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Au cours de ces dix derniéres années les techniques de la biologie molé-
culaire, du génie génétique et de I'immunologie ont permis d’apporter des
éclairages importants et décisifs a I'étude de la caractérisation, du fonction-
nement et de la différenciation des cellules nerveuses.

Ainsi, la connaisance des messagers chimiques intervenant dans la trans-
mission synaptique s’est considérablement enrichie. En dehors des neuro-
transmetteurs classiques, qui comprennent : l'acétylcholine, les médiateurs
monoaminergiques (norépinéphrine, dopamine, sérotonine, histamine), cer-
tains acides aminés (acide glutamique, acide aspartique) ainsi que l’acide
y-aminobutyrique et la taurine, plus certaines purines, un trés grand nombre
de peptides a fonction neurotransmettrice ont été découverts. On connait
aujourd’hui plus de 25 peptides a chaine courte qui sont localisés dans les
neurones (évidence immunocytochimique) et qui sont susceptibles de pro-
voquer l'inhibition, I’excitation (ou les deux a la fois) au niveau des neurones
« cibles » lorsqu’ils sont appliqués par iontophorese.

Fait remarquable, certains de ces peptides avaient été précédemment mis
en évidence, et leur rdle hormonal bien établi, au niveau d’organes « cibles »
distincts du cerveau (ex. : angiotensine, gastrine). D’autres étaient déja connus
en tant que produits de neurosécrétion (oxytocine, vasopressine, somatosta-
tine, hormone lutéinisante (LH) ou hormone libérant la thyrotropine (LRH).

L’idée se dégage donc peu a peu qu’en dehors de leur fonction hormonale
au sein de certains tissus, ces peptides peuvent, dans d'autres tissus, agir
comme des neurotransmetteurs (substances qui sont libérées directement
au niveau de leur site d’action et non véhiculées sur une grande distance
avant d’agir). Cette situation s’explique peut-&tre si 'on admet qu’une
spécialisation fonctionnelle (cellules neurosécrétrices, cellules nerveuses) se
serait établie au cours de I'évolution, peut-étre & partir d’'un type cellulaire
produisant les deux formes de signaux chimiques.
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L’étude des neuropeptides est entrée aujourd’hui dans une phase trés
active, sans doute du fait de leur attrait pour le pharmacologue. Certains
peptides sont en effet localisés dans des régions du cerveau que l'on pense
étre impliquées dans la perception de la douleur, du plaisir, ou d’émotions
diverses.

En regle générale, I'action des neuropeptides est plus durable que celle
des neurotransmetteurs classiques, mais il convient de préciser que dans
nombre de cas un méme neurone est capable de libérer en méme temps
un neuropeptide et un transmetteur classique (ex. : libération conjointe
d’acétylcholine et de peptide a activité vaso-intestinale ou VIP ; ou encore
de norépinéphrine et de somatostatine). La libération « coordonnée » de ces
deux substances douées d’activités post-synaptiques potentiellement diffé-
rentes suggeére des possibilités nouvelles pour la signalisation au niveau des
cellules cibles. On ne posséde, malheureusement, que des informations trés
fragmentaires sur les récepteurs post-synaptiques « reconnus » par les neuro-
peptides (a I'exclusion toutefois du VIP et des peptides & activité morphino-
mimétique). De plus, les systtmes responsables de 1’élimination des neuro-
peptides, une fois ces derniers combinés aux  récepteurs, commencent a
peine a &tre étudiés (enképhalinases etc.). Parmi les neuropeptides ayant
suscité récemment le plus d’intérét figurent ceux dont les activités res-
semblent a celles des opiacées (peptides opioides). Il s’agit des « endorphines »
et des «enképhalines». Dans notre cours nous avons consacré d’assez
grands développements & I'analyse de leurs propriétés chimiques et de leur
mode d’action. Nous nous sommes également arrétés aux propriétés du
peptide vaso-intestinal (VIP), de la sécrétine, de la substance P et des soma-
tostatines tant au plan pharmacologique que biochimique.

‘L'une des particularités parmi les plus remarquables de ces neuropeptides
est que, dans la plupart des cas, ils sont engendrés par le clivage enzyma-
tique de trés longs précurseurs. Si la Biologie moléculaire, conjuguée a
l'utilisation des traceurs, a permis, dans bien des cas, de caractériser ces
précurseurs, d’élucider pour partie leur séquence, ces travaux se sont
néanmoins heurtés le plus souvent & certaines difficultés liées aux trés faibles
durées de vie métabolique des molécules étudiées.

