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L 'année dernière, les principes généraux du développement synaptique 

avaient été exposés sur l 'exemple type de la jonction nerf mo teu r - muscle 

strié. Il en était ressorti que plusieurs catégories de signaux chimiques diffu-

sibles interviennent dans la régulat ion de ce développement. Le propos du 

cours de cette année a été d'étudier, d 'une manière plus générale, les facteurs 

chimiques de la différenciation et de la croissance de la cellule nerveuse. 

Le neurone, c o m m e toute cellule de l 'organisme, possède noyau, mi tochon-

dries, re t iculum endoplasmique et corps de Golgi ; il s'en distingue par la 

présence de prolongements ramifiés ou neurites : axone et dendrites. Le 

volume des neurites peut être beaucoup plus impor tant que celui du corps 

cellulaire p roprement dit ou soma. C'est ainsi que dans le cas de la cellule 

de Purkinje du cervelet, le vo lume de l 'axone peut at te indre 238 000 μm3, 

celui des dendrites 30 500 μm3 alors que celui du soma n'est q u e de 

16 000 μm3. L ' a rb re dendri t ique de la cellule de Purkinje reçoit de l 'ordre 

de 80 000 contacts synaptiques. D 'une manière générale, chaque neurone du 

système nerveux central reçoit et établit plusieurs milliers, voire plusieurs 

dizaines de milliers de synapses réalisant un réseau connectionnel d 'une 

extrême complexité. 

Dans quelle mesure un réseau aussi complexe est-il « reproduct ible » : 

par rappor t au plan de symétrie d 'un m ê m e individu et d 'un individu à 

l 'autre ? U n e des causes principales de la variabilité des organismes vivants 

est l 'hétérogénéité du matériel génétique au sein des populat ions naturelles. 

Pour l 'éliminer, Levinthal et ses col laborateurs se sont tournés vers des 

individus génétiquement homogènes obtenus par reproduct ion par thénogéné-

t ique : un poisson tropical , Poecilia formosa, et un crustacé, la puce d'eau, 

Daphnia magna. Chez P. formosa, les nerfs optiques croisent complètement . 

Ce croisement peut évidemment avoir lieu de deux manières différentes. Sur 

100 an imaux examinés, les fibres droites passent sur les gauches dans 66 cas, 

les droites sur les gauches pour le reste. U n e variabilité existe donc à ce 

niveau bien qu 'une disposition prédomine sur l 'autre. L'œil et le ganglion 

optique de D. magna ont été débités en coupes sériées, observées en microsco-
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pie électronique, et l 'arborisat ion axonale des cellules réceptrices reconsti tuée 
à part i r de plusieurs individus. Œil et ganglion opt ique compor ten t u n n o m b r e 
fixe de cellules et chaque neurone peut être ainsi étiqueté. Pour u n m ê m e 
neurone, une variabilité dans la topologie de l 'arborisat ion axonale existe 
entre la droi te et la gauche mais elle est moins impor tan te que celle que 
l 'on observe d 'un individu à l 'autre. La variabili té por te sur le n o m b r e absolu 
de synapses, le schéma connectionnel est maintenu. Chez des individus généti­
quement homogènes , une fluctuation intrinsèque de l 'organisation synaptique 
est présente mais est de caractère plus quanti tat if que qualitatif. 

Sur le p lan biochimique, u n neurone part iculier ne synthétise et ne libère 
qu ' un seul neuro- t ransmet teur (règle de Dale) . Plusieurs exceptions notables 
ont été rapportées par Hokfel t dans le cas où l 'un des neuro- t ransmet teurs 
est u n peptide. Pa r contre, en règle générale, u n neurone donné por te à sa 
surface une mosaïque de récepteurs pour des neuro- t ransmet teurs différents. 
Le phénomène d'hypersensibilité de dénervation, classique dans le cas du 
muscle squelettique, a aussi été démont ré dans le cas du neurone avec les 
neurones parasympathiques du septum du cœur de grenouille (Kuffler). 

L a ségrégation des cellules ectoblastiques à part ir desquelles se différencie 
l 'ébauche nerveuse est très précoce. Dans l 'embryon de poulet , à la 2 0 e heure, 
le tube neural est formé. La mise en place des corps neuroniques du système 
nerveux central de l 'adulte à part ir des neuroblastes du tube neural s'effectue 
à la suite d 'étapes de prolifération et de m o r t cellulaire, de migra t ion et de 
différenciation (en particulier du type de neuro- t ransmet teur) ; finalement, a 
lieu la poussée des neurites. U n e idée simple, mais peut-être naïve, est que 
les neuro- t ransmet teurs , qui , chez l 'adulte, servent de signaux dans la t rans­
mission synaptique agissent aussi c o m m e facteurs de régulat ion et de diffé­
renciat ion embryonnaire . 

Dès la fin du X I X e siècle, il était reconnu que l 'environnement ionique de 
l ' embryon affecte son développement . Par exemple, le l i thium (8 X 1 0 - 2 M) 
ajouté à l 'eau de mer provoque une anomal ie de la gastrulat ion de l 'embryon 
d'oursin. L ' endoderme prend une taille excessive et s'évagine. C'est le phéno­
mène de l 'exogastrulation. Le sulfocyanure de sodium a l'effet opposé. Lorsque 
l 'on t ra i te des jeunes gastrulas de t r i ton ou d'axolotl par le l i thium, la corde 
disparaît puis, pour des actions fortes, le cerveau et les annexes sensorielles. 
In vitro, une ébauche d 'épiderme de gastrula de grenouille exposée aux ions 
L i + , N a + ou C a + + produi t des cellules nerveuses. La balance ionique agit 
d 'une manière crit ique sur la différenciation précoce des cellules nerveuses. 
Or, les neuro- t ransmet teurs sont connus pour régler cette balance ionique ; 
sont-ils eux-mêmes des signaux de différenciation embryonnai re ? 
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1) les neuro- t ransmet teurs acétylcholine, épinéphrine, norépinéphrine, dopa-

mine et sur tout sérotonine sont détectés dans les embryons d 'oursin à des 

stades très précoces : la concentrat ion de sérotonine, en particulier, est du 

même ordre de grandeur que celle du tissu nerveux de l 'adulte (Buznikov). 

2) des agents pharmacologiques , neuro- t ransmet teurs ou composés connus 

pour modifier leur métabol isme ou leur act ion affectent les étapes précoces 

d u développement de l'œuf d 'oursin : clivage e t / o u gastrulation. La séroto-

nine et ses dérivés sont part icul ièrement actifs dans ce sens. 

3) des récepteurs pharmacologiques pour divers neuro- t ransmet teurs existent 

dans la m e m b r a n e de l'œuf de Xénope . L 'acétylcholine p rovoque la dépola-

risation (suivie de désensibilisation) de l'œuf de Xénope ; cet effet n'est pas 

bloqué par le curare mais par l 'atropine. Dans les mêmes condit ions, la 

sérotonine, la dopamine et l 'adrénaline provoquent une hyperpolarisat ion 

(Miledi). 

L'injection de nicotine (agoniste du récepteur cholinergique nicotinique), 

dans le sac vitellin d 'embryons de poulet entre le 2 e et le 4 e jour d ' incubation 

provoque u n raccourcissement et une torsion de la région cervicale de 

l ' embryon (Landauer) . Le premier signe de l'effet de la nicotine est une 

torsion de la corde qui prend un aspect méandr i forme puis le tube neural 

prend le m ê m e aspect sinueux, enfin les vertèbres se télescopent. L'allonge-

ment anormal de la corde est dû à l 'augmentat ion du n o m b r e de divisions 

cellulaires. En présence de nicotine le n o m b r e total des cellules passe de 

873 à 1 044 (Strudel). L'effet de la nicotine est b loqué par la d- tubocurar ine 

et la toxine α de Naja. Il met donc en jeu u n récepteur nicotinique semblable 

à celui de la jonction neuromuscula i re (Strudel). Les méthodes histochimiques 

et les dosages biochimiques révèlent la présence de catécholamines dans la 

corde. Les agonistes cholinergiques, dont la nicotine, p rovoquent un accroisse-

ment de leur synthèse. D e plus, les antagonistes du récepteur β-adrénergique 

(propranolol par exemple) protègent contre l'effet de la nicotine. Sans aucun 

dou te les neuro- t ransmet teurs acétylcholine et catécholamines interviennent 

comme signaux de la régulation. U n schéma possible, mais qui reste à démon-

trer, est que l 'acétylcholine libérée par le tube neural p rovoque la synthèse 

et la l ibération de catécholamines par les cellules de la corde ; une fois 

libérées, les catécholamines st imuleraient la prolifération de ces mêmes 

cellules. 

