporter d’autres acides aminés
neutres. Les différents noms des transporteurs de glutamine inventés au moment de leur
clonage et identification ont produit une certaine confusion dans leur nomenclature. Ils sont
néanmoins tous regroupés dans la famille SLC38 couplé au sodium et nous utiliserons la
nomenclature des Sodium-coupled Neutral Amino-acid Transporter (SNAT) (Mackenzie &
Erickson 2004) .

SNAT3 (SLC38A3) (Chaudhry et al 1999) et SNAT1 (SLC38A1) (Varoqui et al 2000) sont
les premiers membres de la famille a avoir été clonés en raison de leur homologie de séquence
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avec le transporteur vésiculaire d'acides aminés inhibiteurs VIAAT. La famille SLC38 comprend

six génes codant pour des transporteurs (SNAT1 a SNAT6) d’acides aminés neutres et
dépendants du sodium (SNAT6 est un transporteur orphelin).

SLC3BAS [ SNATS
SLC3BAJ | SNAT2

SLC3IBAL [ SNATH

SLC3BAL / SNATL

SLC3BAZ f SMAT2 0.1

SLC3BAG / SNATE

SLC32A1 7 VIAAT

% Saquence identity VIAAT
SNATE 22

SNATS 46 22

SMAT4 51 45 19

SNATZ 56 62 48 20

SHNATZ 56 57 51 44 20

SNAT1 52 55 48 53 44 21

Figure IV-9 Homologie de séquence entre les transporteurs de la glutamine et VIAAT (Mackenzie &
Erickson 2004)

Les membres de cette famille sont regroupés en deux systemes, le systéme A pour les
petits acides aminés neutres incluant l'alanine et le systeme N préférant la glutamine,
I'asparagine et I'histidine. Les membres du systéme A fonctionnent comme des cotransporteurs
dans lequel la translocation d’'une glutamine est couplé au transport d’'un ion Na* (Chaudhry et al
2002, Mackenzie et al 2003). Le systeme N cotransporte un acide aminé avec un Na* en échange
d’'un H* (Chaudhry et al 2001, Chaudhry et al 1999).

Le systeme N comprend les transporteurs SNAT 3 et 5 (Mackenzie & Erickson 2004).

SNATS3 est exprimé dans les astrocytes dans toutes les régions du systéme nerveux central. Son
expression la plus importante est détectée dans les processus astrocytaires proches des
synapses glutamatergiques, glycinergiques et GABAergiques (Boulland et al 2002). Dans
plusieurs régions, comme l'hippocampe, le cervelet et les ganglions de la base,
I'immunoréactivité de SNAT3 est plus élevée dans les processus astrocytaires associées aux
synapses GABAergiques que ceux associés aux synapses glutamatergiques. Cette localisation de
SNAT3 dans la glie, proche des synapses glutamatergiques et GABAergiques, fait de lui le
principal transporteur facilitateur de I'efflux de glutamine des astrocytes.

Le systéme A comprend SNAT1, SNAT2 et SNAT4 (ce dernier est spécifique du foie). Les
transporteurs du systeme A sont inhibés par le MeAIB. L’inhibition par le MeAIB appauvrit le

pool de neurotransmetteurs dans les tranches de cortex et d’hippocampe (Mackenzie et al
2003).
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SNAT1 et 2 ont un profil similaire de spécificité de substrat. Ils transportent les petits acides
aminés neutres ou hydrophiles, incluant la glutamine, 'asparagine et I'histidine. SNAT1 montre
une préférence pour la glutamine par rapport a tous les autres acides aminés avec un Km de
0,3 mM (Mackenzie et al 2003) alors qu'’il est de 1,65 mM pour SNATZ.

SNAT1 permet la capture de glutamine dans les neurones excitateurs et inhibiteurs aprés sa
libération par les astrocytes, alors que 'activité de transport SNAT2 est plutot utilisée lorsque
les acides aminés sont requis pour la croissance cellulaire ou I'augmentation de la synthese des
protéines.

IV.5.3. Distribution cellulaire et régulation de SNAT1 et 2

SNAT1 est localisé dans le cerveau principalement, SNAT2 est plus largement répandu,
incluant le cerveau et la moelle épiniére. SNAT1 est présent dans les neurones glutamatergiques
et GABAergiques avec une localisation somatodendritique, excluant les terminaisons axonales et
les épines (Armano et al 2002, Mackenzie et al 2003, Melone et al 2004).

L’expression de SNAT1 est importante dans les neurones GABAergiques du néocortex et
de 'hippocampe, ou son marquage par immunohistochimie n’apparait pas uniquement sur le
soma et les dendrites mais aussi dans les processus neuronaux incluant les segments axonaux
(Solbu Tom et al 2010). Son expression n’est pas retreinte a la membrane plasmique, elle est
aussi retrouvée dans des organelles intracellulaires colocalisées avec la syntaxine 6. Son
marquage ubiquitaire est proche de celui de la GAD67.
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Figure IV-10 SNAT1 est localisé dans les interneurones PV' de I’hippocampe en culture et ciblé dans
les segments axonaux contenant VGAT (Solbu Tom et al 2010)

En revanche, I'expression de SNAT1 dans les terminaisons axonales est débattue. Dans
des tranches de cortex cérébral de rat adulte, 0,07% des marquages punctiformes de SNAT1
sont des terminaisons axonales (Melone et al 2004), ce qui met en doute le role de SNAT1 dans
un cycle glutamate/GABA-glutamine local pour réapprovisionner le pool de neurotransmetteurs
au niveau de la terminaison. Dans des conditions similaires, le marquage de SNAT2 est
également confiné au compartiment somatodendritique (Melone et al 2006).

Cependant dans des neurones d’hippocampe en culture, SNAT1 et 2 sont exprimés dans
tous les compartiments neuronaux y compris les axones (Armano et al 2002). SNAT1 est présent
jusqu’a la pointe du céne de croissance axonal alors que SNAT2 n’est pas observé dans la partie
distale de 'axone incluant le cone de croissance. Dans les cultures matures SNAT1 et 2 sont
exprimés dans le soma et presque tous les processus neuronaux. SNAT1 apparait en cluster
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membranaire et/ou pool intracellulaire, tandis que SNAT2 apparait uniformément distribué
dans les processus neuronaux. SNAT1 est tres marqué dans les corps cellulaires et les dendrites,
mais il est aussi détecté aux sites de contact synaptique, contrairement a SNAT2 qui est
indétectable aux synapses.

Cette observation est supportée par 'enregistrement direct en patch-clamp de I'élément
présynaptique du calyx de Held démontrant la présence d’'un transporteur de la glutamine
présynaptique possédant les propriétés du systéme A (Billups et al 2013). Cette étude montre
que la capture présynaptique de glutamine peut étre contrélée dynamiquement par l'activité
neuronale grace a une régulation de I'expression des transporteurs a la membrane plasmique.
L’exocytose des transporteurs est dépendante des SNAREs et du calcium alors que leur
endocytose est dépendante de la clathrine. L'inhibition du transport de la glutamine par le
MeAIB (26 #* 4%) entraine une diminution de 'amplitude des mEPSCs, ce qui suggére que
I'approvisionnement présynaptique en glutamate est partiellement dépendant du transport de
glutamine. En sectionnant les axones entre CA3 et CA1l dans une tranche d’hippocampe, les
terminaisons nerveuses excitatrices de la collatérale de Schaeffer sont séparées de leurs corps
cellulaires tout en conservant la relation des structures présynaptiques avec les neurones post-
synaptiques et les astrocytes environnants. Dans ces conditions, une stimulation alternée de
périodes a haute fréquence (20 Hz) et de périodes de repos (0,2 Hz) entraine une réduction de
l'efficacité synaptique dépendante de l'activité, corrélée avec une libération réduite de
glutamate. Cette dépression de la transmission est renforcée lorsque la glutamine synthétase
astrocytaire est inhibée par la methionine sulfoximine. Elle est au contraire empéchée par une
application exogéne de glutamine (Tani et al 2014). Ces résultats supportent le role
physiologique du cycle glutamate-glutamine localisé au niveau synaptique pour le maintien de la
synthese de neurotransmetteurs excitateurs et la libération des vésicules pendant les périodes
de forte activité.

Une étude a montré un lien direct entre le métabolisme du GABA et le contenu
vésiculaire en GABA (Engel et al 2001). Dans les tranches en culture d’hippocampe de rat,
I'inhibition de la dégradation du GABA en bloquant la GABA-transaminase par le y-vinyl-GABA
augmente la concentration de GABA intracellulaire ce qui se traduit par une augmentation de
I'amplitude et de la fréquence des IPSCs miniatures. A I'inverse, bloquer la synthese de GABA
avec de l'acide mercaptopropionique donne le résultat opposé. Le contenu vésiculaire en
neurotransmetteurs peut donc varier, cette variation étant dépendante de la concentration
cytosolique. Mais alors est-ce que I'étape de remplissage peut influer sur le cycle vésiculaire ?
Quelques études indiquent que ce n’est pas le cas, puisque les différents groupes travaillant sur
différents neurotransmetteurs observent un recyclage de vésicules vides, comme par exemple
dans le cas d’'une inhibition de l'acidification (Zhou et al 2000), d'un KO pour le transporteur
vésiculaire (Croft et al 2005) ou d’une inhibition du transporteur vésiculaire (Parsons et al 1999,
Wojcik et al 2004).
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V.

Les différents pools de vésicules

Il est bien établi qu'une stimulation répétée peut induire une facilitation ou une
dépression de la transmission synaptique. Ces deux types de plasticité peuvent coexister pour
un méme neurone postsynaptique recevant des entrées inhibitrices distinctes ou sur des cibles
différentes d’'un méme neurone GABAergique (Gupta et al 2000). Ces deux formes de plasticité
se traduisent respectivement par une potentialisation ou une diminution de I'amplitude des
IPSCs ; elles sont dites a court terme car I'amplitude initiale des IPSCs est restaurée rapidement
apres arrét de la stimulation.

Différents mécanismes présynaptiques sous-tendent ces changements de probabilité de
libération (Zucker & Regehr 2002). IIs mettent en jeu la régulation du calcium intracellulaire ou
la dynamique de reformation du « readily releasable pool » de vésicules (RRP) (Zucker & Regehr
2002). L'importance des mécanismes de recyclage que nous avons décrit précédemment
n’apparait clairement que pendant des stimulations prolongées dépassant plusieurs centaines
de potentiels d’action (Kraushaar & Jonas 2000a). Dans ce cas, le nombre de vésicules
mobilisables devient le facteur limitant et la transmission converge vers une sorte d‘état
stationnaire lorsque le taux de reformation des vésicules équilibre I'exocytose des vésicules a
chaque zone active (Kraushaar & Jonas 2000a). La cinétique de cette dépression, qui est
dépendante de la dynamique des pools de vésicules et de leur remplissage en
neurotransmetteur, est moins bien caractérisée (Zucker & Regehr 2002).

La transmission de l'information a chaque bouton synaptique est de nature
stochastique ; elle dépend de la probabilité de libération d’au moins une vésicule du RRP en
réponse a un potentiel d’action (Murthy et al 1997). Il est notoirement difficile de corréler
I'anatomie des synapses, qui doit étre réalisée en microscopie électronique, avec les propriétés
de libération déduites des enregistrements électrophysiologiques (Branco & Staras 2009). Il a
été proposé que chaque zone active ne puisse libérer qu'une seule vésicule (univesicular
release), ce qui limite fortement le transfert d’information; toutefois les évidences récentes
suggerent qu’'une libération multivésiculaire synchrone ou asynchrone serait plus proche de la
réalité, rendant difficile de trouver une corrélation anatomique (Rudolph et al 2015). Le RRP est
donc estimé de maniere opérationnelle, correspondant au nombre de vésicules libérables
pendant une stimulation a haute fréquence sans possibilité de recyclage (Dobrunz & Stevens
1997, Hanse & Gustafsson 2001b, Murthy et al 2001, Schneggenburger et al 1999). Celui-ci
intervient pour ajuster la dynamique des pools de vésicules jusqu’a I’état stationnaire apparent.
Nous développerons ci-apres les différents pools de vésicules et leur redistribution en fonction
de l'activité (Goda & Stevens 1994, Murthy et al 2001, Ratnayaka et al 2012, Waters & Smith
2002).
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V.1. Les pools de vésicules synaptiques

Les petites synapses de I’hippocampe contiennent environ 200 vésicules (Harris & Sultan
1995, Schikorski & Stevens 1997) qui se distribuent en trois pools majeurs (Denker & Rizzoli
2010, Fowler & Staras 2015, Rizzoli & Betz 2005) :

e Le total recycling pool (TRP) représente la population totale de vésicules qui peuvent
s’engager dans le recyclage évoqué par la stimulation, il est composé par deux pools :

- Lerecycling pool (RP, reserve pool) représente le TRP sans le RRP.

- Le readily releasable pool (RRP) est le pool de vésicules recyclantes qui sont dockées
et primées pour la libération, elles sont immédiatement libérées lors d'une stimulation.

o Le resting pool (RtP) représente le reste du pool total de vésicules qui ne peuvent pas
subir la fusion entralnée par l'activitt méme dans des conditions de stimulation
saturantes.
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Figure V-1 Représentation schématique des principaux pools (Fowler & Staras 2015)

V.1.1. Le pool recyclant total

Le TRP représente une fraction du pool total de vésicules dans la synapse (Darcy et al
2006, Fernandez-Alfonso & Ryan 2008, Harata et al 2001b, Li et al 2005, Marra et al 2012). 11
correspond au pool mobilisable, c’est-a-dire le nombre total de vésicules qui participent a I'exo
et a I'endocytose pendant une stimulation prolongée (Sudhof 2004). Sa taille peut varier
considérablement selon les études, de ~ 15-20% (Harata et al 2001b, Marra et al 2012) a plus de
70% (Ikeda & Bekkers 2009, Rose et al 2013) selon les techniques de mesure utilisées, le choix
des préparations et la fréquence de stimulation appliquée. Le TRP représente donc seulement
une fraction de toutes les vésicules identifiées morphologiquement par la capture de FM lors
d'une forte stimulation dans les terminaisons hippocampiques (Fernandez-Alfonso & Ryan
2008, Harata et al 2001b, Ikeda & Bekkers 2009). Le pic du signal FM normalisé a celui d'une
vésicule permet une estimation a 30 vésicules dans les terminaisons nerveuses de 'hippocampe
(Harata et al 2001a, Murthy et al 1997), estimation confirmée par l'utilisation des QD (Zhang et
al 2007). Des résultats récents suggérent qu’in vivo, le pool de vésicules effectivement
recyclantes pour des stimulations physiologiques serait de l'ordre de 1 a 5% (Denker et al
2011a), mais des valeurs plus importantes ont aussi été trouvées (5 a 23%) (Marra et al 2012).
Compte tenu de la corrélation directe entre la taille du TRP et la probabilité de libération
synaptique (Murthy et al 1997, Waters & Smith 2002), la modulation de sa taille peut influencer
I'efficacité synaptique et donc la transmission synaptique (Willeumier et al 2006).
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V.1.2. Le pool de repos

Le RtP peut voir sa taille varier entre 15 et 85% de 'ensemble des vésicules puisque le
TRP est une fraction variable du pool total de vésicules. Les vésicules de repos ont été observées,
par exemple, dans les neurones d’hippocampe en culture (Fernandez-Alfonso & Ryan 2008,
Harata et al 2001a, Harata et al 2001b, Opazo et al 2010). La transmission peut étre maintenue
sans sa mobilisation (Denker et al 2011a, Marra et al 2012). Ce pool est accessible par la
pHluorin, les quantum dots et la photoconversion des sondes FM. Il apparait comme réfractaire
a 'exocytose en réponse a une stimulation électrique ou a une courte application de potassium
en forte concentration. Quelle serait la fonction d’'un pool majoritaire de vésicules au repos, ne
participant pas a la transmission synaptique ? Pour expliquer ce paradoxe, le groupe de Rizzoli
proposent que les vésicules du RtP agissent comme un tampon pour les protéines accessoires
solubles impliquées dans le recyclage vésiculaire (Denker et al 2011b). Le RtP peut aussi agir
comme un donneur et/ou accepteur de vésicules pour le TRP (Jung et al 2014, Kim & Ryan 2010,
Marra et al 2012, Ratnayaka et al 2012). Cette fonction de réservoir de vésicules recrutables
influencée par la plasticité pourrait expliquer la variabilité de sa taille.

V.1.3. Le pool prét a étre libéré immédiatement

Le RRP comprend les premiéres vésicules qui subissent la fusion pendant une activité
synaptique (Dobrunz & Stevens 1997, Rosenmund & Stevens 1996). Ces vésicules ont la
probabilité de fusion la plus élevée et contribuent de maniére importante a la force synaptique
(Dobrunz & Stevens 1997, Waters & Smith 2002). Dans les neurones de I'hippocampe, sa taille
est estimée a 5-15 vésicules (Dobrunz & Stevens 1997, Murthy & Stevens 1998, Stevens &
Tsujimoto 1995). Ce pool est accessible par l'application d'une solution hypertonique
(Rosenmund & Stevens 1996, Stevens & Williams 2007) ou par une stimulation électrique de 10-
50 PAs a 10-20 Hz (Murthy & Stevens 1998, Park et al 2012, Waters & Smith 2000). La taille du
RRP et la probabilité de libération sont corrélées (Dobrunz 2002, Dobrunz & Stevens 1997, Matz
et al 2010, Murthy et al 2001), la modulation de sa taille peut avoir un role dans la plasticité a
long terme. Par exemple, I'activation de la PKC augmente la taille du RRP (Stevens & Sullivan
1998, Waters & Smith 2000) et augmente son taux de réapprovisionnement en vésicules
(Stevens & Sullivan 1998). Une réduction de la taille du RRP a été établie dans les synapses
subissant une dépression a long terme (Goda & Stevens 1998), alors que le BDNF (Brain-Derived
Neurotrophic Factor) entraine un accroissement de la taille du pool pendant la potentialisation a
long terme (Tyler et al 2006).

Dans les petites synapses de I’hippocampe, on trouve environ 10 vésicules synaptiques
dockées (Harris & Sultan 1995, Schikorski & Stevens 1997). Ce petit pool de vésicules dockées
est associé a la zone active, visible et facilement reconnaissable en microscopie électronique
sans marquage préalable (Watanabe et al 2013b). Leur position coincide avec I'aire de la zone
active et la taille de la densité post synaptique. Toutes les vésicules dockées n’ont pas forcément
un contact membrane-membrane avec la zone active, mais sont plutot attachées par des liens de
longueur variable révélés par les approches de congélation a haute pression (Fernandez-
Busnadiego et al 2010). La taille du pool de vésicules dockées est corrélée avec la taille du RRP
(Murthy et al 2001, Schikorski & Stevens 2001, Watanabe et al 2013b) et la probabilité de

48



libération synaptique (Branco et al 2010). Seule une fraction des vésicules synaptiques du RRP
est dockée avant la libération (Darcy et al 2006, Harata et al 2001b, Marra et al 2012, Ratnayaka
etal 2012).

Il existe également dans le RRP un petit sous-groupe de vésicules pré-primées de taille
trés variable et rapidement déplété (Taschenberger et al 2016), entrainant une variabilité de la
probabilité de libération entre les synapses. Cette hétérogénéité a été observée parmi les
synapses hippocampiques individuelles, en tranches (Dobrunz & Stevens 1997) et en culture
(Murthy et al 1997), ainsi qu’a des sites de libération unique dans la région CA1 de I'hippocampe
(Hanse & Gustafsson 2001a, Hanse & Gustafsson 2001b).

V.1.4. Le pool recyclant ou pool de réserve

Le RP est égal a environ trois fois le RRP aux synapses de '’hippocampe, il contient 17 a
20 vésicules (Murthy & Stevens 1999). Dans les terminaisons hippocampiques, le RRP est
déplété en quelques secondes a 10-40 Hz (Stevens & Williams 2007), il doit alors étre reformé.
C’est le RP qui permet de le remplir apres sa déplétion. La constante de repopulation du RRP au
repos est d’environ 5 a 10 secondes a température ambiante dans les boutons hippocampiques
(Murthy & Stevens 1999).

Les vésicules du RRP (Schikorski 2014, Schikorski & Stevens 2001) et celles du TRP
(Darcy et al 2006, Harata et al 2001b, Marra et al 2012) sont distribuées a travers la terminaison
avec un biais vers le site de libération (Marra et al 2012, Schikorski & Stevens 2001). Le
marquage des vésicules avec des nanoparticules révele une corrélation entre I'apposition de la
vésicule a la zone active et sa probabilité de libération (Park et al 2012). La position physique de
la vésicule par rapport au site de libération est un déterminant important pour la force de la
synapse. Il existe une relation positive entre le pool de vésicules dockées et le nombre de
vésicules du RRP (Murthy et al 2001, Schikorski & Stevens 2001, Watanabe et al 2013b) mais le
pool docké n’est pas un corolaire morphologique du RRP. Un modéle basé sur I'attachement des
vésicules synaptiques du RRP dans une ligne s’étendant a partir de chaque site d’ancrage de la
zone active semble plus compatible avec la position physique des vésicules dans la terminaison
et avec leurs caractéristiques de réutilisation (Gabriel et al 2011).

V.2. Echange de vésicules entre synapses

Il est généralement admis que les synapses fonctionnent comme des unités autonomes,
avec un recyclage vésiculaire individuel et peu de mélange entre les terminaux. Ce concept est en
accord avec les résultats obtenus a partir de neurones hippocampiques en culture, qui indiquent
qu’apres stimulation la synaptobrevine est récupérée a partir de la membrane présynaptique et
des régions axonales adjacentes par endocytose, et est ensuite adressée au groupe de vésicules
(Li & Murthy 2001). De la méme maniére, la synapsine, protéine supposée participer a
l'interconnexion des vésicules synaptiques, diffuse de la synapse vers I'axone pendant I'activité
etrevient a l'arrét de la stimulation (Chi et al 2001).

Cependant, des études récentes ont montré un flux important de vésicules entre boutons:
les vésicules (et méme des groupes de vésicules compétentes pour la libération) marquées avec
des sondes FM dans les neurones hippocampiques en culture sont transportées le long des
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axones a la fois de maniére antérograde et rétrograde (Darcy et al 2006, Krueger et al 2003). La
méthode de FRAP (un procédé impliquant le photoblanchiment d'une petite partie de la
préparation suivie par l'observation de la récupération de la fluorescence dans cette région) a
montré I'arrivée de vésicules dans des boutons synaptiques provenant de boutons voisins. Avec
la microscopie de super-résolution, I'échange entre les synapses peut non seulement étre
confirmé, mais aussi suivi au niveau de la vésicule unique (Kamin et al 2010, Westphal et al
2008). Récemment, I'existence de vésicules non confinées a la synapse a également été montrée
dans des tranches d'hippocampe (Staras et al 2010)et sont désignées par le terme « superpool ».

Le « superpool » est donc une population de vésicules non confinée a la synapse mais
partagée dynamiquement le long des axones entre plusieurs terminaisons présynaptiques, = 4%
du pool total par minute par synapse (Staras et al 2010). Ce trafic extrasynaptique des vésicules
synaptiques a donc d’abord été montré dans des cultures matures d’hippocampe (Darcy et al
2006, Krueger et al 2003) puis dans des tranches d’hippocampe (Staras et al 2010) et enfin in
vivo (Herzog et al 2011). Ces vésicules conservent leur compétence de fusion durant leur transit
le long de I'axone (Darcy et al 2006, Ratnayaka et al 2011). Ce superpool est composé de
vésicules du RP et du RtP en nombre égal et bougent le long de I'axone en petits groupes de
vésicules mixtes (Darcy et al 2006, Fernandez-Alfonso & Ryan 2008, Kamin et al 2010), par
diffusion libre ou dépendante de I'actine ou des moteurs sur les microtubules (Darcy et al 2006,
Westphal et al 2008). Ce pool peut étre une ressource extrasynaptique de vésicules recrutables
pour les terminaisons leur permettant de moduler chacune leur capacité de libération
synaptique et ainsi faciliter les changements de poids synaptique impliqués dans la plasticité
(Staras & Branco 2010). Ce trafic extrasynaptique peut étre régulé par le BDNF (Staras et al
2010), la synapsine (Orenbuch et al 2012) ou encore I'ai-synucléine (Scott & Roy 2012).

Ainsi les pools définis précédemment ne sont plus limités a des boutons synaptiques
simples, mais peuvent étre échangés entre les synapses.
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1. TRP and RtP 2. RRP 3. Spont.

Figure V-2 Visualisations schématique et expérimentales de la localisation des principaux pools
(Fowler & Staras 2015)

V.3. Les techniques d’étude de la dynamique des pools de vésicules

Des trains de stimulation (c’est-a-dire plus d’'une centaine de PAs) entrainent la
mobilisation de vésicules libérables ou de vésicules recyclantes. De nombreuses méthodes
permettent d’étudier les pools de vésicules et leur dynamique.

La pHluorin est une GFP mutée dont l'intensité de fluorescence est dépendante du pH ;
elle est éteinte au pH acide des vésicules. Pour suivre les cycles d’exo et endocytose, la pHluorin
doit étre fusionnée a une protéine vésiculaire de telle sorte qu’elle soit localisée dans la lumiere
des vésicules. Sa fluorescence, normalement éteinte dans les vésicules acides, est révélée
pendant I'exocytose lorsqu’elle est exposée au pH extracellulaire neutre (Fernandez-Alfonso &
Ryan 2004, Kavalali & Jorgensen 2014, Miesenbock et al 1998, Sankaranarayanan & Ryan 2000).

Le recyclage vésiculaire peut aussi étre visualisé grace a des petites sondes lipophiliques
(FM5-95, FM1-43) dont la fluorescence augmente 100 fois une fois insérée dans le feuillet
externe de la membrane plasmique sans possibilité de translocation (Fernandez-Alfonso & Ryan
2004, Kavalali & Jorgensen 2014, Ryan et al 1993). Lorsque la sonde est appliquée sur des
neurones pendant une stimulation répétée, elle est internalisée par endocytose sur le feuillet
interne des vésicules ou elle reste fluorescente jusqu'a l'exocytose suivante, les sondes
accrochées sur la membrane plasmique disparaissant pendant des lavages successifs. Apres
ouverture du pore de fusion, la sonde diffuse dans la membrane plasmique et la fluorescence est
perdue lorsqu’elle est lavée.
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Les synapses chargées avec une sonde FM peuvent étre exposées a un agent chimique, le
DAB, dont l'illumination prolongée provoque la conversion en un produit dense aux électrons
que l'on visualise en microscopie électronique (Harata et al 2001b).

Les quantum dots sont des nanoparticules semi-conductrices. L’avantage de cette
technique est la stabilité et la brillance de leur photoluminescence. La taille du QD permet son
absorption dans les vésicules pendant I'endocytose dans un rapport 1: 1. Il est seulement libéré
lors de la I'exocytose, ce qui implique une fusion compléte de la vésicule chargée par le QD dans
la membrane plasmique (Zhang et al 2009).

En plus des méthodes optiques, I'exocytose et '’endocytose peuvent étre quantifiées avec
une tres haute résolution temporelle par des techniques électrophysiologiques de mesure de
capacitance, qui est proportionnelle a la surface membranaire (Wolfel & Schneggenburger
2003).

