
Communications cellulaires 

M. Jean-Pierre CHANGEUX, professeur 

Le cours de cette année intitulé « Mécanismes et modèles d'apprentissage » 
a été l'objet d'une suite de réflexions et de discussions sur les images men
tales, la neurophysiologie de la mémoire et du langage ainsi que sur le déve
loppement des performances linguistiques. Le contenu de ce cours et de ceux 
des années précédentes sera repris dans un ouvrage à paraître en 1983 
intitulé « L'Homme Neuronal ». 

SÉMINAIRES 

Régulation des propriétés du neurone par des signaux chimiques 
non synaptiques. 

H . THOENEN : Macromolecular factors involved in the regulation of neuron 
survival. 

C. HENDERSON : Rôle des facteurs rétrogrades dans le développement de 
la jonction neuromusculaire. 

M. WEBER : Caractérisation et rôle d'un facteur réglant la différenciation 
du type de neurotransmetteur dans un neurone sympathique. 

P. COCHARD : Influence de l'environnement cellulaire sur l'expression pré
coce des molécules liées à la neurotransmission. 

J. EPELBAUM : Actions et régulation des neurones à somatostatine centraux. 

C. KORDON : Interactions de quelques hormones périphériques avec la 
transmission synaptique dans le système nerveux central. 

J. NUNEZ : Modèle biochimique de développement des neurites : effet de 
la thyroxine. 
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J.-P. SIGNORET : Déterminisme hormonal des comportements de reproduc-

tion chez les ovins. 

E. BEAULIEU : Nouveaux aspects des interactions stéroïdes-cerveau. 

COMPTE RENDU D'ACTIVITÉ DU LABORATOIRE DE COMMUNICATIONS CELLULAIRES 

ANNÉE 1 9 8 1 

Au cours des douze derniers mois, les principaux résultats obtenus sur le 

thème du récepteur de l'acétylcholine et du développement synaptique sont 

les suivants : 

1. - STRUCTURE DE LA PROTÉINE RÉCEPTRICE 

DE L'ACÉTYLCHOLINE 

1.a. Observation de l'organisation en sous-unités de la forme lourde du 

récepteur de l'acétylcholine par microscopie électronique 

(BON et al, non publié) 

L'organisation en sous-unités des rosettes de récepteur a été étudiée par 

analyse d'image sur des préparations de forme lourde (H) purifiée réincorporée 

dans des vésicules lipidiques de grande taille après coloration négative. Les 

détails d'ultrastructure obtenus à partir de deux reconstructions indépendantes 

concordent jusqu'à une résolution d'environ 20 Å et révèlent que chaque 

rosette est subdivisée en deux masses inégales par deux sillons, l'un majeur, 

l'autre mineur. Chacune de ces deux masses se présente avec une organisation : 

l'une en deux, l'autre en trois pics inégaux de matériel qui exclut le colo-

rant. Ces images sont en accord avec une organisation pentamérique asymé-

trique telle qu'elle peut être déduite des études biochimiques. 

1.b. Structure et rôle des chaînes α, β, γ et δ 

(GIRAUDAT, 1 9 8 1 ; OSWALD et CHANGEUX, 1 9 8 1 a, b) 

Des peptides marqués de manière covalente par des réactifs d'affinité du 

site récepteur de l'acétylcholine tels que le MPTA, ont été purifiés par 

chromatographie en phase liquide à haute pression après fragmentation de la 

chaîne a par le bromure de cyanogène ou la trypsine. Deux peptides de la 

partie C-terminale de la chaîne α ont été aussi isolés et séquences (GIRAU-

DAT, 1 9 8 1 ) . 
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Un dérivé de photoaffinité de l'anesthésique local, triméthisoquin : le 

5-azido-3H-triméthisoquin marque, en présence d'inhibiteurs de protéases, la 

chaîne δ de masse moléculaire 66 000 daltons. Le nombre total de sites 

marqués sur la chaîne δ est approximativement 0,3 fois celui des sites pour 

la toxine α ; la carbamylcholine et l'érabutoxine b changent l'affinité du 

5A 3 HT pour son site en direction opposée. La chaîne α est aussi marquée 

au niveau du site récepteur. Approximativement deux fois plus de marqueur 

se retrouve dans la chaîne α que dans la chaîne δ en accord avec la stoïchio-

métrie 2 chaînes α - 1 chaîne δ. 