C’est ici que les techniques du « génie génétique » se sont avérées d’une
extréme fécondité en facilitant le plus souvent l'identification de la séquence
génomique codant pour le trés long précurseur. Ce résultat conduit en
effet & Détablissement par inférence a partir du code génétique de la
séquence polypeptidique correspondante. Dans certains cas il permet ainsi
de compléter trés rapidement certaines données obtenues par le recours aux
techniques plus classiques de la chimie des peptides conjuguées i I’emploi

de la chromatographie de haute pression (HPLC).
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Ainsi le clonage du cDNA correspondant au RNA messager codant pour
la B-endorphine bovine (peptide normalement lié de fagon covalente a
I’ACTH) a permis d’établir rapidement la séquence compléte du précurseur
naturel des (-endorphines, de 'ACTH, des hormones mélanostimulantes
(a, B, y) ainsi que de la B-lipotropine. La séquence « génomique » codant
pour cette proopiomélanocortine a été également déterminée. On a pu pré-
ciser la position des «introns» démontrant leur absence dans la partie
f-endorphinique alors qu’ils interrompent les régions non codantes en 5’.

Dans la méme veine, on a réussi a caractériser tout récemment, grace
au génie génétique, le précurseur a longue chaine, qui, une fois clivé, libére
le mélange des Met- et Leu-enképhalines. Il s’agit bien d'un précurseur
distinct de la proopiomélanocortine.

Nombre de résultats ont été obtenus touchant aux séquences codant pour
les somatostatines, séquences appartenant a une famille multigénique, etc.

Si le génie génétique s’est avéré décisif pour faire progresser nos connais-
sances en matiere de neuropeptides, on peut dire que Iimmunologie
moderne a apporté quant a elle des informations d’importance encore plus
grande, tant sur la diversité des cellules nerveuses que sur leur organisation
et leur développement.

Gréce aux techniques d’immunofluorescence indirecte ou a ’emploi d’anti-
corps couplés a la peroxydase (anticorps dirigés contre des antigénes propres
a tel ou tel type cellulaire), il est désormais possible de caractériser sans
ambiguité les divers types de cellules constitutives du systéme nerveux
central ou périphérique. On connait en effet des antigénes de surface parti-
culiers aux neurones (ex. : «rat neuronal antigen »...), des récepteurs de
toxines (ex. : toxine tétanique) etc., qui permettent de distinguer, au sein
d’une population cellulaire provenant d’'une préparation de tissu nerveux, les
neurones proprement dits des autres cellules. La méme remarque s’applique
aux cellules gliales, en ayant recours a des anticorps dirigés contre la pro-
téine GFA (« glial fibrillary acidic protein ») ou contre les gangliosides (cel-
lules de Schwann, oligodendrocytes)... De méme est-il possible de distinguer
par immunocytochimie les cellules leptoméningées, celles de la microglie, les
fibroblastes etc. (R. Mirsky, M. Cohn et Stallcup ; Y. Netter et A. Koulakoff ;
Y. Netter, A. Koulakoff et F. Couraud ; M. Schachner, etc.). L’utilisation
des anticorps conventionnels conduit d’ailleurs & la mise en évidence, dans
nombre de cas, des neuropeptides sécrétés dans des aires particulieres du
cerveau. Elle a également débouché sur des résultats intéressants touchant
a la caractérisation des contacts synaptiques (anticorps dirigés contre des
anticorps vésiculaires) ou a I’étude de certaines protéines du cervelet [P 400
des cellules de Purkinje (Changeux et collaborateurs)]. Mais c’est, sans
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contredit, I'emploi des anticorps monoclonaux qui a rendu ici les plus
grands services.

Du fait de leur spécificité trés étroite ces réactifs permettent un grand
raffinement dans la caractérisation des neurones sur des bases fonctionnelles.
Ainsi les travaux de Barnstable révélent qu’il est possible de distinguer au
sein du tissu rétinien les couches externes, portées par les cellules photo-
réceptrices (et plus particulierement les cOnes), des couches internes, compo-
sées sans doute par d’autres batteries d’antigénes. Certains anticorps ne
reconnaissent que les cellules gliales propres a la rétine (cellules de Miiller)
mais pas les autres types de cellules gliales.

Poursuivant ces travaux, I’école de Nirenberg a pu montrer qu'en immu-
nisant des souris BalBc avec des extraits rétiniens de poulet, on pouvait
isoler des hybridomes sécrétant un anticorps dirigé spécifiquement contre
un antigéne particulier jouant un rdle considérable dans 'organisation topo-
logique des cellules au cours du développement de la rétine (antigéne TOP).
L’antigéne TOP est distribué en fonction d’un gradient ventro-dorsal régulier
et il y a des raisons de penser qu’il permet aux cellules de se « positionner »
les unes par rapport aux autres.

