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Communications cellulaires

M. Jean-Pierre CHANGEUX, professeur

Le cours n’a pas eu lieu.

RESUME DES TRAVAUX DU LABORATOIRE

La recherche a été poursuivie dans notre laboratoire sur cing themes
principaux : 1) la structure du récepteur de I'acétylcholine sous forme purifiée
en détergent et sous forme membranaire préparé a partir de 1'organe électrique
de Torpedo marmorata et, en particulier, le clonage et la séquence des
chalnes de ce récepteur ; 2) les interactions allostériques et transitions confor-
mationnelles du récepteur membranaire; 3) I'évolution du récepteur de
Tacétylcholine au cours de la formation de la synapse et de sa maturation ;
4) Tl'identification d’'une facteur de croissance affectant les neurones de la
moelle épiniére d’embryon de poulet ; 5) les phénomenes régressifs accompa-
gnant la synaptogénese dans le cervelet de rat et de souris.

1. STRUCTURE DE LA PROTEINE RECEPTRICE
DE L’ACETYLCHOLINE

I.a. Organisation en sous-unités et propriétés de symétrie des formes légere
et lourde du récepteur de lacétylcholine
(F. BoN et al., 1982, 1983)

La forme légére (L) de la protéine réceptrice de l'acétylcholine d’Electro-
phorus et de Torpedo est un pentamere hétérologue de masse moléculaire
voisine de 250 000 daltons composé de quatre chaines polypeptidiques diffé-
rentes mais homologues avec une stoechiométrie o, § y & (REYNOLDs et
KARLIN, 1978 ; LINDSTROM et al., 1979 ; RAFTERY et al., 1980 ; SAiToH
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et al., 1980). Observée par microscopie électronique apres coloration négative,
la forme légeére L se présente sous la forme d’une rosette d’environ 8-9 nm
de diameétre avec un puits central qui retient le colorant (CARTAUD et al., 1973 ;
NICKEL et POTTER, 1973 ; KLYMKOWSKY et STROUD, 1979 ; ZINGSHEIM et al.,
1980). L’extraction du récepteur dans des conditions qui protégent les ponts
disulfure, produit une forme lourde (H) de masse moléculaire voisine de
500000 qui résulte de l'association de deux formes légéres L par un pont
disulfure intermoléculaire établi entre chalnes § (SUAREz-IsLA et HucHo, 1977 ;
CHANG et Bock, 1977 ; HAMILTON et al., 1978). La forme H peut étre iden-
tifiée par microscopie électronique a des paires coplanaires (ou « doublets »)
de rosettes L (CARTAUD et al., 1980 ; LINDSTROM et al., 1980 ; WISE et al.,
1981 ; KISTLER et al.,, 1982 ; BARRANTES, 1982).

Cette année, la morphologie fine et les propriétés de symétrie de la forme
H ont été étudiées par analyse numérique a partir d’'images de microscopie
électronique obtenues par contraste négatif a partir de préparations de forme H
purifiée et réincorporée dans des vésicules lipidiques de grande taille (BoN et
al., 1982, 1983). Les densités optiques des images ont été digitalisées a l'aide
d’un densitomeétre automatique et codées numériquement sous la forme d’un
vecteur de 64 termes. Les deux rosettes d’un doublet ont été calées I'une par
rapport a lautre en prenant la valeur minimum de la variance de la distri-
bution des différences entre coordonnées homologues. Il a été trouvé que
Porientation relative des deux rosettes varie dans la population des doublets
(66) examinés. Les deux tiers d’entre eux ont un angle de phase voisin de
— 3°, en d’autres termes, chaque rosette se déduit de l'autre par translation
(configuration R - R). Dans le reste de la population, 'angle de phase varie
avec une moyenne de 164° et une variance de 69°, donc seule une faible
fraction des doublets posséde la configuration symétrique ¥ - R, supposée
sans preuve, comme la configuration dominante par les autres groupes (WISE
et al., 1981 ; HOLTZMANN et al., 1982 ; ZINGSHEM et al., 1982). Une variabilité
de ce type peut résulter de la flexibilit¢ de l'association entre rosettes au
niveau des chaines 9. Sa présence est en accord avec 'observation que chacun
des oligoméres de la forme H peut étre inactivé par électrons de haute énergie
(Lo et al., 1982) et que les propriétés fonctionnelles des formes L et H dans
des vésicules de lipide reconstituées ne différent pas de maniére significative
(ANHOLT et al., 1980).

