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B . C O M P T E R E N D U D E L 'ACTIVITÉ D U L A B O R A T O I R E 

D E C O M M U N I C A T I O N S C E L L U L A I R E S 

I. ORGANISATION FONCTIONNELLE DES RÉCEPTEURS 

NICOTINIQUES PÉRIPHÉRIQUES ET CENTRAUX 

1. Organisation stratifiée du canal ionique du récepteur de l'acétylcholine (Coll. 

avec D . et S. B E R T R A N D , Université de Genève) 

Les recherches sur l 'organisation fonctionnelle de la molécule du récepteur 

nicotinique ont bénéficié récemment de la capacité que possède la chaîne 

neuronale α7 de former à elle-seule, dans l 'oocyte de Xénope, un récepteur 

fonctionnel homo-oligomérique qui se prête part iculièrement bien à la mutagé-

nèse dirigée. Des expériences antér ieures de marquage avec la chlorpromazine 

et de mutagénèse dirigée ont souligné l ' importance du segment hydrophobe 

M2 dans la formation du canal ionique. En particulier, la mutat ion en 

thréonine de la leucine 247 présente dans la partie médiane de M2 et dont 

l 'homologue est marqué par la chlorpromazine chez la Torpille modifie pro-

fondément les propriétés physiologiques et pharmacologiques du récepteur α7. 

Les modifications observées sont en accord avec l'idée que la mutat ion rend 

conductrice l'un des états désensibilisés et de haute affinité du récepteur . 



Cette conclusion est confirmée lorsqu'un chélateur des ions C a + + est injecté 

dans l 'oocyte pour annuler les courants chlore activés par le C a + + . E n accord 

avec celle-ci, la cinétique de la réponse de conductance est t rouvée beaucoup 

plus lente ( Τ = 0,79s) que celle du type sauvage (T = 0,05s). Les deux 

anneaux d'acides aminés situés de part et d 'au t re de l 'anneau de leucine sur 

l'hélice a et qui sont également marqués par des ligands de photoaffinité du 

canal, ont é té mutés soit en thréonine (V251T), soit en glutamine (T244 Q ) . 

Ces récepteurs mutants possèdent des propriétés semblables à celles du 

mutant L247T et à la différence de mutants sur des acides aminés plus 

distants (S240, L254/255). Trois anneaux superposés : deux d'acides aminés 

hydrophobes , l 'autre d'acides aminés hydrophiles contr ibuent à la fermeture 

du canal ionique dans l 'état désensibilisé suggérant une stratification fonction-

nelle du canal ionique. 

2. Conversion de la sélectivité ionique du récepteur nicotinique de cationique 

en anionique (Coll. avec D . et S. B E R T R A N D , Université de Genève) 

Les récepteurs de la glycine et du G A B A possèdent un canal ionique 

sélectif pour les anions et présentent néanmoins d ' importantes homologies de 

séquence avec le récepteur nicotinique dont le canal est cat ionique. L 'échange 

du segment M2, ou de la moitié de celui-ci, ent re le récepteur de la glycine 

αl et le récepteur nicotinique α7 ne conduit pas à un récepteur fonctionnel 

dans l'ovocyte de Xénope. Par contre , l ' introduction dans la séquence α7 

d'acides aminés supposés se t rouver en regard de la lumière du canal ionique 

permet de convertir la sélectivité du canal de cationique en anionique. La 

mutagénèse dirigée de trois acides aminés suffit ; il s'agit de : 1) la permuta-

tion en thréonine de la valine 251 déjà ment ionné (V251T) ; 2) l 'échange en 

alanine du glutamate 237 qui compose l 'anneau « intermédiaire » chargé 

négativement (E237A) ; 3) l 'addition d 'une proline [ou d 'une alanine à l 'extré-

mité N-terminale du segment M2 (entre les positions 236 et 237)] qui modifie 

la longueur du segment reliant M l à M2. Dans ces condit ions, le récepteur se 

trouve dans un état conducteur de haute affinité (ou désensibilisé). Ces 

résultats suggèrent que la géométr ie de la structure quaternai re de la protéine 

réceptrice ainsi que ses transitions conformationnelles constituent d ' impor-

tantes contraintes structurales sur la sélectivité du canal ionique. 