Mais ce sont, pour une trés large part, les travaux de Zipser et de ses
collaborateurs qui semblent dégager les perspectives les plus vastes. En
préparant des hybridomes a partir de souris immunisées a I'aide de fractions
membranaires provenant du systéme nerveux de la sangsue, ces auteurs
ont caractérisé prés de 400 hybridomes sécrétant des anticorps dirigés contre
les cellules de ce systtme nerveux. 40 anticorps possédent une trés haute
spécificité au point de ne reconnaitre pour chacun d’entre eux qu’un seul
type de neurone, voire un seul neurone, présent dans les ganglions de téte
ou de queue ou dans les ganglions intermédiaires.

On peut donc désormais, griace a l'emploi des anticorps monoclonaux
conjugué aux techniques histologiques et électrophorétiques, analyser non
seulement la distribution topologique des cellules mais encore leurs inter-
actions et leur positionnement au cours du développement embryonnaire.

F. G.

SEMINAIRES

M=¢ Y. NETTER (Paris), Anticorps spécifiques et neurotoxines : leur
application dans l'étude de la complexité cellulaire du tissu nerveux et de
sa maturation ontogénique.
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M. G. RosseLIN (Paris), Le peptide intestinal vasoactif est-il une hormone
ou un neurotransmetteur ?

M. J. MALLET (Orsay), La tyrosine hydroxylase : un marqueur de la
différenciation des neurones catécholaminergiques. Isolement et caractéri-
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ACTIVITES DU LABORATOIRE

BIOCHIMIE CELLULAIRE

Etude du développement des structures associées avec le canal Na+t voltage-
dépendant et de sa fonction dans le systéme nerveux central (Y. BERWALD-
NETTER, D. BEAUDOIN, E. HOUZET, A. KOULAKOFF)

Les canaux Nat voltage-dépendants jouent un rdle essentiel dans le pro-
cessus de la genese et de la propagation du potentiel d’action des cellules
excitables. Au moins trois sites indépendants liant des neurotoxines ont été
identifiés comme parties intégrantes des structures formant ces canaux
le site I lie les inhibiteurs de l'activité du canal (e.g. saxitoxine), le site II
lie des toxines activatrices du canal (e.g. vératridine) et un troisieme site (III)
est associé avec le blocage de I'inactivation du canal conduisant & I'augmen-
tation de durée de I'état actif de celui-ci (p. ex. sous l'effet d’a-toxine de
scorpion).

Nous avons employé ces toxines dans l'’étude de l'ontogenese des struc-
tures associées avec les canaux Nat et de leur fonction, au cours de la
maturation des cellules du systéme nerveux central de la souris feetale. Nos
études ont porté sur les cellules se développant in vivo ou au cours de leur
différenciation in vitro.

Dans un rapport précédent, nous avions fait état de nos résultats obtenus
grice & l'emploi de l'a-toxine de scorpion (a-ScTx) marquée a I'125], La
chronologie d’apparition, le profil d’évolution et les propriétés de liaison
des sites ont été rapportés. Au cours de I'année passée, ces travaux ont été
poursuivis et complétés par I'étude des sites liant la saxitoxine marquée
au 3H, afin de déterminer la relation temporelle et quantitative de I'ex-
pression de ces sites par rapport aux structures liant I'a-ScTx. Les résultats
obtenus indiquent clairement que les deux types de sites sont exprimés de
maniére coordonnée tant sur le plan de leur apparition initiale au cours
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de 'embryogenése que sur le plan de leur évolution ultérieure au cours de
lorganogenése du systeme nerveux central. Le rapport quantitatif des sites
est constant : 3/1 = sites saxitonine / sites a-ScTx. Comme pour I'a-ScTx,
les propriétés de liaison de la 3H-saxitoxine sont stables sur le plan de
laffinité (Kp = 3-6 nM).

Des essais de flux de 22Nat ont été effectués afin de corréler I'expression
des composants structuraux du canal avec sa fonction. Une excellente
concordance temporelle a été trouvée entre 'apparition des sites de liaison
pour les toxines et de la fonctionnalité du canal. Ces essais ont également
permis I'exploration du troisiéme site du canal — sensible aux agonistes telle
la vératridine — pour 1'étude duquel nous ne disposions pas de molécules
marquées aux isotopes radioactifs. L’emploi des agonistes révéla une matu-
ration des sites correspondants, associée avec la différenciation du neurone
et reflétée dans I’accroissement de laffinité de Iactivation du canal.