Les rosettes droites et gauches ont ensuite été orientées dans la méme
position, mises en phase et additionnées. L'image moyenne de la rosette ainsi
obtenue présente les trois sillons précédemment rapportés par d’autres auteurs
(ZINGSHEM et al., 1980 ; KiSTLER et STROUD, 1981 ; KISTLER et al., 1982)
avec, bien entendu, une amélioration de la résolution. En accord avec l'orga-
nisation pentamérique de la forme L, cing masses inégales peuvent maintenant
étre distinguées au sein de la rosette. Les deux plus petites (localisées a 13
et 18 heures) ont la distance angulaire trouvée précédemment pour les deux
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toxines o biotinylées (HOLTZMANN et al., 1982) et pour les molécules de
toxine observées directement (ZINGSHEIM et al., 1982). Elles peuvent donc
étre identifiées aux chaines q.

Lb. Identification de clones cADN codant pour la chaine o et séquence
codante compléte du mARN de la chaine o de T. marmorata
(GIRAUDAT et al., 1982 ; DEVILLERS-THIERY et al., 1983)

L’organe électrique de Torpille contient environ 100 fois plus de mARN
codant pour les chaines du récepteur de I'acétylcholine que le muscle (MENDEZ
et al., 1980 ; MERLIE et al., 1978). Il a donc été sélectionné comme source
pour la purification du messager. L’ARN purifié & partir de l'organe élec-
trique de T. marmorata a été utilisé pour construire une banque de cADN.
Les clones cADN codant pour la chaine o du récepteur de l'acétylcholine
ont été identifiés par une sélection en deux étapes parmi 700 clones recom-
binants. Le récepteur de I'acétylcholine est présent dans l'organe électrique
mais pas dans le foie ou la rate de Torpille. Les clones ont donc été choisis
pour leur faculté d’hybrider avec le cADN P32 complémentaire du mARN
de l'organe électrique mais pas avec les cADN P32 complémentaires du
mARN de foie ou de rate. 46 clones ont été retenus sur cette base. Parmi
eux, 12 hybridaient fortement avec des cADN P32 complémentaires d’une
fraction mARN enrichie en mARN du récepteur et ont été étudiés plus
avant. Ensuite, 'aptitude des insertions des cADN a hybrider le mARN de
la chaine o a été appréciée en suivant la traduction du mARN hybridé dans
le systéme acellulaire du lysat de reticulocytes.

L’insertion cADN de deux clones pa-1 et pa-2 a été trouvée hybrider sélecti-
vement avec une espéce de mARN qui détermine la synthese in vitro d’'un poly-
peptide de masse moléculaire 38 000. Ce polypeptide était précipité par
1) un sérum de lapin dirigé contre la chaine o purifiée dénaturée (la
chaine q pure déplace le complexe immun) ; 2) un anticorps monoclonal de
rat spécifique de la chaine o dénaturée (n° 5 de TzaRTOS et LINDSTROM, 1980).
Elle a donc été identifiée comme précurseur de la chaine a. Donc, cette
année, deux clones pa-1 et pa-2 codant pour la chaine a du récepteur de
I'acétylcholine ont été isolés (GIRAUDAT et al., 1982 ; DEVILLERS-THIERY et al.,
1983).

Le mARN codant pour la chaine o a été caractérisé par hybridation de
I'ARN polyadenylé d’organe électrique de Torpille avec la sonde pa-1.
L’espéce identifiée est longue de 2 kilobases (GIRAUDAT et al., 1982).

Concurremment, des clones cCADN codant pour la chaine y du récepteur
de T. californica ont été isolés (BALLIVET et al., 1982). Par la suite, des
publications sur I'isolement de clones codant pour la chaine o de T. marmorata
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(SUMIKAWA et al., 1982) et T. californica (NoDA et al., 1982) ont paru. Celles-
ci contenaient des données de séquence partielle (3 partir de 7. marmorata ;
SUMIKAWA et al., 1982) ou compléte (a partir de T. californica ; Nopa et al.,
1982) sur la chaine q.

Entre-temps, nous avons établi la premiére séquence codante compléte du
mARN de la chaine a du récepteur de Iacétylcholine de 7. marmorata
(DEVILLERS-THIERY et al., 1983) A partir des insertions cCADN des clones
pa-1 (550 paires de base) et pa-2 (1 350 paires de base). Ces deux cADN
chevauchent sur une longueur de 270 paires de base et représentent donc,
placés bout & bout, une séquence unique de 1828 paires de base, taille
proche de celle du mARN. La séquence codante est longue de 1 383 nucléo-
tides et est flanquée de 76 nucléotides sur la région 5 non transcrite et de
369 sur la région 3’ non transcrite.