La libération présynaptique peut étre induite par une stimulation a haute fréquence, par
I'application d’'une solution de sucrose hypertonique, par I'application d’une concentration
élevée de potassium, par des brefs sauts de potentiel dépolarisant en voltage-clamp ou encore
par photolyse de composés calciques cagés dans le bouton présynaptique.

V.4. LapHluorin

L’expression vésiculaire de la pHluorin permet de visualiser les cycles d’exo- et
endocytose (Miesenbock et al 1998), cette technique a fortement contribué a la compréhension
des pools et du recyclage vésiculaire au cours des derniéres années (Denker & Rizzoli 2010,
Rizzoli 2014, Rizzoli & Betz 2005). La possibilité de suivre I'exocytose et I'endocytose est
également 1'une des principales difficultés de cette technique: on visualise une seule variation
nette de la fluorescence, qui représente la combinaison des deux phénomenes. Par conséquent,
pour obtenir des informations sur les pools de vésicules, il faut utiliser des inhibiteurs de la H*-
vATPase, tels que la bafilomycine, qui en bloquant la réacidification, permettent
'enregistrement d'un signal cumulatif d’exocytose.

Dans les neurones hippocampiques en culture, une augmentation rapide de la
fluorescence est souvent observée initialement pendant une stimulation (typiquement de 300
PAs a 20 Hz), pouvant correspondre a l'exocytose du RRP, étape suivie par une phase
d’exocytose plus lente correspondant probablement a la libération du pool recyclant
(Fernandez-Alfonso & Ryan 2004, Fredj & Burrone 2009, Sankaranarayanan & Ryan 2000). Cette
observation est paralléle a celle faite dans les études utilisant des sondes FM ou I'on observe une
perte initiale rapide du FM, suivie d'une phase de libération plus lente dans la plupart des
synapses.

La pHluorin permet d’estimer la taille des pools vésiculaires (Fernandez-Alfonso & Ryan
2008, Fredj & Burrone 2009): les synapses fortement stimulées vont libérer le TRP, puis le RtP
sera révélé secondairement avec de I'ammonium qui neutralise le pH des vésicules (Roos &
Boron 1981). Lorsque l'on considere ces estimations, il faut cependant rappeler que le
traitement a 1'ammonium neutralise tous les compartiments, d'autres types de vésicules ou
d’organelles acides pourraient participer au signal fluorescent s’ils hébergent une fraction de la
pHluorin (Mitchell & Ryan 2004).
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Les résultats des expériences avec la pHluorin semblent en accord avec le modéle a trois
pools: un pool libérable, avec une libération initiale rapide (RRP) suivie d'une libération plus
lente (RP). Lorsque les neurones sont stimulés en continu a 5 Hz ou a 30 Hz en présence de
bafilomycine, la fluorescence augmente linéairement pour atteindre la méme intensité apres 900
PA, soit une fraction de la fluorescence enregistrée en présence d’ammonium (Fernandez-
Alfonso & Ryan 2004). Un pool réfractaire existe, correspondant au RtP. L’exocytose de ce pool
non libérable peut étre induite par des fréquences de stimulation inférieures, comme dans les
expériences d'électrophysiologie de (lkeda & Bekkers 2009). En effet, dans les cultures
d’hippocampe, la stimulation a 0,2 Hz pendant plusieurs minutes libere ce qui semble étre la
majorité des vésicules, en dépit de leur réticence a étre libérées lors d'une stimulation plus forte
(Ikeda & Bekkers 2009).

pHluorin tag

Figure V-3 Représentation schématique de la fluorescence d’une protéine vésiculaire fusionnée a la
pHluorin lors d’un cycle d’exo-endocytose (Kavalali & Jorgensen 2014)
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VI.

Déterminants postsynaptiques de la transmission GABAergique

La plasticité a court terme, résulte principalement de changements présynaptiques de la
libération du neurotransmetteur, mais des mécanismes postsynaptiques comme la
désensibilisation des récepteurs ou la signalisation métabotropique ont également été décrits.

L’origine présynaptique ou postsynaptique de la variation d’amplitude des IPSCs peut
étre définie grace a plusieurs parameétres dont les principaux utilisés sont le paired pulse ratio
(PPR), I'amplitude et la fréquence des courants miniatures ainsi que le coefficient de variation.

Le PPR est défini comme le rapport des amplitudes entre la deuxiéme et la premiére
réponse post-synaptique apreés une double stimulation rapprochée. La paire pulse facilitation
(PPF) est généralement attribuée aux effets dus a une élévation résiduelle de la concentration de
Ca?* (Zucker & Regehr 2002). La paired pulse depression (PPD) est généralement attribuée a
I'épuisement du RRP (Zucker & Regehr 2002). Par ailleurs, la dépression peut aussi résulter de
la rétro activation de récepteurs présynaptiques ou encore de processus postsynaptiques tels
que la désensibilisation des récepteurs (Zucker & Regehr 2002).

La localisation de la modulation synaptique peut étre identifiée par I'utilisation du
coefficient de variation (Clements & Silver 2000), qui représente la variance en fonction de la
moyenne des courants postsynaptiques dont la représentation graphique est une parabole. Une
modification présynaptique de la force synaptique change le degré de courbure de la parabole et
une modification postsynaptique la pente initiale de la parabole.

Le GABA active deux classes différentes de récepteurs: des récepteurs ionotropiques
GABAas et des récepteurs métabotropiques GABAg. De plus on distingue une inhibition
synaptique phasique et une inhibition tonique dont l'origine est débattue (Farrant & Nusser
2005).
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VI.1. Lesrécepteurs GABA,
VI.1.1. Structure et diversité moléculaire des récepteurs GABA,

Les récepteurs GABAa appartiennent a la superfamille des canaux ioniques « Cys-
loop » activés par un ligand (Sigel & Steinmann 2012) dont l'archétype est le récepteur
nicotinique. Les récepteurs GABA4 sont des pentameres hétéromériques, c’est a dire formé par
I'assemblage de différentes sous-unités: al—-a6; B1-B3, y1—y3, pl—p3; €, 5, 0 et m, qui sont codées
par 19 génes chez 'homme (Miller & Aricescu 2014). Cette hétérogénité moléculaire explique la
diversité fonctionnelle des récepteurs synaptiques et extrasynaptiques.

L’isoforme la plus fréquente chez I'adulte est formée par 'assemblage des sous unités a1,
B2 et y2, arrangée sous la forme d'un complexe y2:32:0l1:32:01 dans le sens antihoraire
autour d'un pore central formé par les segments transmembranaires M2 de chaque sous unité
(Sieghart et al 1999).

La structure d'un récepteur homomeérique GABAs- B3 a été déterminée a une résolution
de 3 A (Miller & Aricescu 2014). Vu perpendiculairement a I'axe central pseudo-symétrique des
5 sous-unités, le récepteur ressemble 3 un cylindre de 110 A de hauteur, avec un diamétre allant
de 60 2 80 A, qui traverse la membrane plasmique et forme une protrusion de 65 A dans I'espace
extracellulaire. Ce domaine extracellulaire comprend les sites de liaison du GABA. Vu du dessus,
le pentameére a une forme de beignet, entouré par 15 N-glycanes (trois par sous-unité). Chaque
domaine extracellulaire (ECD) comprend une hélice oo amino-terminale (a1) suivi de dix brins 8
pliés en un sandwich 3 recroquevillé. Une deuxiéme hélice a (c.2), entre les brins 3 et 4, est
située sous I'hélice al. Quatre hélices supplémentaires (M1-M4) par sous-unité sont réunies
pour créer le domaine transmembranaire pentamérique, avec les segments M2 délimitant le
pore qui se rétrécit lorsqu'il traverse la membrane vers le c6té intracellulaire.

Figure VI-1 Structure cristallographique du GABA,R-33 a) Vue parallélement a la membrane
plasmique b) Vue de I'espace extracellulaire (fente synaptique) (Miller & Aricescu 2014)

VI.1.2. Site de liaison du GABA

Les récepteurs GABAa possedent deux sites de liaison pour le GABA (Baumann et al
2003). Ils sont situés aux interfaces entre les sous-unités o et . L'activation du canal Cl- peut
avoir lieu lorsque le récepteur GABA4 est monoligandé, mais elle est favorisée environ 60 fois
lorsque le récepteur est diligandé, le site 2 ayant une affinité trois fois plus forte (Baumann et al
2003).
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VI.1.3. Propriétés biophysiques des récepteurs GABA,

La conductance élémentaire des récepteurs GABAax est de 25-28 pS (Angelotti &
Macdonald 1993, Fisher & Macdonald 1997, Verdoorn et al 1990). Le canal est perméant pour
les ions Cl- et HCO3-, avec une perméabilité relative PHCO3/PCl- d’environ 0,2 (Trigo et al 2008).

VI.1.4. Shunt et hyperpolarisation : Les deux composantes de I'inhibition GABAergique

Classiquement, on distingue deux composantes dans l'inhibition GABAergique. La
premiere résulte du shunt électrique produit par I'ouverture des canaux Cl- qui diminue la
résistance membranaire du soma et des dendrites et donc 'amplitude des réponses synaptiques
excitatrices (Higley 2014). Cette composante de shunt est principalement responsable de
I'inhibition périsomatique produite par les BC sur les cellules principales (Vida et al 2006). La
deuxieme composante de I'inhibition n’apparait que tardivement, dans les neurones matures,
lorsque le potentiel de Nernst du Cl- est plus hyperpolarisé que le potentiel de membrane. Cette
composante d’hyperpolarisation membranaire n’est pas observée dans les neurones immatures,
I'activation des récepteurs GABAa produisant au contraire une dépolarisation membranaire
indiquant que le potentiel de Nernst du Cl- est plus dépolarisé que le potentiel de membrane.

Le changement de polarité des courants Cl- entre les neurones immatures (entrant) et
matures (sortant) est attribué a des différences d’expression durant le développement postnatal
de deux transporteurs de chlore électroneutres (Ben-Ari 2002b, Ben-Ari et al 2007, Kaila et al
2014). Le transporteur NKCC1 (cotransporteur Na+K+-2Cl-) est responsable de I'accumulation
de Cl- dans les neurones immatures alors que I'expression tardive de KCC2 (cotransporteur K+-
Cl) au soma et dans les dendrites est indispensable pour extruder le Cl- et abaisser sa
concentration intracellulaire. Ainsi, de multiples évidences en tranche utilisant la technique de
patch perforé, qui ne perturbe pas la concentration intracellulaire de chlore, ont montré que
I'expression de KCC2 dans les neurones matures était associée aux réponses hyperpolarisantes
du GABA, ce qui éloigne le potentiel de membrane du seuil de déclenchement des potentiels
d’action.
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Figure VI-2 L’expression précoce de NKCC1 et tardive de KCC2 détermine les changements
développementaux de la concentration de CI interne (Ben-Ari 2002a)

KCC2 n’est pas exprimé dans les axones, expliquant la génese d’un gradient subcellulaire
de Cl- entre les compartiments somatodendritique et axonal a l'origine de la dépolarisation
axonale produite par 'activation des récepteurs GABAa présynaptiques (Trigo et al 2008). Les
autorécepteurs GABAergiques sont donc excitateurs dans les segments distaux de I'axone mais
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pas au niveau du segment initial contr6lé par les terminaisons axo-axoniques qui sont
considérées comme inhibitrices.

VI.1.5. Transmission GABAergique phasique et tonique

Les courants postsynaptiques inhibiteurs (nous utiliserons 'acronyme anglais : IPSCs)
évoqués par de brefs transitoires de GABA libéré dans la fente synaptique correspondent a un
transfert d’information phasique. Cette transmission synaptique rapide nécessite des
concentrations élevées de GABA (0,3-1,0 mM) dans la fente pendant un temps court (<1 ms)
(Mody & Pearce 2004). L'amplitude des IPSCs est directement proportionnelle au nombre de
récepteurs GABA activés. En conséquence, toute variation du nombre, de la composition, ou de
I'état des récepteurs GABAa postsynaptiques ou de la quantité de GABA libérée par la
terminaison (ie. univésiculaire ou multivésiculaire, quantité de GABA contenue par vésicule) est
susceptible de modifier la réponse postsynaptique. Les récepteurs synaptiques a basse affinité
contiennent généralement une sous-unité y (Sieghart & Sperk 2002). Les propriétés d’activation,
déactivation et de désensibilisation peuvent varier considérablement d’une isoforme a une
autre, reflétant les différences d’affinité pour le GABA (Jones et al 1998, Liischer & Keller 2004,
Stell & Mody 2002, Verdoorn et al 1990).

Il a été montré, initialement dans des tranches de cervelet, que les inhibiteurs spécifiques
des récepteurs GABAs, comme le SR95531 (gabazine) ou la biccuculine bloquaient les IPSCs
GABAergiques phasiques mais diminuaient aussi le courant de maintien des neurones
postsynaptiques. Cette inhibition du courant stationnaire a été retrouvée dans la plupart des
structures dont ’hippocampe. Elle révele une composante tonique de I'inhibition GABAergique
liée a l'activation des récepteurs GABAs par le GABA extracellulaire dont l'origine est encore
débatue (inversion des transporteurs de GABA, concentration extracellulaire a I'équilibre,
libération multivésiculaire ou extrasynaptique)(Farrant & Nusser 2005, Kullmann et al 2005).
Cette inhibition tonique est médiée par des récepteurs GABAA contenant la sous-unité 6, connus
pour étre localisés exclusivement de maniére extrasynaptique (Nusser et al 1998). Des études
expérimentales et théoriques montrent que ce courant tonique GABA est suffisant pour réduire
|'excitabilité du neurone (Semyanov et al 2004).

VI.1.6. Variation des IPSCs GABAergiques et régulation postsynaptique des récepteurs
GABA, synaptiques

Dans les neurones pyramidaux de ’hippocampe, le mouvement des récepteurs GABAa
dans le compartiment synaptique est rapide comparé a I'importation trés lente de nouveaux
récepteurs a la surface membranaire (Thomas et al 2005). La voie la plus probable pour
importer des récepteurs a la synapse est la diffusion dans la membrane a partir des domaines
extrasynaptiques. Cette diffusion latérale entre domaines extrasynaptique et synaptique
apparait trés dynamique et offre aux neurones un mécanisme important pour moduler
I'efficacité des synapses inhibitrices sur une courte période de temps.

Le trafic membranaire des récepteurs a la synapse est fortement régulé. Ainsi, il a été
montré que la protéine kinase A réduit 'amplitude des courant miniatures dans les cellules
pyramidales de CA1, alors que l'effet opposé est observé avec la protéine kinase C dans les
cellules granulaires (Poisbeau et al 1999). Ces changements d’amplitude sont associés a des
modifications du nombre de récepteurs post-synaptiques.
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VI.2. Les récepteurs GABA;

Les récepteurs métabotropiques GABAg sont couplés aux protéines G et influencent la
transmission synaptique dans une échelle de temps plus lente (de la subseconde a la minute)
que les récepteurs GABAx (Gassmann & Bettler 2012).

VI.2.1. Composition et organisation du récepteur GABAg

Les premieres sous-unités GABAg, GABAg1,, GABAg1, et GABAg;, ont été clonées dans les
années 1990 (Kaupmann et al 1997). Ces récepteurs appartiennent a la famille des récepteurs
couplés aux protéines G. Le récepteur GABAg est un hétérodimere obligatoire qui requiert
I'association de deux sous-unités homologues, GABAg: et GABAg, pour étre fonctionnel (Bettler
et al 2004, Kniazeff & Pin 2012). En effet, seule la sous-unité GABAg: lie le GABA, alors que
GABAGB; est nécessaire a I'activation des protéines G. Chacune de ces sous-unités est constituée
d’'un domaine a sept hélices transmembranaires, commun a '’ensemble des RCPG, et d'un grand
domaine extracellulaire en forme de « pacman », également appelé Venus Flytrap (VFT). C'est au
sein de ce domaine que se situe le site de liaison du GABA dans la sous-unité GABAg:.
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Figure VI-3 Organisation schématique du récepteur GABAg (Xu et al 2014)

Les mesures de FRET au sein du récepteur ont révélé une nouvelle organisation
oligomérique du récepteur GABAg (Maurel et al 2008). Une analyse comparative indique que les
oligomeéres sont moins efficaces pour activer les protéines G que les hétérodimeres stricts
(Comps-Agrar et al 2011). Ce résultat indique que le degré d’oligomérisation du récepteur
GABAg définit l'efficacité de couplage aux protéines G mais aussi, probablement, I'efficacité
d’activation des diverses voies de signalisation activées par le récepteur.

Les souris déficientes en sous-unité GABAgp: sont viables, et présentent des crises
épileptiques spontanées, une hyperalgésie, une hyper locomotion et une détérioration de la
mémoire (Schuler et al 2001). On retrouve le méme phénotype chez les souris KO pour la sous
unité GABAg; (Gassmann et al 2004).

Les récepteurs GABAp présynaptiques sont présents aux terminaisons inhibitrices et
excitatrices ou ils fonctionnent comme des autorécepteurs et des hétérorécepteurs
respectivement. Le GABA libéré peut se fixer sur les autorécepteurs et inhiber la libération
ultérieure du GABA a partir du terminal. Le GABA peut aussi déborder vers les synapses
excitatrices voisines ou il active les hétérorécepteurs qui inhibent la libération de glutamate. Les
récepteurs GABAg activent les protéines G de type Gai/o, qui inhibent 'adénylate cyclase et de
type GBy qui lient les canaux ioniques.
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Figure Vi-4 Effecteurs en aval des récepteurs GABAg en aval et leurs réles physiologiques a) dans le
compartiment présynaptique b) dans le compartiment postsynaptique (Gassmann & Bettler 2012)

VI.2.2. Conséquences de I’activation des récepteurs GABA; présynaptiques

L’inhibition de la libération évoquée de neurotransmetteurs par les récepteurs GABAs
présynaptiques est généralement associée a une inhibition des canaux calciques activés par de
hauts voltage dépendant (VGCCs) (Bettler et al 2004) par la GBy libérée, ce qui inhibe l'influx
calcique dans le terminal puisque I'ensemble de ces canaux calciques sont exprimés dans le
terminal présynaptique et sont impliqués dans le déclenchement de la libération de
neurotransmetteurs (Poncer et al 1997). De plus les GABAg inhibent la libération des
neurotransmetteurs en ciblant la machinerie de libération vésiculaire en aval des VGCCs. GBy
peut interagir directement avec les SNAREs, en particulier le C-term de SNAP25 ce qui limite la
fusion vésiculaire (Gerachshenko et al 2005). Gai/o peut aussi inhiber la fusion vésiculaire pour
réduire la libération spontanée et par conséquent la fréquence des courants post synaptiques
miniatures (Rost et al 2011). Une modulation du priming des vésicules pourrait mener a un
remplissage plus lent du RRP aux synapses glutamatergiques (Sakaba & Neher 2003).

VI.2.3. Conséquences de I'activation des récepteurs GABAg postsynaptiques

Une forme prédominante d’'inhibition postsynaptique par les GABAg est réalisée a travers
I'activation des GIRKs par la GBy libérée. Les GIRKs ou Kir3 sont des canaux potassiques couplés
aux protéines G a rectification entrante. L'activation des GIRKs provoque un efflux de potassium
qui résulte en une hyperpolarisation (Kulik et al 2006). La génération de ces CPSIs lents (temps
de montée de 50-250 ms et décours de 100 a 500 ms) réduit l'excitabilité neuronale. Ils
permettent I'inhibition de la rétro propagation des potentiels d'action dendritiques (Leung &
Peloquin 2006). Les GABAg réduisent également l'excitabilité neuronale par l'activation des
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canaux potassiques TREK2 qui permettent une sortie de potassium (Deng et al 2009). Les
canaux VGCCs dendritiques de type N (Ca,2.2) ou de type P/Q (Cay2.1) sont inhibés ce qui
empéche les spikes calciques dendritiques (Chalifoux & Carter 2011).

VI.2.4. Role dans la plasticité et I'activité de réseau

Ces effets pré- et postsynaptiques sont connus pour réguler l'expression de la
potentialisation a long terme (LTP), une forme de plasticité synaptique impliquée dans les
processus d’apprentissage et de mémoire. Les GABAg influencent les processus de LTP en
réduisant directement ou indirectement l'excitabilité du neurone postsynaptique, ce qui
influence finalement I'activité des récepteurs NMDA et I'induction de la LTP (Davies et al 1991).
De plus il a été proposé que les récepteurs GABAg postsynaptiques peuvent moduler les
processus de LTP en inhibant directement la perméabilité au calcium des récepteurs NMDA par
une voie de signalisation de la PKA (Chalifoux & Carter 2010). Il est de plus en plus reconnu que
les récepteurs GABAg ont un réle important dans le controle de I'activité de réseau spontanée ce
qui est fondamental pour les processus cognitifs. Durant une activité de réseau synchronisée, les
populations de neurones oscillent entre états actifs et états de repos. Les récepteurs GABAg sont
activés pendant les états actifs, lorsque les interneurones déchargent de maniere synchrone, et
contribuent a y mettre fin. Le controle des oscillations du réseau implique les GABAg
postsynaptiques. Dans des conditions physiologiques, les récepteurs GABAg peuvent seulement
étre recrutés durant une activité synchrone des interneurones, comme cela se produit par
exemple durant un rythme théta. Il a été montré que 'activation de ces récepteurs ont un réle
dans l'activité rythmique dans ’hippocampe en contrélant la fréquence d’oscillations (Scanziani
2000).
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Animaux

Les nouveau-nés sont utilisés au jour postnatal 1 (P1). Pour les expériences avec les
souris, les cultures ont été réalisées avec des animaux issus d’accouplements entre des males
eGFP-GADG65 hétérozygotes (don de Gabor Szabo, élevage dans I'animalerie de 'IBENS) et des
femelles C57BL/6] (Charles Rivers, référence 000664). Pour le besoin de certaines expériences,
des nouveau-nés OF1 x OF1 ont été utilisés (Janvier, référence SN-SW-GE-GA ; les femelles
arrivant gestantes au jour embryonnaire E15 a I'animalerie de I'IBENS). Pour les expériences
avec les rats, les cultures ont été réalisées avec les nouveau-nés de rattes Wistar (arrivées
gestantes vers E17, accouplement chez Charles Rivers).

Toutes les manipulations d’animaux sont faites dans le respect des directives du comité
d’éthique.

Culture primaire de neurones d’hippocampe

La veille de la culture, des lamelles de verre de borosilicate de 15 mm de diametre
(Marienfeld, VWR), placées directement dans les puits d’'une plaque 12 puits (VWR), sont
nettoyées a ’éthanol 70% avant d’étre rincées avec de I'eau milliQ (ddH:0) et laissées a sécher
sous la hotte. Les lamelles sont ensuite recouvertes par 1 mL de polyornithine a 75 ug/mL (cf
Table 1) sur la nuit et placées a 37°C dans un incubateur a 5% CO..

Le jour méme, lors de la dissection des nouveaux nés (P1), les tétes sont coupées rapidement et
rincées en les passant dans plusieurs boites remplies par différentes solutions, d’abord dans une
solution de dissection HBSS/HEPES/Glucose froide (voir Table 2), d’éthanol (tres brievement),
de DPBS 1X et de nouveau, solution de dissection HBSS/HEPES/Glucose froide. Les cerveaux
sont extraits des boites craniennes et déposés dans la boite de dissection contenant aussi la
solution de dissection HBSS/HEPES/Glucose froide. Les hémisphéres cérébraux sont séparés et
les hippocampes sont prélevés de chaque c6té en veillant a retirer les méninges. Les
hippocampes sont transférés dans la solution PAPAINE (voir Table 2) préalablement filtrée avec
un filtre de 0,22 um (Sartorius, VWR). Pendant que les hippocampes sont incubés 30 minutes a
37°C, 5% COz dans 'incubateur, la solution de polyornithine recouvrant les lamelles préparées la
veille est aspirée et les lamelles sont laissées a sécher sous la hotte. Une fois la période
d’incubation terminée, la solution PAPAINE est enlevée et remplacée par la solution de
dissection HBSS/HEPES/Glucose contenant 600 pg/ml de DNasel (cf Table 1). Les hippocampes
sont dissociés en pipetant doucement sans faire de bulle avec une pipette P1000. Aprés une
premiére centrifugation de 5 minutes a 1100 rotations par minutes (rpm), le culot est lavé et
resuspendu dans de la solution de dissection HBSS/HEPES/Glucose. Une seconde centrifugation
de 5 minutes a 1100 rpm permet de reformer un culot de neurones dissociés qui sont
resuspendus dans de la solution MEM/HS (cf Table 2). Les neurones sont dilués au 10¢me afin
d’étre comptés a l'aide d'une cellule de Malassez, puis dilués dans la solution MEM/HS afin
d’obtenir une solution d’ensemencement de 105 cellules/mL. Pour finir, deux heures apres
I'ensemencement, le milieu est délicatement aspiré et remplacé par une solution de
Neurobasal/B27 (cf Table 2). Tous les 2-3 jours, une partie du milieu est renouvelée.
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Table 1 Produits pour la culture primaire de neurones

PRODUIT

FOURNISSEUR

Neurobasal Medium (1X)

Invitrogen Gibco

HBSS, 10X, no Calcium, no Magnesium, Phenol Red

Invitrogen Gibco

HEPES (1M)

Invitrogen Gibco

B-27 Serum-Free Supplement (50X), Liquid

Invitrogen Gibco

Horse Serum, New Zealand Origin

Invitrogen Gibco

MEM, no glutamine

Invitrogen Gibco

DPBS, no calcium, no magnesium, 1X

Invitrogen Gibco

Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate Sigma
(EDTA)

Calcium chloride solution Sigma
Deoxyribonuclease I from bovine pancreas Sigma
Papain, Suspension, 100 mg Serlabo
Poly-DL-ornithine hydrobromide Sigma

Glutamax 100X

Invitrogen Gibco

D-(+)-Glucose

Sigma

Sodium pyruvate

Invitrogen Gibco

Primocin Invivogen
L-cystéine, HCI Euromedex
Euromedex

NaOH




Table 2 Solutions pour la culture primaire de neurones

Solution HBSS/HEPES /Glucose (50 mL)

HBSS 10X 5mL
HEPES 1M 1 mL
D-Glucose 20 X 2,5 mL
ddH-0 41,5 mL
Solution Papaine dans 5 mL de
HBSS/HEPES/Glucose
L-Cystéine, HCI 1mg
CaCl; 250mM 30 uL
EDTA 0,5M 5uL
Papaine 100U
NaOH 10 pL
Solution MEM/HS (10 mL)
MEM 1X 8,7 mL
HS 1 mL
D-Glucose 20 X 300 uL
Glutamax 100 pL
Primocin 40 pL

Solution Neurobasal/B27 (10 mL)

Neurobasal 9,7 mL
B27 50X 200 pL
Glutamax 100 uL
Primocin 20 uL
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Transfection

Pour la transfection de la sonde VGAT-pHluorin (Santos et al 2013) avec ou sans DsRed,
on utilise la Lipofectamine 2000 (Life Technologies, Invitrogen). La solution de tranfection
MEMair (Hepes 20mM, glutamax 0,5mM, sodium pyruvate 1mM dans MEM) est préparée et mise
dans lincubateur pour équilibrage. 30 minutes avant la transfection, le milieu de culture
neuronal est collecté et conservé. Les neurones sont lavés une fois avec la solution MEMair. 800
puL. de MEMair est ajouté par puits (pour des lamelles de 15 mm dans des plaques 12 puits),
avant de remettre les plaques dans l'incubateur. Pendant ce temps-1a, un mix A d’ADN (1 pg
d’ADN dans 100 pL. de MEMair) et un mix B de lipofectamine (4 pL lipofectamine 2000 pour 100
uL de MEMair) sont préparés et sont laissés a incuber 5 minutes séparément sous la hotte. Les
mix sont ensuite mélangés et incubés 20 minutes supplémentaires sous la hotte. Les 200 uL de
mix finaux sont ajoutés goutte par goutte dans les puits. Les lamelles sont remises pour 15
minutes dans l'incubateur en présence du mix. Enfin le mix de transfection est enlevé, les
neurones sont lavés une fois avec du MEMair et le milieu de culture que I'on a conservé est remis
sur les neurones.