U n effet éventuel des catécholamines sur la prolifération cellulaire dans 

le cerveau du rat a été suggéré par Balasz et ses collaborateurs. La réserpine 

(qui p rovoque la l ibération de catécholamines et de sérotonine) injectée chez 

le rat nouveau-né p rovoque une diminut ion de l ' incorporat ion de thymidine 

dans l ' A D N qui n'est pas s implement due à une sous-al imentat ion des ratons. 

La phase G 1 du cycle de division cellulaire semble préférentiellement allongée. 
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Ces expériences ne permet tent pas de démont re r si le neuro- t ransmet teur 
agit directement sur la division cellulaire ou par l ' intermédiaire de relais 
hormonaux . Enfin, ce sont principalement les cellules gliales qui , dans le 
cerveau, se divisent après la naissance et seraient affectées par la réserpine. 

* 
** 

U n des traits les plus manifestes de la différenciation du neurone est le 
type de neuro- t ransmet teur qu'i l synthétise. Les dérivés de la crête neurale 
consti tuent u n matériel de choix pour caractériser les facteurs de cette 
différenciation élémentaire. Suivant la région de l 'embryon, les cellules de 
la crête neurale peuvent donner des neurones parasympathiques cholinergiques 
(Somites 1-7, Somite 28 et suivant) ou or thosympathiques adrénergiques 
(Somites 7-28). Les cellules chromaffines de la médul losurrénale dérivent de 
la crête neurale située entre les Somites 18 et 24. U n e m ê m e cellule de la 
crête neurale peut-elle, indifféremment, donner naissance à un neurone adré-
nergique ou cholinergique ? Afin de répondre à cette question, Nicole 
Le Doua r in et ses col laborateurs ont t iré profit des différences de s t ructure 
existant entre les noyaux des cellules somatiques de caille et de poulet. Des 
cellules de caille transplantées dans l 'embryon de poulet (et réciproquement) 
peuvent être facilement repérées. C'est ainsi que, par t ransplantat ion hétéro-
typique (de caille à poulet) et hétérotopique (d 'une région à l 'autre de 
l 'embryon) on démont re que des cellules de la crête neurale qui, dans les 
condit ions normales , donnent naissance à des neurones cholinergiques peuvent, 
après t ransplantat ion, p rodui re des neurones adrénergiques et réc iproquement) . 
La déterminat ion du type de t ransmet teur a lieu après la migrat ion des 
neuroblastes. 

P. Pat terson et ses col laborateurs ont mis au point une mé thode de culture 
in vitro de neurones sympathiques (ganglion cervical supérieur) qui a conduit 
à la mise en évidence d 'un facteur diffusible responsable de la déterminat ion 
adrénergique ou cholinergique. Différentes condit ions de culture permet tent 
d 'obtenir des neurones purs ou mélangés à des cellules satellites (gliales en 
particulier) . Ces neurones purs synthétisent des catécholamines mais pas 
d'acétylcholine. Ils synthétisent par contre de l 'acétylcholine s'ils sont cultivés 
en présence de cellules gliales. Le milieu de culture de cellules non neuronales 
ajouté à une culture de cellules neuronales p rovoque l 'appari t ion du caractère 
cholinergique et la disparition concomitante du caractère adrénergique. 
Spontanément , les neuroblastes sympathiques acquièrent le caractère adréner­
gique ; les cellules gliales secrètent un facteur diffusible qui les oriente vers 
une différenciation cholinergique. Ce facteur a été purifié 350 fois à part i r 
du milieu de cul ture de cellules cardiaques de rat . C'est une protéine basique 
de masse moléculaire supérieure à 50 000 daltons. 

Fa i t remarquable , la « réceptivité » des neuroblastes en culture au facteur 
cholinergique est fonction du potentiel de membrane . L a dépolarisat ion des 
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neuroblastes en culture par les ions K + (20 m M ) diminue 70 fois le taux 

de synthèse d 'ACh, de m ê m e qu 'un au t re agent dépolarisant la vératr idine, 

ou m ê m e la s t imulat ion électrique. Il semble que la dépolarisat ion du neurone 

p rovoque l 'entrée de C a + + qui sert de signal interne réglant l 'expression 

du caractère cholinergique induite par le facteur présent dans le milieu 

condit ionné. 

La transi t ion de l 'état adrénergique à l 'état cholinergique se fait de façon 

brutale. On peut toutefois saisir des neurones dans un état où ils synthé-

tisent les deux t ransmet teurs à la fois (Furshpan) . Ces neurones forment 

des synapses avec eux-mêmes (autapses), bloquées par l 'hexamethonium (donc 

cholinergique) et avec des myocytes en culture, bloquées par le propranolol 

(donc adrénergique) . Il s'agit vraisemblablement de neurones en train de 

passer de l 'état cholinergique à l 'état adrénergique. 

*** 

En 1948, Bueker, u n étudiant de V. Hamburge r , constate qu 'une t u m e u r 

du sarcome 180 implantée dans la paroi d ' embryon de poulet de 3 jours 

devient innervée par des fibres issues d'un ganglion sensoriel adjacent qui , 

lui-même, s 'hypertrophie. Cet te observation reprise par Ri ta Levi-Montalcini 

et V. H a m b u r g e r allait conduire à la mise en évidence d 'un facteur diffusible, 

émis par la tumeur , et responsable de la croissance des fibres nerveuses. U n e 

des étapes essentielles de l ' identification de ce facteur, ou « nerve growth 

factor » ( N G F ) fut la mise au point d 'un test in vitro. U n ganglion sympa-

thique (ou sensoriel) est mis en cul ture en milieu nutritif. Après 12 heures 

en présence de N G F un halo de fibres nerveuses se forme au tour du ganglion 

et son diamètre peut être pris comme une mesure de la quant i té de N G F 

présent. Le N G F a été purifié par Stanley Cohen à part ir de venin de serpent 

puis de glande sous-maxillaire de souris mâle . C'est une protéine de coefficient 

de sédimentat ion 2,5 S et masse moléculaire 26 500. Elle est consti tuée par 

l 'assemblage de deux chaînes identiques de 118 acides aminés dont la séquence 

est connue ( N H 2 terminal sérine, C O O H terminal arginine). Le dimère est 

la forme active du N G F mais le monomère , après pontage covalent sur 

des granules de Sépharose semble lui aussi avoir une activité biologique. La 

chaîne du N G F présente des analogies de s t ructure remarquables avec la 

pro-insuline. 

Dans la glande sous-maxillaire le dimère (β N G F ) se t rouve associé à 

deux autres types de protéine : 2 sous-unités α (masse moléculaire 26 500) 

et deux sous-unités y (masse moléculaire 26 000) (Shooter) . La sous-unité 

γ est u n enzyme qui ressemble à la trypsine et qui pourra i t intervenir dans 

la ma tura t ion par coupure protéolyt ique d 'un précurseur du N G F ou pro-

N G F (masse moléculaire de la chaîne 22 000). Le rôle de la sous-unité α est 

inconnu. 

11 
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Le récepteur du N G F a pu être mis en évidence sur des neurones sensoriels 
d ' embryon de poulet à l 'aide d 'un dérivé iodé du N G F qui a conservé tou te 
son activité biologique. Les constantes cinétiques d'association et de dissocia­
t ion ainsi que la constante de dissociation à l 'équilibre (2.6 X 1 0 - 1 0 M ) 
du N G F pour son récepteur sont très voisines de celle de l'insuline pour 
son récepteur. Le récepteur du N G F n'est présent que sur les deux cibles 
privilégiées du N G F : les neurones des ganglions sensoriels et sympathiques. 
Il est aussi beaucoup plus abondan t sur les neurones d 'embryon jeune 
(8-14 jours) que d 'embryon âgé (16-21 jours). 

Les premières observations de R. Levi-Montalcini sur le rat nouveau-né 
ont m o n t r é que l'injection de N G F provoque un accroissement de volume 
du ganglion cervical supérieur d 'un facteur 3,5, d 'un accroissement de 
d iamètre des neurones d'un facteur 1,3 et d 'une accélération de la différen­
ciation de ces mêmes neurones. Deux hypothèses pouvaient rendre compte 
de l 'accroissement de volume observé : 1) une st imulat ion de la division des 
neuroblastes, 2) une stabilisation des somas neuroniques les protégeant contre 
la m o r t neuronale . Plusieurs artifices accélèrent la mor t spontanée des neurones 
immatures : l 'injection de sérum a n t i - N G F ( immunosympathectomie) , de 
6-hydroxydopamine (poison spécifique des terminaisons adrénergiques), de 
vinblastine (alcaloïde de la Pervenche qui désorganise les microtubules) ou 
la section des axones. Dans tous les cas, N G F protège contre cette accélé­
ra t ion provoquée de la m o r t neuronale . Dans les condit ions normales , le 
n o m b r e total de neurones du ganglion cervical supérieur passe, chez le rat , 
de 21 000, à la naissance, à 13 000, 90 jours après celle-ci. L'injection 
néonata le de N G F prévient cette m o r t spontanée. Toutefois , cet effet n'est 
pas suffisant pour expliquer l ' augmentat ion du volume du ganglion : celui-ci 
est dû à une augmenta t ion spectaculaire (6 fois) du n o m b r e des cellules 
non neuronales. 