La séquence compléte de la chaine o est longue de 461 acides aminés. Elle
contient la séquence N-terminale de la chaine o déterminée pour la premiére
fois par méthode chimique par DEVILLERS-THIERY et al., (1979) (et confirmée
par la suite par RAFTERY et al., 1980). Précédant cette séquence, 24 acides
aminés correspondent a la séquence signal clivable. La sous-unité mature est
donc composée de 437 acides aminés, ce qui donne un poids moléculaire
de 50 200 daltons, significativement plus grande que celle estimée par électro-
phorése de la chaine o sur gels SDS (KARLIN, 1980). Plusieurs différences
de nucléotides existent entre les mARN de 7. californica et T. marmorata.
Des 11 mutations dans la région codante, cinq sont silencieuses et six intro-
duisent des modifications dans la séquence d’acides aminés. Quatre d’entre
elles ne changent pas le caractére hydrophile versus hydrophobe des résidus.

L’examen de la séquence d’acides aminés nous a conduit a proposer un
modele hypothétique de I'organisation transmembranaire de la chaine o (DE-
VILLERS-THIERY et al., 1983). La séquence peut étre subdivisée en quatre
domaines : deux hydrophiles (résidus 1 - 209 et 299 - 408) et deux hydro-
phobes (résidus 210 - 298 et 409 - 437). Dans les domaines hydrophobes,
quatre séquences d’environ 20 acides aminés hydrophobes consécutifs possedent
les traits caractéristiques des segments qui, dans plusieurs protéines membra-
naires bien connues, traversent la double couche lipidique sous la forme
d’hélice a. Dans ces conditions, la chaine polypeptidique traverserait la double
couche lipidique quatre fois. La chaine a été orientée vis-a-vis des faces
synaptique ou cytoplasmique de la membrane sous-synaptique sur la base de
Pobservation de WENNOGLE et CHANGEUX (1980) que la protéolyse par la
trypsine a lieu sur la face cytoplasmique de la membrane pres de la séquence
C-terminale de la chaine. De tels sites de clivage sont effectivement présents
sur le fragment hydrophile (301 - 408) qui contient 14 résidus lysine et
arginine. Celui-ci se trouve donc du cdté cytoplasmique. Dans ces conditions,
le premier grand domaine hydrophile (1 - 209) se trouverait du coté de la
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fente synaptique et porterait donc le site récepteur de I'acétylcholine et les
résidus glycosylés. Des quatre hélices la troisiéme a un caractére unique. Elle
présente en trois dimensions une ligne verticale de résidus polaires (Tyr 277,
Thr 281, Ser 288, Thr 292, His 299) qui, en association avec d’autres struc-
tures similaires présentes sur d’autres sous-unités, pourrait former un canal
transmembranaire hydrophile. Ce canal pourrait participer au fonctionnement
de l'ionophore mais les domaines « extrinséques » synaptiques ou cytoplasmi-
ques pourraient aussi étre engagées dans la sélectivité ionique.

I.c. Restauration de la liaison de haute affinité d’a-bungarotoxine par la
chaine o purifiée
(TzarTOS et CHANGEUX, 1983)

Dans le but d’identifier les éléments de structure du récepteur de I'acétyl-
choline impliqués dans la liaison des ligands cholinergiques et dans la régu-
lation de la translocation ionique, des tentatives ont été effectuées de récupérer
quelques-unes de ces propriétés a partir des sous-unités isolées. MEUNIER et al.
(1972) mentionnaient déja que la capacité de lier les a-toxines de serpent
pouvait &étre conservée aprés dispersion par le SDS du récepteur d’Electro-
phorus en unités de plus petit poids moléculaire. HAGGERTY et FROEHNER
(1981) ont aussi montré que la sous-unité o purifiée en présence de SDS lie
I'a-bungarotoxine avec une constante de dissociation de I'ordre de 0,2 p,M
aprés élimination du SDS.

Cette année, des conditions ont été définies suivant lesquelles la chaine o
purifiée par électrophorése en gel d’acrylamide en SDS lie 125I-g-bungaro-
toxine avec une haute affinité (K ~. 3 nM). Dans ces conditions, on récu-
pere 100 % des sites. De maniére inattendue, il a été découvert que des
faibles concentrations de SDS (~. 0,02 %) sont essentielles pour la récupéra-
tion de la liaison d’a-bungarotoxine de haute affinité, mais que des détergents
non dénaturants (par exemple, cholate de sodium, Triton X-100) ont un
effet inhibiteur puissant. La toxine se lie a la sous-unité purifiée et aux
peptides de 34000 et 27 000 daltons obtenus par traitement a la papaine
mais pas aux peptides de 14 000 daltons ainsi qu’aux sous-unités {3, y ou d.
Les toxines non marquées déplacent 'a-bungarotoxine marquée et de toutes
celles-ci, P'a-bungarotoxine est la plus efficace. Le décaméthonium et I'hexa-
méthonium entrent en compétition efficacement avec 125]-gq-bungarotoxine
mais la carbamylcholine n’a qu'un effet trés faible. Des anticorps mono-
clonaux conformation-dépendents dirigés contre la région immunologique
principale de la chalne a se lient au complexe a-bungarotoxine - chaine o
mais d’'une maniére moins efficace que sur le récepteur intact. La chaine «
isolée en SDS a donc récupéré, au moins en partie, plusieurs propriétés struc-
turales et de liaison de la chaine a caractéristique de la molécule oligomérique
dans son état natif (TzarTOs et CHANGEUX, 1982, 1983).
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1.d. Roles des chaines a, §, y et § dans l'oligomere natif
(OswaALD et CHANGEUX, 1982 ; HEIDMANN et al., 1982, 1983)