3. Développement d'un agoniste photoactivable du récepteur nicotinique (Coll. 

avec M. G O E L D N E R et C. H I R T H , Université Louis Pasteur , Strasbourg) 

U n analogue photoactivable du dansyl-C6-choline : AC5 ([N'-methyl , N ' -4-

diazonium phenyl] [acide N-6-hexanoique, 2-( tr imethylammonium bromure) 

ethyl ester] urée) est actif comme agoniste sur des cultures primaires de 

muscle, se lie avec une haute affinité sur le récepteur de Torpille à l 'équilibre 



et photoinactive le site de liaison des agonistes sans per turber le site de liaison 

des bloquants non compétitifs de manière significative. R e n d u radioactif, il 

marque les quatre chaînes du récepteur d 'une manière sensible à l 'α-bungaro-

toxine. L 'AC5 paraît part iculièrement approprié pour explorer la dynamique 

des transitions allostériques du récepteur au niveau du site actif. 

4. Potentialisation de la réponse d'un récepteur nicotinique neuronal 

par les ions Ca++ externes 

L'augmentat ion de la concentrat ion externe des ions C a + + potentialise la 

réponse des récepteurs nicotiniques des neurones de l 'habenula médiane du 

rat jusqu 'à 3,5 fois. Cet effet est indépendant du voltage et correspond à un 

accroissement de la fréquence d 'ouver ture des canaux ouverts par l 'acétylcho-

line enregistrés par la méthode du patch clamp. Il est observé avec le B a + + et 

le S r + + , mais pas avec le M g + + . Le C a + + externe exerce, en plus, un effet 

inhibiteur sur la conductance élémentaire des canaux nicotiniques aux poten-

tiels positifs, mais pas aux potentiels négatifs. Ces résultats suggèrent l'exis-

tence de sites allostériques activateurs pour le C a + + distincts de ceux qui 

interviennent dans l'inhibition de la conductance du canal. 

5. PIPEX : une pipette motorisée 

PIPEX est un système motorisé de pipetage qui sert à la préparat ion de 

tampons de cristallisation dont la composition varie de manière systématique 

par incréments de faible valeur relative. Il se compose d 'une pipette motorisée 

contrôlée par un ordinateur et d 'un p rogramme de planification de l 'expé-

rience. 

II . RÉGULATION D'EXPRESSION DES GÈNES DU RÉCEPTEUR 

MUSCULAIRE 

1. Compartimentation précoce des ARN messagers codant pour les sousunités 

α et γ du récepteur musculaire 

La distribution des A R N messagers codant pour les sous-unités α et γ est 

suivie par hybridation in situ avec des sondes froides sur le d iaphragme de 

souris in toto. Les premiers signes d 'une distribution non homogène des A R N 

messagers apparaissent , dès le jour 13,5 de développement embryonnai re . 

Puis, l 'ARN messager extra jonctionnel disparaît et le contraste avec le 

domaine synaptique s 'accentue. La compart imentat ion d'expression des gènes 

α et γ se produit dès la formation des premiers contacts neuromusculaires . 



2. Interactions positives et négatives entre facteurs myogéniques et facteurs Spl 

et GBF 

L'activité du promoteur de la sous-unité α est analysée par mutagénèse 

dirigée et par reconstitution de séquences activatrices « enhancer » -promoteur . 