Différentes quantités d’ADN et de Lipofectamine ont été utilisées en fonction de I'espéce animale
et de la taille des lamelles utilisées pour les expériences. La composition des mix A et B est
résumée dans la Table 3 suivante.

Table 3 Mix utilisés pour la transfection

Espéce Dl?;n;al:ze DNA 1\/23\/[ lipofectamine | MEMair d'i:cel?ll)gtsion
12 mm 0,4 pg DsRed 50 uL | 2 uL 50 uL 15 min
é 0,4 pg VGAT/VGLUT1 pHluorin
2 |15mm 0,8 ug DsRed 100 | 4pL 100 uL | 15 min
0,8 ug VGAT/VGLUT1 pHluorin L
15 mm 0,8 ug DsRed 100 | 4 uL 100 uL. | 15 min
E 0,8 ug VGAT/VGLUT1 pHluorin | M-
15 mm 1 pg VGAT-pHluorin 100 4 uL 100 uL 15 min

uL




Immunocytochimie des cultures de neurones
d’hippocampe

Les cultures de neurones d’hippocampe de rat préalablement transfectées par la
pHluorin et les cultures de souris Gad65-GFP réalisées sur lamelles de verre sont fixées durant
10 minutes a température ambiante en paraformaldéhyde (PFA) 4% (pH 7,4 SIGMA). Elles sont
ensuite perméabilisées en 0,5% Triton X-100 (SIGMA) dans du PBS 1X durant 15 minutes (25
min pour SNAT1), puis incubées avec une solution de 1% BSA-PBS 1X (SIGMA) pendant 30
minutes. Les cultures sont ensuite incubées durant 1 heure en chambre humide avec les
anticorps primaires (anti-GAD65/67 (1/400, Rabbit, Millipore #MAB1511), anti-GAD65
(1/1000, Mousse, Millipore #MAB351), anti-GAD67 (1/1000, Mousse, Millippore #MAB5406),
anti-GABA (1/400, lapin, ImmuSmol #IS1006), anti-SNAT1 (1/400, Mousse, NeuroMab #75-
152), anti-GAT1 (Rabbit, 1/500, Synaptic System), anti-VIAAT (1/500, Guinea pig, Synaptic
System #131004), anti-EAAT3 (1/250, lapin, Synaptic System #250303), et un anti-GFP
(1/1000, Chicken, Avés #GFP-1020) utilisé pour révéler la pHluorin dont la fluorescence est
quasi nulle apres fixation PFA 4%). La détection des anticorps primaires est réalisée en utilisant
la combinaison appropriée d’anticorps secondaires dilués dans le PBS 1X : Donkey anti-Chicken
A488 (1/400, Jackson Laboratories), Donkey anti-Rabbit Cy3 (1/400, Jackson Laboratories),
Donkey anti-Mousse A649 (1/400, Jackson Laboratories), Donkey anti-Guinea pig Cy5 (1/400,
Jackson Laboratories), Donkey anti-Mousse A555 (1/400, Jackson Laboratories). Les lamelles
sont incubées 1 heure en chambre humide a température ambiante puis rincées en PBS 1X avant
d’étre montées sur lame avec du Fluoromount™ (Sigma F4680). L’acquisition des images sont
réalisées avec un microscope confocal (Leica, SP5) avec des objectifs 40X ou 63X et traitées dans
Image].
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Electrophysiologie

Les pipettes sont étirées avec une étireuse verticale (nom) a partir de capillaires en verre
de borosilicate 3.3 (L= 75 £ 0,5 0D=1,5 + 0,05 ID= 1,05 * 0,05 S= 0,225 * 0,03 mm; Hildenberg;
référence 1409250). Les pipettes d’enregistrements ont une résistance comprise entre 2,5 et 4,5
MQ et sont remplies de solutions internes (pré- ou post-synaptiques, cf Tables 4 et 5). Les
pipettes de stimulation ont une résistance autour de 1,8 MQ et sont remplies par la solution
externe (cf Table 6). Les enregistrements en modes voltage clamp et current clamp sont réalisés
en configuration cellule entiére en utilisant un amplificateur Multiclamp 700B contrdélé par le
logiciel d’acquisition Clampex 10.3 (Molecular Devices). Les enregistrements sont échantillonnés
a 20 kHz et filtrés a 4 kHz par une Digidata 1440A (Molecular Devices). L’analyse des
enregistrements est faite dans Clampfit 11.0. Le stimulateur est un A-M systems isolated pulse
stimulator (modele 2100). Les expériences de stimulation de champs sont réalisées chambre de
stimulation (RC47FSLP, Warner instruments) par une paire de fils de platine enduits d'époxyde,
placés sur les cotés paralleles de la chambre de forme ovale. La position de la pipette, 'intensité
de la stimulation et la durée du pulse sont réglées au cas par cas.

Les cultures de neurones sont installées dans une chambre (Quick change chamber, Warner
instruments, RC-42LP) prévue pour des lamelles de 15 mm. La solution externe est perfusée a
vitesse de 8,8 mL/min par une pompe péristaltique (IP high precision multichannel pump,
ISM940E, Ismatec) et est chauffée par un appareil de chauffage Warner permettant de réaliser
les expériences entre 31 et 32°C.

Pour les expériences utilisant la sonde VGAT-pHluorin, une solution de faible pH (cf Table 7)
et/ou une solution de NH4CI (cf Table 8) sont utilisées.

De plus, certains agents pharmacologiques sont également été ajoutés a la solution externe selon
les besoins expérimentaux (cf Table 9).



Table 4 Solution interne présynaptique

Solution interne présynaptique Cr (mM)
K-Gluconate 140
Na-Gluconate 5
Hepes 10
Kz-Phosphate 2,5
KCl 5
Pyruvic acid 0,15
Pyridoxal 5'-phosphate hydrate 0,2
EGTA 0,5
CaCl 0,15
NAD+ 0,5
L-Glutathione reduced 1
Phospho-creatine - K; 5
GTP-Na salt 0,4
ATP-Mg salt 3,5
300 mosm pH 7,4

Table 5 Solution interne postsynaptique

Solution interne postsynaptique Ct (mM)
CsCl 140
HEPES 10
MgCl2 1
CaCl2 1
EGTA 10
BAPTA 1
ATP-Mg 5
QX-314 Cl 5

300 mosm pH 7,4
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Table 6 Solution externe

Solution externe Cs (mM)
NacCl 145

KCI 2,4
HEPES 10
Glucose 10
CaCl 2

MgCl; 1
300 mosm pH 7,4

Table 7 Solution externe pH acide

Solution pH faible Cr (mM)
NaCl 145

KCl 2,4
MES 10
Glucose 10
CaCl 2

MgCl; 1
300 mosm pH 5,5 (5,15)

Table 8 Solution externe NH,

Solution NH4Cl 50mM Cs (mM)
NacCl 95

KCI 2,4
HEPES 10
Glucose 10
NH4Cl 50
CaCl; 2

MgCl; 1

300 mosm pH 7,4 (6,93)




Table 9 Drogues

Agent pharmacologique Fournisseur
NBQX Hellobio
MK-801 Hellobio
SR95531 hydrobromide (gabazine) Hellobio
CGP55845 hydrochloride Hellobio
Imagerie

Les expériences d’'imagerie sont effectuées sur un microscope inversé Olympus IX71.
L’illumination des échantillons est permise par une lumiere blanche Lumencor SOLA SE 5-LCR-
SB qui génere une sortie continue a 380-680 nm. Les enregistrements sont effectués par une
caméra Zyla 4.2 PLUS sCMOS. La fluorescence GFP est observée grace a un filtre ET-EGFP
(FITC/Cy2 ; excitation 470/40 nm et émission 525/50nm; Chroma référence 49002) alors que la
fluorescence DsRed est observée avec un filtre TRITC (Rhodamine ; excitation 545/30 nm et
émission 620/60 nm; Chroma référence 41002c). Le logiciel Micromanager est utilisé pour
I'acquisition de la fluorescence. Le temps d’exposition est de 400 ms et lintervalle
d’acquisition entre les images est de 500 ms ou 2 s. Les expériences sont faites avec un objectif
60X, ou 1um équivaut a 9,3 pixels. Le logiciel Icy est utilisé pour analyse de la variation de
fluorescence de la sonde VIAATpHluorin. Les régions d’intérét (ROI) sont définies
manuellement, avec une taille maximale de 9x9 pixels pour un bouton. La variation de
fluorescence au cours d'une acquisition est mesurée par le Plugin ROI Intensity Evolution. Les
images exemples types sont ensuite traitées dans Image].

Analyse

Les décours temporels de la restauration des IPSCs par la glutamine a 0,1 Hz et 4 Hz
(Figure 11) sont des sigmoides et sont fittées par une équation de Gompertz modifiée
—(t—t0)
y =ae® ° +b.
Les décours temporels de la décroissance de la fluorescence sont fittés par une simple
exponentielle f = y0 + a e~?* dans SigmaPlot.

Les tests statistiques utilisés sont des paired t-test et des t-test. IIs ont été effectués dans
SigmaPlot. Des tests Wilcoxon Signed Rank Test et Mann-Whitney Rank Sum Test ont pu étre
utilisés en cas de distribution non normale des valeurs.
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Préambule

Mon travail de thése porte sur les mécanismes unissant I'activité des interneurones
inhibiteurs au cycle vésiculaire et a I'approvisionnement des synapses en neurotransmetteurs.
Jai mis en ceuvre un paradigme expérimental de déplétion des stocks cytoplasmiques en
neurotransmetteurs mis au point précédemment dans I'équipe pour développer deux projets
indépendants utilisant les techniques électrophysiologiques et d’'imagerie vésiculaire sur des
neurones en culture.

Je présenterai dans la partie I des résultats quelques considérations méthodologiques
générales pour mon projet d’électrophysiologie en paire utilisant la souris transgénique
GAD65:eGFP. La partie II comprend l'article publié a Neuron qui décrit les protocoles de
déplétion en neurotransmetteurs et la démonstration du roéle des transporteurs de
GABA/glutamate et glutamine dans l'approvisionnement des synapses en GABA. L’article
comprend une série d’expériences avec la sonde FM5-95 que j’ai réalisé en début de these pour
apporter une évidence expérimentale directe d’'une régulation métabolique du cycle vésiculaire.
La partie III décrit 'ensemble des résultats de mon projet principal qui a cherché a établir
comment les transporteurs de GABA et de ses précurseurs régulent I'approvisionnement des
synapses en neurotransmetteurs pour couvrir les besoins de remplissage vésiculaire en fonction
de I'activité. J'aborderai finalement dans la partie IV les développements méthodologiques avec
la sonde VGAT-pHluorin qui m’'ont permis de combiner l'imagerie présynaptique avec les
enregistrements électrophysiologiques en paires pour explorer la dynamique de remplissage
des pools de vésicules.

75






Résultats |

Considerations méthodologiques
générales







I.1. Culture neuronale

Pour identifier visuellement des neurones GABAergiques dans des cultures primaires
d’hippocampe, nous avons utilisé des souris transgéniques exprimant la eGFP sous le contréle
du promoteur de la GAD65 (lignée GAD65_3e/gfp5.5#30). Les neurones fluorescents dans cette
lignée sont GABAergiques et proviennent de I'éminence ganglionnaire caudale. Les hippocampes
sont disséqués sur tous les animaux d'une portée a P1 dans un rapport 1:1 (souris transgéniques
hétérozygotes et sauvages) pour obtenir une faible densité de neurones GFP+, soit environ un
neurone GFP+ par champ a l'objectif 40X. Cette faible densité permet de suivre I'arborisation
axonale et de faciliter 'identification de cellules cibles potentielles. En général, nous avons
privilégié des cellules cibles présentant un chapelet de varicosités périsomatiques comme
indiqué par des étoiles rouges sur la figure 1.

GFP

Souris DIV24 - GAD65-GFP

Figure 1. Neurone GFP" dans une culture mixte d’hippocampe de souris GAD65:eGFP
Les étoiles rouges montrent I'emplacement de cellules cibles putatives, décorées par des varicosités
périsomatiques (40X).

Les interneurones GFP+ présentent la diversité morphologique attendue des neurones
GABAergiques issus de la CGE (Figure 2). Les marquages immunocytochimiques de la GAD65 et
de la GFP ne colocalisent pas entierement car une fraction des varicosités inhibitrices n’exprime
pas la GFP (Figure 3).
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Souris DIV22 a DIV30 - GAD65-GFP

Souris DIV18 - GAD65-GFP

J - / *: 20 pm | 3 20 pm
Figure 2. Exemple de la diversité morphologique des interneurones GAD65" dans des cultures
d’hippocampe de souris GAD65:eGFP
A-F) Images en fluorescence (GFP) montrant le corps cellulaire, les principaux neurites et une partie de
I'arborisation axonale de 6 interneurones GAD65" représentatifs (40X). Les fleches rouges indiquent
des choix possibles de cellules cibles.

GFP GAD65 GFP GAD65

Figure 3. Co-marquage de la GFP et de la GAD65 en immunofluorescence
A) Image de microscopie confocale au 40X.

B-C) Agrandissements des zones encadrées en pointillé dans le panneau A (zoom numérique 3,17).
Les fleches blanches montrent des évidences de colocalisation GFP/GADG65. Les fleches jaunes
montrent un marquage GADG65.
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Durant ma these, j’ai utilisé un protocole de cultures primaires mixtes (neurone/glie)
d’hippocampe. Dans ce protocole, les cellules gliales, notamment les astrocytes, se développent
en parallele des neurones pour former un fin tapis cellulaire sous-jacent, qui peut étre révélé par
immunocytochimie avec des anticorps anti-GFAP, un marqueur spécifique des astrocytes (non
montré). Ce protocole de culture mixte differe de celui des cocultures utilisées précédemment au
laboratoire (cf Neuron 2013) dans lequel les neurones fraichement dissociés sont déposés sur
des cultures primaires d’astrocytes matures préalablement préparées, dont la prolifération est
stoppée a l'atteinte de la confluence par un traitement a '’AraC (5 uM). Un autre changement
concerne le remplacement de la glutamine par un dipeptide (GlutaMAX: L-alanyl-L-glutamine)
dans le milieu de culture des neurones. Ce dipeptide ne forme pas spontanément du glutamate, a
la différence de la glutamine, ce qui diminue les risques de neurotoxicité et d’accumulation
d’ammonium. La conséquence de ce remplacement sur les stocks cytosoliques de GABA des
neurones n’'a pas pu étre évaluée directement mais il est a noter que ce dipeptide est capturé et
métabolisé différemment de la glutamine, ce qui pourrait donc modifier les stocks initiaux de
neurotransmetteurs. L’utilisation d'un antibiotique (Primocine, (100 pg/mL)) et d'un incubateur
a CO2 plus stable ont aussi pu contribuer a utiliser des cultures plus tardivement que
précédemment, jusqu'a DIV30 (au lieu de DIV16-21 précédemment). Bien que l'impact
individuel de ces différents changements ne soit pas connu, il semble que les cultures utilisées
durant ma thése (hors papier Neuron) présentaient des profils de maturité plus retardés que les
cocultures utilisées précédemment.

I.2. Protocole en paire

La figure 4A schématise la configuration expérimentale utilisée pour les enregistrements
en paire dans nos cultures. Les courants postsynaptiques inhibiteurs (IPSCs) sont évoqués par
de brefs (2-3 ms) sauts de courants dépolarisants avec une intensité suffisante pour déclencher
un potentiel d’action (PA) dans la cellule présynaptique GAD65+. Dans ces conditions, chaque
potentiel d’action évoque un IPSC (Figure 4B), pratiquement sans échec de transmission méme
pendant des trains de plusieurs milliers de potentiels d’action. Un courant est injecté pour
maintenir le potentiel de membrane du neurone présynaptique a une valeur de -65 mV, l'activité
synaptique excitatrice spontanée étant bloquée par du NBQX (2 uM) et du MK-801 (5 uM), des
antagonistes des récepteurs AMPA et NMDA, respectivement. Le taux de succes d’identification
d’une cellule cible ayant une connexion synaptique inhibitrice est tres élevé dans ces cultures
hippocampiques. La connectivité réciproque de la cellule cible n’a pas pu étre testée a cause de
I'ajout de QX314, un inhibiteur des canaux sodiques, dans la solution de la pipette
postsynaptique. Les courants postsynaptiques évoqués par la stimulation d’'un neurone GFP+
sont GABAergiques puisque entiérement bloqués par le SR95531 (Figures 4C, D, E). L’activation
des récepteurs GABA, génere des courants synaptiques entrants du fait de la concentration
élevée de Cl- de la solution interne de la pipette de la cellule postsynaptique. L’amplitude
moyenne des IPSCs (2834 +355 pA, n = 22) confirment la multiplicité des contacts synaptiques
(lamplitude moyenne d'un quanta GABAergique dans les cultures d’hippocampe est de 29,7 +
2,3 pA, Wang et al. Neuron 2013).
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Figure 4. IPSCs GABAergiques enregistrés sur une paire de neurones avec un élément présynaptique

GFP'

A) Schéma de la configuration de patch—clamp (CC : mode courant imposé, VC : mode voltage imposé)
pour une paire de neurones avec un neurone présynaptique identifié GAD65".

B) Traces du potentiel de membrane du neurone présynaptique (vert) et du courant postsynaptique

(noir) pour une paire comme montré en A, en présence de NBQX (2 uM) et MK-801 (5 uM).

C-E) Les courants postsynaptiques enregistrés en présence de NBQX (2 uM) sont bloqués par le
SR95531, un inhibiteur spécifique des récepteurs GABA,.

(C) controle ; (D) SR95531 (100 uM) ; (E) lavage.
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I.3. Protocoles de déplétion du GABA cytosolique

Différents types de plasticité synaptique a court terme (facilitation et/ou dépression)
sont observés pendant la premiere centaine de potentiels d’action d’'une stimulation répétitive a
4 Hz, (cf Figure 1, Wang et al. Neuron 2013). Apres cette phase initiale tres variable d’une paire a
I'autre, on observe généralement une stabilisation de I'amplitude des IPSCs a une fraction de
I'amplitude maximale, suggérant un mode de fonctionnement des synapses en condition quasi
stationnaire (Figure 5A), mode qui peut se maintenir pendant plusieurs milliers de PAs. Cette
dépression a court terme est réversible a 'arrét de la stimulation a 4 Hz, soit en totalité (Figure
5A), soit partiellement dans la majorité des paires enregistrées (62 +4% de 'amplitude initiale,
n = 22). L’amplitude moyenne des IPSCs dans les cultures mixtes n’est pas significativement
différente de celle calculée dans les cocultures (2834 +355 pA, n = 22 et 2892 316 pA, n = 26,
p = 0,702, Mann Whitney rank sum test). En revanche, on observe une restauration plus
complete de 'amplitude initiale dans les co-cultures avec glutamine (76 4%, n =26, p = 0,008,
t-test).

L’amplitude de chaque IPSC évoqué a 4 Hz (Figure 5BC, croix bleue) ou a 0,1 Hz (Figure
5BC, cercle rouge) peut étre représentée en fonction du temps (Figure 5B) ou du nombre de
potentiels d’action (Figure 5C). Ces différentes représentations permettent de distinguer les
évolutions dépendantes du temps comme les périodes de récupération a 0,1Hz ou la dialyse du
neurone par la solution interne de la pipette de patch, de celles dépendantes de 'activité et donc
du nombre de PAs. Nous avons utilisé I'amplitude cumulée des IPSCs pendant des protocoles
successifs comme un index de la quantité de GABA libérée dans la fente synaptique, en agrégeant
les IPSCs en fonction du nombre de PAs, indépendamment de leur fréquence de stimulation. En
effet, 'amplitude des IPSCs étant proportionnelle au nombre de récepteurs GABA, activés, nous
pouvons supposer qu’elle soit, en premiere approximation, proportionnelle a la quantité de
GABA libérée pour chaque exocytose si les récepteurs ne sont pas saturés. La figure 5D illustre la
différence d’amplitude cumulée (et donc la quantité de GABA libérée) pendant une stimulation a
0,1 Hz et 4 Hz (183 nA vs 2171 nA) pour une méme période de temps.
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Figure 5. La dépression synaptique a court terme pendant un train de stimulation est réversible
A) Traces du potentiel de membrane (noir) et du courant postsynaptique pendant un train de 1000
PAs a 4 Hz (bleu) suivi de la récupération a 0,1Hz (rouge) enregistrés en présence de NBQX (2 uM) et

MK801 (5 uM).
B-C) Amplitude des IPSCs de la trace montrée en A représentée en fonction du temps (B) ou du

nombre de potentiels d’action (C).
D) Amplitude cumulée des IPSCs en fonction du nombre de PAs évoqués a 4 et 0,1Hz. Les lignes
pointillées représentent I'amplitude cumulée maximale a la fin du train a 4 Hz et de la récupération a

0,1 Hz pour une méme période de temps.

Lorsque ces trains de stimulation a 4 Hz sont répétés toutes les dix minutes, on observe
un effondrement de la transmission qui semble en apparence irréversible, sans possibilité de
restauration a l'arrét de la stimulation (Figure 6A). Les résultats exposés dans le papier a
Neuron démontrent que cet effondrement est la conséquence directe d'une déplétion quasi
complete des stocks cytosoliques de GABA. L’amplitude cumulée tend alors vers un plateau dont
I'amplitude, proportionnelle a la consommation de neurotransmetteurs, est une indication du
stock de neurotransmetteurs disponible initialement (Figure 6B).
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Figure 6. Effondrement de la transmission par épuisement du stock cytosolique de GABA

A) Amplitude des IPSCs évoqués a 0,1 Hz (points gris) et 4 Hz (croix de couleur), en présence de NBQX
(2 uM) et MK801 (5 uM). Les barres horizontales noires représentent les périodes de stimulation a 4
Hz.

B) Amplitude cumulée des IPSCs montrés en A (les couleurs correspondent).

Distinguer ou identifier la transition entre les dépressions réversibles induites a chaque
train de stimulation et 'effondrement irréversible produit par la disparition des stocks de GABA
peut s’avérer difficile, sinon impossible lorsque I'état stationnaire est compromis des le premier
train de stimulation. En effet, deux phénomeénes concourent a I'épuisement des stocks. Le
premier est indépendant de l'activité synaptique et correspond a la dialyse de I'axoplasme
imposée par la solution intracellulaire de la pipette de patch qui ne contient ni GABA, ni ses deux
précurseurs directs (glutamate et glutamine). Néanmoins, on peut supposer qu’une partie
importante de la dialyse a lieu pendant la phase initiale de I'expérience pendant laquelle aucun
IPSC n’est enregistré (Figure 7). En effet la diffusion d’'une molécule fluorescente a partir de la
pipette jusqu’a des varicosités éloignées est complete a 77% quinze minutes apres le passage en
configuration cellule entiere. Durant cette période, aucun IPSC n’est enregistré. La condition
«IPSCy » (ou time = 0) dans les figures inclut ce délai de dialyse minimum de quinze minutes. Le
deuxieme phénomeéne est lui directement lié a la consommation de GABA par 'activité puisque
le GABA libéré dans l'espace extracellulaire peut diffuser librement et s’échapper du fait du
systéme ouvert des cultures sur lamelle constamment perfusé par un flux de solution contenant
uniquement du D-glucose. Une stimulation continue a 4 Hz montre en conséquence différents
profils d’effondrement de la transmission aprés les 1000 premiers PAs (Figure 8, la ligne
pointillée rouge indique les 1000 premiers PAs a 4 Hz) en fonction de I'importance relative de la
dialyse, de la consommation et du stock initial de GABA. Dans les quatre expériences illustrées
dans les figures 6 et 8, 'amplitude cumulée des 1000 premiers PAs a 4 Hz représente 29 + 9 %
(n =4) de l'amplitude cumulée totale de la déplétion, lorsque les stocks sont entierement
consommeés.
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Figure 7. La diffusion axonale d’une sonde fluorescente a partir de la pipette est quasi compléte au
début des enregistrements électrophysiologiques

A) Images de la diffusion de la sonde fluorescente Alexa 568 (filtre mCherry) a différents intervalles de
temps indiqués en minute. Le t0 précéde de quelques secondes le passage en configuration cellule
entiére.

B) Agrandissement de la zone délimitée par un rectangle blanc défini en A a t25.

C) Intensité de la fluorescence mesurée en fonction du temps dans trois boutons synaptiques (courbes
noires, carrés verts) situés a = 360, 280 et 220 um du corps cellulaire identifiés par des rectangles verts
en A a t25. La courbe rouge est la variation moyenne des trois boutons.
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Figure 8. Différentes modalités d’effondrement de la transmission induit par une stimulation
continue a 4 Hz

A-F) L'amplitude (A, C, E) et I'amplitude cumulée (B, D, F) des IPSCs sont représentées en fonction du
temps (A, C, E) ou du nombre de potentiels d’action (B, D, F) pendant une stimulation continue a 4 Hz
correspondant a I’équivalent de 6 a 12 trains de 1000 PAs. Apreés les 1000 premiers PAs a 4 Hz (ligne
rouge pointillée), on observe I'’effondrement de la transmission qui peut étre continu (A, B), qui
intervient aprés un rebond potentialisateur (C, D) ou différé (E, F) comme montré ici pour trois paires
avec de larges connections inhibitrices, enregistrées en présence de NBQX (2 uM) et MK-801 (5 uM).
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SUMMARY

Sustained synaptic transmission requires vesicle re-
cycling and refilling with transmitter, two processes
considered to proceed independently. Contrary to
this assumption, we show here that depletion of
cytosolic transmitter at GABAergic synapses revers-
ibly reduces the number of recycling vesicles. Using
paired recordings in hippocampal cultures, we show
that repetitive activity causes two phases of reduc-
tion of the postsynaptic response. The first involves
the classical depletion of the readily releasable and
recycling pools, while the second reflects impair-
ment of vesicle filling as GABA is consumed, since
it can only be reversed by uptake of GABA or its pre-
cursors, glutamate or glutamine. Surprisingly, this
second phase is associated with reduced quantal
release, a faster depression rate and lower FM5-95
labeling, suggesting that the size of the cycling vesic-
ular pool is regulated by cytosolic transmitter avail-
ability. Regulation of vesicular cycling may represent
a general mechanism of presynaptic plasticity,
matching synaptic release to transmitter supply.

INTRODUCTION

Information transfer between neurons requires a precise tempo-
ral and spatial balance of excitatory and inhibitory synaptic
inputs. In the hippocampus, inhibitory interneurons, which repre-
sent ~10% of the total neuronal population, are able to shape the
network activity of large cellular ensembles by releasing GABA at
high frequency along extensive axonal arborizations (Klaus-
berger et al., 2003). Since small central synapses contain a
limited set of vesicles, release sites, and transmitters, several re-
cycling schemes cooperate to maintain a pool of GABA-filled
vesicles available for release (Edwards, 2007; Kraushaar and
Jonas, 2000; Neher, 2010; Sara et al., 2002; Stdhof, 2004).