Le role respectif de chacune des quatre chaines du récepteur de 'acétyl-
choline n’est pas encore complétement connu. Peu d’ambiguité existe au
sujet de la chaine a qui est marquée par des réactifs d’affinité spécifiques du
récepteur de I'acétylcholine (revue par KARLIN, 1980), par des dérivés photo-
labiles de 'a-bungarotoxine (WITZEMANN et al., 1979) ou par une q-bungaro-
toxine radioactive a laquelle on a ajouté des agents pontants bifonctionnels
(HAMILTON et al., 1978 ; KARLIN et al., 1979) et porte donc tout ou partie
du site récepteur. Toutefois, la derniére série d’expériences qui vient d’étre
mentionnée, révélait une participation de la chaine J, et dans une moindre
mesure, des chaines § et v a la liaison de I'a-bungarotoxine.

Cette année, la participation des différentes chaines du récepteur de I'acétyi-
choline a la liaison d’a-bungarotoxine a été étudiée par simple irradiation U.V.
(OswALD et CHANGEUX, 1982). Des conditions ont été définies pour le pontage
de 125]-g-bungarotoxine au récepteur de I'acétylcholine sans la complication de
bras « pontants >. Un marquage élevé de la chaine § et des chaines {3 et v a
été observé. Donc, le site de liaison de chaque molécule de 125I-g-bungaro-
toxine chevauche sur la chaine a et sur une sous-unité voisine (par exemple,
la chaine v ou la chaine §). Cette interprétation est en accord avec I'obser-
vation que les deux sites de liaison de I'acétylcholine et de I'a-toxine présents
par molécule de récepteur possédent des propriétés différentes (revue dans
SINE et TAYLOR, 1980).

Chez T. marmorata, la chaine § réagit de maniere covalente avec un
dérivé de photoaffinité du bloquant non-compétitif : triméthisoquin (OSWALD
et al., 1980) ainsi qu'avec d’autres bloquants non-compétitifs (par exemple, la
phencyclidine, Thistrionicotoxine) par simple irradiation U.V. (OswALD et
CHANGEUX, 1981). Un autre bloquant non compétitif, la 3H-chlorpromazine,
marque les trois autres chaines en plus de la chaine § (OSWALD et CHANGEUX,
1981).

Cette année, des tentatives ont été effectuées pour distinguer entre deux
interprétations possibles de ce résultat : ou bien le site de liaison pour la
3H-chlorpromazine est commun aux quatre chaines, ou bien chaque chaine
porte un site pour la 3H-chlorpromazine. Des études de liaison a I’équilibre de
la 3H-chlorpromazine ont montré qu’il existe un site unique pour ce ligand
par forme L du récepteur de l'acétylcholine qui, comme le marquage des
chaines, est sensible a2 la toxine de grenouille, histrionicotoxine (HEIDMANN
et al., 1982, 1983). 11 existe donc un seul site de chlorpromazine, commun
aux quatre types de sous-unités par molécule de récepteur d’acétylcholine. Ce
site est situé vraisemblablement dans la dépression centrale de la molécule et,
en accord avec le modele présenté ci-dessus (§ I.b), peut faire partie du canal
ionique.
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II. INTERACTIONS ALLOSTERIQUES ET TRANSITIONS CONFOR-
MATIONNELLES DU RECEPTEUR DE L’ACETYLCHOLINE LIE
A LA MEMBRANE

Il.a. Sites allostériques des bloquants non-compétitifs
(HEIDMANN et al., 1982, 1983)

L’effet des bloquants non-compétitifs sur les transitions conformationnelles
du récepteur de l'acétylcholine membranaire a été étudié dans ce laboratoire
par des méthodes de cinétique rapide en utilisant I’agoniste fluorescent
Dns-Cq¢-Cho (WAKSMAN et al.,, 1976, 1980 ; HEIDMANN et CHANGEUX, 1979).
Tous ces produits réglent I'affinité du site de liaison de lacétylcholine d'une
maniére allostérique et stabilisent avec une plus ou moins grande ampleur
I'état de haute affinité désensibilisé du récepteur, méme en I'absence d’agoniste
(références dans HEIDMANN et CHANGEUX, 1979 ; COHEN et al., 1980 ; ELDE-
FRAWI et al., 1981 ; ARONSTAM et al., 1981 ; DUNN et al., 1981 ; YOUNG et
SIGMAN, 1981).