L’induction neuronale dans le neuroblastome et d’autres systémes (B. CROIZAT,
M.-M. PORTIER, F. BERTHELOT et J.-L. VAYSSIERE)

L’étude approfondie sur le neuroblastome de certains aspects de la neuro-
genése nous a fourni, en grande partie grice & un nouvel inducteur, I’acide
1 méthyl cyclohexane carboxylique (CCA), un certain nombre de résultats
originaux. Le théme central s’articule sur les interactions membrane/cyto-

squelette/ontogenese et fonctions neurales.

Cependant, soucieux de ne pas nous limiter au neuroblastome, qui ne
constitue qu’un modele, nous nous intéressons maintenant & un systéme plus
«normal », les cultures primaires de neurones du ganglion cervical de rat
nouveau-né. Nous abordons également I’étude directe du cerveau de souris.

Les protéines de ces différents systémes sont marquées avec de la méthio-
nine 35S. En comparant les électrophorégrammes des protéines, d’une part,
i) du neuroblastome, ii) des cultures de neurones, iii) des cerveaux de souris
feetales, néonatales et adultes et, d’autre part, du foie et du rein de souris
(Panalyse des protéines du foie et du rein a été faite par P. DENOULET), nous
pouvons a coup slr repérer, sinon identifier pour I'instant, un certain nombre
de marqueurs neuronaux. En outre, les différences, d’ordre quantitatif ou
qualitatif, entre les protéines des trois systémes sont susceptibles de rendre
compte de variations dans I'expression génétique. Citons les espéces qui nous
paraissent les plus intéressantes :

— La protéine B. Nous avons décelé cette protéine dans les cultures
de neurones, le cerveau, ou elle croit du feetus a I'adulte, et a I'état de traces
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dans le neuroblastome. Cette protéine est considérée comme un marqueur
spécifique de la différenciation neurale du tératocarcinome.

— La protéine C,, décelée dans les neurones et le cerveau, ou elle devient
trés importante (au plan quantitatif) chez I'adulte.

— La protéine Y. Rappelons que nous avons décelé Y dans le neuro-
blastome mais non dans des systémes cellulaires d’origine non neurale. L’in-
corporation de méthionine dans Y est trés fortement stimulée par le CCA
lorsque les cellules de neuroblastome adhérent au substrat. Or, nous avons
montré que la neurogenése induite par la drogue est médiée par une série
d’interactions membrane-substrat. On peut éliminer I'hypothése selon la-
quelle Y, qui n’a jamais été décrite, serait une protéine de « transformation »
puisque nous l'avons identifiée par analyse peptidique, dans des neurones
normaux de cultures primaires. Nous préparons l'anticorps contre Y.

A cbté de ces nouveaux systémes, nous continuons I’étude du neuroblastome
ol beaucoup reste a faire, notamment au niveau des mécanismes et sites
d’action du CCA.

Expression génétique de I'énolase spécifique du neurone au cours du déve-
loppement du tissu nerveux (L. LEGAULT-DEMARE, Y. ZEITOUN, N. LAMANDE
et J. KORNBLATT)

Au cours du développement, il se produit dans les neuroblastes une
transition de I'’énolase embryonnaire aa vers I'énolase yy qui est la forme
enzymatique spécifique du neurone adulte. Le méme phénomeéne est observé
bien que partiellement dans des cultures de lignées neuronales en voie
de maturation.

Plus récemment, nous avons établi que durant la différenciation de ces
cellules la stabilité de ces deux antigénes demeure inchangée, la modu-
lation de leur expression dépendant de celle de leurs taux de synthése
respectifs. In vivo et en culture la transition observée entre ces deux formes
énolase parait essentiellement corrélée a un changement de niveau des ARN
messagers correspondants.

Les résultats acquis soulignent la nécessité d’acquérir maintenant les sondes
d’ADN complémentaires spécifiques des ARN messagers de ces protéines
dans le but d’étudier l'organisation de leurs geénes et de progresser dans
Panalyse des mécanismes moléculaires qui contrdlent leur expression. La
recherche et l'obtention de conditions de différenciation en culture favo-
risant une transition plus compléte vers la forme vy devraient permettre
de disposer d’une situation de choix pour étudier in vitro de tels mécanismes
grace aux sondes obtenues.
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Expression de lacétylcholinestérase (AChE) dans les cellules nerveuses en
culture (M. LAZAR)