En l 'absence de la région proximale contenant le site Spl et l 'homopolymère 

G C chevauchant , qui fixe un facteur nouveau appelé G B F , le p romoteur est 

inactif. Cet te partie proximale peut être remplacée par un site de liaison du 

facteur Sp1 de SV40 ou d 'un site de liaison du facteur M E F 2 du gène de la 

créatine kinase du muscle. La mutat ion du site Sp l affecte la transactivation 

par C M D 1 ou par la myogénine. Celle du site G B F entraîne une activité 

promotrice plus élevée en culture primaire de myotubes de poulet ou de 

fibroblastes de caille. De plus, in vitro, la liaison de la protéine purifiée Sp1 

bloque la liaison de G B F . Les facteurs myogéniques activent donc la t rans-

cription en coopérat ion avec le facteur Spl et le G B F contribue à la spécifi-

cité musculaire de l 'expression du promoteur en bloquant la liaison du facteur 

SP1 dans les cellules non musculaires ou les myoblastes. 

3. Régulation d'un transgène LacZ par l'innervation musculaire chez la souris 

Le rôle de l ' innervation motrice sur l 'expression de la β-galactosidase ciblée 

sur la membrane nucléaire (nlsβgal) est é tudiée avec deux lignées de souris 

transgéniques construites avec ce transgène placé sous le contrôle d 'un promo-

teur de 850 pb de la sous-unité a de poulet . Après la naissance, l 'expression 

de nlsβgal se trouve compar t imentée transi toirement dans la région des 

plaques motrices dans les muscles extensor digitorum longus, tibialis anterior et 

dans le d iaphragme. Chez l 'adulte, la dénervation de plusieurs muscles rapides 

entraîne une expression importante du t ransgène, qui débute au niveau des 

plaques motrices et se déploie transi toirement suivant une distribution spatio-

temporelle définie (sauf dans le cas du soleus) et qui varie de manière 

systématique d 'un muscle à l 'autre. 

4. Expression synaptique du promoteur de la sous-unité ε chez la souris 

La sous-unité ε du récepteur musculaire est exprimée chez l 'adulte exclusi-

vement au niveau de la plaque motrice. Afin d'analyser les éléments régula-

teurs du promoteur qui déterminent l 'expression synaptique, diverses construc-

tions d ' A D N contenant des fragments du promoteur ε fusionnés au gène 

rappor teur nlsβgal, ont été injectés dans le tissu musculaire. Les résultats 

obtenus montrent que 83nt en amont du point de dépar t de la transcription 

suffisent pour l 'expression synaptique. 

De plus, la mutat ion d 'un site MyoD situé à la position -70 n 'apparaî t pas 

nécessaire pour celle-ci. U n e construction de seulement 36 nucléotides ne 



donne aucune expression visible de nlsβgal. L'analyse du même promoteur in 

vitro dans des cultures primaires de muscle en utilisant le gène de la luciférase 

comme rappor teur révèle un élément activateur ent re les positions -122 et -83 

ainsi que deux autres éléments activateurs et un autre é lément inhibiteur. Des 

éléments différents interviennent dans l 'expression in vivo et in vitro. 

5. Localisation de la dystrophine et de la drp chez la Torpille (Coll. avec 

J. C A R T A U D , Institut Jacques Monod , Paris) 

Un anticorps très puissant dirigé contre la dystrophine purifiée de Torpille 

révèle cette protéine au niveau de la face innervée de l 'é lectroplaque, alors 

qu 'au niveau de la jonction neuromusculaire la dystrophine et la « dystrophin-

related protein » (ou drp) se t rouvent colocalisées. 

III . RÉGULATION D'EXPRESSION DES GÈNES DU RÉCEPTEUR 

NICOTINIQUE CENTRAL 

1. Distribution de l'immunoréactivité de la sous-unité β2 (β2 LI) 

dans le cerveau de rat 

La distribution de l ' immunoréactivité de la sous-unité β2 du récepteur 

nicotinique central (β2 LI) se superpose largement à celle de son A R N 

messager. Un marquage particulièrement fort est décelé dans le thalamus et 

dans d 'autres régions mais de manière dispersée ; un marquage plus faible 

mais systématique s 'observe dans l 'hypothalamus et l 'amygdale. Au niveau 

cellulaire, β2 LI est exclusivement neuronal et concentré de manière prédomi-

nante dans les pericarya mais également dans les dendri tes (neurones pyrami-

daux du cortex, cellules de Purkinje) et dans les terminaux axoniques (stria-

tum) . Au niveau ultra structural, β2 LI est associée à des membranes intra-

cellulaires mais rarement aux membranes synaptiques. La distribution large-

ment ubiquitaire de β2 LI suggère que la sous-unité β2 est une sous-unité 

commune aux différentes combinaisons de récepteur dans diverses régions du 

cerveau. 