Cette année, les divers sites d’action pour les bloquants non compétitifs
sur le récepteur membranaire ont été étudiés en effectuant, en paralléle,
deux séries de mesure : 1) la liaison a P’équilibre d’un spectre trés large de
bloquants non-compétitifs radioactifs ; 2) le déplacement de I’équilibre confor-
mationnel en faveur de I'état de haute affinité pour les agonistes. En résumé,
les bloquants non compétitifs réglent les transitions allostériques du récepteur
de I'acétylcholine au niveau d’au moins trois catégories de sites distincts : 1) les
sites-récepteurs de I’acétylcholine proprement dits, sur lesquels ils se lient avec
une faible affinité de maniére sensible aux agonistes et antagonistes choli-
nergiques ; 2) les sites de « haute affinité » présents a un seul exemplaire par
forme L du récepteur d’ou les bloquants non-compétitifs sont déplacés par
Phistrionicotoxine ; 3) des sites de « faible affinité » présents en grand nombre
(10 a 20 par forme L du récepteur) et insensibles a I’histrionicotoxine. Les
bloquants non-compétitifs phencyclidine, meproadifen, le détergent Triton
X-100, et, bien entendu, Ihistrionicotoxine se lient de maniére préférentielle
au site de haute affinité tandis que les autres comme le trimethisoquin se
lient sur les sites de faible affinité (HEIDMANN et al., 1982, 1983).

Les expériences de reconstitution montrent que le nombre des sites de faible
affinité dépend du rapport lipide-protéine suggérant que ces sites peuvent
étre situés 2 linterface de la protéine réceptrice avec la double couche
lipidique. D’autre part, le site de haute affinité, comme cela a été discuté
aux § Lb et I.d, peut &tre situé au niveau d’un canal central commun a toutes
les chaines du récepteur (HEIDMANN et al.,, 1982, 1983).
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II.b. Transitions conformationnelles du récepteur de l'acétylcholine membra-
naire suivies a laide de phencyclidine (H*)
(OswALD et al., 1983)

Par le passé, a I'exception du travail ' ELDEFRAWI et al. (1980) et d’ARON-
STAM et al. (1981) avec la perhydrohistrionicotoxine, les cinétiques des tran-
sitions conformationnelles du récepteur membranaire ont été le plus souvent
suivies avec des ligands spécifiques du site récepteur de I'acétylcholine (HEID-
MANN et CHANGEUX, 1979 ; NEUBIG et COHEN, 1980) ou avec des composés
dont le mode d’action est inconnu (DUNN et al., 1981). Cette année, la (H3)-
phencyclidine a été sélectionnée comme ligand pour suivre les transitions
conformationnelles du récepteur membranaire. Ces cinétiques de liaison sur
le site de haute affinité des bloquants non-compétitifs ont été suivies par une
méthode de filtration rapide.

Quand les fragments de membrane sont équilibrés avec la carbamylcholine avec
I'addition de (H3)-phencyclidine, les constantes de vitesse d’association et de dis-
sociation de (H?3)-phencyclidine s’accroissent respectivement de 1,22 == 0,05 a
7205 X 108 M—1 sec—! et de 7,5=*+=0,1 a 9,8 =0,7 X 10—3 sec—1.
D’autre part, la préincubation avec I'érabutoxine diminue ces deux vitesses
par un facteur d’environ 2 par rapport a la valeur observée en l'absence
d’effecteur. Quand la carbamylcholine est ajoutée aux fragments de mem-
brane riches en récepteur en méme temps que la (H3)-phencyclidine, les
vitesses d’association de (H3)-phencyclidine s’accroissent de 103 & 10% fois et
les vitesses de dissociation de 4 a 10 fois. Ces effets ne sont pas observés avec
I'antagoniste compétitif d-tubocurarine.

Ces données ont été interprétées en termes d’'un modeéle a quatre états
des transitions allostériques du récepteur de I'acétylcholine (NEUBIG et COHEN,
1980 ; HEIDMANN et CHANGEUX, 1980) ou D est un état de haute affinité
lentement désensibilisé, I un état intermédiaire rapidement désensibilisé et A
un état actif, seul état pour lequel le canal ionique est ouvert. Les constantes
de vitesse de linteraction de (H3)-phencyclidine avec ces différentes confor-
mations du récepteur ont été mesurées. Les résultats suggérent que, en plus
de la stabilisation de I’état D, la phencyclidine se lie avec une vitesse tres
rapide a I'état A ou le canal est ouvert et accélére la transition vers I'état I
(OswALD et al., 1983).