L’AChE responsable de I'hydrolyse rapide du neurotransmetteur dans les
synapses cholinergiques constitue un marqueur intéressant de la neurogenese.
Jai étudié, en collaboration avec Y. BERWALD-NETTER et I'équipe de J. Mas-
souLIE (Ecole Normale Supérieure), 'évolution quantitative et qualitative de
cet enzyme dans des cultures primaires a long terme de cerveau fcetal de
souris. Il s’est avéré que ces populations cellulaires (exclusivement neuro-
nales dans les conditions de culture employées) sont capables d’exprimer
un programme de maturation de I’AChE trés proche de celui observable
in vivo. On trouve, en particulier, & partir d’'une semaine en culture
— c’est-a-dire au cours d’'une période équivalent au développgment post-natal
in vivo — une accumulation de la forme tétramérique G4 de ’AChE carac-
téristique du cerveau adulte. Ces cultures seront donc trés utiles pour pour-
suivre notre analyse des mécanismes qui contrOlent 'expression des diverses
formes actives de I'TAChE au cours du développement. C’est dans cette
optique que nous avons parallelement effectué, par la technique de mar-
quage de densité, une étude détaillée du métabolisme des formes globulaires
de 'AChE cellulaire et sécrétée dans les cellules de neuroblastome diffé-
renciées.

Etude de I'expression génétique de phéochromocytomes humains (J. ANTREAS-
siAN, C. BENLOT, J. THIBAULT, en collaboration avec X. BERTAGNA et
L. Pique, C.H.U. Cochin, et F. CesseLIN, C.H.U. Pitié)

Sur 10 tumeurs de la glande médullosurrénale, obtenues aprés résection
chirurgicale, ont été effectués les dosages de deux peptides hypophysaires :
la y-LPH et la $-endorphine, de deux peptides opiacés : la Met- et la Leu-
enképhalines, de deux protéines de la syntheése des catécholamines : la tyro-
sine hydroxylase et la dopamine {3-hydroxylase. Toutes ces tumeurs expri-
ment ces marqueurs a un taux élevé mais trés variable d’un tissu a l'autre,
et il ne semble pas y avoir de corrélation dans I'expression génétique de ces
différents marqueurs sauf en ce qui concerne la {3-endorphine et la y-LPH.

L'une de ces tumeurs a servi de matériel d’extraction des RNA mes-
sagers. Il a été possible de caractériser dans les produits de synthese acellu-
laire de ce messager la tyrosine hydroxylase (TH) humaine, qui a pu étre
immunoprécipitée par un antisérum anti-TH de rat; il s’agit, comme pour
le rat, d’'un polypeptide de masse moléculaire 62 000. Parallelement, nous
avons tenté de caractériser le précurseur des enképhalines en protéolysant
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les produits de synthése acellulaire par la trypsine puis la carboxypeptidase.
Les peptides obtenus sont précipités par une double immunoprécipitation
(anti-sérum de lapin, anti-Met-enképhaline et sérum de mouton anti-lapin).
La Met-enképhaline est ensuite caractérisée par chromatographie liquide a
haute pression; nous cherchons actuellement a obtenir un meilleur ren-
dement de la méthode de maniére & pouvoir donner une estimation quanti-

tative du précurseur.

Une troisi¢éme protéine est en cours de caractérisation parmi les produits
de synthése obtenus in vitro : la dopamine §3-hydroxylase, a I'aide d’un anti-
sérum anti-dopamine (-hydroxylase qui nous est fourni par J.-P. Henry
(LB.P.C.).

Purification de la dopamine {3-hydroxylase de rat (C. BENLOT et J. THIBAULT)

A partir de tumeurs PC 12 transplantées chez le rat, nous avons entrepris
la purification de la dopamine f-hydroxylase. Nos résultats préliminaires
révelent des différences entre les caractéristiques moléculaires de 1’enzyme
isolée par nous et celles décrites dans la littérature. Nous nous efforcons
d’éclaircir ces points.

Activation du tissu adipeux brun (Y. KUSTER et J. THIBAULT, en collabo-
ration avec D. RIQUIER, laboratoire de Physiologie Comparée, Paris VI)

Nous avons abordé, avec l'outil de la synthése acellulaire qu’est le lysat
de réticulocytes, I'’étude de I'expression génétique des tissus adipeux bruns
de rat soumis au froid ou porteur de phéochromocytome (PC 12). Les
premiers résultats réveélent un important bouleversement des populations de
RNA messagers, et quelques marqueurs protéiques sont en cours de carac-
térisation.