La liaison réversible de la phencyclidine ( 3H), un bloquant non compétitif 

puissant de l'action de l'acétylcholine, ressemble qualitativement et quanti-

tativement au marquage covalent de la chaîne δ par le 5A 3 HT. Le 5A 3 HT 

marque donc au moins une portion du site de liaison des bloquants non 

compétitifs au niveau de la sous-unité δ (OSWALD et CHANGEUX, 1981 b). 

L'irradiation UV du récepteur en présence de 3H triméthisoquin, 3 H phency-

clidine ou 3H perhydrohistrionicotoxine entraîne un marquage de la chaîne δ 

d'une manière similaire au 5A 3 HT. Au contraire, la chlorpromazine 3 H 

marque de manière intense les quatre chaînes polypeptidiques α β γ δ et ce 

marquage est aussi augmenté par la carbamylcholine et décru par l'histrioni-

cotoxine. Plusieurs chaînes polypeptidiques contribuent donc, en plus de la 

chaîne δ, à la structure du site de liaison des bloquants non compétitifs. 

1.c. Tentatives de clonage des gènes codant pour les chaînes du récepteur 

de l'acétylcholine et pour les polypeptides de 43 000 daltons 

(GIRAUDAT et al, 1982 ; DEVILLERS-THIERY, GIRAUDAT et BENTA-

BOULET, non publié) 

L'ARN polyA a été extrait d'homogénats d'organe électrique de Torpille 

purifié par chromatographies successives sur cellulose oligo dT en quantités 

proches de 1 mg/kg d'organe électrique. La traduction in vitro de l'ARN 

polyA, effectuée sur un lysat de reticulocyte en présence de méthionine 3 5 S, 

donne des produits qui ont été identifiés par précipitation par des anticorps 

dirigés contre chaque sous-unité dénaturée en précurseur de la chaîne a 

(38 000 daltons), des chaînes β et γ (50 000 daltons) et de la chaîne δ 

(60 000 daltons) ainsi qu'en matériel polypeptidique de masse moléculaire 

43 000. L'ARN polyA a été enrichi en ARN messager codant pour les sous-

unités du récepteur par centrifugation sur des gradients de saccharose et 

copié sous forme de fraction ADNc, qui, rendu double brin, a été intégré 

dans le plasmide PBR 322 au site Pst I : 1 004 clones résistant à la tétra-

cycline (tet r) ont été isolés. 

Parmi ces clones, 600 étaient sensibles à l'ampicilline (Amp s) et portaient 

donc un fragment d'ADNc inséré. Pour caractériser ces clones, des sondes 
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d'ADNc marqué au 3 2 P ont été synthétisées, complémentaires de l'ARNm de 

Torpille isolé à partir du foie (a), de la rate (b) et de l'organe électrique (c). 

Les clones qui n'hybridaient pas avec la sonde (a) et/ou la sonde (b) 

mais hybridaient avec la sonde (c) ont été considérés comme « spécifiques » 

de l'organe électrique. Des 600 clones Amp s , 46 étaient spécifiques de 

l'organe électrique et 23 d'entre eux avaient une taille supérieure à 

300 paires de base. 

L'ADN purifié à partir de chaque clone fixé sur des filtres de nitrocellulose 

a été hybride avec l'ARNm de l'organe électrique. L'ARN déhybridé traduit 

in vitro donne des bandes qui ont été comparées sur gels SDS aux sous-

unités du récepteur de l'acétylcholine et des protéines 43 000. Trois clones 

indépendants codent pour une protéine qui migre sur gel SDS unidimensionnel 

avec les chaînes de masse moléculaire 43 000 et est reconnue par les anticorps 

dirigés contre ces protéines. 