Il.c. Un modeéle de « mémoire a court terme »
(HEIDMANN et CHANGEUX, 1982)

En dépit du fait que la désensibilisation est une propriété trés générale des
récepteurs de neurotransmetteurs, sa signification physiologique est encore
énigmatique. L’idée qu’elle puisse contribuer a la régulation de lefficacité
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synaptique, et donc qu’elle est concernée par des processus de mémoire a
court terme (voir CHANGEUX, 1981) a été développée sur des bases formelles
(HEIDMANN et CHANGEUX, 1982). L’hypothése proposée est que le rapport
état de repos / état désensibilisé déterminerait efficacité de la synapse.
Expérimentalement, ce rapport pouvait étre réglé par le potentiel de mem-
brane, par des ligands se fixant sur le site agoniste et/ou sur les sites allosté-
riques (présents sur la molécule de récepteur). Dans ces conditions, I'état
d’activité des synapses voisines (qui se manifeste par exemple par des variations
de potentiel de membrane, par l'accumulation (Cat+) ou la production
(nucléotides cycliques) d’effecteurs allostériques, etc.) pourrait régler I'effi-
cacité de la synapse considérée en changeant la balance état de repos / état
désensibilisé. La constante de vitesse de cette transition serait suffisamment
lente pour introduire des «traces» a court terme au niveau des synapses.
Le modéle a été mis en équation et le cas du « conditionnement classique »
et de la « synapse de Hebb » simulés sur ordinateur (HEIDMANN et CHANGEUX,
1982).

III. EVOLUTION DU RECEPTEUR DE L'ACETYLCHOLINE AU
COURS DU DEVELOPPEMENT DE LA SYNAPSE

Dans la synapse électromotrice et la jonction neuromusculaire adulte, le
récepteur de I'acétylcholine forme des agrégats immobiles et denses, son
temps de demi-vie métabolique est supérieur a 10 jours, et le temps d’ouver-
ture moyen du canal ionique environ 1 msec. Par contre, dans I'embryon,
avant Parrivée des axones moteurs, le récepteur de I'acétylcholine est réparti
de maniére diffuse, il est animé d’un mouvement de translation et de rotation
rapide, son temps de demi-vie métabolique est de 18 heures, et dans certains
systémes, le temps d’ouverture du canal ionique plus long (3 - 5 msec.) (revue
dans FAMBROUGH, 1979 ; CHANGEUX, 1981). Les différences notées entre ces
deux types de récepteur peuvent &tre intrinséques (différents génes exprimés,
modifications covalentes) ou extrinséques (différents environnements membra-
naires et/ou interactions avec des protéines périphériques associées au cyto-
squelette ou a la lame basale).

IIl.a. Utilisation danticorps monoclonaux dans la mise en évidence de
différences intrinséques entre récepteurs embryonnaire et adulte
(HoLToN, TzARTOS et CHANGEUX, 1983)

Cette année, les anticorps monoclonaux développés par TzARTOS et
LinpsTRoM (1980) contre le récepteur de T. californica ont été utilisés pour
détecter des différences éventuelles de structure primaire ou de conformation
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entre les récepteurs embryonnaire et adulte de T. marmorata. Une banque de
58 anticorps spécifiques des sous-unités du récepteur a été employée. Avec
les anticorps anti-chaine o, aucune différence n’a été notée. Par contre, avec
les anticorps anti-3, -y et -d, des différences apparentes ont d’abord été
remarquées. En réalité, ces anticorps distinguent entre les formes L et H du
récepteur : ils réagissent plus efficacement avec la forme H qu’avec la
forme L. Dans les conditions expérimentales employées, la forme L parait
plus abondante dans I'embryon que chez I’adulte. Aprés dissociation compléte
de la forme lourde en forme légeére par le $-mercaptoéthanol, aucune diffé-
rence n'a été décelée avec tous les anticorps étudiés. La variation du rapport
entre formes légere et lourde elle-méme disparait aprés extraction du récepteur
en présence de N-ethylmaleimide. Les changements de structure primaire
et/ou de conformation de la molécule de récepteur qui ont lieu au cours du
développement, sont donc trés faibles ou inexistantes.