L'effet de l 'axotomie sur la m o r t neuronale peut s'expliquer sur la base 
d 'un t ranspor t ré t rograde de N G F de la cible vers le soma. En injectant 
du N G F m a r q u é dans l'œil on mont re effectivement un t ranspor t de celui-ci 
jusqu 'au ganglion cervical supérieur à une vitesse de 2,5 m m à l 'heure ! 
Le t ranspor t ré t rograde est condi t ionné par la présence de sites de haute 
affinité sur les terminaisons nerveuses. Par exemple, la peroxydase du raifort 
n'est pas t ranspor tée sauf si elle est couplée au N G F . U n e endocytose suit 
la liaison et le t ransport se poursui t dans les citernes du rét iculum endoplas-
mique lisse. 

Une fois arrivé au niveau du soma, le N G F provoque une accélération 
de plusieurs processus métabol iques (utilisation du glucose, pompage des 
acides aminés...) mais le blocage de la t ranscript ion par l 'actinomycine D 
n' interfère pas avec l'effet du N G F sur la croissance des neurites. Le N G F 
n'affecte pas le contenu total du ganglion en tubuline mais stimule l'assem­
blage de la tubuline en microtubules . 



Le N G F agit aussi c o m m e « inducteur » des enzymes de synthèse des 
catécholamines. Cet effet est b loqué par la cycloheximide mais pas par 
l 'act inomycine. Le N G F aura i t u n effet régulateur sur la t ranscript ion de 
R N A messagers préexistants. 

Enfin, il pour ra i t être aussi un facteur de chimiotact isme des terminaisons 
nerveuses en croissance. Son injection dans les ventricules cérébraux chez 
la souris nouveau-né p rovoque l ' invasion de l 'encéphale par des fibres adré-
nergiques issues du ganglion sympathique. In vitro, les fibres nerveuses 
sympathiques croissent d 'une manière directionnelle vers un compar t iment 
(Campenot) ou u n organe cible (Burnstock) contenant du N G F . 

Depuis le X I X e siècle on sait que la carence en iode et par là en h o r m o n e 
thyroïdienne (la thyroxine est tétraiodée) entraîne des altérations du psychisme 
(apathie, défaut de mémoire) dont les symptômes (« crétinisme ») sont 
d 'autant plus graves que l 'insuffisance thyroïdienne est précoce. Le t ra i tement 
par la thyroxine reverse ces effets avec d 'autant plus d'efficacité que le 
t ra i tement est précoce. L ' h o r m o n e thyroïdienne peut donc être rangée parmi 
les facteurs chimiques de la croissance et de la différenciation du système 
nerveux. 

U n modèle animal de la maladie humaine a été mis au point par Eayrs 
chez le rat . Il p rovoque l 'hypothyroïdie, par ablat ion chirurgicale ou bien 
par injection d ' iode 131 ou de thiouracile chez la ra t te gestante puis al lai tante, 
le produi t passant dans le lait de la mère . L 'hypothyroïdie p rovoque une 
chute de poids de l 'animal. T o u t e étude sur l 'hypothyroïdie doit donc inclure 
comm e contrôle des an imaux dénutris. Les rats hypothyroïdiens ont des 
performances net tement réduites dans divers tests neurologiques et 
d 'apprentissage (labyrinthe). L 'hyper thyroïdie augmente ces performances mais 
ne fait pas appara î t re de fonctions nouvelles. 

L'analyse électrophysiologique du cortex cérébral de rats hypothyroïdiens 
de 15 jours révèle une diminut ion de la fréquence et de l 'ampli tude des 
ondes de l 'é lectroencéphalogramme ainsi qu 'une aboli t ion des réponses 
évoquées par exemple par s t imulat ion lumineuse. 

L 'é tude ana tomique ne m o n t r e pas de diminut ion significative du nombre 
total de cellules dans le cortex cérébral mais une réduct ion majeure de 
l 'arborisation dendri t ique des neurones pyramidaux du cortex imprégnés à 
l 'argent par la mé thode de Golgi . L'effet est part icul ièrement spectaculaire 
au niveau des cellules de Purkinje du cervelet dont l 'arborisation devient en 
quelque sorte « rachi t ique » (Legrand). L 'hypothyroïdie s 'accompagne aussi 
d 'un retard, vraisemblablement secondaire, de la myélinisation. L'effet majeur 
de l 'hypothyroïdie est donc u n déficit significatif de la connectivité cérébrale 
qui suffit à expliquer le crétinisme. 



Les recherches très récentes de Nunez et de ses col laborateurs éclairent 

d 'un jour nouveau l'effet de l 'hormone thyroïdienne sur la poussée des neurites 

au cours du développement cérébral. Les microtubules consti tuent le squelette 

de base des prolongements nerveux. Ils résultent de l 'assemblage en tubule 

creux de 13 filaments de tubuline. La tubul ine elle-même est un dimère de 

chaînes polypeptidiques différentes α et β (masses moléculaires respectives 

55 000 et 53 000). A froid, ou en présence de colchicine les microtubules se 

dépolymérisent en tubul ine et sa réassociation en tubules peut être suivie 

aisément par absorpt ion de la lumière. Il a été mon t r é par divers auteurs 

(Weingarten, Nunez , Lockwood) que la vitesse et le rendement de la polymé-

risat ion de la tubuline étaient réglés par une autre protéine, x ou T A P , de 

masse moléculaire 6 700. Cet te protéine est incorporée dans les microtubules 

à raison d 'environ 1 τ pour 10 tubulines (αβ). Au cours du développement 

cérébral , le contenu du cerveau de rat en tubuline s'accroît puis, après 

le 15 e jour, décroît avant de se stabiliser. U n ra ton de 3 jours a environ 

le m ê m e contenu en tubuline par masse de tissu frais, qu ' un rat de 15 jours. 

Pa r contre , la tubul ine du rat de 3 jours polymérise très mal par rappor t à 

celle du rat de 15 jours. L 'addi t ion de τ à la tubuline du ra t de 3 jours 

p rovoque sa polymérisat ion. Il semble donc être le facteur l imitant de la 

polymérisat ion de la tubuline et donc de la format ion des neurites au cours 

du développement. Fai t remarquable , le rat hypothyroïdien de 15 jours 

possède une tubuline cérébrale qui polymérise aussi mal que celle du rat de 

3 jours et répond comme celle-ci à l 'addit ion de τ. U n mécanisme plausible 

de l 'action de l ' ho rmone thyroïdienne sur le développement cérébral est la 

régulation de la synthèse du facteur de polymérisat ion τ. On ne sait toutefois 

pas si cet effet est direct ou indirect (par exemple par le t ruchement 

du N G F ) . 

Le dernier chapi t re du cours a por té sur un sujet délicat, celui de la 

sexualisation du cerveau. Des différences anatomiques manifestes existent 

entre le cerveau du mâle et de la femelle chez les vertébrés supérieurs, 

l ' homme en particulier. Après normalisat ion, le cerveau de la femme pèserait 

environ 100 g de moins que celui de l ' homme (Pearl). Cet te différence ne 

semble pas due à un changement du rappor t cellules gliales - neurones, mais 

reflète une différence intrinsèque du n o m b r e total de neurones (Ellis). Des 

différences comportementa les significatives existent aussi entre garçons et 

filles. En mesurant l 'angle formé par la cuisse et la jambe, on constate que 

les filles sont en général plus hyperextensibles que les garçons, donc présen-

tent u n tonus musculaire moins élevé. La force d'étreinte de la main 

dominan te est toujours supérieure chez les garçons et le mécanisme d'at tache-

ment par contact physique plus positif chez les garçons que chez les filles. 

Les filles sont supérieures aux garçons pour quelques apti tudes linguistiques, 

mais cette différence s 'estompe avec l'âge tandis que les tâches impliquant 
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la percept ion de relations spatiales sont effectuées avec plus de succès par 
les garçons et pour la durée de leur vie. L 'hypothèse a été proposée que 
cette différence était due à une moindre spécialisation des hémisphères céré­
braux chez la femme que chez l 'homme. 