2. - INTERACTIONS ALLOSTÊRIQUES 

ET TRANSITIONS CONFORMATIONNELLES 

DU RÉCEPTEUR DE L'ACÉTYLCHOLINE 

SOUS FORME MEMBRANAIRE 

(HEIDMANN et CHANGEUX, 1981 ; OSWALD et al, 1981 ; HEIDMANN et OSWALD, 

non publié) 

L'effet de composés comme le Triton X-100 ou le Nonidet P 40 sur la 

stabilisation de l'état de haute affinité du récepteur peut être bloqué par la 

toxine de grenouille perhydrohistrionicotoxine et réciproquement l'effet de 

plusieurs anesthésiques locaux comme le dimethisoquin est insensible à la 

perhydrohistrionicotoxine. Deux catégories distinctes de sites pour les blo-

quants non compétitifs avec des sélectivités pharmacologiques différentes 

existent donc au niveau du récepteur de l'acétylcholine. Un site « primaire » 

lie à l'équilibre des bloquants non compétitifs radioactifs et réversibles avec 

une stoïchiométrie d'environ 0,5 site par site de liaison d'a-toxine, est 

thermolabile et se conserve avec la protéine réceptrice purifiée réincorporée 

dans des vésicules de lipides. 

Les bloquants non compétitifs radioactifs interagissent aussi avec des sites 

« secondaires » avec une stoïchiométrie d'environ 20 sites par site de liaison 

d'α-toxine. Ces sites sont thermostables et leur quantité s'accroît proportion-

nellement au rapport lipide/protéine dans les vésicules reconstituées conte-

nant le récepteur purifié. Ces deux classes de sites sont concernées par les 

transitions allostériques du récepteur membranaire. L'ordre de liaison des 

bloquants non compétitifs au site primaire est perhydrohistrionicotoxine > 

phencyclidine > meproadifen > chlorpromazine > trimethisoquin > triton 
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X - 1 0 0 . Celui de la liaison sur les sites secondaires : chlorpromazine > trimé
thisoquin > phencyclidine > perhydrohistrionicotoxine. 

La cinétique d'interaction du bloquant non compétitif 3H-phencyclidine a 
été suivie par une méthode de filtration rapide dans des conditions où ce 
composé se lie presqu'exclusivement sur les sites de haute affinité. Les vitesses 
d'association sont réglées par les agonistes cholinergiques (mais pas par les 
antagonistes) mais d'une manière qui diffère suivant les conditions de mélange 
avec l'agoniste. Un modèle à trois états rend compte des données expéri
mentales. 

3 . - TENTATIVES DE RECONSTITUTION 
D'UN RÉCEPTEUR FONCTIONNEL 
A PARTIR DE SES SOUS-UNITÉS DISSOCIÉES 
(TZARTOS, non publié) 

Le rôle de chacune des sous-unités du récepteur a été étudié en essayant 
de reformer un oligomère fonctionnel à partir des sous-unités dissociées 
(TZARTOS, non publié). Dans une première étape, la molécule du récepteur 
a pu être scindée en ses sous-unités dans des conditions où la conformation 
« native » des sous-unités suivie avec des anticorps monospécifiques dérivés 
d'animaux immunisés avec le récepteur intact est conservée. Des tentatives 
sont en cours pour réassocier les sous-unités dissociées « natives » en oligo
mères fonctionnels. 