IILb. Roéle de la protéine 43 000 v, dans limmobilisation de la protéine
réceptrice de I'acétylcholine

(ROUSSELET et al., 1982)

Les protéines 43 000 (SOBEL et al., 1977, 1978) constituent un groupe de
polypeptides distincts du récepteur mais étroitement associés a celui-ci dans
la membrane sous-synaptique. L’élimination de ces protéines par bref traite-
ment a pH 11 conserve les propriétés fonctionnelles du récepteur qui est
encore membranaire (NEUBIG et al., 1979) mais accroit la susceptibilité de
celui-ci a l'inactivation thermique (SAITOH et al., 1979) et a la digestion par
des enzymes protéolytiques (KLYMKOWSKY et al., 1980). De plus, le mou-
vement de rotation de la protéine réceptrice étiquetée par une maléimide
marqueur de spin s’accroit de maniére remarquable aprés élimination de la
protéine 43 000 (ROUSSELET et al., 1979). Cette ou ces protéine(s) joue(nt) un
rle « structural » dans la membrane sous-synaptique. Ce role de la pro-
téine 43 000 dans I'immobilisation du récepteur a été récemment mis en
question par BARTHOLDI et al. (1981) qui n'ont détecté des changements dans
le mouvement du récepteur marqué par une toxine phosphorescente seulement
a haute température.

Cette année, ce probleme a été réexaminé avec une a-bungarotoxine portant
un marqueur de spin. Le spectre de I'a-bungarotoxine marquée liée aux frag-
ments de membranes riches en récepteur révele une forte immobilisation. La
réduction de la membrane par le dithiothreitol a peu d’effet sur le mou-
vement. Confirmant les résultats de ROUSSELET et al. (1979), I’extraction a
pH 11 accroit les mouvements de rotation de la protéine réceptrice, et comme
cela a été observé en microscopie électronique, permet également sa diffusion

latérale dans le plan des fragments de membranes (ROUSSELET et al., 1982).
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Ill.c. Existence d’un squelette dans les fragments de membranes riches en
récepteur de lacétylcholine

(CARTAUD et al., 1982)

L’analyse en gel a deux dimensions des protéines 43 000 révéle trois formes
isoélectriques (SAITOH et CHANGEUX, 1980) qui ont été appelées vy, v, €t vg
par GYSIN et al. (1981). De ces trois formes, seule v, parait attachée solidement
a la membrane aprés purification. Dans le but d’observer cette protéine par
microscopie électronique, des tentatives ont été effectuées de fixer cette
membrane avec divers réactifs. L’'un d’eux, le bromure de para-azido-phénacyl
(PAB) réagit par une extrémité avec les nombreux groupes SH présents sur v,
et par lautre extrémité, apres irradiation U.V., avec les chaines latérales
d’acides aminés voisines. Aprés pontage par le PAB, v, disparait des gels
a deux dimensions tandis que v, et v; persistent. La méme préparation exa-
minée par microscope électronique révéle, aprés extraction par le Triton X-100,
des filaments de taille « intermédiaire » (de 5 & 18 nm) décorés de place en
place par des rosettes de récepteur. Trés certainement, v; est un composant
du squelette de cette membrane. Puisque v, est présent seulement sur la face
interne des fragments de membranes (WENNOGLE et CHANGEUX, 1981 ; SAINT-
JouN et al., 1982), ce squelette devrait étre associé a la face cytoplasmique
de la membrane sous-synaptique.

IV. IDENTIFICATION DE FACTEURS STIMULANT LA CROISSANCE
DES NEURITES A PARTIR DE NEURONES DE MOELLE
EPINIERE DEMBRYON DE POULET

(HENDERSON, 1983 ; HENDERSON et al., 1983 a, b)

Des « facteurs rétrogrades » libérés par des cellules musculaires ont été
supposés jouer un rdle dans la croissance et la stabilisation sélective des axones
moteurs au cours de la mise en place de linnervation adulte (CHANGEUX
et DANCHIN, 1976 ; VARON et BUNGE, 1978 ; HENDERSON, 1983). Il a été
montré qu'un milieu conditionné par les cellules musculaires provoque I'exten-
sion de neurites a partir de cellules en culture dissociées a partir de tube
neural d’embryon de poulet de 4 & 5 jours (HENDERSON et al., 1981).

Cette année, la recherche d’'une source de facteur suffisamment riche pour
mener a bien la purification a conduit a la découverte que des extraits de
muscles de poulet contiennent le facteur de croissance (HENDERSON et al.,
1983 a, b). Quand des poulets de 6 jours sont dénervés par section du nerf
sciatique, I'activité spécifique du facteur s’accroit en moyenne 15 fois trois
jours aprés la dénervation. La production de ce facteur est donc réglée par
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linnervation du muscle. En plus de ses implications théoriques, cette obser-
vation est d’'un intérét pratique puisqu’elle fournit une grande quantité de
facteur disponible pour la purification (HENDERSON et al., 1983 a).