CYTOSQUELETTE ET MOTILITE

Au cours de cette année, I’équipe de M™ A. Oromucki (E.R. n° 230,
C.N.R.S.) s’est occupée principalement des problemes du cytosquelette et,
en particulier, des facteurs cellulaires impliqués dans différents événements
motiles.
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1. - Plaquettes sanguines humaines

On sait que les protéines contractiles et tout particulierement lactine sont
impliquées dans le fonctionnement des plaquettes durant 'hémostase. Notre
recherche comprend deux approches : nous essayons, d’une part, de mettre
en évidence et d’isoler des plaquettes des facteurs protéiniques qui, en inter-
agissant avec l'actine, sont susceptibles de modifier I'état structural de
celle-ci ; d’autre part, nous étudions les modifications des protéines du cyto-
squelette lors de l'activation de la plaquette. '

1. Régulation de I'état structural de lactine

a) a-actinine plaquettaire (F. LANDON et A. OLOMUCKI)

Nous avons précédemment obtenu, a partir des plaquettes sanguines, une
protéine ayant de nombreuses propriétés physicochimiques en commun avec
I'a-actinine musculaire. Cette année, nous avons réussi a la purifier avec un
bon rendement et a compléter I'étude de ses propriétés. C'est, tout comme
I'a-actinine de muscle, un dimére d’environ 200 000 daltons, se présentant
a I'état natif sous la forme d’un bitonnet (microscopie électronique). Cette
protéine différe des o-actinines musculaires par la présence des isoformes et,
surtout, par la sensibilité au calcium de son action de gélification de l'actine.
Cette derniére propriété semble étre une caractéristique des o-actinines non
musculaires.

b) Protéines régulant la polymérisation de lactine
(M. Couk, F. TuoME et A. OLOMUCKI)

Nous avons isolé des extraits plaquettaires deux facteurs protéiniques
(A et B) inhibant la polymérisation de l’actine in vitro. L’inhibiteur A contient
deux polypeptides majeurs, I'un de 90000 et lautre de 42 000 (actine),
formant un complexe trés stable. Ce facteur, tout comme la villine, la
gelsoline ou la fragmine, isolées d’autres cellules, accélére la phase de
nucléation et ralentit la phase d’élongation des filaments d’actine au cours
de sa polymérisation. L’inhibiteur B contenant un polypeptide majeur de
74 000 inhibe la polymérisation de l'actine de fagon analogue a celle des
cytochalasines.

2. Activation de la plaquette par 'ADP (DANG BA PHO)

Nous avons synthétisé deux analogues de I’ADP susceptibles de se fixer
de facon covalente sur les récepteurs membranaires de I’ADP.



— 257 —

L’o-ADP, dialdéhyde obtenu par l'oxydation de 'ADP avec le periodate,
est un activateur des plaquettes. Par un de ses groupements aldéhydes, il
pourrait former avec un groupement -NH, du récepteur membranaire une
base de Schiff, susceptible d’étre ensuite tritiée pour donner un marquage
covalent et radioactif. Cependant, la tritiation des plaquettes en présence de
cet activateur n’a pas donné lieu a un tel marquage. Ceci peut &tre dii soit
a l'absence de groupement -NH, capable de réagir, soit a l'intervention de
I'ensemble des deux groupements aldéhydes dans la réaction, donnant un
produit saturé.

L’azido-ADP, dont nous avons dii remettre au point la synthése, est
aussi un activateur.- Sa photolyse donne naissance & un nitréne trés réactif
capable de s’attacher au récepteur. Nous essayons actuellement d’obtenir

un marquage spécifique par cet analogue.

II. - Division cellulaire : formation de I'anneau contractile (C. ORIOL-AUDIT)

L’anneau contractile, qui est T'organelle de clivage de la cellule, est
constitué par l'alignement de filaments d’actine. Sur la base d’expériences
réalisées in vivo par des auteurs étrangers et in vitro par nous-mémes, nous
avons proposé que les polyamines biologiques sont les inducteurs de I'anneau

N

contractile. Des études physicochimiques nous ont amené a montrer que
cet anneau pourrait étre induit par les polyamines a partir de filaments
d’actine préformés en moins d’'une minute. L’anneau contractile pourrait étre
immédiatement désorganisé sous l'action de 'ATP et reformé a nouveau
par une nouvelle addition de polyamines. Ce phénomeéne cyclique de poly-
mérisation-dépolymérisation est en accord avec les observations faites in

vivo sur la cytokinése.