Chez le rat, la femelle réceptive présente une posture particulière arquée 
qui facilite une intromission possible par le mâle. Ce réflexe de lordose 
peut être quantifié. La femelle ovarectomisée perd ce compor tement qui 
se rétablit par injection d'oestradiol et de progestérone. La castrat ion du rat 
mâle nouveau-né provoque l 'apparit ion ultérieure du réflexe de lordose, mais 
la m ê m e opérat ion chez l 'adulte n 'a pas cet effet. L'injection de testoterone 
chez la femelle nouveau-né prévient l 'appari t ion du réflexe de lordose. Ces 
hormones sexuelles agissent donc de deux manières différentes : 1) en 
« activant » des circuits préexistants, 2) en provoquant la mise en place 
de circuits différents. La substance réticulée mésencéphalique et l 'aire préopti­
que de l 'hypothalamus sont des cibles cérébrales des hormones sexuelles. 
Chez le rat, le cycle oestral est sous la c o m m a n d e de neurones présents en 
particulier dans l 'aire préopt ique qui libèrent par leurs terminaisons l 'hormone 
de libération ( L H R H ) de l ' hormone lutéinisante (LH) . La libération pulsatile 
de L H R H n'existe pas chez le mâle. Des différences dans l 'organisation fonc­
tionnelle des neurones de l 'aire préopt ique ont été signalées entre mâle et 
femelle : 1) nombre de projections de l 'amygdale, 2) topologie de l 'arborisation 
dendri t ique, 3) n o m b r e de contacts synaptiques après section de la stria termi-
nalis (Raisman) . Enfin, le volume du noyau préoptique médian lui-même 
est huit fois plus grand chez le mâle que chez la femelle. Des données biochi­
miques, enfin, confirment les résultats de l 'anatomie. La distr ibution du 
récepteur de l 'oestradiol dans les parties antérieures moyennes et postérieures 
de l 'aire préopt ique est différente chez le mâle et chez la femelle et n'est 
soumise à des variat ions cycliques que chez la femelle. 

Les hormones sexuelles peuvent donc être rangées parmi les facteurs qui 
déterminent la différenciation de la cellule nerveuse. 

J.-P. C. 

SÉMINAIRES 

Les maladies du muscle squelettique et de son innervation 

M. Michel FARDEAU : Les affections neuro-musculaires humaines d'origine 
génétique. Historique, classification, méthodologie des études histopathologi-
ques. Atrophies myopathiques et neuropathiques. 
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M. Michel FARDEAU : Les affections neuromusculaires humaines d'origine 
périphérique au cours d'affections humaines d'origine génétique connue ou 
supposée (Sclérose latérale amyotrophique, maladie de Werdnig-Hoffmann, 
neuropathies périphériques, amyotrophies Charcot-Marie). 

M. Michel FARDEAU : Les dystrophies musculaires progressives : la myopathie 
de Duchenne, la myopathie facio-scapulo-humérale de Landouzy-Dejerine, les 
myopathies dites « des ceintures » et les myopathies distales. Différentes 
hypothèses physiopathologiques (microcirculatoire, nerveuse, membranaire, 
etc.). 

M. Michel FARDEAU : Les « myopathies congénitales ». Anomalies du déve­
loppement normal de la fibre musculaire squelettique. 

M . Michel FARDEAU : Les myopathies oculaires. Différents aspects clini­
ques, génétiques et morphologiques. Le problème des myopathies avec anoma­
lies mitochondriales majeures. 

M . Stephane M E T R A L : Les paralysies périodiques avec dyskaliémie ; patho­
logie des flux ioniques transmembranaires. 

M. Michel FARDEAU : La dystrophie myotonique. de Steinert. Les différentes 
myotonies congénitales. Les anomalies membranaires responsables de la 
réaction myotonique. 

M. Jean-Claude D R E Y F U S : Les glycogénoses musculaires. 

M. Jean E d o u a r d D E S M E D T : La myasthénie d'Erb-Goldflam et les différents 
syndromes myasthéniques. 

TRAVAUX DU LABORATOIRE DE COMMUNICATIONS CELLULAIRES 

L'activité scientifique du laboratoire pendant l 'année 1977 a por té sur deux 
thèmes principaux : les propriétés fonctionnelles de la protéine réceptrice 
de l 'acétylcholine de l 'organe électrique de Torpil le et le développement 
synaptique étudié sur le cervelet de la souris et de quelques-uns de ses mutan t s 
neuropathologiques ainsi que sur la jonction neuromuscula i re de l 'embryon 
de poulet . 

A) PROTEINE RECEPTRICE DE L'ACETHYLCHOLINE : 

1) Modèle du « Régulateur cholinergique » (Heidmann et Changeux 1978, 
He idmann et Changeux, en préparat ion) . 

Les pr incipaux résultats obtenus au cours des derniers mois et années ont 
été regroupés dans le cadre d 'un modèle théor ique qui apparaî t co mme u n 
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compromis entre le modèle phénoménologique de Katz et Thesleff pour les 
effets in vivo d 'activation et de désensibilisation par l 'acétylcholine et le 
modèle moléculaire de Monod , W y m a n et Changeux pour les transit ions 
conformationnelles des enzymes allostériques. L 'uni té fonctionnelle élémen­
taire engagée dans la régulat ion de la perméabil i té cationique par l'acétyl­
choline, le « régulateur cholinergique » est supposé résulter de l 'association 
de deux protéines distinctes : le « récepteur cholinergique » sensu stricto, 
qui por te le site de liaison de l 'acétylcholine et « l ' ionophore », responsable 
de la t ranslocation sélective de cations et sur lequel se lient anesthésiques 
locaux et histrionicotoxine. Le régulateur cholinergique est ensuite postulé 
exister sous au moins trois états conformationnels discrets, en équilibre 
réversible, qui préexistent à la liaison de ligands et correspondent à 
des états de perméabil i té et des états d'affinité différents pour les ligands 
cholinergiques et pour les anesthésiques locaux. Dans l'état de repos, l 'iono­
phore serait fermé et l'affinité pour les antagonistes élevée ; dans l 'état 
désensibilisé, l ' ionophore serait également fermé et l 'affinité pour les agonistes 
et les anesthésiques locaux la plus élevée, enfin, dans l 'état actif l ' ionophore 
serait ouvert et les affinités pour les agonistes cholinergiques et les anesthé­
siques locaux intermédiaires entre celles de l'état de repos et celles de 
l 'état désensibilisé. La stabilisation par les ligands cholinergiques des états 
pour lesquels ils possèdent une affinité préférentielle rend compte des proces­
sus d 'activation, de désensibilisation et de l'effet des anesthésiques locaux sur 
ces deux processus. U n e description ma thémat ique simplifiée du modèle ainsi 
que des cinétiques d ' interconversion entre états préexistants a été établie. 

2) Structure du régulateur cholinergique 

L'amél iora t ion de la mé thode de purification (Sobel et al 1977) de fragments 
de membranes riches en récepteur cholinergique à part ir de l 'organe électrique 
de Torpi l le (confection du gradient de saccharose, organes prélevés sur des 
an imaux de peti te taille, sélection des fractions d'activité spécifique élevée) 
conduit à des fractions très enrichies dont la composi t ion en chaîne polypepti-
dique paraî t part icul ièrement simple (Sobel et al 1978). L 'électrophorèse 
unidimensionnelle en présence de dodécylsulfate de sodium révèle, après 
colorat ion par le bleu de Coomassie , seulement deux bandes de masse molé­
culaire apparente 40 000 et 43 000 respectivement et d'intensité voisine. Les 
bandes de masses moléculaires apparentes 50 000, 66 000 et 100 000 daltons 
observées par divers auteurs et par nous-mêmes avec des préparat ions 
d'activité spécifique moindre sont présentes à l 'état de t race dans les 
fractions très purifiées. Après t ra i tement des membranes par le dithiothreitol , 
agent réducteur des ponts disulfure, seule la bande de masse moléculaire 
apparente 40 000 réagit avec le 4(N-male imido)-phenyl - 3 H t r imethyl -ammo-
nium ( 3 H M P T A ) , marqueu r d'affinité du site récepteur développé par Kar l in . 
Dans les mêmes conditions, la bande de masse moléculaire apparen te 43 000 
se m a r q u e très sélectivement avec l 'acide iodacét ique C 1 4 . Il apparaî t donc 
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clairement que les fragments de m e m b r a n e très riches en récepteur et qui 

contiennent l ' ionophore puisqu'ils sont excitables in vitro, ne sont composés 

que par deux unités protéiques distinctes. 