Finalement, un modéle de régulation de I'innervation du muscle pendant le
développement a été proposé sur la base de la capture sélective de facteurs
rétrogrades musculaires par les axones moteurs en développement (GOUZzE
et al., 1983). A un stade critique du développement, plusieurs axones conver-
gent a partir de neurones moteurs différents vers chaque plaque motrice. Par
la suite, une seule terminaison nerveuse par fibre musculaire est stabilisée.
Il est supposé que 1) cette stabilisation sélective résulte de la compétition
des terminaisons nerveuses pour un stock limité de facteur rétrograde ; 2) I'ac-
tivité des fibres nerveuses afférentes régle I’ « utilisation » de ce facteur dans
I'évolution de la terminaison nerveuse qui devient stable au-deld d’un seuil.
La ségrégation des unités motrices de taille fixe a été simulée sur ordinateur
a partir des équations du modele. Les prédictions expérimentales du modéle
peuvent désormais étre mises a I'épreuve.

V. ETUDE DU DEVELOPPEMENT SYNAPTIQUE SUR LE CERVELET
(MARIANL, 1982 ; MARIANI, 1983 ; BENOIT et MARIANI, 1982 ; MULLE,
1983)

L’étude du phénomeéne d’élimination synaptique spontanée décrit depuis
plusieurs années (revue dans MARIANI, 1983) a été poursuivie.

V.a. Etendue de la multiinervation des cellules de Purkinje par les fibres
grimpantes chez les mutants weaver, reeler et staggerer

(MARI1ANI, 1982)

Dans le cervelet de ces trois mutants, la multiinnervation des cellules de
Purkinje par des fibres grimpantes (qui est un processus transitoire du
développement normal) persiste & I’état adulte, la régression étant normalement
liée a la mise en place d’'une autre catégorie de synapses sur les cellules de
Purkinje (fibres parall¢les - cellules de Purkinje) qui n’a pas lieu normalement
chez ces animaux. L’étendue de cette multiintervention résiduelle (nombre
moyen de fibres grimpantes par cellules de Purkinje) a été précisée ainsi que
les caractéristiques de la décharge du systéme olivocerebelleux dans ces
conditions (MARIANI, 1982) : la multiinnervation résiduelle est de 3,5 fibres
par cellule, c’est-a-dire du méme ordre que le maximum de la multiinnerva-
tion transitoire observé pendant le développement.



— 351 —

V.b. Etude des projections de la périphérie sur les cellules de Purkinje par
la voie des fibres grimpantes : comparaison entre cellules recevant une
ou plusieurs fibres grimpantes

(C. MULLE, B. GEOFFROY, M. SOUDANT, J. MARIANI)

Une étude détaillée de la représentation somatotopique de six stimulations
périphériques dans la portion vermienne des lobules VII et VIII du cervelet
normal (ou les cellules de Purkinje regoivent une fibre grimpante) a été effec-
tuée par enregistrements intracellulaires de plusieurs centaines de cellules de
Purkinje et a permis de révéler une distribution précise en « microzones »
ou « patches » de centaines de ces stimulations.

Une étude comparable a été effectuée chez le rat irradié au cours du
développement : la persistance de la multiinnervation a I'état adulte dans ce
systéme permet de l'utiliser comme modéle du développement. L’étude détaillée
des réponses et des convergences des réponses suggére qu'au niveau d’orga-
nisation étudié (stimulation électrique de la périphérie), la régression de la
multiinnervation ne joue pas un rdle majeur dans la ségrégation des zones.

Ce travail sera poursuivi en analysant de maniére plus fine la répartition
des réponses a des stimulations naturelles d’une modalité sensorielle définie
(stimulation des vibrisses).

V.c. Bases anatomiques de la régression de la multiinnervation grimpante

(N. DELHAYE-BOUCHAUD, B. GEOFFROY, J. MARIANI)

La question est de savoir si la régression n’affecte que les collatérales.
d’axones des fibres grimpantes ou si elle s’accompagne d’une mort cellulaire
d’'une fraction de neurones olivaires (dont les axones forment les fibres
grimpantes). Les comptages de neurones olivaires effectués au cours du déve-
loppement montrent qu’il n’y a pas de mort cellulaire associée a la régression
axonale.

V.d. Etude du mécanisme daction cellulaire de certains anticonvulsivants
(P. BENOIT, J. MARIANI, 1982 et non publié)

L’étude microphysiologique de l'effet de l'acide 1-Méthyl-cyclohexane
carboxylique aux propriétés anticonvulsivantes révélent que cet agent entraine
une potentiation de Iinhibition GABAergique intracérebelleuse comme les.
anticonvulsivants de référence (diazepam) appartenant a d’autres classes phar-
macologiques d’anticonvulsivants.

L’analyse d’autres molécules anticonvulsives fournies par la SANOFI (en
particulier, la dopakine) est en cours. '
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