.

\!} CrossMark

Vesicle trafficking and pools have been studied in great detalil
(Kavalali, 2006; Rizzoli and Betz, 2005; Rizzoli and Jahn, 2007;
Sudhof, 2004) but much less is known about where and how ves-
icles are filled with GABA via VIAAT (also named VGAT), the
shared vesicular transporter for GABA and glycine (Aubrey
et al., 2007; Wojcik et al., 2006). After exocytosis, vesicles
retrieved by clathrin-mediated endocytosis are rapidly acidified
(Atluriand Ryan, 2006) and recycled either directly or through en-
dosomes (for review see Rizzoli and Jahn, 2007; Stdhof, 2004).
Direct recycling implies that filling may be interrupted before its
completion if partially filled vesicles are recruited for release. In
addition, the time course of GABA accumulation should be sen-
sitive to variation in VIAAT copy number and VIAAT occupancy.
In contrast, vesicles processed through larger VIAAT-containing
acidic endosomes may be more homogeneously preloaded with
GABA before burgeoning.

Manipulations that alter GABA metabolism have been shown
to change the amplitude of evoked and miniature IPSCs in brain
slices, suggesting that the amount of GABA stored in vesicles is
regulated (Barberis et al., 2004; Engel et al., 2001). However, it
has proven difficult to dissect the relative contribution of different
supply sources: diffusion from the cell body reservoir, capture by
transporters located in axon and terminal membranes, and de
novo synthesis from glutamate by the two isoforms of glutamate
decarboxylase (GAD65 and GAD67). Although genetic invalida-
tion in knockout mice has identified GAD67 and VIAAT as the
two critical elements for the vesicular release of GABA (Asada
et al., 1997; Wojcik et al., 2006), membrane-anchored GAD65
is important for GABA synthesis during intense synaptic activity
(Tian et al., 1999; Walls et al., 2011). The role of presynaptic
plasma membrane transporters for maintaining GABA homeo-
stasis and vesicle filling is less understood, although there is
evidence that glutamate and glutamine uptakes potentiate
GABAergic IPSCs in brain slices and cultures (Bak et al., 2006;
Brown and Mathews, 2010; Ertunc et al., 2007; Fricke et al.,
2007; Mathews and Diamond, 2003).

Here, we consider the reversible and irreversible changes that
occur in inhibitory signaling while neurons are continuously firing
and actively consuming transmitter. In contrast to the well-
described depression caused by vesicle depletion (Kraushaar
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Figure 1. Vesicle Recycling Supports Steady GABA Release during Repetitive Stimulation
(A) Sample traces of IPSCs (bottom) evoked by ten APs (top) at 0.1 Hz in pairs with a presynaptic GAD65(+) cell in control condition (left) and in the presence of
20 uM SR95531 (right).

(legend continued on next page)
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and Jonas, 2000; see review in Zucker and Regehr, 2002), we
show that GABA consumption induces a collapse of transmis-
sion that is only restored by GABA, glutamate, and glutamine
transporter-mediated uptake. Changes in kinetic and quantal
parameters during transmission rundown suggest a decrease
in the pool of neurotransmitter-containing vesicles available for
release, and FM5-95 uptake confirmed reduced vesicle traf-
ficking in transmitter-depleted terminals. This cytosolic GABA
regulation of vesicle cycling represents a previously uncharac-
terized form of presynaptic plasticity.

RESULTS

Vesicle Recycling Maintains the Strength of Inhibition
during Repetitive Activity

We identified inhibitory neurons by fluorescence in hippocampal
cultures derived from transgenic EGFP-GAD65 mice. Putative
pairs composed of a GAD65(+) presynaptic element and a
nearby nonfluorescent postsynaptic cell were whole-cell
patched in current- and voltage-clamp modes, respectively,
and tested for synaptic connection by injecting depolarizing cur-
rent steps that triggered action potentials (APs) in the presynap-
tic cell (Figure 1A). The probability of connection was high
(>90%) and the evoked inhibitory postsynaptic currents (IPSCs)
were entirely blocked by SR95531 (20 uM), a specific GABA, re-
ceptor inhibitor (Figure 1A). The connections were monosyn-
aptic, as indicated by the absence of transmission failures and
the short latency (2.0 + 0.04 ms, n = 252, Figure 1B). With high
intracellular CI~, typical inward IPSCs had large amplitude
(2.04 = 0.11 nA, n = 252, Figure 1B), when recorded in cells
held at —70 mV, and fast kinetics, with a 20%-80% rise time
of 1.17 + 0.03 ms and a decay time constant of 35.3 + 0.99 ms
(n =252, Figure 1B).

We first set out to evaluate whether transmission could be
maintained during repetitive stimulation in the absence of an
exogenous mechanism for GABA supply. We recorded IPSCs
during long trains of 500-2,000 APs evoked at 4 Hz, a moderate
frequency with rare AP failures (0.8% =+ 0.08% failure, n = 88
pairs). Repetitive stimulation triggered a broad range of short-
term synaptic plasticities, which were always followed by a
long-lasting phase of relatively steady release, indicating that
newly formed GABA-containing vesicles are at equilibrium with
vesicle exocytosis. Figure 1 shows this long phase of steady
release for three representative pairs displaying initial short-
term depression (Figures 1C and 1D), facilitation followed by
depression (Figures 1E and 1F), or stable responses (Figures
1G and 1H). On average, IPSC decay kinetics were slightly faster
by the end of the train (insets, 32.6 + 1.7 ms at the beginning
[black trace] and 28.4 + 1.3 ms at the end of the train [red trace],
n = 63 pairs, p = 0.05). To compare the late phase of release for

all tested pairs, we averaged the peak amplitude by groups of 50
consecutive IPSCs normalized by the value at the 200™ AP, after
initial facilitation and/or depression. Figure 11 shows the ampli-
tude change during the last 800 APs for individual (gray line)
and average (solid line) pairs. The final IPSC amplitude was
maintained at 62.5% + 3.5% (n = 48, p < 0.001, Figures 1l and
1J), indicating robust recycling activity in a majority of pairs.
The linear relationship between the normalized inverse of the
square of the coefficient of variation (CV~2) and the IPSC ampli-
tude was compatible with a presynaptic locus for this slow
depression (Figure 1K).

These results confirm that the initial cytosolic stock of GABA
that had been built up for days in glutamine-enriched culture me-
dia supports the filling of rapidly recycling vesicles in the
absence of exogenous GABA supply.

Sustained Vesicle Recycling Collapses Transmission

in the Absence of Exogenous GABA Supply

Despite the existence of a pseudo steady-state described
above, multiple repetitions of the 4 Hz train every 10 min
induced a gradual but near complete rundown of GABA trans-
mission as shown in Figure 2A. After five consecutive 500 AP
trains, the maximal IPSC amplitude was reduced by 96.3%
(from 1,000 + 36 pA to 37.5 + 2.5 pA), and the cumulative
amplitude by 99% (Figure 2B). Impairment in vesicle recycling
or vesicle filling with GABA was indicated by the reduction in
steady release observed during the third and subsequent
4 Hz trains (Figures 2C and S1 available online). This reduction
was maintained even if the stimulation frequency was reduced
to 0.1 Hz (Figure 2A, gray circle and Figure S2). Rundown was
present for depressing (Figure 2A) and facilitating synapses
(Figure S3) and also developed by continuous stimulation at
1 Hz (Figure S3), with linear CV~2-IPSC relationship (Figure S3;
slope = 1.05, r? = 0.89, n = 59), in agreement with a presynaptic
origin.

To examine whether the time of whole-cell dialysis or the
number of synaptic events was critical for this rundown, we
increased the number of APs delivered per train, from 500 to
1,000 and occasionally up to 4,000 APs. Longer trains were
often associated with a biphasic time course for the rundown,
as shown in Figures 2D and 2E. The linear cumulative amplitude
for the first and second train (> = 1.00, Figure 2F) suggests that
the recycling capacity was initially able to match release, until
an imbalance appeared during the third train and transmission
eventually collapsed (Figures 2D, 2E, and 2F). We compared
the time (Figures 2D and 2G) and AP number (Figures 2E and
2H) that achieved 90% reduction in cumulative amplitude (tgo,
APgo, respectively) for trains of 500 (blue line) and 1,000 (brown
line) APs. There was a significant decrease in tgg, from 48.8 +
3.5 min (500 APs/train, n = 16) t0 29.4 + 2.6 min (1,000 APs/train,

(B) Probability distribution histograms for IPSC latency, amplitude, rise time, and decay time constant (n = 252).

(C, E, and G) Steady GABA release triggered by 1,000 APs at 4 Hz. Left: sample IPSCs traces having (C) short-term depression; (E) facilitation followed by short-
term depression; (G) stable release probability. Right: traces of IPSCs at the onset (black) and at the end (red) of the sample in the left panel. Insets: average (left)
and peak scaled (right) traces of IPSCs in the right panel, same colors. Horizontal bars represent 50 ms; vertical bars represent 500 pA.

(D, F, and H) Peak amplitude evoked at 0.1 Hz (gray circles) and at 4 Hz (blue crosses) for the pairs described in (C), (E), and (G), respectively.

(
(

) Individual (gray line) and average (blue line, n = 50) time courses of IPSC amplitude between 200 and 1,000 APs, normalized by the value at the 200™ AP.
J) Probability distribution of the steady amplitude (APs: 951-1,000) normalized by the amplitude at the 200" AP (n = 50).

(K) Normalized changes in CV~2 and mean amplitude between 200 and 1,000 APs (open circles, red circle: mean + SEM).
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Figure 2. Sustained Activity Induces a Com-
plete Rundown of GABAergic Transmission
(A) Rundown of IPSC amplitude evoked during
seven 4 Hz trains (500 AP/train; bars a to g;
crosses with different colors).

(B) Cumulative amplitude for the trains (a to d)
shown in (A).

(C) IPSCs traces of the (a) (left), (c) (middle), and (g)
(right) 4 Hz trains. Inset: average (left) and peak
scaled (right) IPSCs at onset (APs: 1-10, black line)
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(D and E) IPSC amplitude evoked at 0.1 Hz (gray
circles) and 4 Hz (solid bars, four trains of 1,000
APs labeled a to d) plotted as function of time (D) or
AP number (E) for a cell with biphasic rundown.
(F) Cumulative amplitude for the trains (a) to (d)
shown in (D).

(G and H) Cumulative probability of the time (tgo)
and number of APs (APgo) needed to reach 90% of
the cumulative IPSC peak amplitude for pairs
stimulated with trains of 500 (light blue line, n = 15)
and 1,000 APs (dark red line, n = 21).

(I) Cumulative amplitude + SEM for 4 Hz trains of
500 (light blue, n = 15) and 1,000 APs (dark red, n =
21) normalized by the value of the first train. See
also Figures S1, S2, S3, and S4.
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To examine whether depletion of presyn-
aptic GABA was the cause of rundown,
we added GABA or glutamate to the
presynaptic pipette. Figure 3 shows
reduced rundown for representative cells
patched with a pipette containing GABA
(10 mM; Figures 3A and 3B) or glutamate
(20 mM; Figures 3C and 3D). In control
neurons, the cumulative amplitude for
trains recorded after ~3,000 APs

Action potential

—— 500 APs
—— 1000 APs

2000 4000

APgy

20 40 60 80
tgo (min)

0

n = 28; p < 0.001), whereas APggs were similar: 2,408 + 171 APs
(n =16) and 2,245 + 173 APs (n = 28, p = 0.54, Figure 2H). The
19.4 min difference for the 500 APs/train can be accounted for
by the two additional resting periods of 10 min needed to
achieve the same number of APs as in the 1,000 APs/train pro-
tocol. Figure 2| shows the similar reduction in cumulative IPSC
amplitude for consecutive trains when plotted as function of AP
number.

After transmission collapse, the amplitude of the current
evoked by bath application of 10 uM GABA remained stable
(92% + 6%, n = 3; Figure S4), indicating unchanged membrane
expression of GABA, receptors. Together, these results
suggested that in the absence of exogenous GABA supply, sus-
tained vesicular release was the key factor contributing to trans-
mission rundown.
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decreased to 7.3% + 1% (n = 44) of
the initial value, whereas IPSC amplitude
was maintained after 6,000 APs when
the pipette solution contained GABA
(43.7% *= 91%, n = 6, p < 0.001) or glutamate (62.5% =+
11%, n =8, p < 0.001). We used the cumulative IPSC amplitude
normalized by the initial amplitude (i.e., the equivalent number
of full size IPSC [fsIPSC]) as a proxy for GABA release. In con-
trol conditions, the cumulative amplitude reached a plateau of
970.4 + 71 fsIPSCs (n = 44; Figures 3E and 3F) and half of
this maximum was achieved after 1,063 + 73 APs (n = 44). In
contrast, Figures 3E and 3F show that when GABA or gluta-
mate was present in the presynaptic pipette solution, the
cumulative amplitude was still increasing after 6,000 APs,
reaching 2,904 + 540 fsIPSCs for GABA (10-20 mM, n = 6,
p < 0.001) and 2,637 + 358 fsIPSCs for glutamate (20 mM,
n = 8, p < 0.001). These results demonstrate that rundown is
primarily caused by the loss and consumption of a finite stock
of presynaptic GABA.
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Figure 3. Somatic Supply of GABA or Gluta-
mate Maintains Vesicle Recycling

(A) IPSC evoked by the same protocol as in Fig-
ure 2A but with GABA (10 mM) added to the pre-
synaptic pipette solution.

(B) Cumulative amplitude for the eight trains in (A).
(C) Same as in (A) but with glutamate (20 mM) and
200 uM PLP added in the pipette solution.

(D) Cumulative amplitude for the eight trains in (C).
(E) Average cumulative IPSC amplitude for
repeated trains normalized by the initial IPSC
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Surprisingly, uptake of glutamine, which
requires two enzymatic transformations
to produce GABA, induced a similar fast
and complete recovery of IPSC amplitude
(from 6.4% =+ 1.5% in depleted neurons to
101% = 18.3% after glutamine,n=16, p<
0.001; Figure 4G). Furthermore, GABA
uptake restored the initial capacity of pre-
synaptic neurons to support release dur-
ing long stimulus train, as the cumulative
IPSC amplitude after GABA application
was comparable to the initial 4 Hz train
(95.3% = 7%, n = 8, p < 0.001; Figures
4D and 4E). In contrast, lower cumulative

p<0.001
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Three Neuronal Transporters Restore Vesicle Recycling
in GABA-Depleted Neurons
To examine how uptake via neuronal transporters supports
VIAAT-mediated vesicle loading, we first GABA depleted
neuronal pairs by repeated stimulation with 4 Hz trains until the
IPSC amplitude was <10% of the initial value (data not shown).
We then added GABA (100 uM; Figure 4A), glutamate (50 pm;
Figure 4B), or glutamine (2 mM; Figure 4C) to the extracellular so-
lution and examined whether uptake could restore vesicular
release and transmission. GABA and glutamate were applied in
the presence of high concentrations of specific receptor inhibi-
tors to avoid tonic activation of GABA and glutamate receptors.
The three uptake systems similarly restored synaptic release
of GABA as indicated by the large potentiation in IPSC amplitude
(Figures 4A-4C). On average, the normalized IPSC peak ampli-
tude showed a 15-fold potentiation at 0.1 Hz, from 6.4% =
0.9% in depleted cells to 94% + 1.6% after a single GABA appli-
cation (n =7, p = 0.002; Figure 4G). Glutamate uptake restored a
smaller fraction of the initial amplitude (from 4.8% + 0.8% in

GABA glutamate amplitudes were observed after gluta-
mate (67.3% + 5%, n =8, p < 0.001; Fig-
ures 4D and 4E) or glutamine (69.4% =+
9%, n = 15, p < 0.001; Figures 4D and
4E) uptake, suggesting a smaller buildup of presynaptic GABA
stores via these transporters.

To verify that the restorations were the result of transporter-
mediated uptake, we applied GABA (10 uM) in the presence of
SKF-89976 (20 uM), a specific GAT1 inhibitor (Figure 4F). There
was no significant increase in IPSC amplitude after washout:
6.9% = 2.8% in depleted cells and 6.2% + 2.7% in the presence
of SKF-89976 (n = 5, n.s.; Figure 4G). Similarly there was no
restoration when glutamate (20 pM) was applied in the presence
of the EAAT1-EAAT3 inhibitor TFB-TBOA (4 uM), with relative
amplitude of 6.2% =+ 1.7% in depleted cells and 8.6% + 4.2%
after glutamate + TFB-TBOA (n = 6, n.s.; Figure 4G). Since
SKF-89976 and TFB-TBOA are competitive inhibitors, lower
concentrations of GABA (10 uM) and glutamate (20 uM) were
used in these experiments; these lower concentrations were
also able to effectively restore transmission (Figure 4F).

The time courses of restoration for the three amino acids had
to0-80 Of 169 + 33 s (n = 5) for GABA, 70.4 + 10 s (n = 5) for gluta-
mate, and 148 + 27 s (n = 5) for glutamine. The values for GABA
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Neuron

Presynaptic GABA Regulates the Vesicle Cycle

A e 1000 APs @ 4Hz ® 0.1 Hz B c
e GABA* f d Glu* e c Gln d
10 - — ) — —— D 0 e — D —
° .,
oo #
. ° °
2 0.6 1 ° ° °
[ )
% ° N °
2 04 4 ° ] °
g . . .
< 0.2 4 © I oo % * °
s S I ol ;
00 b — | — T T T T T #ﬁ_ﬁ
0 10 20 30 0 10 20 30 O 10 20 30
Time (min) Time (min) Time (min)
depleted +GABA depleted +Glu depleted +GIn
R e A— ~——
__J200pA J 500 pA J1nA
50 ms 50 ms 50ms
b control E *
—— depleted Glu GIn o
~ 06— ~ 1.2 9 .S.
z GABA g ns
=2 2 G 1.0
a = KRk kR
€ 0.4 - 1 g 0.8 -
© IS
0 © 0.6
g 11 2
=S 0.2 4 £ 04 1
= 202
o EY
0.0 - 0 1 rr"m 0 1+ © 0.0 -
O« TS TC
0 500 1000 O 500 1000 0 500 1000 2o 205 280
oL OF Q0%
Action potential %9 53 5]
[m) [m] [m)
G *%k*
= 1000 APs @ 4Hz ® 0.1 Hz e 1
a [ 1
—_— 34 _ <
400 A o 2 . o
g = 8 35 |3 ¢ o
<
S 300 4 GABA* +SKF  GABA* ¥ El 9 ¢ g 9@ ¢
_ch - - () £ e o e e o
S o °
= 200 A 4 °
g- o " '*3 1
[ ) - -
< 100 - 2, .. ,i £
Fo . » <
0+ —— T .- w T T 0 - 0—=0 é
0 10 20 30 40 50 60 70 Eg E(_g ECC’) E& E<ot
Time (min) oL ©oF 9F 00 om
2 a Q Qg ab
OF O ] Oy 9O 5
=) a a O 0OF
S—? ¥

148 Neuron 80, 143-158, October 2, 2013 ©2013 Elsevier Inc.

(legend on next page)



Neuron
Presynaptic GABA Regulates the Vesicle Cycle

and glutamate applications were probably overestimated, as
their measurement required prior washout of the receptor
inhibitors.

Glutamine Uptake Directly Supports the Filling

of Rapidly Recycling Vesicles

Next, we examined whether neuronal uptake of glutamine, which
is the main physiological precursor for GABA synthesis, could
directly support the replenishment of vesicles during repetitive
activity. Figure 5A shows that continuous application of extracel-
lular glutamine (500 pM) prevented rundown of GABA transmis-
sion, as the cumulative amplitude was maintained at 111% =
31% (n =8, p = 0.31; Figure 5B) of the initial value after six trains
of 1,000 APs compared to 1.8% =+ 0.4% in control condition (n =
21, p < 0.001; Figure 5B). The rate of glutamine uptake was not
limiting for GABA supply, since increasing the glutamine concen-
tration to 2 mM had no further effect on IPSC amplitude (Fig-
ure 5C; Cumulative Amplitude g, = amm/Cumulative Amplitude
Gin = 0.5mm = 1.0 £ 0.06, n = 3, p = 0.841). In contrast, initiation
of glutamine uptake (2 mM) during 4 Hz trains potentiated the
IPSC amplitude of GABAergic neurons whole-cell patched with
a pipette solution containing 20 mM glutamate (Figure 5D). On
average, the cumulative amplitude increased 3.2-fold + 0.75-
fold (n = 9, p = 0.025), suggesting that glutamine transporters
supply recycling vesicles with a more readily available GABA
source than glutamate diffusion along the axon. Similarly, during
the continuous stimulation of a GABA-depleted cell (red line),
glutamine uptake restored vesicle filing and IPSC amplitude
(blue line) with an average time constant of 39.3 + 4.5 s (Fig-
ure 5E; n = 6).

To gain insight into the quantal changes induced by GABA
rundown and its recovery by glutamine uptake, we plotted the
CV~2for the experiment shown in Figure 5E (Figure 5F). The onset
of depression and its restoration by glutamine were associated
with marked changes in CV 2, excluding a pure effect in quantal
size (q, dotted line, Figure 5F and Monte Carlo simulations in Fig-
ure S5). Onthe other hand, the decrease in CV 2 was smaller than
predicted for a pure effect on release probability (p, dashed line,
Figures 5F and S5) and was best fit assuming a mixed change in p
by 42% and q by 58% (blue line, Figures 5F and S5).

The CV~2-mean amplitude relationships shown in Figure 5G
for four representative pairs confirmed a mixed change in p
and g during GABA depletion with an average reduction in p of
0.54 + 0.056 (n = 9).

Together, these results demonstrate an efficient coupling be-
tween glutamine uptake and GABA synthesis for activity-depen-
dent vesicle filling. In addition, the p and g mixed changes
suggested that GABA depletion reduced both the quantal size
by decreasing the amount of GABA stored and released per
vesicle and, unexpectedly, the release probability.

Cytosolic GABA Regulates Release Probability

As evidence in the literature suggested that empty vesicles
continue to be released and recycled after blocking the H*-vAT-
Pase or the vesicular transporter (Croft et al., 2005; Parsons
et al., 1999; Tabares et al., 2001; Wojcik et al., 2004; Zhou
et al., 2000), we examined whether alteration in vesicle filling
caused by GABA depletion simply scaled down transmission.
Figure 6A compares the time course of depression for six 4 Hz
trains (1,000 APs; labeled a—f) and their partial recovery at
0.1 Hz for a pair with high initial release probability. The sharp
reduction in amplitude during the third train suggested a decline
in GABA-filled vesicle cycling, which almost vanished in later
trains (d—f; Figures 6A and 6C). Uptake of extracellular glutamate
(50 uM for 4 min, data not shown) restored 75% of the initial
amplitude and 46% of the cumulative amplitude (labeled g; Fig-
ures 6B and 6C), confirming that the rundown was indeed
caused by GABA depletion.

GABA depletion increased the paired-pulse depression (PPD)
for the nine high-probability pairs analyzed (Figure 6D), and rein-
stating GABA supply restored the initial PPD value (Figure 6D),
reinforcing the suggestion that changes in cytosolic GABA alter
p. The parabolic shape of the variance-mean plot at 0.1 Hz pro-
vides further evidence for a decrease in release probability dur-
ing the rundown (Figure 6E).

Although a reduction in p should slow the time course of
depression, as in trains b and ¢ (Figures 6F and 6G), we observed
instead a marked transition toward faster time course after the
third train (trains d—f; Figures 6F and 6G). Furthermore, rein-
stating GABA supply with glutamate restored p and the slow
time course of depression (train g; Figures 6F and 6G). This tran-
sition toward faster kinetics in GABA-depleted neurons was pre-
sent in all nine high-probability pairs analyzed (Figure 6H), with
an average 51% reduction in the weighted time constant
(73.1 £8.1st037.6 £ 4.7s,n =9, p < 0.001, inset Figure 6H).

Because the steady release probability during long train of
stimulation should be related to the pool size of recycling vesi-
cles, we hypothesized that both phenomena, the decrease in p

Figure 4. Uptake of GABA or its Precursors Restores Transmission in Transmitter-Depleted Neurons

Neurons were stimulated with three to five trains of 1,000 APs at 4 Hz (solid bar, numbered a to €) to deplete GABA stores. Only the last 4 Hz train is shown (orange
crosses) with the time origin set to 0 for clarity.

(A-C) Top: scaled amplitude of IPSCs evoked at 0.1 Hz (gray circles) or 4 Hz (1,000 APs, colored crosses). Transmission recovered after applications of (A) GABA
(100 puM) in the presence of SR95531 (100 uM); (B) glutamate (50 uM) in the presence of a cocktail of GIuR inhibitors (see Supplemental Experimental Procedures);
and (C) glutamine (2 mM); bottom: average trace of ten IPSCs evoked at 0.1 Hz before (left) and after (right) recovery.

(D) Cumulative IPSC amplitude during trains of 1,000 APs evoked at 4 Hz for the pairs shown in (A) (left), (B) (middle), and (C) (right). The black lines correspond to
the first train evoked at the onset of the recording (not shown in A-C), and the colored lines correspond to the trains shown in (A)—(C).

(E) Average + SEM cumulative IPSC amplitudes for the 4 Hz trains in GABA-depleted neurons (orange) and after application of GABA (green, n = 7), glutamate (red,
n = 9), and glutamine (blue, n = 16), normalized by the first value.

(F) GABA* (+ SR95531) was applied in the presence or absence of SKF89976A (20 uM).

(G) Normalized mean IPSC amplitude + SEM before (gray square) and after application of GABA (n = 7, green square), glutamate (n = 9, red square), glutamine (n =
12, blue square), GABA + SKF89976A (n = 6, green circle), and glutamate + TFB-TBOA (n = 5, red circle). Paired t test: ***p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05, n.s., not
statistically significant.
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Figure 5. Glutamine Uptake Directly Supports GABA Filling of Recycling Vesicles

(A) Continuous application of glutamine (500 pM) maintains IPSC amplitude for multiple 4 Hz trains (a to g).

(B) Cumulative IPSC amplitude + SEM for consecutive trains of APs in the continued presence of 500 uM glutamine (blue circles, n = 8) and in control neurons
(dashed line, n = 21), normalized to the value of the first train.

(C) The steady IPSC amplitudes are similar during 4 Hz trains of 2,000 APs when glutamine is applied at 500 pM (train e) or 2 mM (train f).

(D) Time course of the IPSC amplitude evoked at 0.1 Hz (gray circles) and at 4 Hz (black crosses, solid line) in a facilitating pair. The presynaptic pipette contained
20 mM glutamate that maintained 28.7% of the initial cumulative amplitude after five trains of 2,000 APs (data not shown). Application of extracellular glutamine
(2 mM, blue bar) potentiated GABA release.

(legend continued on next page)
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associated with a faster time course of depression, could be ex-
plained if the number of recycling vesicles was dynamically
controlled by the cytosolic GABA concentration.