4 . - ÉVOLUTION DU RÉCEPTEUR DE L'ACÉTYLCHOLINE 
AU COURS DE LA FORMATION DE LA SYNAPSE CHOLINERGIQUE 
ET DE SA MATURATION 

4.a. Changement du point isoélectrique et de l'état de phosphorylation du 
récepteur de l'acétylcholine pendant la maturation de la jonction 
neuro-musculaire et de la synapse électromotrice 
(SAITOH et CHANGEUX, 1 9 8 1 ; HOLTON, non publié) 

Chez le rat (BROCKES et HALL, 1 9 7 5 ) comme chez la Torpille (SAITOH et 
CHANGEUX, 1 9 8 1 ) , le récepteur de l'acétylcholine focalise à 0 ,1 unité pH 
plus alcaline chez l'embryon ou les organismes immatures que chez l'adulte. 
Cette année, le changement du point de focalisation isoélectrique (de 0 ,1 
± 0 , 0 3 unité pH) pendant la formation de la synapse chez le rat a été 
confirmé. La transition du point isoélectrique a lieu entre le 1 4 e et le 
21e jour postnatal. 
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Chez la Torpille, une différence similaire existe entre les molécules de 

récepteur préparées à partir des organes électriques de poisson adulte et 

nouveau-né. Le traitement du récepteur de l'acétylcholine adulte par la phos-

phatase alcaline d'Escherichia coli diminue sa stabilité thermique et déplace 

son point de focalisation vers les pH alcalins. Des traitements identiques 

n'affectent pas le récepteur de l'acétylcholine purifié à partir de fractions 

de membranes légères préparées à partir de Torpille nouveau-né. Les chaînes 

γ et δ du récepteur peuvent être phosphorylées in vitro par des protéines 

kinases endogènes qui copurifient avec des fragments de membrane riches 

en récepteur. Le traitement de récepteur de l'acétylcholine préparé à partir 

de membranes légères de Torpille nouveau-né par la phosphatase alcaline 

d'Escherichia coli augmente la phosphorylation des chaînes γ et δ mais dans 

une moindre mesure que dans le cas du récepteur adulte. Le récepteur adulte 

apparaît moins phosphorylé que le récepteur de l'acétylcholine préparé à partir 

de membranes légères de Torpille nouveau-né suggérant que son état de 

phosphorylation change (s'accroît) au cours du développement. 

4.b. Rôle de la (ou des) protéine(s) 43 000 dans l'immobilisation de la 

protéine réceptrice de l'acétylcholine 

(CARTAUD et al, 1981) 

Après traitement à pH 11, les chaînes de masse moléculaire 43 000 se 

séparent des fragments de membrane riches en récepteur sans détruire ni le 

récepteur ni la membrane. 

Après fixation par la glutaraldehyde et imprégnation par l'acide tannique, 

la membrane sous-synaptique native apparaît décorée sur sa face interne, 

cytoplasmique, par du matériel dense aux électrons. Après traitement 

alcalin à 4°, ces condensations cytoplasmiques disparaissent complètement 

de même que, après cryodécapage, l'organisation des rosettes de récepteur en 

rubans. Ces rubans sont remplacés par un réseau à mailles de grande taille 

qui n'est pas observé après congélation rapide et qui résulte donc de la 

redistribution des rosettes pendant la congélation lente. Une dispersion des 

rosettes dans le plan de la membrane se produit aussi après fusion des mem-

branes traitées à pH 11 avec des vésicules phospholipidiques. L'interaction 

de la (ou des) protéine(s) 43 000 avec le récepteur de l'acétylcholine sur sa 

face interne, cytoplasmique, contribue donc à son immobilisation et à sa sta-

bilisation dans la membrane sous-synaptique. 
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5 . - IDENTIFICATION DE FACTEURS DE CROISSANCE 
DE NEURITES AGISSANT SUR LES NEURONES D'EMBRYON 
DE POULET A PARTIR DE MILIEUX CONDITIONNÉS 
PAR LES CELLULES MUSCULAIRES 
(HENDERSON et al, 1 9 8 1 ; HENDERSON, non publié) 

Un milieu conditionné par les cellules musculaires provoque l'extension de 
neurites à partir de cellules en culture résultant de la dissociation de tubes 
neuraux d'embryon de poulet de 4 - 5 jours. Le facteur actif est macromolé
culaire, détruit par la trypsine et récupéré dans des pics de masse moléculaire 
apparente 4 0 0 0 0 et 5 0 0 0 0 0 (HENDERSON et al., 1 9 8 1 ) . 