La dissolution de ces fragments de m e m b r a n e par un mélange de deux 

détergents non ioniques (Tri ton X-100 et bérol) en présence d' inhibiteur de 

protéase fait passer en solution u n e protéine de coefficient de sédimentation 

9S qui lie la toxine α de Naja. Il s'agit de la protéine réceptrice sous une 

forme non dénaturée . Après purification addit ionnelle par centrifugation, 

l 'électrophorèse en gel dénaturant ne révèle qu 'une bande principale de 

masse moléculaire apparente 40 000 qui est m a r q u é e par le M P T A . La 

proté ine réceptrice sensu stricto, contrai rement à ce qui est généralement 

admis, ne paraî t donc constituée que par u n seul élément protéique. Ceci 

se t rouve confirmé par l 'analyse des acides aminés N- te rminaux qui ne révèle 

que la sérine. La protéine réceptrice serait donc un oligomère de la chaîne 

de masse moléculaire apparente 40 000. 

Lors de la purif ication de la protéine réceptrice par centrifugation à part i r 

de l 'extrait brut de fragments de m e m b r a n e s'isole une protéine qui s'accu-

mule au fond du tube. Remise en suspension, cette protéine très agrégée ne 

donne qu 'une seule bande de masse moléculaire apparente 43 000 par 

électrophorèse dénaturante . Cet te fraction protéique, appelée protéine 43-K, 

a une composi t ion moyenne en acides aminés différente de celle de la 

protéine réceptrice purifiée. Afin de comprendre la fonction de la protéine 

43-K, des études de spectroscopie de fluorescence ont été entreprises avec 

les fragments de m e m b r a n e de départ , la protéine réceptrice purifiée et la 

protéine 43-K. 

L'histr ionicotoxine (HTX) est une toxine purifiée à part i r de la peau de 

la grenouille équatoriale Dendrobates histrionicus (Albuquerque et al 1973) 

qui , in vivo, b loque le fonct ionnement de l ' ionophore cholinergique et, in 

vitro, agit comme u n effecteur allostérique du site récepteur dans son état 

membrana i re (Ka to et Changeux 1976). Elle possède, de plus, des propriétés 

de fluorescence qui n ' interfèrent pas avec celles de la quinacrine. Avec les 

fragments de m e m b r a n e riches en récepteur équilibrés avec la quinacrine 

la carbamylchol ine provoque un accroissement d'intensité de fluorescence 

qui est reversé par l ' H T X avec u n K a p p voisin de 0,7 μM. Deux anesthési-

ques locaux, quo tane et prilocaine, abolissent l'effet de l 'HTX. Le signal 

de fluorescence de la quinacr ine sensible à l ' H T X est donc directement en 

relation avec le site de liaison des anesthésiques locaux. 

Les mêmes études effectuées sur la protéine réceptrice et sur la protéine 

43-K donnent des résultats entièrement différents : d ' abord aucun effet de 

la carbamylchol ine sur la fluorescence de la quinacrine, ensuite, aucun effet 

de l ' H T X sur celle-ci en présence de protéine réceptrice purifiée mais un 

effet significatif de l ' H T X sur la protéine 43-K équilibrée avec la quinacrine 



avec u n K a p p voisin de celui observé avec les fragments de membrane . 
Les résultats obtenus ne sont pas dus à la présence de détergent qui est 
soigneusement éliminé des fractions purifiées. En conclusion, il apparaî t 
clairement que la protéine 43-K purifiée lie quinacrine et H T X suivant des 
modali tés qui ressemblent beaucoup à celles observées avec les fragments 
de m e m b r a n e intacts. C o m m e les expériences in vivo indiquent que quinacrine 
et H T X bloquent la t ranslocat ion des ions au niveau de l ' ionophore choli-
nergique, il apparaî t c o m m e très vraisemblable, bien que pas encore démontré , 
que la protéine 43-K est tou t ou par t ie de l ' ionophore cholinergique. Le 
régulateur cholinergique résulterait donc de l 'association dans la membrane 
de la protéine réceptrice sous sa forme la plus simple (40 K) et de la 
protéine 43-K (Sobel et al 1977, 1978). 

3) Microscopie électronique du régulateur cholinergique (Car taud et al 1978) 

L 'é tude comparée par contraste négatif et cryodécapage de la protéine 
réceptrice de Torpil le purifiée et sous forme membrana i r e (fragments de 
membrane riches en récepteur, membrane sous-synaptique in situ) permet 
d'identifier sans ambigui té la protéine réceptrice sensu stricto aux rosettes 
de 80-90 m m de diamètre avec u n puits hydrophi le central observées à la 
surface des membranes qui contiennent le régulateur cholinergique. Ces 
rosettes s 'organisent f réquemment en réseau pseudo-hexagonal mais l 'analyse 
des images obtenues ne permet pas encore de préciser le n o m b r e des 
sous-unités ni la symétr ie de la molécule. La fracture de la membrane 
sous-synaptique in situ révèle des entités particulaires in t ramembranai res 
dont le n o m b r e et la distr ibution suit celle des rosettes de 80 m m mais la 
quest ion se pose de savoir si ces particules représentent la totali té du 
régulateur ou seulement l 'un des composants : récepteur ou ionophore . 
L 'emploi d ' immunsérums spécifiques de l 'un et l 'autre composant appl iqué 
à la microscopie électronique devrait permet t re de répondre à cette question. 

4) Cinétique rapide d'interaction d'un agoniste fluorescent avec le récepteur 
cholinergique sous sa forme membranaire (Heidmann et al 1977 et 1978) 

L 'é tude pharmacologique sur l 'électroplaque de G y m n o t e d 'une série de 
dérivés cholinergiques dansylés de la série suivante : 
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a permis de mont re r que les composés avec n superieur à 5 sont des 
agonistcs puissants (Waksman et al 1976). L ' interact ion du composé en C 5 

( C 5 D A C h o l ) a été suivie par spectroscopie de fluorescence tant à l 'équilibre 
(Waksman et al 1976) que par une mé thode de mélange rapide (Heidmann 
et al 1977 et non publié). Les condit ions expérimentales ont été définies 
pour lesquelles le signal de fluorescence obtenu par transfert d'énergie reflète 
presque exclusivement la liaison du C g D A C h o l sur le site récepteur. D an s 
un apparei l de type D u r r u m équipé en fluorescence, le mélange rapide en 
moins de 2 millisecondes de la suspension de fragments de m e m b r a n e avec 
le C 5 D A C h o l permet d'enregistrer un signal cinétique. Ce signal est 
suppr imé par la préincubat ion des fragments de membranes avec la toxine 
a de N. nigricollis et résulte donc directement de l ' interaction du C 5 D A C h o l 
avec le site récepteur. 

L 'analyse des tracés obtenus fait appara î t re trois étapes cinétiques de 
premier o rd re : une « rapide » de l 'ordre de quelques millisecondes, une 
« moyenne » et une « lente » dans le domaine des secondes. On mon t r e 
que la cinétique rapide résulte de l ' interaction du C 5 D A C h o l avec des 
sites dans un état de haute affinité (Kapp > 3 X 1 0 - 8 M ) : environ 17 % 
des sites to taux se t rouvent spontanément sous cet état et leur n o m b r e 
s'accroît après équil ibration avec u n anesthésique local, prilocaine ou S K F 
535. L ' interpréta t ion de la cinétique moyenne n'est pas encore claire, par 
contre, il est d 'ores et déjà établi que l 'étape lente s'effectue avec une 
constante de vitesse qui at teint une valeur limite caractérisée par u n temps 
de demi-vie voisin de 5 secondes lorsque la concentrat ion de C 5 D A C h o l 
augmente . D e plus, cette cinétique est accélérée (d 'un facteur 3 environ) 
en présence d 'anesthésique local. Ces observations révèlent l 'existence d 'une 
étape d' isomérisation cinétiquement l imitante. L ' interprétat ion la plus simple. 
compat ible qual i tat ivement et quant i ta t ivement avec le modèle proposé, est 
que la cinétique lente est en relat ion avec l 'appari t ion d'états conforma-
tionnels du récepteur por tant des sites de haute affinité et stabilisés tant 
par la liaison du C 5 D A C h o l que par celle des anesthésiques locaux. Cet te 
transi t ion pourra i t correspondre à la réact ion de désensibilisation. En tout 
état de cause, il apparaî t clairement que C 5 D A C h o l peut être employé pour 
étudier les propriétés du site récepteur dans ses différents états d'affinité 
ainsi que leur interconversion. 

5) Réintégration de la protéine réceptrice dans un environnement lipidique 

La démonstra t ion finale des rôles respectifs de la protéine réceptrice sous 
sa forme la plus purifiée et de la protéine 43-K sera appor tée par la recons­
titution d 'une membrane excitable à par t i r de ces éléments purifiés et de 
lipides. Afin d 'a t te indre ce but, deux séries d'expériences ont été entre­
prises : l ' interaction de la protéine réceptrice purifiée avec des monocouches 
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de lipides et la récupérat ion des propriétés de liaison et des transitions 
conformationnelles après réintégrat ion dans des l iposomes. 