III. - Octopine déshydrogénase (ODH)

1. Comparaison de 'ODH de Pecten maximus avec les ODH
d’autres organismes (M.O. MONNEUSE, L. FOorT et A. OLOMUCKI)

En collaboration avec P. Dando (Plymouth, Angleterre) et en utilisant des
anticorps dirigés contre les deux isoformes de I'enzyme de P. maximus,
nous avons obtenu des résultats qui montrent que I'ODH de P. maximus
semble avoir une structure globale voisine de celles des animaux phylo-
génétiquement proches, et qu’elle présenterait une homologie conformation-
nelle avec l'isoenzyme assurant la méme fonction (oxydation de NADH et
formation de l'octopine) chez des mollusques beaucoup plus évolués. Ce
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résultat fait supposer lexistence d’une structure commune a des espéces
éloignées, correspondant a une fonction catalytique donnée de I'ODH se
traduisant par une parenté antigénique.

2. Cristallisation de I'enzyme (C. DUBORD et A. OLOMUCKI)

Nous avons entrepris, en collaboration avec I'’équipe de M. Bouteille
(Laboratoire de Pathologie Cellulaire, ER n° 189, C.N.R.S.), une étude
des cristaux de FODH au microscope électronique a haute résolution.

CHIMIE BIOORGANIQUE

L’équipe de M. OLoMuUCKI a poursuivi des recherches sur de nouvelles
méthodes de modification chimique des bases des acides nucléiques. Rap-
pelons que lorsqu’on traite l'adénosine dans des conditions douces par un
ester acétylénique chloré, la base purique engendre un dérivé tricyclique
contenant comme chaine latérale un groupement chlorométhyle et pouvant
exister sous forme de deux isoméres, dont 'un est photolabile. La synthése
du réactif permettant cette modification, I’ester chlorotétrolique, a été consi-
dérablement simplifiée, rendant ce composé-clef facilement accessible. Cer-
tains analogues halogénométhylés des nucléosides étant connus pour leurs
activités antitumorales, les deux dérivés de l’adénosine ont été testés a
I'Institut Pasteur par J.C. Chermann ; ils n’ont cependant pas montré d’acti-
vité protectrice contre le développement de la leucémie L1210 chez la
souris, et seulement un faible effet sur le virus de Friend polycythémiant.
L’étude de la structure des deux isomeres par diffraction des rayons X,
effectuée par le professeur F. Durant & 1'Université de Namur, a apporté
des données utiles a I’élaboration de molécules semblables pouvant s’inter-
caler dans les acides nucléiques.

En collaboration avec P. Rouzé de I'LLN.R.A., un travail a été entrepris
visant a détecter 'octopine ou ses analogues structuraux (substrats de la
lysopine-déshydrogénase présente dans la tumeur végétale « crown-gall ») nar
des méthodes immunochimiques (ELISA). Dans ce but, le dérivé chloro-
acétylé de T'acide octopinique a été synthétisé pour étre couplé, d'une part,
4 une molécule immunogeéne (RNase A) et, d’autre part, a un enzyme (f-galac-
tosidase) servant a la détection.

L’étude des propriétés du groupement chloro-o,0’-dinitrophényle et de ses
applications en chimie des protéines a été complétée et achevée.
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ENDOCRINOLOGIE

Le groupe de recherche dirigé par le professeur R. MICHEL a poursuivi
ses travaux sur la biochimie thyroidienne.

1. Biosynthése de la corticostérone et de l'aldostérone
chez le rat thyroidectomisé

Nous avons antérieurement établi que la thyroidectomie provoque un
ralentissement des mécanismes d’hydroxylation du cholestérol et de la
formation de la prégnénolone et de la progestérone. Ces recherches ont été
étendues a Dlétude des effets de I'hypothyroidie sur la biosynthése de la
corticostérone et de l’aldostérone.

La transformation de la progestérone en desoxycorticostérone comporte
une réaction microsomiale d’hydroxylation en 21 qui est réduite chez le rat
thyroidectomisé. Les travaux montrent également que la desoxycorticostérone
est hydroxylée en corticostérone plus lentement chez I’animal thyroidecto-
misé, ce qui explique la baisse de la concentration plasmatique de cette
hormone.