GABA Depletion Reduced the Frequency of Miniature
Asynchronous Release

To address this hypothesis, we recorded asynchronous minia-
ture events to directly examine the quantal change during
GABA depletion. Substitution of Sr?* for Ca®* in the extracellular
solution reduced synchronous evoked IPSCs (elPSCs) triggered
at 1 Hz (Figure 7A, green trace). Evidence for asynchronous
release in Sr?* was indicated by a 2.2-fold increase in the fre-
quency of miniature IPSCs (amIPSCs) detected over 200 ms
after the stimulation (37.5 + 4.0 Hz, n = 10; Figures 7A and 7B,
red), compared to spontaneous miniature IPSCs (mIPSCs)
measured before the AP (17.4 + 2.1 Hz, n=10, p < 0.001, Figures
7A and 7B, blue). On average, the amIPSCs frequency decayed
to the mIPSCs frequency with a 1,, = 302 + 65 ms (n = 8) and their
initial mean amplitudes were not significantly different (amIPSC =
42 + 6 pA and mIPSC = 29.7 + 2.3 pA, respectively, n =10, p =
0.24, Figure 7C).

Repetitive 1 Hz stimulation in Sr?* induced a gradual rundown
of the elPSCs by 86.3% =+ 2.5% after 3,000 APs (n = 10, p <
0.001, Figures 7D, 7E, and 7K). This rundown was associated
with a 77.9% + 7.7% reduction in amIPSC frequency (Figures
7F,7H, 7J, and 7K; n = 10, p < 0.001) and a reduction in amIPSC
amplitude of 33.3% + 7% (n =10, p = 0.007, Figures 7G, 71, and
7K). Application of glutamine in a predepleted cell restored
elPSC to 45% of their initial amplitude (initial: 3,815 pA [data
not shown]; depleted: 50 pA; restoration by glutamine:
1,700 pA; Figure 7L) and potentiated the frequency and ampli-
tude of amIPSCs (Figures 7M and 7N). In four GABA-depleted
pairs, the frequency of amIPSCs increased after glutamine appli-
cation, from 15.2 + 8.1 Hzto 41.3 + 11.2 Hz (p = 0.026), whereas
the frequency of mIPSCs remained unchanged (16.3 + 9.3 Hz
and 15.5 + 8.2 Hz, p = 0.55). In addition, glutamine increased
the amplitude of amIPSCs from 30.5 + 4.2 pA to 47 = 7.5 pA
(p =0.017) but not the amplitude of MIPSCs (34.3 + 4.0 pA before
and 37.7 + 6.7 pA after glutamine uptake, p = 0.41).

The larger reduction in amIPSC frequency is in agreement with
the hypothesis of a smaller pool of vesicles available for release
as GABA is depleted.

Reduced Vesicles Cycling in Transmitter-Depleted
Terminals

To directly examine vesicle recycling, we measured the labeling
of synaptic vesicles in control (i.e., [GIn]e = 2 mM) and trans-
mitter-depleted neurons with the fluorescent dye FM5-95

applied during the last train of the electrical field stimulation pro-
tocol (FM protocols are illustrated in Figure S6).

In contrast to the high-intensity fluorescence of FM5-95-
stained puncta observed in control neurons (Figure 8A, left),
we found that neurons incubated for 2 hr in a medium containing
a reduced concentration of glutamine (20 pM) showed a signifi-
cant reduction in FM5-95 labeling (Figure 8A, right). On average,
the mean fluorescence intensity of FM5-95 spots decreased by
49%, from 2.8 + 0.33 a.u. (n = 7) in control neurons to 1.47 + 0.1
a.u. (n =5, p =0.005) in glutamine-depleted neurons (Figure 8B).
The reduction in FM5-95 labeling indicated lower vesicle traf-
ficking when transmitter supply was limiting for filling during a
train of stimulation.

Next, we examined whether glutamine uptake restored vesicle
cycling in transmitter-depleted neurons. Following electrical field
stimulation that mimicked our depletion protocol in pairs (Fig-
ure S6), transmitter-depleted neurons were weakly stained with
FM5-95 (Figure 8Ca). Repeating the electrical stimulation in the
presence of glutamine (2 mM, see protocol in Figure S6) signifi-
cantly increased the fluorescence intensity of FM5-95 puncta
during a second FM application (Figures 8Cd and 8E). These re-
sults confirm that vesicle trafficking is regulated by the cytosolic
transmitter concentration during sustained recycling activity.

FM-staining at EGFP-expressing varicosities was also specif-
ically examined. A large fraction of these were colabeled by a
fluorescent antibody against the C terminus of VIAAT (42% =+
1.7%; n = 3 experiments; Figure 8D). Comparison of the FM5-
95 fluorescence in EGFP-varicosities and all puncta shows
similar potentiation in the presence of glutamine, as shown in
the inset of Figure 8E, although the absolute fluorescence was
lower at EGFP-expressing varicosities (Figure 8C).

Together, these results confirm that cycling vesicle trafficking
was reduced as cytosolic transmitter is depleted, a mechanism
that preserves GABA resource and a threshold amount of
GABA in released vesicles.

DISCUSSION

The availability of release-ready vesicles is considered the
limiting factor in sustaining Ca®*-evoked exocytosis at small
central synapses (Neher, 2010; Zucker and Regehr, 2002),
although maintaining transmission obviously requires that vesi-
cles be filled with neurotransmitter before release (for review
see Stdhof, 2004). At inhibitory synapses, the VIAAT-mediated
loading process remains poorly characterized, despite evidence
indicating that alterations in GABA release are a presynaptic
source of variability and plasticity (Barberis et al., 2004; Engel
et al., 2001; Frerking et al., 1995).

(E) Time course of IPSC amplitude evoked at 4 Hz for 3,000 APs in a prestimulated neuron (5,000 APs, data not shown). Application of glutamine (2 mM, blue bar)
restored GABA release. The red dashed line is the mean amplitude at the onset of the train. The solid red line is a biexponential fit with T4 =26.4 s and 7, =376 s.

The solid blue line is the fit with a modified Gompertz equation with 7 = 29 s.

(F) CV~2 plotted as function of time for the experiment shown in (E). The lines are the predicted CV~2 for a pure change in q (dotted line), pure change in p (dashed
line), and mixed change (blue solid line). Top panel represents o, the relative fraction for the change in p (p = x* and q = x{" = , where x is the normalized

amplitude).

(G) CV~2-mean relationship for four representative pairs. The mean amplitude and CV 2 were calculated for the last 270 APs of each train and normalized by the
initial value. The lines are the predicted CV~2 for a binomial equation assuming pure change in q (dot line), pure change in p (dashed line), or mixed change

(solid line). The a value is indicated for each pair, see also Figure S5.
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Figure 6. GABA Depletion Decreases the Release Probability

(A) Change in the time course of depression during six (a to f) consecutive 4 Hz trains of 1,000 APs (colored crosses) and recovery (0.1 Hz, gray circles) in a high-
releasing cell. The solid lines represent exponential fits to the data at 0.1 Hz.

(B) Collapse of transmission within 2,500 APs at 4 Hz after recovery by glutamate application (50 uM, data not shown) for the (same cell as in A).

(C) Paired-pulse depression (closed circles) at onset of 4 Hz train, average steady-state amplitude (open circles) for the last 30 APs of each train normalized to the
initial amplitude and cumulative amplitude (closed triangles) for each 4 Hz train normalized by the first value.

(D) Average + SEM paired-pulse depression in control (cont), after GABA depletion (dep), and restoration of GABA supply (rest) for nine pairs with high releasing
properties. Paired t test.

(E) Variance + SEM mean amplitude plot for the recovery at 0.1 Hz after each train as indicated by the same color code as in (A). The solid line represents the fit for
a simple binomial model with pure change in p.

(F) Biexponential fit of the time course of depression for the six 4 Hz trains shown in (A). The first IPSC was disregarded.

(G) Weighted time constants for each train shown in (F).

(H) Average + SEM time course of depression for trains evoked before and after the kinetic transition induced by GABA depletion in nine pairs. The solid line
represents biexponential fits. Inset: average + SEM weighted time constants for the train before and after the transition. Paired t test.
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Somatic GABA Supply Partially Supports VIAAT Loading
at Presynaptic Terminals

We show that sustained vesicle recycling together with whole-
cell dialysis can exhaust all cytosolic sources of GABA when
neurons have access only to D-glucose, as neurons cannot syn-
thesize GABA from D-glucose (Bak et al., 2006). This starvation
condition is opposite to the ad libitum access to glutamine pre-
vailing in culture media (2 mM) or in vivo (~0.5 mM). Although sol-
uble cytosolic factors may have been diluted by prolonged
whole-cell recordings—e.g., GABA stocks, factors involved in
the vesicle cycle (Ertunc et al., 2007; Kraushaar and Jonas,
2000), or GABA synthesis—we showed that the GABA depletion
described here originates mainly from an activity-dependent
consumption of the cytosolic stocks of GABA and its precursors.
This transmitter depletion suggests that the amount of GABA
needed to fill the pool of recycling vesicles is not negligible, as
expected if VIAAT operates near its thermodynamic equilibrium
(1,000-fold accumulation for 1 H*/1 GABA stoichiometry; see
Edwards, 2007).

High concentrations (10-20 mM) of GABA or glutamate in the
presynaptic pipette partially prevented rundown of transmission,
indicating that diffusion from the cell body can supply GABA to
fast recycling vesicle, as shown for glycine at spinal cord and
brainstem synapses (Apostolides and Trussell, 2013; Rousseau
et al., 2008).

GABA Availability Regulates the Vesicle Cycle

It is generally accepted that the vesicle and the transmitter cy-
cles are not directly coupled (Edwards, 2007) because empty
vesicles can undergo futile cycles of exo-/endocytosis (Croft
et al., 2005; Hori and Takahashi, 2012; Parsons et al., 1999; Tab-
ares et al., 2001; Wojcik et al., 2004; Zhou et al., 2000).

However, our data suggest that the accumulation of empty ves-
icles in GABA-depleted synapses during long episodes of stimu-
lation somehow slows their reuse. Quantal analysis of amIPSCs
recorded in Sr®* during GABA depletion shows that their mean
amplitude was maintained well above detection threshold, sug-
gesting that vesicles released an amount of GABA that is equal
to or greater than some minimum. Furthermore, the reduction in
amIPSC frequency and the reduction in release probability sug-
gest that GABA depletion decreased the number of quanta
released, as observed in choline-deprived Aplysia neurons (Pou-
lain et al., 1986) and consistent with the reduction in frequency of
miniature and spontaneous IPSCs produced by inhibition of
GABA synthesis (Engel et al., 2001; Obata et al., 2008).

Our results confirm that rapid filling of recycling vesicles main-
tains the plateau phase of GABA release during repeated stimu-
lation (Ertunc et al., 2007; Kraushaar and Jonas, 2000). Manipu-
lations that compromise vesicle filling either by reducing vesicle
reacidification (Ertunc et al., 2007) or, as shown here, by
depleting cytosolic GABA increase the extent but also the rate
of synaptic depression, suggesting a reduction of the pool of
vesicles available for release. In contrast, increasing the luminal
pH buffer of recycling vesicles generated by miniature IPSCs
was found to reduce their amplitude but not their frequency (Ria-
zanski et al., 2011). These differences argue for an activity-
dependent regulation in the trafficking of empty vesicles. In
agreement, we show a significant reduction in FM5-95 vesicle

labeling in glutamine-depleted neurons that is restored by resup-
plying glutamine.

Reversible reduction of the pool of releasable vesicles may
preserve their filling under limited GABA resources. Recent evi-
dence supports the existence of dynamic exchanges between
pools of cycling and resting vesicles at small central synapses
(see review in Denker and Rizzoli, 2010), for example by regu-
lating the balance of CDK5/calcineurin activity (Kim and Ryan,
2010; Marra et al., 2012).

Critical Roles of Neuronal Transporters for Presynaptic
GABA Supply

After activity-dependent rundown, inhibitory transmission was
restored in minutes by initiating GABA, glutamate, or glutamine
uptake. This clearly demonstrates that presynaptic vesicle
cycling and GABA synthesis remain functional during the
rundown and is in agreement with anatomical evidence indi-
cating that GAT1 (Chiu et al., 2002; Fish et al., 2011), EAAC1
(Conti et al., 1998; He et al., 2000), and SNAT1/SAT1 (Solbu
et al., 2010) are expressed in the axon and terminals of
GABAergic neurons.

In contrast to the critical role of the neuronal glycine trans-
porter GlyT2 in glycinergic transmission (Apostolides and Trus-
sell, 2013; Gomeza et al., 2003; Rousseau et al., 2008), genetic
inactivation and pharmacological inhibition of GAT1, EAAC1, or
SNAT1/SAT1 show that none of these transporters is essential
for vesicular GABA release. Although GAT1 is responsible for
95% GABA uptake in synaptosomes (Chiu et al., 2002), its inac-
tivation in GAT1~/~ knockout mice increased extracellular GABA
without disrupting transmission or GABA accumulation in termi-
nals (Bragina et al., 2008; Chiu et al., 2005; Jensen et al., 2003)
and the behavioral defects phenocopy the clinical side effects
of Tiagabine, an antiepileptic GAT1 inhibitor (Chiu et al., 2005).
Inhibition of EAAC1 decreased the amplitude of miniature and
spontaneous IPSCs in hippocampal slices (Mathews and Dia-
mond, 2003; Sepkuty et al., 2002) and EAAC1 knockdown
induces seizures indicating excitation/inhibition imbalance
(Rothstein et al., 1996; Sepkuty et al., 2002).

Our results show that GABAergic neurons grown in media con-
taining glutamine have the capacity to maintain significant cyto-
solic GABA stores and continue to fill vesicles during the pro-
longed absence of extracellular glutamine. A similar reservoir
was also demonstrated for glutamate in excitatory hippocampal
neurons (Kam and Nicoll, 2007), indicating that it may be a com-
mon feature to glutamine-supplied neurons. This cytosolic GABA
stock and the activity- and age-dependent change in SNAT1/
SAT1 expression (Brown and Mathews, 2010) makes it difficult
to dissect the contribution of the glutamate/glutamine cycle for
GABA vesicular release. Nevertheless previous work has shown
that blocking neuronal glutamine uptake or astrocytic glutamine
synthesis decreased the amplitude of evoked and miniature
GABAergic IPSCs in hippocampal slices (Fricke et al., 2007).

In conclusion, our data show the synergy between GABA,
glutamate, and glutamine transporters and VIAAT-mediated ve-
sicular accumulation of GABA. In addition, our results suggest
that the vesicle cycle adapts to prolonged GABA depletion by
reducing the number of recycling vesicles, thus matching avail-
able GABA resources.

Neuron 80, 143-158, October 2, 2013 ©2013 Elsevier Inc. 153



Neuron

Presynaptic GABA Regulates the Vesicle Cycle

A B _ _
v 60 % e miPsC 40
50 A ® amlPSC
~ = 30 A J d
< g Qw
O)
? § 20 4 o0 o
[ =
< = =
o o €
s} e < 10 4
200 ms 10 1
+
Srz 0 - T 'I T T 1 0 - T v| T T 1
0 250 500 750 1000 0 250 500 750 1000
Time (ms) Time (ms)
a
D 3000 APs @ 1 Hz in Sr** E 40042
z J
£
[0
3 200 |
M 3
€
5 F vy < < .
[N
ks g =
5 min 200 ms 0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
F H J - Time (min)
50 qa_ mIPSC 12 4 I 351 80 1
amIPSC i amIPSC 5 30 -
_. 40 A 10 a @ 60
S Q ] — 60 A
< EN, 8 ooeen € 25 < \
> 30 A > (&) 4 >
g 2 6 9 20 S 40 -
% 20 4 b £l € 151 =
@ g 44 & £
[ s = 10 1 < 20 —=
10 5 g
o 5
=
0 T T T T 1 0 4 ::) 0 - 2 b 0 _ﬁ ﬁ
0 10 20 30 40 50 0 50 100
Time (min) Amplitude (pA) amlPSC  mIPSC
G _ _ K o
40 —— mIPSC 10 1.0
IPSC
o B am b 0.8 08 - .
< 30 A - [0}
e =)
" M 0.6 amIPSC S 06
3 20 & a 5
s © 04 —b 2 04 ke
= 5
109 0.2 € 02| [rxs
0 T T T T 1 0.0 ——T—TT T 7T 0.0 % b b
0 10 20 30 40 50 0 50 100 :;PSC aamIPSC aamIPSC
Time (min) Amplitude (pA) amp. freq. amp.
L 5. In M N
60 - S, 60 4 Gin
ER L g
© = >
E 1 § 40 A g 40 4
g g g
1 - 201 <204 mpsc
—— amlIPSC
0 T T T 1 0 T T T 1 0 T T T 1
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Time (min) Time (min) Time (min)

154 Neuron 80, 143-158, October 2, 2013 ©2013 Elsevier Inc.

(legend on next page)



Neuron
Presynaptic GABA Regulates the Vesicle Cycle

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Primary Neuron Cultures

Neonatal hippocampal neurons derived from heterozygous transgenic mice
from the GAD65_3e/gfp5.5#30 line (Lopez-Bendito et al., 2004) on a C57BL/
6 background were cultured on an astroglial monolayer as described in (Kaech
and Banker, 2006) (for more details, see Supplemental Experimental
Procedures).

Electrophysiology

Paired whole-cell patch-clamp recordings of identified inhibitory connections
were performed at ~30°C in cultured hippocampal neurons (8-20 days
in vitro). Neurons were continuously bathed with an external solution contain-
ing 140 mM NaCl, 2.4 mM KClI, 2 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10 mM glucose, and
10 mM HEPES (pH 7.4). The internal solution for presynaptic neurons con-
tained 155 mM K-gluconate, 4 mM KCI, 0.1 mM EGTA, 5 mM Mg-ATP,
0.2 mM Pyridoxal 5'-phosphate, and 10 mM HEPES adjusted to pH 7.4 with
KOH. The internal solution for the postsynaptic cells contained 140 mM
CsCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10 MM EGTA, 1 mM BAPTA, 5 mM Mg-ATP,
5 mM QX314, and 10 mM HEPES, adjusted to pH 7.4 with CsOH. The osmo-
larities of all solutions were 290-300 mOsm (for more details, see Supple-
mental Experimental Procedures).

Asynchronous Events

Sr?* was substituted for Ca* in the external solution to record miniature-like
asynchronous events at 0.1 or 1 Hz. Data were analyzed offline using SpAcAn
(http://www.spacan.net). Synchronous synaptic responses were detected
during the 10 ms period after the peak of AP. Miniature events were detected
during the 10 s or 1 s sweeps starting 20 ms after the peak of AP. The threshold
was set at 10 pA in most recordings.

Data Analysis
The latency for paired recordings corresponds to the delay between the peak
of the action potential and the maximum of the rising slope of the IPSC. The
IPSC peak amplitudes are plotted as absolute values in time course plot.
The IPSC decay was fitted by the sum of two exponentials:
Ar=A; et/ L A, @=(t-t)/22 where A; and A, are the amplitudes of the
two components and 1 and T, are the time constants. The amplitude-
weighted decay time constant is calculated as: Ty = (A1 71 + Az 72) /A1 + Ag.
The time course for short-term depression was fitted by a sum of exponen-
tials (typically 2) with an offset. The first IPSC in a train was not included
because of its undefined frequency. Recovery at 0.1 Hz was fitted with
mono- or biexponential time course:

At =A0 + A1 (1 — (37040)#r1 ) + A2 (1 — e—(t—to)/72)7

while sigmoid time courses were best fitted using a modified Gombertz equa-
tion:

Ac=Ag+Aee ",

The cumulative amplitude represents the sum of the peak absolute ampli-
tudes of the IPSC evoked during a 4 Hz train. The cumulative IPSC amplitude
for the iy, train is indicated as Cumulative Amplitude;.

Segmented variance was calculated for multiple of three IPSCs with no
overlap. The normalized changes in CV~2 and variance were fitted as function
of time (Figure 5F) or mean amplitude (Figures 5G and 6E) using the set of
equations for a simple binomial model:

A
X=——
npq
VAR=np ¢>x?9(1 — p x%)

cv-2=PX"
1—px«

where n is the apparent number of release sites, p is the apparent release prob-
ability, and q is the apparent quantal size; x corresponds to the amplitude
change, with a fraction x* for p change and x" = # for q change (Kraushaar
and Jonas, 2000).

FM-Based imaging
Recycling synaptic vesicles were labeled with the styryl dye FM5-95 (Molecu-
lar Probes) during a single train of field stimulation using a pair of platinum
wires placed across a 12 mm coverslip (biphasic current pulses of 10 mA using
an A-M system 2100 stimulator). Stimulation protocols consisting of cycles of
1,000 pulses at 4 Hz and 60 pulses at 0.1 Hz, similar to those used to induce
“rundown” in the electrophysiological experiments, were controlled and
chained by PClamp 8 using a Digidata 1200 interfaced with the stimulator.
The external solution contained NBQX (5 uM), MK801 (2 pM), 5,7-Dichloroky-
nurenic acid (5 M), and SR95531 (5 uM) to prevent recurrent activity. All ex-
periments were performed at 28°C-30°C, and FM5-95 (5 uM) was added dur-
ing the final train of stimulation. Surface FM labeling was washed off for 15 min
with control solution + ADVASEP-7 (1 mM) before imaging (see Figure S6).
We used two protocols for depleting the cytosolic stocks of glutamate and
GABA, as shown in Figure S6. First, the glutamine concentration in the growth
media was decreased from 2 mM (control) to 20 uM (glutamine depleted) 2 hr
before electrical field stimulation. Alternatively, the coverslip was stimulated
electrically by seven cycles in the absence of external glutamine and the pres-
ence of glutamate and GABA receptor inhibitors. FM5-95 was added only dur-
ing the seventh train. After image acquisition, electrical stimulation was rein-
stated for one to three trains. Glutamine (2 mM) was applied for 10 min and
a second FM application was carried out during the last train (Figure S6).
Identification of inhibitory synapses at EGFP boutons was carried out using
the VIAAT antibody against the C-term luminal domain, fluorescence labeled
with Oyster-650 (Synaptic System). Although sparse labeling with VIAAT

Figure 7. Quantal Changes Underlying GABA-Dependent Transmission Collapse and Restoration

(A) Representative 1's sweep recorded in Sr?* at the onset of the 1 Hz stimulation shown in (D). A significant evoked IPSC (elPSC) component was still detectable
within a time window of 10 ms after APs (green trace), whereas numerous asynchronous miniature-like IPSCs (amIPSCs, red trace) were detected within a time
window of 200 ms following the AP. mIPSCs were analyzed in a 200 ms time window (blue trace) before AP (black triangle).

(B) Average frequency of mIPSCs (blue) and amIPSCs (red) detected every 20 ms during 1 s sweep for the first 300 APs. The solid line represents the exponential
fit, with a time constant of 110 ms.

(C) Average amplitude of mIPSCs (blue) and amIPSCs (red) detected as in (B).

D) Trace of elPSCs during continuous stimulation (3,000 APs at 1 Hz) in the presence of Sr?*. Inset: representative 1 s sweep at the end of the recording.

E) Time course of the elPSC amplitude at 1 Hz in presence of 2 mM Sr?*.

F and G) Frequency (F) and amplitude (G) of mIPSCs (blue line) and amIPSCs (red line) recorded in the same experiment as in (E).

H and I) Frequency (H) and cumulative distribution function of the amplitude (I) for amIPSCs during 300 sweeps at onset (a, red) and end (b, red dashed).

J) Change in frequency (left) and amplitude (right) for the mIPSCs (blue) and amIPSC (red) recorded at onset (a) and end (b) of the 1 Hz stimulation for ten pairs.
(K) Bar graph of the relative change + SEM of elPSC amplitude (green) and amIPSC amplitude and frequency (red) at onset (a, solid) and end (b, dash) of the 1 Hz
stimulation; paired t test.

(L) Glutamine (2 mM, blue bar) restored the amplitude of elPSC at 0.1 Hz in a GABA predepleted neuron previously stimulated with 7,000 APs (data not shown;
elPSCyepieted/€IPSCinitial = 0.013).

(M and N) Frequency (M) and amplitude (N) of amIPSCs during restoration by glutamine.
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antibody could be observed after one train of electrical field stimulation, more
robust staining was obtained during prolonged incubation with the antibody
(2-12 hr; 0.5 pg/coverslip). We found that 13% + 1.2% (n = 3) of VIAAT(+)-
labeled spots were EGFP(+), in agreement with EGFP being expressed in
transgenic GAD65:EGFP mice only in a subset of interneurons derived from
the caudal-ganglionic eminence (Lépez-Bendito et al., 2004; Tricoire et al.,
2011).

Fluorescence images of FM5-95, EGFP, and Oyster-650 were acquired on
an Olympus IX71 microscope using a 60x LUCPLFLN 0.7 NA objective and
a high-illumination light source (SOLA Lumencor). Images of 1,002 x 1,004
pixels were collected using an iXON 885 ANDOR camera controlled by micro-
manager (NIH). During image acquisition, Mg?* replaced Ca®* in the external
solution to reduce Ca®* dependent exocytosis.

Tenimages were typically acquired for each condition and the quantification
of fluorescence was carried out on raw images using ICY (de Chaumont et al.,
2012). Binary images of FM5-95 and EGFP puncta were generated using the
ICY spot detector plugin (Olivo-Marin, 2002), and FM5-95 fluorescence inten-
sities are the average intensity of individual spots, with an average density of
4 + 0.2 FM spots/100 pm? (n = 15 experiments). Images were processed using
Imaged (NIH). Panel D in Figure 8 was filtered using ICY median filter (half size
of 2).

Statistics

Results are reported as mean + SEM with the sample size indicated in paren-
theses. Student’s t test or Mann-Whitney rank-sum test was used to assess
differences between two related or independent sample groups using Sigma-
Plot software. Asterisks indicate “p < 0.05, “*p < 0.01, and ***p < 0.001. n.s. sig-
nifies no statistical difference.

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Supplemental Information includes Supplemental Experimental Procedures
and six figures and can be found with this article online at http://dx.doi.org/
10.1016/j.neuron.2013.07.021.
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Figure S1: Absence of evoked release at the end of a 4 Hz train in a GABA-depleted
neuron, related to Figures 2A and 2Cg

Individual (top panel) and average (bottom panel) current traces during the seventh train of
stimulation in Figure 2A, recorded at onset (left, 20 sweeps) and at the end (right, 20 sweeps)
of the train. Each sweep represents 80 ms of recording with AP triggered at 11 ms (blue
triangle). A small evoked current is present in a majority of traces at onset, as shown with the
average inward current after the AP. The vertical dashed blue line represents the time of the
peak amplitude taken from the average. In contrast, there is no evoked response by the end of
the train.
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Figure S2: Slow and partial restoration in IPSC amplitude in a GABA depleted neuron
— related to Figure 2

Panels a to h represent the amplitude of the IPSC of the last 4 Hz train of 1000 APs for eight
representative pairs that achieved GABA depletion, defined by >90% reduction of the steady
IPSC amplitude. The amplitude of IPSCs evoked at 0.1 Hz (gray circle) can rise slowly,
suggesting small increase in basal GABA concentration can support the filling of releasable
vesicles.
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Figure S3: Rundown for a pair with large facilitation or evoked by constant stimulation
at 1 Hz, related to Figure 2

(A) 4-Hz trains (bars a to f; crosses with different colors) induced 97.1% rundown for a pair
with large facilitation followed by depression. (B) Cumulative amplitude for the trains (a to d)
shown in A. The cumulative AP numbers after each train are indicated (APs at 0.1 Hz are not
included). (C) Rundown of IPSC amplitude induced by continuous stimulation (3000 APs at
1Hz; light blue crosses; from 1495 + 44 pA (IPSCs: 2-11) to 115 £ 11 pA (IPSCs: 2982-2991;
P <0.001)). Two 4 Hz trains (solid bars: 500 APs) were triggered before (a, blue crosses) and
after (b, pink crosses) the 1 Hz stimulation. (D) Cumulative amplitude for the 4 Hz (solid line)
and 1-Hz (blue dashed lines) stimulations for the cell shown in C. For comparison, the
continuous 3000 APs triggered at 1 Hz were divided into 6 episodes of 500 APs with the
cumulative amplitude reset to 0 for each episode. (E) Relationship between normalized CV™
and mean amplitude (blue circle: group of 50 IPSCs) during the 1 Hz stimulation shown in C.
The dashed line is the unity slope.
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Figure S4: Stable expression of GABA4 receptor during the rundown, related to Figure
2

(A) Traces of currents evoked by action potentials (solid triangle, left panel) and by bath
application of 10 uM GABA (right panel) recorded before (black line) and after (red line)
activity-induced rundown. (B) Amplitudes +SEM evoked by GABA application and by APs
after rundown (red bar; n = 3), normalized to the initial value (black bar).
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Figure S5: Monte carlo simulations for changes in amplitude and CV?, related to
Figures SE and SF.