Les expériences du premier type ont été entreprises en col laborat ion avec 
le laboratoire de V a n Deenen (Utrecht) (Popot et al 1977, 1978). La protéine 
réceptrice de Torpil le purifiée en présence de cholate est injectée sous des 
films de lipides purs : divers stérols dont le cholestérol, plusieurs catégories 
de phospholipides, etc. On enregistre une augmenta t ion de pression super­
ficielle qui atteint u n plateau après environ 30 minutes. Cet effet n'est pas 
dû au détergent qui accompagne le récepteur mais à la protéine réceptrice 
elle-même dont l ' incorporat ion directe peut être suivie après collections du 
film si le récepteur a été préalablement m a r q u é par un ligand radioactif 
covalent, le M P T A par exemple. La radioactivité incorporée est bien propor­
tionnelle à l 'accroissement de surface. Dans ces conditions, l 'augmentat ion 
de pression de surface varie avec la na ture du lipide formant la monocouche : 
elle est toujours plus élevée pour les films de cholestérol que pour ceux 
de lécithine d'œuf ou de synthèse. Des différences de s t ructure majeure entre 
molécules de phospholipide telles que remplacement de la choline par l 'é thano-
lamine, la sérine ou l 'inositol n 'affectent pas de manière significative l 'incor­
pora t ion du récepteur. Pa r contre, l ' incorporat ion semble plus efficace avec 
des longueurs de chaînes d 'acide gras plus grandes. Il se t rouve que la 
composi t ion en lipides des fragments de m e m b r a n e riches en récepteur 
révèle c o m m e part icul ièrement abondants cholestérol et phospholipides à 
longue chaîne ceux pour lesquels la protéine réceptrice mon t r e une affinité 
préférentielle. La compara ison de l ' incorporat ion de molécules de récepteur 
m a r q u é soit de maniè re covalente, soit de manière non covalente révèle qu 'une 
fraction significative des molécules de récepteur s ' incorpore sans se dénaturer . 
Ces condit ions sont évidemment essentielles à connaî t re pour réaliser une 
reconst i tut ion des propriétés fonctionnelles de la protéine réceptrice. 

D a n s des expériences effectuées en parallèle (Briley et Changeux 1978), 
la réintégrat ion de la protéine réceptrice présente dans des extraits to taux 
de fragments de m e m b r a n e très purifiés a été suivie de la manière suivante : 
soit les fragments de membrane sont solubilisés par du cholate mélangés à 
des lipides et dialysés, soit ceux-ci sont s implement dissous par du désoxy-
cholate et dialysés sans ajouter de lipides, les lipides originaux des fragments 
de m e m b r a n e servant à la reconsti tut ion. La réintégrat ion du récepteur est 
vérifiée par centrifugation en gradient de saccharose. Dans ces conditions, 
on constate que l 'accroissement lent d'affinité de la protéine réceptrice pour 
les agonistes (mesuré par exemple par protect ion contre la liaison de 
toxine a ) est récupéré alors q u e cette propr ié té avait été perdue par la 
dissolution en cholate. Pa r contre , l 'accélération de cette cinétique par les 
anesthésiques locaux n'est pas reconsti tuée. Cet te dernière observat ion est 
d ' impor tance : soit le détergent résiduel présent b loque le site anesthésique 
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local (voir Brisson et al 1975), soit plutôt , la réassociation protéine 43-K-

protéine réceptr ice ne s'effectue pas dans des conditions qui permet tent une 

interact ion fonctionnelle entre site anesthésique local (ou ionophore) et 

site récepteur . Il va de soi que la reconst i tut ion de cette interact ion est 

u n e prémisse indispensable à la reconsti tut ion du contrôle de la perméabil i té 

ionique pa r l 'acétylcholine. 

6) Phosphorylation de la protéine réceptrice de Gymnote (Teichberg et 

Changeux 1977, Teichberg et al 1977) 

Brockes et Hal l (1975) ont mon t r é sur le muscle que le récepteur sous-

synaptique a u n point isoélectrique (mesuré par focalisation isoélectrique) 

plus acide (pH 4,57) que celui du récepteur extrasynaptique (pH 4,85). Ces 

deux formes isoélectriques ont été retrouvées avec l 'organe électrique de 

G y m n o t e qui, on le sait, contient récepteurs extra et sous-synaptiques en 

quant i tés approximat ivement équivalentes (Bourgeois et al 1972). Le traite-

men t à 35°C en présence de f luorure de sodium d 'un extrait b ru t en 

Tr i ton X-100 de fragments de m e m b r a n e fait disparaî tre l 'espèce alcaline 

alors qu ' en l 'absence de f luorure le contra i re s 'observe, suggérant qu 'une 

phosphoryla t ion-déphosphoryla t ion intervient dans l ' interconversion entre les 

deux formes isoélectriques (Teichberg et Changeux 1976). D e fait, un système 

phosphorylant existe dans l 'extrait brut en détergent de fragments de 

m e m b r a n e purifiés à part i r de l 'organe électrique de G y m n o t e (Teichberg 

et Changeux 1977) et de Torpi l le (Gordon et al 1977). Ces fragments migrent 

en gradient de saccharose vers des densités plus élevées que les fragments 

contenant la phosphoproté ine phosphatase et que ceux riches en récepteur 

cholinergique. Il n'est donc pas assuré que ces deux systèmes appart iennent 

à des fragments de membrane excitable. L ' A M P cyclique n 'a aucun effet 

sur la phosphorylat ion-déphosphorylat ion, mais les ions N a + et K + ont été 

rappor tés avoir u n effet (Gordon et al 1977). Ce m ê m e effet a pu être 

reprodui t (en particulier inhibition par K + de la déphosphorylat ion) mais 

il pourra i t en fait être dû à la présence de l 'ATPase dépendante en N a + 

et K + incomplètement inhibée par la concentrat ion d 'onabaïne employée 

par les auteurs (Teichberg et Changeux 1977, 1978). Des études récentes 

effectuées dans des condit ions mieux contrôlées indiquent par contre que 

les ions C a + + accroissent d 'un facteur 5 le taux de phosphoryla t ion (T. Saitoh, 

non publié) : cont ra i rement aux résultats de G o r d o n et al, les effecteurs 

cholinergiques n 'ont aucun effet. 

Enfin, la démonst ra t ion sans équivoque que la protéine réceptrice est bien 

phosphorylée a été obtenue par la mé thode d ' immunoélect rophorèse à deux 

dimensions (Teichberg et al 1977). L 'a rc de précipité obtenu avec des anticorps 

antirécepteurs de G y m n o t e ret ient l 'α-bungarotoxine marquée à l ' iode et se 

m a r q u e au 3 2 P après incubat ion en présence de γ 3 2 P A T P et de protéine 
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kinase. L'analyse par électrophorèse en gel dénaturant du précipité immun 
révèle qu 'une bande migrant avec une masse moléculaire apparente de 
48 000-52 000 daltons est préférentiellement marquée par le 3 2 P (alors que 
G o r d o n et al 1977 t rouvent que cette incorpora t ion a lieu dans la bande 
de 65 000 daltons chez la Torpil le) . Récemment il a pu être mon t r é par 
analyse électrophorét ique en deux dimensions que des bandes de 40 000 
et 43 000 dal tons étaient ainsi phosphorylées chez le G y m n o t e (T. Saitoh 
non publié). La signification de l 'ensemble de ces résultats est encore ambi­
guë : 1) on ne connaît pas la fonction précise des bandes de 48 000-52 000 
et 65 000 dal tons, il pourra i t très bien s'agir de contaminants (voir § 2) ; 2) la 
signification physiologique d 'une phosphoryla t ion éventuelle du récepteur n'est 
pas claire : régulat ion de la perméabil i té aux ions c o m m e le veut Greengaa rd 
ou facteur d 'agrégation et de stabilisation du récepteur extrasynapt ique en 
récepteur sous-synaptique au cours du développement (voir Changeux et 
Danch in 1976) ? 

B) DEVELOPPEMENT SYNAPTIQUE : 

1) Considérations théoriques 

Dans le cadre du travail effectué en col laborat ion avec Phil ippe Courrège , 
Anto ine Danch in et Jean-Michel Lasry, la formalisat ion détaillée d 'un modèle 
d ' immobil isat ion et de stabilisation de la protéine réceptrice lors de la genèse 
de la m e m b r a n e sous-synaptique a été poursuivie et achevée. Ce modèle rend 
compte de la « cristallisation » différentielle du récepteur cholinergique en 
un seul point de la fibre muscula i re ( innervation focale) mais aussi en 
plusieurs points équidistants ( innervation distr ibuée type anterior latissimus 
dorsi de poulet) . La genèse de l 'un et l 'autre type d ' innervation a été st imulée 
sur ord ina teur (Courrège, Lasry, Danch in et Changeux, en préparat ion) . 