2. Expression du gène de la sous-unité α2 de poulet dans le système nerveux 

central de souris 

La sous-unité α2 est expr imée, chez le poulet , exclusivement au niveau du 

noyau spiriforme latéral. Afin d'analyser les déterminants génétiques engagés 

dans cette distribution, plusieurs lignées stables de souris transgéniques ont été 

produites qui por tent le gène de structure complet de la sous-unité α2 de 



poulet avec 7 Kb de séquences en amont et 3Kb de séquences en aval. Le 

message α2 est détecté par P C R de manière prédominante dans le système 

nerveux central. L'hybridation in situ le révèle de manière quasi exclusive au 

niveau des cellules nerveuses et dans des régions définies du cerveau et de la 

moelle épinière, en particulier mais pas exclusivement, dans les noyaux 

moteurs craniaux et dans d 'autres structures cholinergiques. Les mécanismes 

régulateurs donnant lieu à expression neurone-spécifique sont donc conservés 

au moins en partie du poulet à la souris. 

3. Localisation pré-terminale des récepteurs nicotiniques sur les axones 

GABAergiques du noyau interpédonculaire du rat 

La distribution privilégiée des molécules de récepteur au niveau de struc-

tures définies de la cellule nerveuse implique une importante régulation post-

transcriptionelle. L 'enregistrement électrophysiologique de neurones interpé-

donculaires sur des coupes fines de cerveau de rat révèle un accroissement 

très prononcé de la fréquence et de l 'amplitude des courant GABAerg iques 

postsynaptiques. Un effet similaire est obtenu avec l 'acétylcholine en présence 

d 'ésérine. Il est bloqué par la dihydro-β-érythroidine et par la mécamylamine. 

L'effet est retrouvé avec une préparat ion de neurones isolés auxquels restent 

at tachées des terminaisons synaptiques. La té t rodotoxine supprime l'action de 

la nicotine, ce qui suggère une localisation pré-terminale des récepteurs 

nicotiniques qui déclenchent une onde électrique propagée le long des affé-

rences gabaergiques. 

IV. MODÈLES FORMELS 

Un modèle neuronal du développement des capacités numériques élémentaires 

(Coll. avec S. D E H A E N E , Maison des Sciences de l 'Homme) 

Plusieurs espèces animales et les enfants avant l 'acquisition du langage 

possèdent des capacités élémentaires de t ra i tement des nombres . Elles incluent 

la capacité de reconnaître une numérosi té donnée , qu'el le soit présentée par 

la vision ou par l 'audition, et , à un stade plus tardif du développement , la 

capacité de comparer deux numérosités et de décider laquelle est la plus 

grande. Le modèle propre rend compte de plusieurs de ces phénomènes et de 

propriétés comme l'effet de distance ou la loi de Fechner pour les nombres . 

J . -P. C. 
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— Conference, Second N I M H Conference on Molecular Neurobiology, 
Keystone, U . S . A , 20-24 septembre 1992. 

— Séminaire , University of Colorado Heal th Sciences Center , 24 sep tembre 
1992. 

— Conférence, 2nd Gif Conference on « Long-term Potentiat ion : a deba te 
of Current Issues ». Gif-sur-Yvette, 1-3 octobre 1992. 

— Conference, 85th Annual Meeting of the Formosan Medical Association, 
Taipei , Formose , 28 octobre-9 novembre 1992. 

— Conférence inaugurale E U R O M E D E C I N E 92 « Pathologie des Récep
teurs ». Montpellier, 13 novembre 1992. 

— Conférence à l 'University College of London . 10 décembre 1992. 

— Conférence pléniaire, Annual meeting of the American College of Neu-
ropharmacology. San Juan Puer to Rico, 13-19 décembre 1992. 