(A) Depression in IPSC amplitude during prolonged stimulation at 4 Hz and after restoration
by glutamine (same as Figure 5E but plotted as function of AP number). The relative change
(x) in mean amplitude was used as template for the Monte Carlo simulation.

(B-D) Monte Carlo simulations using a binomial model and the relative change in A. The
parameters were optimized with n = 80 release sites, p = 0.62 £ 0.12 and q = 9.52 £ 1.9 pA
with intrasite variability CV = 0.2. The change in amplitude was attributed only in q (B) or

only in p (C) or for mixed change (D) with x* the proportion for p and x"

the proportion for
q (Kraushaar and Jonas, 2000). Top panels: fraction of p change (o). The best fit of CV™
corresponds to a mixed change during the depression and a pure change in q for the late
potentiation induced by glutamine.

(E) Change in CV as function of AP number were calculated for groups of 54 IPSCs (circle)
with segmented variance (average variance of groups of 3 IPSCs with no overlap). The solid
lines are the predicted CV?fora simple binomial model with pure change in q (red line), pure
change in p (green line) and mixed change (blue line) as shown in panels F-H.

(F-H) CV~ calculated from each simulation for group of 54 IPSCs (circle).



A FM5-95 staining protocol for Figure 9A
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Figure S6: Schematic of FMS5-95 staining protocols, related to Figure 8.

(A) Experimental protocols used for the experiments shown in Figure 8A. FM5-95 (5 uM)
was applied during the second 4 Hz train of 1000 pulses with control neurons (left) or with
neurons pre-incubated for two-hours in a low-glutamine (right, 20 pM) containing media.
The stimulation was set at 0.1 Hz between trains.

(B) Experimental protocols used for the experiments shown in Figure 8C. FM5-95 (5 uM)
was applied twice, to examine recycling activity after depletion and application of glutamine
(2 mM). The first FM5-95 application was carried out during the last of seven trains (1000
pulses at 4 Hz) performed in absence of glutamine with control neurons, a depletion protocol
similar to those used in pair recording. After image capture, the same cover slip was
stimulated with the same electrical field stimulation protocol and glutamine was applied for
ten minutes (one to three trains were applied with similar results). The second FMS5-95
application took place during the last train.



2) Supplemental Experimental Procedures

Primary neuron cultures

Briefly, the hippocampi were dissected out from transgenic newborn PO mice killed by
decapitation and incubated for 15 min at 37° C with Papain (20 U/ml) in Hank’s balanced salt
solution supplemented with D-glucose (0.6 % wt/vol), and buffered with 20 mM HEPES at
pH 7.3. Cells were subsequently dissociated by gentle trituration and then plated at a density
of 5% 10* cells/cm®. Neurons were maintained for up to 3 weeks at 37°C in 5% CO2 in
serum-free Neurobasal medium (Neurobasal supplemented with B-27, 2 mM L-glutamine,
and 5 UI-5 pg/ml Penicillin-Streptomycin). Half of the medium was changed every 2-3 days.

Electrophysiology

Action potentials in the presynaptic neuron were triggered at 0.1 Hz or 4 Hz by 5 ms injection
of depolarizing current (300 - 800 pA). IPSCs were recorded at a holding potential of -70 mV,
with AMPA and NMDA receptors blocked by 2 uM NBQX and 5 pM (+)-MK&801. In the
presence of extracellular glutamate, higher concentrations were applied (50 pM NBQX and
10 uM MKS801) together with metabotropic glutamate receptor inhibitors (1 pM
JNJ 16259685, 2 uM MTEP, 2 uM LY-341,495 and 20 uM CPPG). When required, IPSCs
were blocked by 20 pM SR95531 and higher concentration (100 uM) was used when GABA
was added to the external solution. Neuronal GABA transporters (GAT1) were inhibited with
20 uM SKF 89976A. Glutamate transporters were blocked with 4 uM TFB-TBOA in the
presence of 20 uM glutamate.



Résultats III

Régulation de I'approvisionnement en
GABA en fonction de 'activité







lll.1. Les besoins en GABA augmentent pendant une période d’activité
prolongée

Nous avons montré que dans nos conditions d’enregistrement électrophysiologique (i.e. avec
une solution contenant uniquement du D-glucose comme source de carbone), les neurones
GABAergiques ne peuvent pas maintenir trés longtemps une libération vésiculaire sans avoir
acces a une source extracellulaire de GABA ou de glutamate/glutamine. Cet effondrement de la
transmission induit par I'épuisement du stock neuronal de GABA suggere que sa libération
durant chaque événement d’exocytose doit étre compensée pour maintenir la capacité de VIAAT
a remplir les vésicules recyclées en GABA. Nous avons montré que cet approvisionnement
extracellulaire est réalisé par les trois transporteurs pour le GABA, le glutamate et la glutamine.
Une régulation de trafic membranaire des transporteurs pourrait constituer un mécanisme
simple et efficace pour ajuster l'influx au besoin instantané en neurotransmetteurs, besoin qui
varie considérablement en fonction de la fréquence de décharge imposée par le neurone et du
régime d’activité du réseau.

Pour estimer la surconsommation de GABA qu’entraine un train prolongé a 4 Hz par rapport
a la fréquence basale de stimulation a 0,1 Hz (i.e. en prenant en compte les plasticités a court
terme), nous avons représenté pour chaque paire 'amplitude cumulée pendant le premier train
a 4 Hz en fonction de I'amplitude initiale au début du train (i.e. <IPSC;. 40>, moyenne des IPSC; a
[PSC40, Figure 9A). La pente de la relation linéaire (0,5; les IPSCs cumulés et <IPSCz.40> sont
exprimés en pA et nA, respectivement) montre qu’un train de 1000 PAs a 4 Hz est équivalent a
500 fois 'amplitude initiale. En divisant 'amplitude cumulée pendant le train par 'amplitude
cumulée attendue pour une stimulation a 0,1 Hz pendant la méme durée (Figure 9B), on obtient
un index de la surconsommation de GABA pendant toute la durée du train pour chaque paire. La
médiane de cet index est de 18,2 pour le protocole standard de 1000 PAs a 4 Hz. Nous avons
cherché comment les captures extracellulaires du GABA et de ses précurseurs étaient régulées
par 'activité neuronale pour adapter 'approvisionnement des synapses en GABA et faire face a
une telle variation «instantanée » de demande métabolique en neurotransmetteurs.
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Figure 9. L’activité répétée pendant un train a 4 Hz induit une surconsommation de GABA

117



A) Représentation linéaire de I'amplitude cumulée des IPSCs en fonction de I'amplitude moyenne au
début du train (moyenne entre ISPC,_40). La droite de régression (bleue) a une pente de 0,5 (r2= 0,74, n
= 84). La ligne en pointillée représente la pente unité.

B) Diagramme en boite du rapport entre I'amplitude cumulée pendant le premier train de 1000 PAs a 4
Hz et I'amplitude cumulée a 0,1Hz pour la méme période de temps (calculée en multipliant 25 fois
I'amplitude moyenne des 20 premiers IPSCs a 0,1Hz). La ligne pointillée rouge représente la
surconsommation en absence de plasticité, proportionnelle au rapport des fréquences.

lll.2. Régulation de la capture de GABA par I'activité
111.2.1. La restauration du GABA cytosolique par GAT1 dépasse le stock initial

Nous commencons notre étude par GAT1, la capture extracellulaire de GABA étant la voie la
plus directe pour rétablir le stock cytosolique de GABA dans les neurones déplétés (Wang et al
2013). Pour isoler la contribution de GAT1, les neurones doivent étre préalablement épuisés de
leur contenu en neurotransmetteurs par des stimulations répétées a 4 Hz. L’état déplété peut
étre difficile a établir avec des critéres précis, mais une évidence de déplétion cytosolique du
GABA se traduit généralement par un effondrement de 'amplitude stationnaire a 4 Hz associé a
une quasi absence de récupération lorsque la stimulation est arrétée (Figure 10A), produisant
un plateau dans la représentation de I'amplitude cumulée, indiqué par une ligne pointillée
(Figure 10B). La déplétion du stock de neurotransmetteurs est confirmée par la restauration de
la transmission comme le montre la figure 10 pour une application de GABA (100 uM), qui est
observée seulement aprés lavage du SR95531 (100 uM), qui doit étre co-appliqué afin
d’empécher une trop forte activation tonique des récepteurs GABAa (Figures 10A-B). Dans
I'expérience de la figure 10, la capture de GABA potentialise I'amplitude des IPSCs en
comparaison aux valeurs initiales (+26 % a 0,1Hz (2,54 vs 3,21 nA) ; +30% pour la moyenne des
40 premiers IPSCs a 4Hz (<IPSCz.40>: 1,41 vs 1,83 nA); +146 % pour le courant stationnaire
(<IPSCs00.1000> : 241 vs 594 pA) et +245% pour le courant cumulé pendant le premier train (290
vs 1000nA)). Cette potentialisation suggere que la concentration de GABA et sa disponibilité
pour le recyclage seraient plus élevées apres 4 minutes d’activité de GAT1 que dans les
conditions initiales, issues des conditions de culture avec du glutamax, comme précurseur de la
glutamine. Au final, I'amplitude cumulée au cours de la déplétion post restauration (2,09 pA)
excede de 37% la déplétion initiale (1,53 pA). En moyenne, une application de GABA a 100 uM
potentialise I'amplitude cumulée des IPSCs du train suivant directement I'application par
rapport au premier train (2128 + 525 nA vs 1264 + 279 nA, n= 5 paires, p=0.034 paired t-test,
Figure 12).
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Figure 10. GAT1 restaure le stock cytosolique de GABA et potentialise la transmission

A) Amplitude des IPSCs évoqués a 0,1 Hz (points gris) et pendant des trains de stimulation (barres
noires : 1000 PAs a 4 Hz, croix de couleur différente pour chaque train). Le GABA (100 uM, barre verte)
est appliqué en présence de SR95531 (100 uM) pendant 4 minutes (le neurone est stimulé a 0,1 Hz
pendant I'application).

B) Amplitude cumulée des IPSCs de I'expérience représentée en A en fonction du nombre de potentiels
d’action. La ligne pointillée montre I'amplitude cumulée maximale de la déplétion initiale, avant

I'application de GABA.

Une application prolongée de GABA a une concentration saturante pour GAT1 nécessite de
bloquer les récepteurs GABA4s avec une concentration sursaturante de SR95531 (100 uM)
impliquant un lavage trés lent (4 minutes pour I'expérience de la figure 10), période pendant
laquelle I'amplitude des IPSCs ne peut pas étre mesurée. Nous avons considérablement réduit
cette période aveugle en utilisant une chambre de perfusion avec un faible volume mort (87 pl,
Harvard Apparatus) et en divisant par 10 la concentration de GABA (10 uM) et par 20 celle du

SR95531 (5 uM) permettant des temps de lavage rapides (Figure 11).
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Figure 11. Une application de GABA a 10 uM restaure partiellement les stocks cytosoliques

A) Amplitude des IPSCs évoqués a 0,1 Hz (points gris) et pendant des trains de stimulation (barres
noires : 1000 PAs a 4 Hz, croix de couleur différente pour chaque train). Le GABA (10 uM, barre verte) est
appliqué deux fois apres déplétion des stocks cytosoliques, pendant 4 minutes (le neurone est stimulé a
0,1 Hz pendant la premiére application et 4 Hz pendant la deuxieme) en présence de SR95531 (5 uM).
Une troisieme et derniére restauration est réalisée avec la glutamine (2 mM @ 0,1Hz, barre bleue).
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B) Amplitude cumulée des IPSCs en fonction du nombre de potentiels d’action pour |'expérience
représentée en A (méme code couleur pour les trains). Les lignes pointillées montrent I'amplitude
cumulée maximale atteinte pour la déplétion initiale et apres chaque restauration.

La figure 11 montre qu'une application de GABA a 10 pM dans les conditions contrdles
restaure 61,6% (745,7 pA vs 1211,4 pA) de 'amplitude des IPSCs évoqués a 0,1 Hz et 42% de
I'amplitude de <IPSC.40> (285,4 pA vs 676,7 pA). En revanche, le remplissage des vésicules
recyclées pendant le train n’est pas restauré (<IPSCgoo.1000> représente 3,8% de la valeur initiale
(1,54 pA vs 40,03 pA) et I'amplitude cumulée 24% du train initial (41 nA vs 172 nA). La
deuxieme application de GABA est synchronisée avec un train a 4 Hz (méme concentration,
méme durée d’application, Figure 11) ce qui paradoxalement produit une restauration beaucoup
plus faible: seulement 18,5% de l'amplitude a 0,1 Hz (224,4 pA vs 1211,4 pA) et 7 % de
I'amplitude cumulée (12,2 nA vs 172 nA). Pour contréler si d’autres facteurs que le GABA
limitent la restauration, une application de glutamine (2 mM) est effectuée. Cette application
restaure 32% de 'amplitude a 0,1Hz (381,2 pA vs 1211,4 pA) et 42% du cumulé initial (72,1 nA
vs 172 nA), validant la moindre restauration lorsque le GABA est capturé pendant un train de
stimulation.

En moyenne, une application de GABA a 100 uM augmente (+69%) 'amplitude cumulée des
[PSCs du train suivant I'application (2,13 +0,5 pA) par rapport au premier train (1,26 = 0,28 pA,
n= 5 paires, p=0.034 paired t-test, Figure 12). En revanche, une application de 10 pM GABA
pendant 4 minutes permet seulement une restauration partielle (15,2%) de 'amplitude cumulée
(0,35 £0,09 pA) par rapport au premier train (2,28 + 0,49 pA, n= 10 paires, p=0.002 paired t-
test, Figure 12).
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Figure 12. Restauration partielle ou potentialisation de 'amplitude cumulée aprés capture de GABA
Amplitude cumulée des IPSCs pendant le premier et le deuxiéme «rundown», apres 4 minutes
d’application du GABA a 10 uM (gauche, n = 10 paires) et 100 uM (droite, n = 5 paires). Les moyennes
sont en bleues (+SEM), paired t-test.
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111.2.2. L’activité réduit la capture de GABA a faible concentration

La baisse de l'amplitude cumulée apres la deuxieme application dans l'expérience
précédente (Figure 11) suggére une capture plus faible du GABA lorsque celui-ci est appliqué
pendant un train d’activité a 4 Hz. Toutefois la présence de SR95531 (5uM) pendant
I'application empéche de prendre en compte la partie de la restauration qui intervient pendant
la stimulation a 4 Hz, ce qui pourrait contribuer au déficit apparent de 'amplitude cumulée.
Nous avons donc répété cette expérience avec une concentration plus faible de GABA de 2-3 uM
qui ne nécessite pas la présence continue de SR95331, le courant tonique a 2 et 3 uM GABA
ayant une amplitude moyenne de 72 *24 pA (n = 3) et 137 #13 pA (n= 3). De plus, une
concentration extracellulaire de 2-3 pM nous rapproche de la concentration extracellulaire de
GABA dans les conditions physiologiques (Bright et al 2011, Bright & Smart 2013, Kuntz et al
2004).
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Figure 13. Une application de GABA 2 uM pendant un train a 4 Hz ne restaure pas la transmission

A) Amplitude des IPSCs évoqués a 0,1 Hz (cercles gris) et pendant des trains de stimulation (barres
noires : 1000 PAs a 4 Hz, croix de couleur différente pour chaque train). Le GABA (2 uM, barre verte) est
appliqué deux fois apres déplétion du stock cytosolique, pendant 4 minutes (le neurone est stimulé 3 0,1
Hz pendant la premiere application et a 4 Hz pendant la deuxiéme). Une derniére restauration est
réalisée avec la glutamine (500 uM @ 0,1 Hz, barre bleue).

B) Amplitude cumulée des IPSCs en fonction du nombre de potentiels d’action pour I'expérience
représentée en A (méme code couleur pour les trains). La ligne pointillée horizontale marque
I"amplitude cumulée maximale atteinte pour la déplétion initiale.

Dans I'expérience de la figure 13, une premiére application de GABA (2 puM, 4 min a 0,1 Hz)
restaure 48,6% de l'amplitude initiale et 19% de 'amplitude cumulée maximale (615 nA vs
3225 nA). Aprés une seconde déplétion, le GABA est appliqué (méme concentration, méme
durée) pendant un train a 4 Hz. Aucune restauration significative n’est détectée (~1 % de
I'amplitude initiale et 1,6% de 'amplitude de la premiére restauration réalisée a 0,1 Hz (10 nA
vs 615nA) (Figure 14AB). Une application finale de glutamine (500 pM) vérifie que la
transmission peut étre restaurée (19,2 % de I'amplitude initiale).
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Figure 14. La cinétique de restauration dépend de la concentration et n’est pas sensible a un
inhibiteur des récepteurs GABAg

A) Amplitude des IPSCs évoqués a 0,1 Hz (points gris) et a 4 Hz (croix de couleur). Le GABA (2 uM puis 3
UM, barres vertes) est appliqué pendant 6 minutes a 0,1 Hz. Les dix premieres minutes et le premier
train a 4 Hz ne sont pas montrés pour simplifier.

B) Evolution au cours du temps de I'amplitude absolue des IPSCs évoqués en continu a 0,1 Hz (points
gris) et a 4 Hz (croix de couleur). Le GABA 3 uM + CGP55845 1 uM (antagoniste des récepteurs GABAg)
(barre violette) sont appliqués a I'extérieur pendant 7 minutes a 0,1 Hz. Le GABA (3 uM, barre verte) est
appliqué pendant 3 minutes a 0,1 Hz.

Pour vérifier si la concentration cytosolique de GABA produit par une capture extracellulaire
a 2uM est le facteur limitant pour le remplissage vésiculaire par VIAAT, nous avons comparé les
restaurations apres une application de 2 et 3uM pendant 6 minutes (a 0.1 Hz). La figure 14A
montre une potentialisation de la restauration lorsque de la concentration est augmentée
(+114% apreés 6 minutes, 611 pA a 3 uM vs 285 pA a 2 puM), confirmant un couplage entre
I'influx de GABA par GAT1 et son accumulation vésiculaire par VIAAT.

Nous avons vérifié qu'une application de CGP55845, un antagoniste des récepteurs GABAg,
n’altére pas la cinétique de restauration a 3 pM (Figure 14B), en accord avec les résultats
obtenus a de plus fortes concentrations de GABA (Wang et al 2013).

l11.2.3. U'inhibition de la restauration est dépendante du calcium

Un train de potentiel d’action a haute fréquence peut altérer le transport de GABA en
dépolarisant le potentiel de membrane « moyen » ou en augmentant la concentration
intracellulaire de Na* puisque GAT1 est un transporteur électrogénique, couplé au Na*.
Alternativement l'inhibition apparente de GAT1 a 4 Hz peut dépendre du Ca?*, simplement
a cause de la consommation de GABA pendant le train qui est masquée lorsque SR95531 est
présent. Elle pourrait aussi résulter d’'une régulation du trafic membranaire de GAT1, de son
interaction avec la syntaxine ou d'un autre mécanisme dépendant de la signalisation Ca2* (ex :
phosphorylation par la PKC). Nous avons donc comparé les restaurations a 4 Hz aprés des
applications de GABA (10 uM) réalisées en 2 mM ou 0,5 mM Ca?+. La figure 15A montre que
I'amplitude cumulée est 3,3 fois plus grande pendant un train en 0,5 mM Ca2*qu’en 2 mM Ca?+
(Figure 15B), indiquant que la réduction observée est dépendante du Caz+.
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Figure 15. La régulation de la capture de GABA pendant I'activité est dépendante du calcium

A) Amplitude des IPSCs évoqués a 0,1 Hz (points gris) et a 4 Hz (croix de couleur). Le GABA (10 uM+
SR95531 5 uM, barres vertes) est appliqué deux fois pendant 4 minutes a 4 Hz. La concentration de
calcium est abaissée a 0,5 mM deux minutes avant (barre grise) et pendant la premiére application de
GABA ; elle est a la valeur normale (2 mM) lors de la deuxieme application.

B) Amplitude cumulée des IPSCs en fonction du nombre de potentiels d’action pour I'expérience
représentée en A (méme code couleur pour les trains). Les lignes pointillées horizontales marquent les
amplitudes cumulées maximales atteintes pour la déplétion initiale et la premiere restauration.

En moyenne, I'amplitude cumulée des IPSCs a la suite d’'une restauration a 4 Hz en 2 mM Ca2* est
0,6 £0,16 fois celle a 0,1 Hz (n = 15 paires, toutes les concentrations de GABA (2, 10, 100uM) ont
été incluses, paired t-test p =0.003, norm. Wilcoxon signed rank test p =0.008, Figure 16A),
suggérant une capture plus faible de GABA pendant l'activité ou que le déficit de cumulé
provient de sa consommation pendant le train, masquée par la présence de SR95531. Cet effet
est dépendant du calcium car les restaurations ([GABA],=10uM, 4 Hz) réalisées avec
[Ca2*] = 0,5 mM (uniquement pendant l'application de GABA) sont potentialisées par un
facteur 2,6 £ 0,4 (n = 4 paires, paired t-test p = 0.148, norm. Wilcoxon signed rank test, p=0.029,
Figure 16B). Dans deux expériences de restauration réalisées en 0,5 mM Ca?*, on observe
néanmoins une dépression lorsque le GABA (10 uM + SR95531 5 uM) est appliqué pendant un
traina 4 Hz (0,76, n = 2 paires, Figure 16C).
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Figure 16. Résumé des effets du Ca®* et de I'activité sur la restauration du GABA cytosolique par GAT1
A) Graphique montrant 'amplitude cumulée des IPSCs pendant la restauration suite a une application
de GABA (2, 10 ou 100 uM) a 0,1 Hz en condition standard de 2 mM Ca”" et I’'amplitude cumulée totale
obtenue pendant la restauration suite a une méme application a 4 Hz (n= 3, 9, 3 paires). A droite,
normalisation par rapport aux valeurs obtenues a 0,1 Hz.
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B) Graphique montrant a gauche I'amplitude cumulée totale des IPSCs pendant la restauration suite a
une application de GABA (10 uM) a 4 Hz en condition standard de 2 mM Ca’ et I'amplitude cumulée
totale obtenue pendant la restauration suite a une méme application en présence de 0,5 mM ca”™ (n=4
paires). A droite, normalisation par rapport aux valeurs obtenues en 2 mM ca™.

C) Graphique montrant a gauche I'amplitude cumulée totale des IPSCs pendant la restauration suite a
une application de GABA (10 uM) en présence de 0,5 mM ca™ 3 0,1 Hz et 'amplitude cumulée totale
obtenue pendant la restauration suite a une méme application a 4 Hz (n= 2 paires). A droite,
normalisation par rapport aux valeurs obtenues a 0,1 Hz.

Les moyennes sont en bleues + SEM (barres d’erreur).

lll.3. Comparaison des restaurations réalisées par une capture de GABA et
de glutamine a 4 Hz

Bien que les besoins en neurotransmetteur soient multipliés par 18 pendant un train a 4Hz
(Figure 9), le stock issu de la capture de GABA semble paradoxalement diminuer par rapport a la
capture réalisée en condition de stimulation basale. Nous avons donc cherché si la capture de
glutamine pouvait compenser un déficit de recapture par GAT1. La figure 17 compare deux
restaurations produites par une capture de GABA (100 uM) ou de glutamine (2 mM) lors d’une
application de deux minutes pendant un train a 4 Hz. Pour permettre une comparaison directe
des amplitudes cumulées, le GABA et la glutamine ont été appliqués en présence de SR95531
(100 uM) pour ne pas prendre en compte la restauration pendant l'application. Dans
I'expérience décrite figure 17, le GABA restaure 32,9% et la glutamine 46,3% de I'amplitude
initiale des IPSCs a 0,1 Hz. L’amplitude cumulée maximale apreés la capture de GABA correspond
a la moitié (49,4%) de la valeur obtenue pour la glutamine (115 nA vs 233 nA, Figure 17B). Ce
résultat suggére que les transporteurs de glutamine ont la capacité de restaurer le stock
cytosolique en GABA nécessaire au remplissage vésiculaire en GABA pendant les périodes de
forte activité.
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Figure 17. L’activité a 4 Hz potentialise la capture de glutamine

A) Evolution au cours du temps de I'amplitude absolue des IPSCs évoqués en continu a 0,1 Hz (points
gris) et a 4 Hz (croix de couleur). Les applications (2 min) du GABA (100 uM avec SR95531 100 uM, barre
verte) et de la glutamine (2 mM avec SR95531 100 uM, barre bleue) sont synchronisées avec une
stimulation a 4 Hz.