Bien que les neurones mis en culture en l'absence de milieu conditionné 
développent un bas niveau de neurites, ils survivent et sont capables de 
répondre au milieu conditionné ajouté plus d'un jour après la mise en 
culture. La persistance des neurites requiert cependant la présence continue 
du milieu conditionné. L'activité du facteur ne dépend pas de son attachement 
au substrat des cultures. De plus, il n'affecte pas la survie des neurones sen
sibles et, de ce fait, son mode d'action diffère de celui du N G F (HENDERSON, 
1 9 8 2 ) . Sa purification est en cours. 

6 . - SYNAPTOGÉNÈSE DANS LE CERVELET DE LA SOURIS 
ET DE QUELQUES-UNS DE SES MUTANTS NEUROPATHOLOGIQUES 
(MARIANI et CHANGEUX, 1 9 8 1 a, b ; MARIANI, DELHAYE-BOUCHAUD et MULLE, 
non publié) 

Chez le jeune rat, une multiinnervation transitoire des cellules de Pur-
kinje par plusieurs fibres grimpantes (environ 4 ) précède la monoinnervation 
(1 fibre grimpante - 1 cellule de Purkinje) de l'adulte (CREPEL et al, 1 9 7 6 ; 
MARIANI et CHANGEUX, 1 9 8 0 ; MARIANI et CHANGEUX, 1 9 8 1 a, b). Cette année, 
des études semblables effectuées avec trois mutants cérébelleux de souris 
weaver, staggerer et reeler ont montré que chez ceux-ci les cellules de Pur
kinje restent multiinnervées à l'état adulte (MARIANI, 1 9 8 2 ) . Il persiste en 
moyenne près de 4 fibres grimpantes par cellule de Purkinje. De plus, la 
décharge spontanée des neurones olivaires chez weaver et reeler est perturbée 
de façon comparable à ce qui a déjà été observé chez staggerer (MARIANI, 
1 9 8 0 ) . 

L'hypothèse suivant laquelle la régression de la multiinnervation grimpante 
coïncide avec une mort cellulaire des neurones olivaires, méritait d'être consi
dérée. Le comptage des neurones olivaires au moment où la multiinnervation 
régresse n'a pas permis de mettre en évidence une quelconque mort cellu-
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laire qui soit significative (MARIANI et DELHAYE-BOUCHAUD, non publié). La 
régression de la multiinnervation grimpante correspond donc, en accord avec 
l'hypothèse de la stabilisation sélective, à une réduction du nombre de 
collatérales axonales. 

7. - MÉCANISME D'ACTION DES ANTI-ÉPILEPTIQUES 
(BENOIT et MARIANI, 1982 ; MARIANI, MULLE et BENOIT, non publié) 

L'hypothèse que les anti-épileptiques exercent leur effet en accroissant 
l'inhibition gabaergique centrale a été mise à l'épreuve in vivo au niveau du 
cervelet chez le rat par l'enregistrement électrophysiologique des inhibitions 
exercées, d'une part par les interneurones corticaux sur les cellules de Pur-
kinje, d'autre part par les cellules de Purkinje sur les neurones des noyaux 
profonds du cervelet. Parmi les deux anti-épileptiques, l'un, l'acide 1 carboxy 
1 méthyl cyclohexane entraîne une potentiation de l'inhibition gabaergique 
intracorticale, l'autre, le valproate de sodium (dépakine) a un effet semblable 
associé à une désinhibition des neurones des noyaux profonds (BENOIT et 
MARIANI, 1982 ; MARIANI et al, 1982). 
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