2) Jonction neuromusculaire 

L e métabol isme du récepteur cholinergique au cours du développement 
du muscle strié et de son innervat ion a été étudié in vitro sur des myoblastes 
et myotubes de fœtus de veau en culture pr imaire (collaborat ion avec le groupe 
de François Gros ) , et in vivo sur l ' embryon de poulet . 

La proté ine réceptr ice de myotubes de veau a pu être purifiée après 
marquage in vitro pa r de la methionine 3 5 S (Merl ic et al 1978). La protéine 
solubilisée par le T r i ton X-100 est purifiée pa r chromatographie sur une 
colonne de toxine a. L a désorpt ion pa r le décaméthonium donne u n e molécule 
qui possède les propriétés caractérist iques de la protéine réceptrice (liaison 
de toxine a, coefficient de sédimentat ion 9 S...) mais avec u n rendement 
peu élevé. P o u r obvier cette difficulté, une désorpt ion plus quant i ta t ive de 



̶ 334 

la protéine m a r q u é e est obtenue avec u n mélange d 'urée, SDS et β Mercapto-

ethanol . L 'analyse du produi t obtenu sur gel à deux dimensions (focalisation 

isoélectrique + migra t ion en SDS) révèle après f luorographie 3 catégories 

de taches. U n e tache de masse moléculaire apparente 43 000 comigre avec 

l 'actine, une au t re de masse moléculaire apparente 46 000 est présente en 

quant i tés variables et n'est pas identifiée (sans doute il s'agit d 'un contaminant) . 

Enfin, l 'espèce la plus impor tan te migre avec u n e masse moléculaire apparente 

de 41 000 et un pI 6,5 - 6,7. Elle consiste en deux taches distinctes et une 

troisième moins définie plus alcaline. Cet te distr ibution ne semble pas résulter 

d 'une a t taque protéolyt ique (présence s imultanée de 3 inhibiteurs de protéases 

pendant la purification). L 'analyse des cartes peptidiques obtenues par clivage 

du contenu de chacune de ces 3 taches au niveau des cystéines (méthode 

de Jacobson) ne révèle pas de différence majeure. Il s'agit donc de 3 variétés 

d 'une m ê m e chaîne polpept idique qui pourra ient dériver les unes des autres 

pa r une modif icat ion covalente, par exemple une phosphorylat ion, bien que 

cela ne soit en aucune manière démontré . 

La m ê m e mé thode a été utilisée pour mesurer les t aux de synthèse et de 

dégradat ion de la protéine réceptrice dans les myotubes en culture. On 

constate, en particulier, que des taux de dégradat ion très voisins sans être 

pour au tan t identiques sont obtenus en mesuran t le déclin de la radioactivi té 

spécifique de la protéine et celui de son complexe avec la toxine a. A u cours 

de l 'évolution de la cul ture, la quant i té totale de récepteur varie dans des 

limites impor tantes mais le t aux de dégradat ion ne change pas (la demi-vie 

reste proche de 17-20 heures). La régulat ion du contenu en récepteur du 

m y o t u b e en développement por te donc sur son t aux de synthèse, ce qui 

est en accord avec les résultats obtenus par F a m b r o u g h , Hal l et autres avec 

des systèmes différents. Lors de la fusion des myoblastes en myotubes , le 

t aux différentiel de synthèse du récepteur augmente 17 fois, en fin de culture 

il devient négligeable. 

U n e é tude semblable a été effectuée in vivo sur u n muscle particulier 

d ' embryon de poulet avec en plus l 'évolution du contenu total en acétylcho-

linestérase et en choline acétyltransférase (Betz et al 1977 et non publié). 

D a n s le muscle pectoral le contenu total augmente jusqu 'au 14 e jour puis 

décroît pour at teindre environ le dixième du contenu m a x i m u m au moment 

de l 'éclosion. L'estérase et la transférase pa r contre ne mont ren t aucun signe 

de décroissance au m ê m e moment . L 'analyse au toradiographique de la distri-

but ion du récepteur m a r q u é par la toxine α mon t r e que la d iminut ion du 

contenu total en récepteur coïncide avec la dispari t ion du récepteur extra-

synaptique qui est évidemment majori taire. A u m ê m e moment , une fraction 

relat ivement faible de ce récepteur extrasynapt ique s 'accumule sous la termi-

naison nerveuse. L e temps de vie du récepteur global mesuré par marquage 

in vivo avec 1 2 5 I α-bungarotoxine ne change pas de maniè re significative au 
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cours de l 'évolution du muscle. Dans l 'embryon, co mme in vitro, la régulation 
du contenu total en récepteur extrasynapt ique porte sur le taux de synthèse 
du récepteur et pas sur sa dégradat ion. 

L 'hypothèse que l 'activité spontanée de l ' embryon (qui apparaî t dans 
3 jours 1/2 de développement embryonnaire) intervient dans cette régulation 
(Changeux et Danch in 1976) a été mise à l 'épreuve en b loquant chronique-
ment la contract ion neurogène des muscles de l 'embryon par un curarisant 
de synthèse : le flaxédil. En accord avec les résultats de Giacobini et al (1973) 
on constate que le dépôt d'acétylcholinestérase sous-synaptique révélé par 
la réact ion de Koel le est beaucoup moins impor tan t dans les embryons 
paralysés que dans les contrôles. Cependant , dans les mêmes embryons , on 
constate que l 'accumulat ion de récepteur sous-synaptique est normale (Bour-
gois, non publié). Estérase et récepteur sont donc soumis à des régulations 
différentes et l 'état d'activité du muscle , en accord avec les résultats récents 
de L o m o et Slater, affecte beaucoup plus directement la localisation de 
l 'estérase que celle du récepteur . Enfin, il a pu être m o n t r é que le blocage 
chronique de la jonction neuromuscula i re s 'accompagne du maint ien d 'un 
contenu élevé en récepteur extrasynaptique. E n d'autres termes, la paralysie 
du muscle s 'oppose à la per te de récepteur. Dan s l 'embryon paralysé, le 
t emps de vie du récepteur, encore, ne change pas. La paralysie du muscle 
maint ient u n taux de synthèse élevé. L'activité spontanée du muscle p rovoque 
donc in vivo u n ar rê t de la synthèse de récepteur extrasynaptique (H. Betz, 
n o n publié). 

U n e des étapes finales de la ma tu ra t ion de la jonction neuromuscula i re 
est l 'établissement de la relat ion 1 fibre nerveuse motr ice - 1 fibre musculaire 
consécutive à la régression d 'une mult i - innervat ion transitoire. L 'hypothèse 
q u e l 'état d'activité du muscle et de son innervat ion intervient dans cette 
stabilisation sélective a été mise à l 'épreuve chez le ra t adul te . Après section 
du nerf soléaire, u n e réinnervat ion du muscle a lieu et MacArd le a décrit 
qu ' au cours du processus de réinnervat ion le phénomène de mult i - innervat ion 
t ransi toire s 'observait c o m m e dans le cas du développement normal . L'applica­
t ion d 'un m a n c h o n d 'anesthésique local sur le nerf en régénérat ion bloque 
l 'activité électrique du nerf (et aussi celle du muscle) et du m ê m e coup 
p rovoque u n ralentissement significatif de l 'évolution de la mult i - innervat ion 
(Benoit et Changeux 1977). C o m m e le propose la théorie, l 'activité du système 
nerf-muscle commande , directement ou indirectement, la stabilisation sélective 
d 'une fibre motr ice par fibre musculaire . 