B) Amplitude cumulée des IPSCs en fonction du nombre de potentiels d’action pour I'expérience
représentée en A (méme code couleur pour les trains). Les lignes pointillées horizontales marquent les
amplitudes cumulées maximales atteintes pour la déplétion initiale et la restauration avec le GABA.
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En moyenne, 'amplitude cumulée maximale aprés une application de glutamine a 4 Hz est
30 +14% supérieure a celle de GABA (n = 11 paires, Wilcoxon signed rank test p=0.042, norm.
Paired t-test p=0.036, Figure 18), suggérant un remplissage plus efficace des vésicules suite a la
capture de glutamine lors de I'activité par rapport a celle du GABA.
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Figure 18. Comparaison des restaurations par capture de GABA ou de glutamine pendant I’activité
Graphigue montrant a gauche I'amplitude cumulée totale des IPSCs pendant la restauration suite a une
application de GABA (100 uM) a 4 Hz et 'amplitude cumulée totale obtenue pendant la restauration
suite a une application de glutamine 2 MM a 4 Hz (n= 11 paires). A droite, normalisation par rapport aux
valeurs obtenues pour le GABA. Les moyennes sont en bleues + SEM (barres d’erreur).

lll.4. Potentialisation de la capture de glutamine par I’activité

De multiples évidences suggérent que la glutamine est le précurseur du GABA in vivo. Bien
que nécessitant deux transformations enzymatiques successives pour synthétiser du GABA, nos
résultats attestent que la capture extracellulaire de glutamine restaure I'amplitude des IPSCs
évoqués a 0,1 Hz et 4 Hz dans des neurones préalablement épuisés en GABA (Figure 17 et Wang
et al 2013). Nous avons cherché si la capture de glutamine était régulée par un changement de
régime d’activité. La figure 19 illustre la variation d’amplitude des IPSCs pendant une expérience
de restauration du GABA cytosolique avec un neurone préalablement épuisé en GABA par une
capture de glutamine appliquée pendant une condition d’activité basale puis pendant un train
continu a 4 Hz. L’amplitude cumulée maximale apres chaque application (2 mM, dix minutes,
sans inhibiteur) peut étre considérée comme reflétant la quantité de GABA synthétisée a partir
de la capture extracellulaire de glutamine et disponible comme neurotransmetteur. La premiere
application en condition basale d’activité restaure 76% de I'amplitude initiale des IPSCs a 0,1 Hz
(6348 pA vs 8385 pA) et 86,4% de I'amplitude cumulée (1,9 pA vs 2,2 pA), indiquant une
restauration du stock initial qui n’est pas suffisant pour assurer une libération stationnaire de
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GABA a 4 Hz, comme l'indique I'absence de plateau dans le premier (bleu) et la premiére partie
du troisiéme train (vert, Figures 19A-B). Néanmoins, lorsque la glutamine est appliquée pendant
le train, on observe bien un plateau de 'amplitude des IPSCs qui se maintient a 27% de
<IPSC2.40> (1700 pA vs 6260 pA), jusqu’a la perte de la cellule. L’amplitude cumulée montre une
potentialisation par un facteur 4 de la deuxieme application de glutamine a 4 Hz (7,8 pA) par
rapport a la premiére application a 0,1 Hz (1,9 pA). Notons que dans l'expérience décrite figure
19, la potentialisation est sous-estimée par l'absence de la seconde phase d’épuisement du
GABA, mais que la durée d’application de glutamine est 2,5 a 5 fois plus longue que dans les
autres expériences (2 ou 4 minutes) amplifiant les différences. La moyenne des potentialisations
estde 2,3 £ 0,2 sur 7 paires (paired t-test p<0.001, Figure 23).
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Figure 19. La potentialisation de la capture de glutamine pendant I'activité maintient la libération
stationnaire de GABA

A) Amplitude des IPSCs évoqués a 0,1 Hz (points gris) et a 4 Hz (croix de couleur). La glutamine (2 mM)
(barres bleues) est appliquée deux fois pendant 10 minutes. La deuxiéme application est enchainée a la
déplétion pendant un train continu a 4 Hz (barres noires).

B) L'amplitude cumulée des IPSCs de I'expérience représentée en A avec la premiere ligne en pointillés
(en bas) montrant I'amplitude cumulée depuis le début de la premiere (0,1 Hz) et la deuxieme ligne en
pointillés (en haut) depuis le début de la seconde (4 Hz) application de glutamine.

Le maintien de la libération stationnaire de GABA est en accord avec une potentialisation de
I'influx de glutamine a 4 Hz et donc une augmentation de la concentration de GABA qui facilite le
remplissage des vésicules par VIAAT. En accord, on observe une accélération de la cinétique de
restauration (Figure 20A), la constante de temps (t =94 +13 s, n = 4 paires) étant divisée par 2 a
4 Hz (t=47 16 s, n = 7 paires, t-test p = 0.004, Figure 20B).
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Figure 20. La cinétique de restauration de la transmission par la capture de Gln est plus rapide a 4 Hz
A) Amplitude moyenne des IPSCs évoqués a 0,1 Hz (points violets, n=4) et 4 Hz (points bleus, n=7)
pendant une application de glutamine (2mM, barre bleue). Les lignes rouges représentent le fit avec une
équation de Gompertz.

B) Histogramme des constantes de temps.

La potentialisation de la capture de glutamine (152 nA a 0,1 Hz vs 480 nA a 4 Hz) pour la
production de GABA est spécifique puisque on n’observe pas de différence significative entre les
applications a 0,1 Hz et 4 Hz lorsque la glutamine est remplacée par le glutamate (1336 nAa 0,1
Hz vs 1205 nA a 4 Hz) (Figure 21). La concentration extracellulaire de glutamate étant tres faible
in vivo, une modification de sa capture ne pourrait pas couvrir I'augmentation des besoins en
GABA a 4 Hz.
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Figure 21. La glutamine, mais pas le glutamate, montre une régulation dépendante de I’activité dans
I’approvisionnement en GABA

Les neurones ont été stimulés avec plusieurs trains de 1000 PAs a 4 Hz jusqu’a obtenir une déplétion des
stocks cytosoliques. L’origine des temps a été remise a 0 pour simplifier.

A) Amplitude des IPSCs évoqués a 0,1 Hz (points gris) et a 4 Hz (croix de couleur). La glutamine (2 mM)
(barres bleues) est appliquée deux fois pendant 4 minutes. La deuxiéme application est enchainée a la
déplétion pendant un train continu a 4 Hz (barres noires).

B) L'amplitude cumulée en fonction du nombre PAs pour I'expérience représentée en A (méme code
couleur). La ligne pointillée représente I'amplitude maximale de la premiere restauration (a 0,1 Hz).

C-D) méme protocoles qu’en A, mais avec 50 uM glutamate (barres rouges), en présence d’un cocktail
d’inhibiteurs des récepteurs du glutamate.

Finalement, il nous a été possible de comparer directement sur une méme paire les
restaurations produites par le GABA et la glutamine en fonction du régime d’activité (cinq
déplétions/quatre restaurations). La figure 22 illustre cette expérience résumant I'essentiel des
résultats précédents, puisque 'amplitude cumulée apres la premiere application de GABA a 4 Hz
(142 nA) est 50% inférieure a celle réalisée a 0,1 Hz (294 nA). Inversement, I'application de
glutamine a 4 Hz produit une amplitude cumulée (521 nA) 3,7 fois supérieure a celle
d’application de GABA (142 nA).
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Figure 22. La capture de glutamine permet I'approvisionnement du stock cytosolique de GABA
pendant I'activité

A) Amplitude des IPSCs évoqués a 0,1 Hz (points gris) et a 4 Hz (croix de couleur). Apres la déplétion
initiale, 4 restaurations sont effectuées par des applications (4 min) de GABA (10uM, barres vertes, en
présence de SR95531 5uM) puis avec la glutamine (2mM, barres bleues). La premiére application de
GABA et la deuxieme application de glutamine sont synchronisées avec un train de 1000 PAs a 4 Hz
(barres noires).

B) Amplitude cumulée en fonction du nombre de PAs de I'expérience en A (méme code couleur). Les
quatre lignes pointillées représentent les limites consécutives apres chaque déplétion (initiale, GABA @
0,1Hz, GABA @ 4 Hz, GIn @ 0,1 Hz et GIn @ 4Hz).
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La figure 23 récapitule I'ensemble de ces résultats qui suggérent que 'augmentation de la
capture de glutamine est la voie métabolique préférentielle pour répondre a 'augmentation de
la demande en GABA pendant l'activité. La recapture par GAT1 est diminuée a faible
concentration de GABA, ouvrant la possibilité d'une augmentation de sa fuite hors de la synapse
pendant une activité répétée. La capture de glutamate reste inchangée quel que soit le régime
d’activité appliqué lors de l'application (1,12 £0,17, n =4 paires, paired t-test p=0.533). La
capture de GABA pendant l'activité apparait plus faible qu’a 0,1 Hz (0,6 £0,16, n = 15 paires,
Wilcoxon signed rank test p = 0.008), contrairement a la glutamine dont l'application pendant
'activité potentialise la capture (2,3 +0,2, n=7 paires, Paired t-test p<0.001).
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Figure 23. Effet de I'activité neuronale sur la capture de GABA, glutamate et glutamine

Histogramme de I'amplitude cumulée des IPCSs évoqués aprés une restauration par le GABA (barres
vertes n = 15 paires), glutamate (barres rouges, n = 4 paires) et glutamine (barres bleues, n = 7 paires) a
0,1 Hz et 4 Hz. Les données a 4 Hz sont normalisées par rapport aux valeurs obtenues a 0,1 Hz pour
chaque paire testée. Sigma Plot Paired t-test (glutamate et glutamine) et Wilcoxon signed rank test
(GABA).
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Résultats IV

VGAT-pHluorin




A. B.
—— p— VGAT-pHIuorin

Figure 24. VGAT-pHluorin est accumulée dans les boutons synaptiques
A,B) Images en fluorescence d’un neurone (souris DIV 18X, 60X) cotransfecté avec la DsRed (A) et VGAT-
pHluorin (B). La fluorescence de la VGAT-pHluorin est révélée en présence d’ammonium.

C) Superposition des images GFP et DsRed montrant leur colocalisation.

132



VGAT-pHluorin, un nouvel outil d’investigation de la dynamique des
pools vésiculaires dans les interneurones.

IV.1. Expression de VGAT-pHIluorin dans les neurones inhibiteurs

Une premiere série d’expériences d'imagerie avec la sonde FM5-95, décrite en détail dans le
papier publié a Neuron (Wang et al, 2013), montre que la déplétion des stocks cytosoliques de
neurotransmetteurs diminue considérablement la capture de la sonde FM, comme attendu d’'une
régulation métabolique de I'exocytose/endocytose pour limiter les cycles futiles lorsque les
vésicules sont vides en neurotransmetteur. Cependant, l'utilisation de ces sondes FM se trouve
rapidement limitée pour ce projet car elles ne sont pas spécifiques des neurones inhibiteurs et
ne sont pas adaptées a un suivi en continu de la dynamique vésiculaire. Nous avons donc saisi
I'opportunité d’utiliser une sonde génétiquement encodée, VGAT-pHluorin, développée en 2013
par I'équipe de Susan Voglmaier (UCSF) qui est particulierement bien adaptée pour notre projet
sur les neurones GABAergiques. Je rappellerai brievement que cette sonde contient une EGFP
sensible au pH (pHluorin) fusionnée au domaine luminal de VGAT par un linker TGG, le tout
inséré dans un plasmide pCAGGS (environ 8 Kb). Nous avons par ailleurs utilisé la sonde VGlut1-
pHluorin (don de Susan Voglmaier, UCSF) pour comparer leurs profils d’expression et de
fonctionnement (Sankaranarayanan et al 2000, Santos et al 2013, Voglmaier et al 2006).

Les souris GAD65:eGFP ne pouvant pas étre utilisées pour ce projet, nous avons utilisé des
cultures mixtes d’hippocampe de souris sauvages (OF1) ou de rat (Wistar), plus robustes apres
transfection. En effet, la transfection d’un large plasmide s’est révélée délicate et de nombreux
essais ont été nécessaires pour augmenter son efficacité, diminuer sa toxicité et préserver les
membranes pour les enregistrements en paires.

A cet égard nous avons commencé avec la transfection au phosphate de calcium, qui a été
utilisée avec succeés au laboratoire pour des enregistrements électrophysiologiques longs.
Malgré la recherche de paramétres optimums en faisant varier la densité cellulaire, la quantité
d’ADN et le mode de formation des cristaux de phosphate de calcium, cette technique s’est
révélée infructueuse pour transfecter le plasmide pCAGGS. La transfection par lipofectamine
s’est révélée plus performante et apres avoir optimisé les différents parameétres de transfection,
nous avons pu obtenir en routine une expression de VGAT-pHluorin seule ou combinée avec la
protéine DsRed pour aider a I'identification des cellules transfectées. En effet, la fluorescence
basale des sondes VGAT-pHluorin et VGlutl-pHluorin est trés faible dans les conditions
controles car ces transporteurs vésiculaires ne sont pas normalement présents a la membrane
plasmique, pouvant rendre difficile 'identification des axones transfectés. Dans les faits, lorsque
I'expression de la VGAT-pHluorin fut maitrisée, la fluorescence basale au niveau du corps
cellulaire se révéla suffisante pour sélectionner les cellules avec une forte expression sans
nécessiter de coexpression avec la DsRed.
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IV.1.1. La sonde VGAT-pHIluorin est exprimée dans les boutons synaptiques

L’application d’'une goutte d’ammonium (50 mM) sur une lamelle perfusée produit un « flash »
de fluorescence de la sonde VGAT-pHluorin, révélant son accumulation dans les varicosités
axonales et sa colocalisation avec la DsRed (Figure 24). La fluorescence basale de la sonde VGAT-
pHluorin est seulement ~31% au-dessus du bruit de fond lui-méme tres faible avec notre
caméra, confirmant que la protéine VGAT-pHluorin n’est pas exprimée a la membrane plasmique
dans les conditions controles et réside dans un compartiment intracellulaire acide : le pool de
vésicules des varicosités axonales.

IV.1.2. VGAT-pHluorin est exprimé majoritairement dans les neurones inhibiteurs.
IV.1.2.1. Evidences immunocytochimiques

Nous n’avons pas employé de stratégie particuliere pour exprimer la sonde VGAT-pHluorin dans
les neurones GABAergiques. Le vecteur pCAGGS n’ayant pas de promoteur spécifique, tous les
neurones transfectés sont donc susceptibles d’exprimer la sonde. Si la proportion de neurones
inhibiteurs dans I'’hippocampe (environ 10%) est conservée dans les cultures primaires, il n’est
pas attendu que les neurones GABAergiques expriment majoritairement la VGAT-pHluorin. Nous
avons donc estimé par les techniques d'immunocytochimie, 8 jours apres transfection, la
proportion de neurones exprimant VGAT-pHluorin qui sont GABAergiques. Pour vérifier le
phénotype des neurones transfectés, nous avons réalisé un co-marquage avec un anticorps anti-
GFP et un anticorps anti-GABA (Figure 25) ou un anticorps anti-GAD65/67 (Figure 26). La figure
25 montre deux neurones (fleches blanches) exprimant la sonde VGAT-pHluorin, I'un est
GABAergique, I'autre non. Une quantification dans les cultures primaires d’hippocampe de rat a
DIV15 montre que la proportion des neurones transfectés GABAergiques est de 49,3 + 4,9% (n =
151 neurones, 5 lamelles), soit une valeur tres supérieure a la proportion attendue, rendant
possible l'identification de paires avec un neurone présynaptique GABAergique exprimant
VGAT-pHluorin.

GFP GABA DAPI GFP GABA

Rat DIV15 - VGAT-pHIluorin

Figure 25. Co-marquage de la GFP et du GABA

Immunofluorescence de neurones (rat, DIV15) transfectés avec VGAT-pHIluorin

A) Superposition du marquage GFP, GABA et DAPI .

B) Marquage GFP

C) Marquage GABA. Les fleches blanches montrent deux neurones transfectés par VGAT-pHluorin.
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GFP GAD85/67 GFP GADB5/67 GFP GADG65/67

Rat DIV21 - VGAT-pHIluorin

20 pm

Figure 26. Co-marquage de la GFP et de la GAD65/67
Immunofluorescence de neurones transfectés avec VGAT-pHluorin (rat, DIV21)

A) Image de microscopie confocale au 40X.

B-C) Agrandissements des zones encadrées en pointillé dans le panneau A (zoom numérique 3,17). Les
fleches blanches montrent des évidences de colocalisation de la GFP et de GAD65/67.

Nous avons ensuite voulu examiner la localisation des transporteurs neuronaux dans les
boutons synaptiques exprimant la VGAT-pHluorin. Un co-marquage avec un anticorps anti-
GAT1 montre une colocalisation de GAT1 avec la GFP dans tous les boutons synaptiques (Figure
27B). En revanche, un co-marquage avec un anticorps anti-EAAT3 (Figure 27C) révele une
localisation punctiforme d’EAAT3 (fleches jaunes) qui ne colocalise pas avec la GFP (fleches
blanches). Le marquage d’EAAT3 semble apposé aux boutons marqués par la GFP. Nous avons
réalisé des expériences similaires pour les transporteurs de glutamine mais I'anticorps anti-
SNAT1 choisi s’est révélé non fonctionnel dans nos cultures.

GFP VGAT GFP GAT1 GFP EAAT3

Rat DIV21 - VGAT-pHIluorin

Figure 27. Co-marquage de la GFP et de VGAT, EAAT3 et GAT1

Immunofluorescence en microscopie confocale de neurones transfectés avec VGAT-pHIuorin (rat,
DIV21)

A) Co-marquage GFP/VGAT (40X + zoom numérique 3,16). Les fleches blanches montrent des évidences
de colocalisation GFP et VGAT. Les fleches jaunes montrent un marquage VGAT endogene. La ligne
pointillée blanche délimite un corps cellulaire.

B) Co-marquage GFP/GAT1. Image de microscopie confocale au 40X (zoom numérique 1,6). Les fleches
blanches montrent des évidences de colocalisation GFP et GAT1.

C) Co-marquage GFP/EAAT3 (63X + zoom numérique 1,5). Les fleches blanches montrent un marquage
GFP. Les fleches jaunes montrent un marquage EAAT3.
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IV.1.2.2. Evidences électrophysiologiques

Pour tester directement le phénotype des neurones exprimant la VGAT-pHluorin, j’ai appliqué le
protocole en paire décrit dans la partie I des résultats avec un neurone présynaptique exprimant
VGAT-pHluorin. Sur 53 paires testées (rat et souris) en présence de NBQX et MK801, 34 avaient
une connexion inhibitrice. L'inhibition complete des IPSCs par la gabazine (SR95531, 10 pM)
dans 7 paires sur 7 a confirmé que la majorité des paires transfectées (64%) étaient
GABAergiques (Figure 28). L’origine de cette surreprésentation du phénotype GABAergique n’a
pas été identifiée. Néanmoins, il est probable que la sélection de I’élément présynaptique, qui est
basée sur des critéeres morphologiques et d’expression de la sonde, introduit un biais suffisant
pour expliquer ce taux de succes.

Figure 28. Les neurones VGAT-pHIluorin® libérent du GABA

A-C) Traces du potentiel de membrane du neurone présynaptique (vert) et du courant postsynaptique
(noir), en présence de NBQX (2 uM) et MK-801 (5 uM). Les courants postsynaptiques enregistrés en
présence de NBQX (2 uM) et MK-801 (5 uM) sont bloqués par le SR95531, un inhibiteur spécifique des
récepteurs GABA,. (A) controle ; (B) SR95531 (10 uM) ; (C) lavage.

IV.2. Combiner I'imagerie présynaptique et les enregistrements post
synaptiques pour étudier le cycle et le contenu vésiculaire

IV.2.1. Les contraintes expérimentales

Pour mesurer précisément la fluorescence dans des boutons synaptiques de petite taille
(~1 pm), il était nécessaire d’utiliser un objectif 60X et d’isoler les varicosités exprimant VGAT-
pHluorin dans le champ de la caméra, hors la présence des pipettes de patch ou de stimulation
ainsi que le soma et principaux dendrites des cellules transfectées.

J'ai donc développé une procédure me permettant d’enregistrer la fluorescence présynaptique et
les courants postsynaptiques en paire. Une cellule transfectée est tout d’abord sélectionnée a
I'objectif 40X lorsqu’elle présente une arborisation axonale et une morphologie caractéristique
des neurones inhibiteurs (voir Résultat, partie I, Figure 2). Les varicosités potentiellement
intéressantes sont centrées au 60X en prenant soin de ne pas avoir les pipettes et le soma dans
le champ. Les deux pipettes de patch ou la pipette de stimulation extracellulaire (environ 20 um
au-dessus du soma transfecté) sont ensuite positionnées au 40X ou au 20X pour établir la
configuration cellule entiere, avant de revenir au 60X pour faire la mise au point et commencer
'acquisition.
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IV.2.2. Acquisition et Analyse

L’acquisition de la fluorescence est effectuée avec une caméra CMOS Zyla 4.2 (ANDOR) a grand
champ (2048 x 2048 pixels) pilotée par le logiciel pManager. La fluorescence des varicosités,
analysée avec le logiciel ICY (Institut Pasteur), est moyennée dans des régions d’intérét (ROIs :
region of interest) d’une taille maximale de 9 par 9 pixels (107 nm/pixel), ce qui correspond a
une surface de ~1,15 pm? au 60X, et qui sont centrés sur le pic d’intensité (Figure 29).
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Figure 29. Signal de fluorescence de VGAT-pHluorin dans des boutons synaptiques

A) Condition basale.

B) Au pic de la réponse ammonium.

C) Aprés lavage

D) Agrandissement des deux boutons indiqués par des fleches en B, avec les ROIs correspondantes
(carrés blancs).

E-F) Variation de l'intensité de fluorescence absolue (E) ou en AF (F) en fonction du temps pour 19 ROI
pendant une application d’'ammonium. La moyenne est en bleue. La lighe continue représente le bruit
de fond.
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1V.2.3. Stimulation extracellulaire
IV.2.3.1. VGlutl-pHluorin

Nous avons débuté les essais fonctionnels avec la sonde VGlutl-pHluorin en utilisant une
stimulation de champ entre deux électrodes de platine (Figure 30A). L’intensité et la durée du
pulse sont ajustées au minimum nécessaire pour déclencher un signal de fluorescence. La figure
30B montre la variation de fluorescence de 29 boutons synaptiques lors de trains successifs de
300 stimulations a 20 Hz. La durée de ces enregistrements impose de refaire la mise au point et
de recalculer le FO entre chaque film (représenté par différentes couleurs).

W09 NECX + MK-501
¥ = s s P .
200 '
Y | I
100 |
I [
| l Il~ | |
L \ \
[ 4 LI PL
o 000 2000 3000 4000
Temps (s)
D.
200 NG + MK-80

04 vy \) k‘w.-.ml

[} 1000 2000 3000 4000 S000

Temps (s}

Figure 30. Suivi des cycles d’exo et endocytose par la sonde VGlutl-pHluorin lors de stimulation

extracellulaire a 20 Hz
A-B) Colocalisation de la DsRed et de VGlutl-pHluorin dans un neurone de rat (DIV23 (A) et DIV24 (B))

(20X)

C-D) Variation de I'intensité de fluorescence de VGlutl-pHluorin (moyenne de 29 (A) et 40 (B)
varicosités) lors de stimulation extracellulaire par (C) champ ou (D) pipette de stimulation
extracellulaire. Les barres noires représentent chaque train de stimulation (300 PAs a 20 Hz). L’activité
spontanée a été bloquée en présence de NBQX (2 uM) et MK-801 (5 uM) (barre violette). Deux a trois
trains de stimulation sont appliqués pendant chaque enregistrement correspondant a des couleurs
diffférentes (la valeur de Fq est recalculée pour chaque enregistrement sur la moyenne des 20 images
précédent le premier train de stimulation).

La stimulation de champ ne s’est pas révélée satisfaisante pour déclencher des potentiels
d’action de maniére fiable et efficace, quelques lamelles ne répondant pas. Des stimulations plus
reproductibles ont été obtenues a I'aide d’'une pipette de stimulation externe dont la pointe est
centrée a une vingtaine de microns au-dessus du corps cellulaire du neurone transfecté (Figure
30C). Dans ces deux conditions de stimulation extracellulaire, 'augmentation de la fluorescence
est déclenchée par la stimulation et décroit a son arrét avec une constante de temps t = 47,1 + 7s
(n = 4 trains) pour la stimulation de champ et T = 49,1 + 11,7s (n = 9 trains) pour la pipette de
stimulation (Figure 30BD).
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1V.2.3.2. VGAT-pHluorin

Des résultats similaires ont été obtenus avec des neurones exprimant la sonde VGAT-pHluorin
(Figure 31A-C). La figure 31 montre la réponse obtenue lors de protocoles de train de 300 pulses
a 20 Hz ou 1000 pulses a 4 Hz. Dans les deux conditions de stimulation, 'augmentation de la
fluorescence est déclenchée par la stimulation et décroit a son arrét avec t=54,8 £+9,1s (n=7
trains, 20 Hz) et t = 177 £+30 s (n = 3 trains, 4 Hz). En comparaison de la sonde VGlut1-pHluorin,
le signal de la VGAT-pHluorin est significativement plus faible (Figure 31D).
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Figure 31. Suivi de cycles successifs d’exo et endocytose par la sonde VGAT-pHluorin évoqués par une
stimulation a 20 Hz et 4 Hz avec une pipette externe
A-B) Image au pic d’intensité de fluorescence lors d’une stimulation de 300 PAs a 20 Hz (A) ou 1000 PAs
a 4 Hz (B) des boutons synaptiques d’un neurone transfecté de rat (DIV13, 60X) en présence de NBQX (2

HM) et MK-801 (5 uM).

C) Variation moyenne de l'intensité de fluorescence au cours du temps pour 10 boutons.

D) Statistiques des intensités basales et des réponses évoquées par une stimulation électrique (stim) ou
par une application d’ammonium (NH,) pour les sondes VGlutl-pHluorin et VGAT-pHluorin. Paired t-test
pour les comparaisons entre conditions basales et stimulation (ou NH,), Mann Whitney pour les autres

comparaisons (SigmaPlot). L’histogramme compare les moyennes des réponses (stim-basale ou NH,-

basale, méme code couleur).
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Figure 32. Imagerie présynaptique de VGAT-pHluorin et enregistrement post synaptique en paire

A) Fluorescence de la DsRed pour un neurone (souris, DIV15, 60X) cotransfecté avec VGAT-pHluorin.
B-E) Images de fluorescence en pseudocouleur de la VGAT-pHIluorin en (B) condition contréle, au pic
d’une application NH4 (C, goutte 50 mM) et d’un train de stimulation a 4Hz (D, 1000 PAs) et 20 Hz (E,
600 PAs). (c, d et e) zoom sur les régions indiquées par un rectangle blancen C, D et E.

F) Trace de la variation d’intensité de fluorescence pendant I'application de NH, (12 ROls).

G) Amplitude des IPSCs évoqués a 0,1 Hz (points gris), 4 Hz (croix bleues et vertes) et 20 Hz (croix rouges)
en fonction du temps.