Les mitochondries corticosurrénaliennes sont capables d’assurer la bio-
synthése de 18-hydroxycorticostérone et d’aldostérone, a partir de la corti-
costérone en l'absence de NADPH exogéne, mais en présence de substrats
respiratoires. Chez I'animal thyréoprive, les activités de la 18-hydroxylase
et de la 18-deshydrogénase sont significativement diminuées, ce qui a pour
conséquence une baisse du taux d’aldostérone responsable, sans doute, des
troubles de I'équilibre hydrominéral. L’état thyroidien, qui intervient préfé-
rentiellement sur le métabolisme énergétique de la mitochondrie, influence
aussi la réactivité de la 18-hydroxylase comme il affecte celle des systémes
de coupure de la chaine latérale du cholestérol ainsi que celle de la 11B-
hydroxylase. Le syst¢éme de transformation de la 18-hydroxycorticostérone
en aldostérone est également diminué par la thyroidectomie, ce qui s’explique
par le fait que la réaction enzymatique ne serait pas catalysée par une
deshydrogénase mais plutdt par une oxydase mixte, qui est liée au méta-
bolisme énergétique mitochondrial comme toutes les oxydases.

2. Activités de divers thyromimétiques

Les travaux ont consisté i étudier d’une part les effets de Pl'acide 3,5,3'-
triiodothyroacétique (TRIAC) sur la biosynthése protéique chez le rat géné-
tiquement obése et, d’autre part, les activités de la 3,5-diméthyl-3’-isopropyl-
L-thyronine (DIMIT) chez le rat thyroidectomisé.
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a) Rat génétiquement obése

L’administration de TRIAC a la ratte génétiquement obeése ralentit la
prise de poids sans modifier cependant les teneurs des diverses fractions
lipidiques du sérum. On pouvait supposer que le ralentissement de la crois-
sance pondérale provenait d’'un catabolisme activé des protéines. Les recher- -
ches entreprises ont consisté a administrer de la L-leucine 4C et de la
L-leucine 3H a des temps différents et a déterminer le rapport des radio-
activités 3H/14C dans les protéines de divers tissus, en particulier du muscle.

La radioactivit¢é 3H injectée la veille du sacrifice de I'animal exprime
principalement la biosynthése des protéines ; celle du 1#C administré 6 jours
auparavant permet d’estimer leur catabolisme. Le rapport 3H/4C traduit
ainsi la vitesse de renouvellement relative des protéines, qui est d’autant plus
élevée que la valeur du rapport est plus grande. Les valeurs de ces rapports
déterminés avec divers tissus et en particulier avec le muscle squelettique
sont les mémes chez les rattes obéses non traitées ou chez celles recevant
du TRIAC pendant un mois. Ces résultats montrent que le métabolisme
protéique n’est pas affecté par ce métabolite de la 3,5,3-triiodo-L-thyronine
(T3) chez les obeses. Il est probable que la baisse de poids provienne d’une
stimulation du catabolisme des glucides.

b) Effets de la DIMIT chez le rat thyroidectomisé

Nous avons comparé les effets de la DIMIT a ceux de la L-thyroxine (T,)
ou de T; chez le rat hypothyroidien. Les hormones et leur dérivé sont admi-
nistrés en injection quotidienne ou par diffusion continue au moyen d’une
minipompe osmotique.

La DIMIT rétablit d’'une part la croissance pondérale et, d’autre part, le
métabolisme de base avant et apres adrénaline, diminués par ’hypothyroidie.
Son effet au niveau mitochondrial est similaire a celui des iodothyronines
puisqu’elle augmente les vitesses respiratoires des particules isolées. Il convient
toutefois de remarquer que l'activité de la DIMIT est sans doute beaucoup
plus faible que celle de T, ou de Ty puisque les expériences ont été effectuées

avec des doses relativement élevées.

En conclusion, notre travail établit que la DIMIT posséde les principales
propriétés des hormones thyroidiennes, qu'elle agit de fagon directe puisque
les essais ont été réalisés chez des animaux thyréoprives et, enfin, que la
présence d’iode n’est pas indispensable & Plactivité thyromimétique.
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3. Influence de la thyroidectomie sur les propriétés
des particules subcellulaires

Les expériences ont été réalisées avec des particules subcellulaires céré-
brales et musculaires. Le cerveau adulte a été considéré pendant longtemps
comme peu sensible a I'état thyroidien. Les difficultés que l'on rencontre
dans I’étude des propriétés des particules subcellulaires et surtout des mito-
chondries tiennent au fait que leurs systémes enzymatiques sont trés sensibles
a Panoxie. Nous avons donc mis au point une technique rapide d’isolement
des mitochondries du cortex cérébral. Nous avons trouvé que I’hypothy-
roidie provoque une diminution de la vitesse respiratoire des mitochondries
isolées du cerveau de rat. La préparation des noyaux cérébraux a été réalisée.
L’activité de 'ARN polymérase est diminuée apreés thyroidectomie. Ces
résultats montrent que le cerveau du rat adulte est affecté par les hormones
thyroidiennes.
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