3) Cervelet 

Le t ravai l a por té sur le cervelet du ra t qui a fourni l'essentiel du matériel 
biochimique, et de la souris ainsi que de quelques-uns de ses mutan t s neuro­
pathologiques. Les mutan t s étudiés étaient le weaver chez qui manquen t les 
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cellules des grains, nervous et Purkinje cell degeneration (PCD) qui présentent 
un déficit des cellules de Purkinje chez l 'adulte, staggerer chez qui la synapse 
fibre parallèle-cellule de Purkinje ne se forme pas normalement , enfin reeler 
qui présente u n déficit dans la migrat ion des cellules de Purkinje. 

a) E tudes biochimiques et immunologiques sur la protéine P400 spécifique 
des cellules de Purkinje du cervelet (Mikoshiba et Changeux 1978, non publié). 
Dans un travail précédent, il a été m o n t r é qu 'une protéine membrana i re de 
masse moléculaire apparente 400 000 (en gel dénaturant SDS) est présente 
dans les cellules de Purkinje isolées du cervelet de rat , m a n q u e dans les 
cervelets de souris « nervous » et semble donc caractérist ique des cellules 
de Purkinje (Mallet et al 1976). Il a d ' abord été confirmé que cette protéine, 
appelée P400, m a n q u e chez le mu tan t P C D qui co mme nervous présente un 
déficit m a r q u é des cellules de Purkinje. Ensuite , une mé thode de détection 
de la protéine P400 sur gel dénaturant , beaucoup plus sensible que la colora­
t ion par le bleu de Coomassie , a été mise au point. Elle se fonde sur l'obser­
vat ion que la protéine P400 est une glycoprotéine (la part ie glucidique repré­
sente approximat ivement 40 % de la masse totale) et peut donc se marquer 
in situ sur le gel dénaturant , préalablement débarrassé du SDS, par une 
lectine radioactive. Parmi les lectines essayées (Concanaval ine A, lectine du 
haricot , du germe de blé, ricine) seule la Concanaval ine A radioact ive se 
fixe efficacement. De ce fait, on peut détecter des quant i tés très faibles de 
protéine P400 par autoradiographie . Uti l isant cette méthode , il a été confirmé 
que la proté ine P400 est absente du cerveau, foie, rein, pancréas, ra te et 
cœur. Dans le cervelet de staggerer, cont ra i rement aux premières observations, 
une fraction significative de P400 persiste (38 % du contrôle) , par contre 
weaver et reeler mont ren t des accroissements significatifs de 142 et 122 % 
par r appor t au contrôle. 

L 'évolut ion de la protéine P400 au cours du développement postnatal a 
été suivie par électrophorèse en gel SDS. La protéine P400 est présente immé­
dia tement après la naissance et son contenu par poids de cervelet humide 
augmente jusqu 'au 15 e jour après la naissance. Elle est donc présente au 
m o m e n t où s'établissent les synapses fibres parallèles-cellules de Purkinje. 

U n e mé thode de purification de cette proté ine a été mise au point à part i r 
d 'une fraction membrana i r e microsomale par extraction successive avec des 
détergents non dénaturants : Tr i ton X-100, cholate de Na , la protéine P400 
restant part iculaire. L 'analyse de la composi t ion en acides aminés de la 
protéine P400 révèle un contenu part icul ièrement élevé en glutamate , glycine 
et aspar ta te . 

Des anticorps dirigés cont re la protéine P400 purifiée (mais dénaturée) ont 
été obtenus chez le lapin et purifiés. U n e réact ion positive par la mé thode 
d 'Avraméas ( immunoperoxydase) a été détectée sur les cellules de Purkinje 



̶ 337 ̶ 

isolées mais pas sur les cellules des grains. Ceci confirme évidemment la 

localisation de la proté ine P400 dans les cellules de Purkinje. 

b) Propriétés comparées de la couche des grains et de la couche molécu-

laire du cervelet de bœuf isolées (Mikoshiba et Changeux 1978). Couches 

des grains, moléculaires et substance blanche sont disséquées à la main et sous 

la loupe binoculaire à part i r de t ranches de cervelet de bœuf dans un milieu 

physiologique. L 'électrophorèse en gel SDS des tissus disséqués mon t r e que 

la protéine P400 se re t rouve dans la couche moléculaire m ê m e en l 'absence 

de somas des cellules de Purkinje : elle est donc présente dans les dendrites 

des cellules de Purkinje et pas seulement dans leur soma. Les histones 

F1, F2A, F 2 B , F 3 sont abondantes dans la couche des grains purifiés dont 

le contenu en A D N est approximat ivement 10 fois plus élevé que celui 

des autres couches. Après homogénéisat ion des couches, moléculaires et des 

grains, disséquées sont toujours capables de retenir des acides aminés radio-

actifs. La vitesse d ' incorporat ion du L- 3 H-g lu t ama te est environ 9 fois plus 

élevée dans la couche moléculaire que dans la couche granulaire. Ce résultat 

est en accord avec l 'hypothèse que le g lu tamate est le t ransmet teur des 

fibres parallèles (cellules des grains). 

Il a d 'aut re part été observé au cours de ces expériences q u e des synap-

tosomes fixant le 3 H-g lu t ama te se séparent de ceux fixant l 'acide 1 4 C - γ - a m i n o -

butyrique. Ceci devrait permet t re de purifier les synaptosomes qui fixent le 

glutamate qui, très vraisemblablement , résulte de la fragmentat ion des fibres 

parallèles. 

c) La liaison de l 'acide γ-aminobutyrique sur diverses préparat ions de 

cervelet (Olsen et Mikoshiba 1978). L 'acide γ-aminobutyrique est le t rans-

met teur des interneurones inhibiteurs et des cellules de Purkinje dans le 

cervelet. U n test de liaison de 3 H - G a b a récemment mis au point permet 

de détecter des sites qui , très vraisemblablement, sont ceux du récepteur 

physiologique de ce neurot ransmet teur . On mon t r e que ces sites de liaison 

sont 6-7 fois plus abondants (par masse de protéine) dans la couche granu-

laire que dans la couche moléculaire isolée. U n e perte d 'un facteur 3-4 

s 'observe d 'autre par t chez les mutan t s weaver, reeler et staggerer (qui pré-

sentent tous un déficit en cellules des grains) mais pas chez le mu tan t nervous. 

L'ensemble de ces résultats indique que les cellules des grains possèdent des 

récepteurs du G a b a en quant i té abondante et reçoivent donc de nombreuses 

synapses Gaba-ergiques . 

d) Immunologie des diverses catégories cellulaires du cervelet (Mallet 

et al, non publié). L ' immunisa t ion de lapins à part i r de cellules de Purkinje 

et de cellules des grains purifiées a été poursuivie et des sérums dirigés contre 

chacune de ces catégories cellulaires obtenues. Il n 'a pas été possible de 

mont re r que les sérums antigrains contenaient des anticorps dirigés contre 
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les antigènes spécifiques des cellules des grains. Par contre , il a été possible 
de purifier des immunoglobulines dirigées spécifiquement contre des antigènes 
propres aux cellules de Purkinje par adsorpt ion sur des membranes de 
cervelet suivie de désorption à p H acide. Des fragments F A B 2 ont aussi 
été préparés. Enfin, l 'étude de l'effet du sérum anti-Purkinje sur la synapto-
génèse in vitro (explants de cervelet de rat nouveau-né) a été poursuivie en 
col laborat ion avec Alain Privat (Hôpital Por t -Royal ) . U n effet du sérum 
anti-Purkinje sur les cellules de Purkinje semble s'observer mais méri te d 'ê t re 
confirmé. L'identification des déterminants de surface intervenant dans les 
premiers stades du développement synaptique paraî t faisable. 

e) E tude du cervelet du mutan t « reeler ». Le cervelet de la souris « reeler » 
résulte du curieux emboî tement d 'une masse dense et profonde de cellules 
de Purkinje par un cortex cérébelleux quasi normal avec entre les deux 
des cellules de Purkinje dispersées, comme arrêtées dans leur migrat ion. L 'é tude 
biochimique de ce cervelet a permis de mon t re r une chute massive du contenu 
en A D N due à un déficit majeur en cellules des grains. Peut-être que la 
proliférat ion normale de celles-ci requier t une distribution adéquate des 
cellules de Purkinje (émission d 'un facteur dendri t ique ?). Il ressort clairement 
des études anatomiques et électrophysiologiques que des synapses « hétéro-
logues » s'établissent entre partenaires qui normalement ne forment pas 
de contacts fonctionnels : pa r exemple entre fibres moussues et dendrites 
des cellules de Purkinje. La mise en place d 'une synapse ne requier t donc 
pas u n e spécificité de reconnaissance entre surfaces cellulaires aussi stricte 
que le prévoit l 'hypothèse de Sperry. Enfin, on sait que chez l 'animal adul te 
il existe u n e relat ion 1-1 entre cellule de Purkinje et fibre gr impante. C o m m e 
dans le cas de la jonction neuromusculai re , cette relat ion s'établit pa r l 'inter­
médiai re d 'un stade de mult i - innervat ion transi toire (Crepel et al 1976). On 
constate par des méthodes électrophysiologiques que cette mult i- innervation 
persiste chez l 'adulte « reeler » au niveau des cellules de Purkinje de la 
masse centrale alors qu'elle se réduit à la relation 1-1 au niveau des cellules 
de Purkinje du cortex périphérique. T o u t se passe c o m m e si les cellules des 
grains (absentes de la masse centrale) gouvernaient la régression de la mult i-
innervat ion gr impante des cellules de Purkinje de maniè re t ranssynapt ique 
et ré t rograde. Cet effet est évidemment en accord avec les prédictions de la 
théor ie (Mariani et al 1977). 
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