H) Traces de la variation de I'intensité de fluorescence pendant des trains successifs de 1000 PAs a 4 Hz
(haut) et 600 PAs a 20 Hz (bas) (23 ROIs). Les traces des courants postsynaptiques sont alignées en
dessous a la méme échelle de temps.
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IV.2.4. Enregistrements pré- et post-synaptiques : combiner électrophysiologie en paire et
imagerie VGAT-pHluorin

IV.2.4.1. Cultures primaires d’hippocampe de souris

La stimulation extracellulaire n’est pas la méthode idéale pour obtenir une déplétion rapide des
stocks cytosoliques de neurotransmetteurs. En effet, elle n’apporte pas de contribution a la
déplétion du GABA comme le fait la solution intracellulaire de la pipette de patch; elle ne
garantit pas non plus une stimulation spécifique d’'un neurone transfecté du fait de la présence
des nombreux axones et corps cellulaires qui peuvent étre stimulés, ni de déclencher un
potentiel d’action a chaque pulse pendant un train (le potentiel d’action n’est pas enregistré).
Nous avons donc cherché a combiner I'imagerie avec les enregistrements en paire, en utilisant
un neurone présynaptique cotransfecté avec VGAT-pHluorin et la DsRed pour son identification
(Figure 32). L'intensité de fluorescence de la sonde VGAT-pHluorin étant marginalement plus
élevée que le bruit de fond enregistré par la caméra, I'identification, la mise en place et la mise
au point des varicosités sont grandement facilitées par la fluorescence de la Dsred (Figure 32A).
Une application d’ammonium révele la fluorescence punctiforme de VGAT-pHluorin (Figure 32C
et 31F; 268 U.A, n=12) qui est colocalisée avec la DsRed (Figure 32A). La réponse évoquée par
un train de 1000 PAs a 4 Hz, le protocole standard que nous avons employé dans les
enregistrements en paire, induit un signal de fluorescence bien moindre que 'ammonium (27,5
U.A,, n = 23). Le décours est biphasique avec une phase initiale rapide, suivie d'une deuxiéme
phase de montée beaucoup plus lente correspondant a la phase stationnaire des IPSCs (Figure
32H). La fluorescence décroit ensuite vers sa valeur basale a I'arrét de la stimulation avec une
constante de temps de 78,1 s. Une stimulation a 20 Hz induit une réponse plus intense (39,6 UA)
avec une cinétique de retour tres lente (t = 192,3 s). Les traces des courants correspondants a
ces stimulations sont montrées a la méme échelle de temps en figure 32H. On note la plus forte
dépression pendant le train a 20 Hz, correspondant a une réduction de I'amplitude cumulée de
9,5 fois (216,7 nA (4Hz) vs 22,7 nA (20Hz), corrigée pour la différence de PAs). Cette différence
d’amplitude cumulée suggere que le recyclage ne permet pas de maintenir une libération
stationnaire de GABA a 20 Hz. De plus, le pic d’intensité est atteint a la fin du train a 20 Hz
suggérant que la contribution de I'exocytose reste dominante alors que 'amplitude moyenne des
IPSCs est quasi nulle. L'effondrement de 'amplitude des IPSCs a I'arrét du train a 20 Hz suggére
une déplétion en cours des stocks de GABA, ce qui est confirmé par la restauration de
I'amplitude des IPCS aprés une application de glutamine (2ZmM). Malheureusement les données
d’imagerie n’étaient pas été exploitables apres restauration.
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Figure 33. Imagerie de VGAT-pHluorin et enregistrement en paire sur une culture d’hippocampe de
rat

Un enregistrement en paire est réalisé avec un neurone présynaptique exprimant la VGAT-pHluorin. Une
acquisition de la fluorescence (400 ms), 0,5Hz) est réalisée toutes les 2 secondes, simultanément a
I’enregistrement du courant postsynaptique.

A) Images en pseudocouleur de VGAT-pHluorin au pic de la réponse pendant un train de 300 APs a 20Hz
(gauche), puis en condition contrdle a 0,1Hz (centre), et au pic de la réponse pendant un train de 1000
PAs a 4 Hz (droite).

B) Graphique composite de la variation de I'intensité de fluorescence (moyenne de 10 ROls, ligne verte)
et de 'amplitude des IPSCs évoqués a 0,1 Hz (points gris), 20 Hz (croix bleues) et 4 Hz (croix rouges). Les
deux lignes verticales pointillées signalent le début de chaque train de stimulation.

C) Superposition de I'intensité de fluorescence et amplitude des IPSCs (normalisation min-max) en
fonction du temps pour les deux trains de stimulation décrits en B (méme code couleur). Dans le paneau
du milieu, le début du train a 4 Hz est représenté a la méme échelle de temps que celui du haut (20 Hz).
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IV.2.4.2. Cultures primaires d’hippocampe de rat

Des résultats similaires sont obtenus sur une culture d’hippocampe de rat, avec une paire ayant
une connexion GABAergique sensible a la gabazine (Figure 33). Le pic d’intensité de la
fluorescence est trois fois plus élevé a 20 Hz (111 U.A.) qu’a 4 Hz (36 U.A.) et les constantes de
temps a l'arrét de la stimulation sont comparables (t= 21,8s (20 Hz) vs t= 31,1 s (4Hz)).
Inversement, I'amplitude cumulée a 20 Hz représente seulement 10% de la valeur a 4 Hz (134 vs
1345 nA, corrigée pour la différence de PAs). En effet, 'amplitude moyenne des 150 derniers
IPSCs est ~14 fois plus faible a 20 Hz qu’a 4 Hz (66 pA vs 916 pA) suggérant une libération
stationnaire minimale de GABA lorsque les fortes fréquences de décharge sont prolongées. La
comparaison des cinétiques de fluorescence et de dépression des IPSCs a 20 Hz (Figure 33C)
suggere que l'exocytose se poursuit au méme rythme sans réponse postsynaptique significative,
suggérant une exocytose de vésicules avec un contenu en GABA tres dégradé. Cet affaissement
du signal contraste avec 'amplitude robuste des IPSCs enregistrés pendant le train suivant a 4
Hz, suggérant que cette fréquence modérée permet d’assurer un remplissage vésiculaire efficace
(Figure 33C).

Nous avons donc confirmé la faisabilité d’'une approche expérimentale permettant de combiner
imagerie vésiculaire et enregistrement en paire. Les données présentées dans les figures 32 et
33 suggerent que 'imagerie et I'électrophysiologie ont différents optimums de protocoles de
stimulation. Les trains courts a 20 Hz permettent de suivre la phase d’exocytose avec une tres
faible contribution de ’endocytose. En revanche, la faible libération de GABA contribue peu a la
déplétion des stocks. Les longs trains a 4 Hz sont adaptés au suivi du recyclage vésiculaire;
I'intensité de fluorescence mesurée dans les ROIS est nettement plus faible et présente une forte
variabilité individuelle pendant la période stationnaire, pouvant rendre arbitraire leur sélection.
Idéalement, il faudrait donc alterner les deux protocoles pour vérifier si la taille du pool
recyclant (a 20 Hz) décroit avec la déplétion produite par des trains a 4 Hz.
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DISCUSSION







Le but de mon projet de thése a été d’examiner les mécanismes synaptiques permettant
une libération stationnaire de GABA en fonction de I'activité neuronale.

Régulation des transporteurs par I'activité

Les enregistrements électrophysiologiques en paire (interneurones - neurones cibles) que
nous avons réalisés dans des cultures d’hippocampe de souris GAD65:eGFP montrent que la
consommation vésiculaire de GABA épuise entierement les stocks cytosoliques aprés quelques
milliers de potentiels d’action, provoquant un effondrement, en apparence irréversible, de
I'amplitude des IPSCs. Cet épuisement est di au fait que les neurones en condition
d’enregistrement n’ont pas acces a une source exogene directe de GABA ou de ses précurseurs,
ce qui n'est certainement pas le cas in vivo. En effet, une application extracellulaire de GABA
restaure en quelques minutes le recyclage vésiculaire et 'amplitude des IPSCs, indiquant un role
critique des transporteurs de recapture GAT1 pour I'approvisionnement des synapses.

GAT1 est fortement exprimé dans les terminaisons axonales ou il termine la transmission
inhibitrice en recapturant le GABA libéré dans la fente synaptique. Les inhibiteurs de GAT1
comme la tiagabine potentialisent I'inhibition en diminuant la clairance du GABA et sont utilisés
en clinique pour le traitement des épilepsies résistantes. La contribution de cette recapture a
I'homéostasie présynaptique en GABA est en revanche moins bien évaluée in vivo du fait du role
majeur reconnu de la glutamate decarboxylase (Asada et al 1997, Lau & Murthy 2012) et de la
difficulté d’isoler les différentes voies métaboliques d’approvisionnement. L’inactivation génique
de GAT1 n’entraine pas d’altération majeure de la transmission GABAergique (Jensen et al 2003)
et je n'ai pas trouvé d’évidence dans la littérature suggérant un effet présynaptique de la
tiagabine utilisée chroniquement. En prenant avantage de 'incapacité des neurones en culture a
synthétiser du GABA a partir du D-glucose (Yu et al 1983), l'unique source de carbone
métabolisable dans nos conditions d’enregistrement, nous avons pu révéler une contribution
nette de GAT1 a I'approvisionnement en GABA pour le remplissage vésiculaire. Les restaurations
initiales observées pour une concentration non physiologique de GABA (100 uM) ont permis de
montrer une restauration des stocks supérieure a ceux formés a partir de la glutamine extraite
du milieu de culture (qui ne contient pas de GABA et de glutamate). En revanche une
concentration de 10 uM ou de 2 uM permet une restauration partielle du stock de GABA.

Ayant mis en évidence un roéle essentiel des transporteurs du GABA dans
I'approvisionnement en GABA des synapses inhibitrices, nous nous sommes intéressés aux
modalités de cet approvisionnement en fonction du régime d’activité neuronale, puisque les
besoins en GABA sont accrus lors d'une période de forte activité (Figure 9, Résultats III). Pour
estimer la quantité de GABA produit par les transporteurs, j'ai utilisé I'amplitude cumulée
maximale des IPSCs évoqués pendant des protocoles de déplétion comme estimation du stock
cytosolique de GABA. Il est alors possible de comparer la quantité relative de GABA produite
aprés de bréves applications de GABA, glutamate ou glutamine lorsqu’elles sont réalisées
pendant des stimulations a faible ou haute fréquence.

Nous avons observé une diminution de la quantité de GABA libérée lorsque le GABA est

appliqué pendant une stimulation a 4 Hz par rapport a celle a 0,1 Hz (0,6 +0,16 fois). Le stock de
neurotransmetteurs reformé par la capture directe de GABA est donc réduit lorsque le GABA est
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appliqué dans des conditions de forte activité. Cette différence pourrait simplement s’expliquer
par le fait que le GABA capturé lors de son application a 4 Hz soit consommé directement.
Cependant une application a 0,1 Hz de 2 uM de GABA permet le maintien de la transmission
pendant deux trains (Figure 13, Résultats III). Si la capture de GABA avait été similaire dans les
deux conditions de stimulation, la transmission aurait pu étre maintenue pendant un train apres
I'application a 4 Hz. Pour estimer la consommation de GABA pendant le train ou a lieu
I'application, nous effectuons I'application a 4 Hz pour deux concentrations de Ca2* différentes: 2
mM qui est la condition standard et 0,5 mM qui permet de diminuer drastiquement la
probabilité de libération et d’éviter la consommation de GABA pendant I'application. On observe
alors que la quantité de GABA libérée en condition 0,5 mM Ca?* est 2,6 0,4 fois plus grande que
celle en condition 2 mM Ca?+, suggérant une utilisation directe d’'une partie du GABA capturé
pendant I'activité. Néanmoins modifier la concentration de calcium n’influe pas seulement sur la
probabilité de libération, d’autres mécanismes dépendants du calcium peuvent étre modulés
comme la phosphorylation de GAT1 par la PKC, par conséquent des expériences
complémentaires seront nécessaires pour s’assurer d’'une réelle différence dans la capture de
GABA par les transporteurs entre activités a basse fréquence et a haute fréquence. Le trafic de
GAT1 a la membrane peut étre régulé par différentes phosphorylations (Law et al 2000, Quick et
al 2004, Whitworth & Quick 2001) ou son turnover modifié par des interactions protéine-
protéine (Beckman et al 1998, Deken et al 2003, Wang et al 2003). Plusieurs hypotheéses
pourraient alors expliquer cette différence dans la capture : la premiére est une diminution du
nombre de transporteurs présents a la membrane plasmique, et la seconde une diminution du
turnover du transporteur. Pour les transporteurs de GABA, il a été établi que GAT1 peut
interagir avec la syntaxin-1A et que cette interaction diminue le turnover du transporteur
(Beckman et al 1998, Deken et al 2003, Wang et al 2003). Pour démontrer que la capture de
GABA est diminuée pendant une activité soutenue par une interaction avec la syntaxin-1A, une
expérience a envisager serait d’ajouter dans la pipette de patch un peptide d'interaction qui
reconnait le domaine de liaison du transporteur GAT1 a la syntaxin-1A.

La capture de GABA pendant l'activité ne permettant pas d’approvisionner suffisamment
la terminaison pour restaurer la transmission, et ayant déja mis en évidence que la capture de
glutamine ou de glutamate extracellulaire pouvait restaurer le stock cytosolique de GABA, nous
avons étudié la capture de ses deux précurseurs pendant 'activité.

Contrairement a la capture de GABA, le stock de neurotransmetteurs résultant de la
capture de la glutamine et de sa transformation en GABA est potentialisé lorsque la glutamine
est appliquée pendant une période de forte activité (en moyenne par 2,3 * 0,2). De la méme
maniere que pour GAT1, la capture de glutamine peut étre due a une augmentation du turnover
des transporteurs ou a une augmentation du nombre de transporteurs a la membrane
plasmique. Une autre explication plausible a une plus grande quantité de GABA produite
pourrait étre une augmentation de la synthese enzymatique, par exemple par 'inductibilité de la
GAD65 qui pourrait permettre une plus grande production de GABA (Waagepetersen et al
2001). La GAD est la source prédominante de GABA mais il a été montré que l'activité du
neurone n’influe pas sur l'activité enzymatique et/ou le remplissage des vésicules dans les
terminaisons des neurones du noyau cochléaire dorsal (Apostolides & Trussell 2013). En effet
les auteurs observent une potentialisation similaire des IPSCs aprés le décageage de glutamate
en absence ou en présence d’activité. Cependant, ces expériences ont été menées a faible
fréquence de stimulation (1 Hz). A la synapse du calyx de Held, en tranche, il a été montré que la
glutamine captée par les transporteurs présynaptiques du systétme A permettait
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d’approvisionner le stock de glutamate présynaptique (Billups et al 2013). L’expression
fonctionnelle de ces transporteurs est dynamiquement régulée par l'activité, la stimulation
électrique augmente l'insertion des transporteurs a la membrane par une exocytose vésiculaire
dépendante du Ca?*. L’augmentation de la capture de glutamine pendant I'activité dans nos
interneurones en culture pourrait de la méme maniére étre due a une augmentation de leur
expression a la membrane plasmique en période de forte activité. Il faudrait alors bloquer
I'endocytose ou I'exocytose de ces transporteurs pour montrer qu’'une variation du nombre de
transporteurs est a l'origine de la différence de recapture de la glutamine, en bloquant par
exemple 'internalisation des récepteurs en utilisant du Pitstop-1.

La potentialisation de la capture de glutamine lors d’'une période de forte activité n’est pas
observée pour la capture de glutamate. Aucune différence dans 'amplitude cumulée des IPSCs
n’existe entre les deux fréquences, suggérant une capture de glutamate identique (1,12 +0,17).
Ces résultats écartent 'hypothese d’une activité enzymatique de la GAD augmentée par l'activité
puisque si cette hypotheése était valable dans le cas de la glutamine, elle le serait également dans
le cas du glutamate et par conséquent la quantité de GABA libérée suite a une application de
glutamate a 4 Hz serait plus importante que celle a 0,1 Hz. De plus il a été montré que 1)
EAAT3/EEAC1 n’est pas le transporteur de glutamate le plus abondant et qu’il est localisé au
niveau du soma et les dendrites (Holmseth et al 2012); 2) la concentration extracellulaire de
glutamate est tres faible in vivo et 3) le glutamate libéré est recapté a 95% par le transporteur
glial EAAT2/GLT-1 (Tanaka et al 1997), une régulation de la capture neuronale de glutamate
lors d'une période de forte activité ne serait pas aussi efficace qu'une régulation des
transporteurs astrocytaires.

Nos résultats indiquent que les transporteurs de glutamine sont responsables de
I'approvisionnement des varicosités en GABA lorsqu’une activité répétée entraine un recyclage
stationnaire. Le mécanisme moléculaire sous-tendant cette potentialisation reste a déterminer,
I'hypothese la plus probable étant une augmentation du trafic a la membrane des transporteurs
de glutamine SNAT1.

0.1Hz 4 Hz

GABA

GABA

Bilan général de la capture de glutamine, glutamate et GABA en période de faible ou de forte
activité
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Régulation de la taille du pool de vésicules recyclantes en fonction
de la quantité de neurotransmetteurs disponibles

I est généralement accepté que le cycle de neurotransmetteurs et le cycle vésiculaire ne
soient pas directement couplés (Edwards 2007), puisqu'’il a été montré que les vésicules vides
peuvent subir des cycles futiles d’exocytose et endocytose (Croft et al 2005, Parsons et al 1999,
Woijcik et al 2004, Zhou et al 2000). Nos enregistrements en paire lors de protocoles de
déplétion/restauration ont révélé une diminution du nombre de vésicules recyclantes lorsque le
stock cytosolique de GABA est consommé, suggérant une interaction entre le cycle vésiculaire et
celui des neurotransmetteurs (Wang et al 2013).

Une partie de mon travail de thése a donc porté sur I'étude de la dynamique du pool de
vésicules recyclantes. L'’hypothése de travail est que la taille du pool recyclant s’adapte a la
quantité de neurotransmetteurs disponibles dans la terminaison. La diminution du nombre de
vésicules a remplir lorsque la concentration cytosolique de GABA diminue, permet de préserver
un remplissage correct des vésicules qui seront libérées. Une partie des vésicules recyclantes est
alors comme mise en réserve et ces vésicules reviennent dans le pool recyclant lorsque le stock
cytosolique de GABA est rétabli par I'application extracellulaire du GABA ou de l'un de ses
précurseurs.

husﬁné \run.ida pnol.
+GABA/GIu j f

vesicle cycle Recycling vesicle pool

release site release site

cycle cycle

‘lll- release appasius

Hypothése d’une adaptation du nombre de vésicules a la quantité de neurotransmetteurs
disponibles, adapté de (Neher 2010)

Pour mettre en évidence la régulation métabolique du cycle vésiculaire j'ai comparé la
capture de FM5-95, une sonde fluorescente marquant le pool de vésicules recyclantes a la
membrane, dans les terminaisons controles et dans les terminaisons appauvries en GABA
(Figure 8, (Wang et al 2013)). Apres stimulation a haute fréquence, j'ai confirmé la diminution
de ce pool lorsque la concentration de GABA devient limitante pour le remplissage vésiculaire.
Comme dans les expériences d’enregistrements électrophysiologiques en paire, cette inhibition
est réversible aprés restauration des stocks cytosoliques de GABA. Ces résultats ont permis
d’établir un nouveau mode de régulation métabolique de la libération vésiculaire de GABA, qui
permet d’ajuster le pool de vésicules libérables a la disponibilité en neurotransmetteurs (Wang
etal 2013).
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Cependant, cette technique d’imagerie ne permet pas de suivre la dynamique des pools de
vésicules pendant des trains de stimulation successifs. Pour cela, j’ai utilisé une sonde reportrice
VGAT-pHluorin développée dans le groupe de Susan Voglmaier (UCSF) qui permet de suivre les
cycles d’exo/endocytose dans les neurones inhibiteurs. Cette sonde est une protéine de fusion
entre la pHluorin (une GFP sensible au pH) et la partie C-terminale du transporteur vésiculaire
des acides aminés inhibiteurs (VGAT/VIAAT) qui se trouve localisée dans la lumiére des
vésicules ou le pH acide éteint la fluorescence. Ainsi, le signal de fluorescence n’est détecté
qu’apreés exocytose, lorsque la sonde est exposée transitoirement a un pH neutre extracellulaire.
Apres transfection des neurones d’hippocampe de rat ou de souris, la VGAT-pHluorin acquiert
une distribution punctiforme correspondant aux varicosités axonales qui sont révélées par une
bréve application dammonium. A I'inverse, une acidification extracellulaire a peu d’effet sur la
fluorescence basale, confirmant la faible expression de cette sonde a la membrane plasmique en
absence de stimulation.

Afin de corréler la taille du pool de vésicules recyclantes a la disponibilité en
neurotransmetteurs, j’ai réussi a combiner les protocoles de déplétion/restauration dans des
paires avec I'imagerie vésiculaire, en utilisant I'amplitude des IPSCs induits pendant un train de
potentiels d’action comme estimation de la concentration cytosolique de GABA. En enregistrant
les courants induits dans des paires entre un neurone présynaptique transfecté et sa cible, j'ai
vérifié que les neurones exprimant la VGAT-pHluorin étaient GABAergiques, les courants étant
sensibles a la gabazine (SR95531), un antagoniste des récepteurs GABAa. Dans ces expériences,
j’ai pu quantifier les variations de fluorescence de la pHluorin pendant des trains de stimulation
a 20 Hz et a 4 Hz qui permettent de définir les phases d’exocytose et de recyclage stationnaire.
La faisabilité de cette approche étant maintenant démontrée, le but de ce projet est de préciser
comment évolue la dynamique des pools de vésicules recyclantes et de repos pendant les phases
de déplétion et restauration. A terme, le but est d’identifier la nature du senseur métabolique de
cette régulation et de préciser sa localisation cytosolique ou luminale.

En considérant notre hypothése valide, un des résultats attendu par l'utilisation de VGAT-
pHluorin serait une diminution de l'intensité de fluorescence dans les boutons synaptiques lors
d’un train (1000 PAs a 4 Hz) dans le neurone appauvri en GABA par rapport a la fluorescence
initiale observée lors du premier train lorsque les réserves de GABA du neurone sont intactes.
Cette diminution de l'intensité de fluorescence correspondrait a un nombre plus petit de
vésicules subissant I'exocytose, indiquant une diminution de la taille du pool recyclant. Un autre
résultat en accord avec notre hypothese serait un retour de l'intensité de la fluorescence lors
d’un train a la valeur initiale dans les boutons synaptiques apres 'application extracellulaire de
glutamine, de glutamate ou de GABA, correspondant au retour a la taille initiale du pool
recyclant.

Néanmoins, il pourrait de pas y avoir de différence visible dans l'intensité de fluorescence
des boutons synaptiques pendant le train entre les différents états du neurone (initial, appauvri
et restauré) si l'acidification n’a pas lieu dans les vésicules mises en réserve. En effet, si ces
vésicules ne sont pas acidifiées, leur fluorescence ne sera pas éteinte et sera ajoutée a la
fluorescence liée a 'exocytose de vésicules recyclantes. Cependant la fluorescence basale des
boutons pendant la période de stimulation a 0,1 Hz sera augmentée. Une absence de différence
dans l'intensité de fluorescence mesurée pendant un train pourrait aussi s’expliquer par un
défaut d’endocytose, les sondes restent alors au contact du milieu extracellulaire au pH neutre et
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donc fluorescentes. Une application de MES permettrait de distinguer ces deux hypothéses
puisque n’étant pas perméant, il permet d’éteindre uniquement la fluorescence en surface.

Finalement, une question se pose: quel est le senseur métabolique de cette régulation
présynaptique ? Pour répondre a cette question, il faut pouvoir introduire la glutamine et le
glutamate dans le cytosol en évitant leur transformation enzymatique en GABA et introduire le
GABA sans qu'’il ne soit transporté dans les vésicules. Si le senseur métabolique est 'un des deux
précurseurs du GABA ou le GABA lui-méme, leur présence dans le cytosol pourrait induire un
recyclage de vésicules vides. Ceci permettrait de comprendre pourquoi certaines études
observent ce phénomeéne, comme par exemple dans le cas d’'une inhibition de l'acidification
(Zhou et al 2000), d'un KO pour le transporteur vésiculaire (Croft et al 2005) ou d’une inhibition
du transporteur vésiculaire (Parsons et al 1999, Wojcik et al 2004). En effet, dans ces études, le
remplissage des vésicules en neurotransmetteurs est bloqué mais le neurotransmetteur est
toujours présent dans la terminaison.

Une stratégie envisagée serait d’inhiber la synthése enzymatique de GABA. Pour le
glutamate par exemple, I'acide chélidonique pourrait étre ajouté dans la pipette de patch pour
inhiber la GAD (Porter & Martin 1985) et empécher la formation du GABA. Si, suite a
I'épuisement du stock de GABA cytosolique, I'application de glutamate extracellulaire restaure la
taille du pool, le senseur métabolique est le glutamate cytosolique. Pour la glutamine, une
approche similaire utiliserait un inhibiteur de la glutaminase dans la pipette.

Une autre technique possible serait d’introduire des composés cagés dans la pipette de
patch du neurone présynaptique afin d’induire des libérations intracellulaires de GABA ou de
glutamate par photoactivation. En suivant le signal de fluorescence de la pHluorin dans un
neurone préalablement épuisé en GABA, il serait alors possible de détecter si I'un ou l'autre des
composés restaure les cycles d’exocytose/endocytose. Ces expériences pourraient étre répétées
en présence de bafilomycin (inhibiteur de la H* v-ATPase) pour préciser si I'acidification des
vésicules et I'accumulation vésiculaire du GABA jouent un role dans cette régulation.

Mes travaux de thése mettent en évidence de nouveaux mécanismes d’adaptation de
I'approvisionnement aux besoins imposés par le recyclage vésiculaire selon le régime d’activité
des neurones inhibiteurs. En développant et en utilisant des paradigmes expérimentaux
nouveaux, nous montrons que la régulation du cycle vésiculaire passe par une adaptation du
pool de vésicules recyclantes a la disponibilité en neurotransmetteurs, permettant ainsi de
préserver I'équilibre excitation et inhibition dans les réseaux de neurones.
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Résumé

Les interneurones  GABAergiques dans
I'hippocampe forment de petites populations
diverses de neurones inhibiteurs contrélant le
transfert d’'informations dans de larges
ensembles de cellules principales. lIs
compensent leur infériorité numérique par de
vastes arborisations axonales capables de
maintenir une libération vésiculaire de GABA a
haute fréquence, et d’ajuster précisément la
balance entre excitation et inhibition pour
différents régimes d’activité du réseau. Les
petites synapses centrales contiennent un
nombre limité de vésicules synaptiques dont le
recyclage par endocytose est essentiel au
maintien de la transmission pendant une activité
répétée. Le remplissage en GABA de ces
vésicules recyclées est dépendant d'un
approvisionnement des terminaisons en GABA
suffisant pour faire face a la demande de
recyclage créée par lactivitt. Nos résultats
mettent en évidence de nouveaux mécanismes
d’adaptation de I'approvisionnement  aux
besoins imposés par le recyclage vésiculaire
selon le régime d’activité, ainsi qu’'un couplage
direct entre le cycle de neurotransmetteurs et le
cycle vésiculaire. Nous montrons que les
transporteurs de glutamine sont responsables
d’'une potentialisation de [I'approvisionnement
des varicosités en GABA lors d’une activité
répétée, probablement par une augmentation
du nombre de ces transporteurs a la membrane.
En développant et en utilisant des paradigmes
expérimentaux nouveaux, nous montrons que la
régulation métabolique du cycle vésiculaire
passe par une adaptation du pool de vésicules
recyclantes a la disponibilité en
neurotransmetteurs. La nature du senseur de
cette régulation et sa localisation cytosolique ou
luminale restent a déterminer.

Mots Clés

Synapse, GABA, transporteur, recyclage
vésiculaire, électrophysiologie, imagerie

Abstract

In the hippocampus, GABAergic interneurons
represent only 10% of the neuronal population
but are able to synchronize the activity of large
neuronal networks. They compensate their
numerical inferiority by a large axonal
arborization to sustain synaptic activity at high
frequency and adjust the balance between
excitation and inhibition for different regime of
activity. Since small central synapses contain a
limited pool of vesicles, their recycling by
endocytosis is essential to maintain
transmission during repeated activity. The filling
of recycling vesicles with GABA is dependent on
its supply in terminals which should be adjusted
to the demand imposed by vesicular recycling.
Our results reveal new transporter mechanisms
that adapt GABA supply to neuron activity,
suggesting a direct coupling between the
neurotransmitter and the vesicle cycles. We
show that high recycling activity increases
GABA supply, probably by increasing the
number of glutamine transporters at the
membrane. By developing and using FM5-95
and VGAT-pHIluorin with a new experimental
paradigm, we provide evidence for a metabolic
regulation of the vesicle cycle that involves a
dynamic adaptation of the recycling pool to the
neurotransmitter availability. The nature of the
sensor of this regulation and its cytosolic or
luminal location remain to be determined.

Keywords

Synapse, GABA, transporter, vesicle
recycling, electrophysiology, imagery
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