— Conférence pléniaire, organisée par l 'Académie des Sciences de New 
York, dédiée à la mémoire du Professeur Shosaku N u m a , Waseda University 
Tokyo , Japon , 12-15 janvier 1993. 

— Conférence pléniaire, l l t h European Workshop on Cognitive Neuropsy-
chology, Universita degli Studi di Padova, Bressanone, Italie, 24-29 janvier 
1993. 



— International Titisee Conference on « Molecular and Cellular Biology of 
Muscle Development : in vivo analysis », 17-21 mars 1993. 

— Conférence à la Mairie de Florence sur le problème de la drogue , Italie, 
20 avril 1993. 

— Conférence pléniaire, European Research Conference, « Molecular Neu-
robiology Regulation and Biosynthesis and Function of Neuroreceptors and 
ion channels », Aghia Pelaghia, Crè te , 24-28 avril 1993. 

— International Symposium « Worldwide Decade of the Brain », R o m e , 
Italie, 30 avril 1993. 

— Conference, Jacques Monod Conference « Molecular Mechanisms of 
synaptic plasticity », La Londe , Les Maures , 9-10 mai 1993. 

— Pasteur-Weizmann-Rockefeller Meeting « The structure of biological 
macromolecules in 4-D », Institut Pasteur, Paris, 17-19 mai 1993. 

— Congrès de la Société de Neuropsychologie de langue française « Neu
ropsychologie du lobe frontal », Angers , 28-29 mai 1993. 

— Symposium sur la Neuroendocrinologie , Windsor , Canada , 18 juin 1993. 

— Conférence, Center for Biotechnology, Karolinska Inst i tute, Huddinge , 
Suède, 20 juin 1993. 

— V e Colloque sur les maladies neuromusculaires , Strasbourg, 
21-25 juin 1993. 

— Conférence de clôture, Novo Nordisk Foundat ion Symposium, Copenha
gue , Danemark , 28-30 juin 1993. 

Jean-Pierre B O U R G E O I S : 

— Colloque « Synaptogenesis in the prefrontal cortex of pr imates », N A T O 
workshop, Carry Le Roue t , juillet 1992. 

Jean-Luc EISELE : 

— Fidia Research Foundat ion Symposium : « Synapses and Receptors . A 
molecular perspective », Robinson College Cambridge , U .K. 8-10 sep
tembre 1992. 

Jean-Luc G A L Z I : 

— Conférence, European Research Conference, « Molecular Neurobiology 
Regulation and Biosynthesis and Function of Neuroreceptors and ion chan
nels », Aghia Pelaghia, Crê te , 24-26 avril 1993. 

— Conférence, 20th Anniversary Strasbourg Center , Marion Merrell Dow 
Symposium on « Molecular Basis for Drug Action », Strasbourg, 
13-15 mai 1993. 

— Conférence, Minicolloque de la Société des Neurosciences : Récepteurs 
et Mécanismes de transduction. Montagnac , 23-25 juin 1993. 



Hoang Oanh N G H I E M : 

— Conférence, Max-Planck Institut for Brain Research, Francfort, Alle
magne , mars 1992. 

Cather ine V I D A L : 

— Conférence, Xth European Congress of Toxicology, Paris, Sep
tembre 1992. 

— Conférence, European behavioral pharmacology society meeting, Cam
bridge, U .K. , août 1992. 

— Conférence, Colloque IPSEN « Motor and cognitive functions of the 
prefrontal cortex ». Paris, novembre 1992. 

— Conférence, Jacques M O N O D Conference « Molecular mechanisms of 
synaptic plasticity », La Londe , Les Maures , mai 1993. 

D I S T I N C T I O N S 

— Premio Internacional para un Futuro Creativo (Commitee C A P I R E ) : 
Trabajos teoreticos y experimentales sobre aprendizaje creativo, Madrid , 
20 novembre 1992. 

— Prix international « A m e d e o e Frances Herl i tzka » pour les Sciences 
Physiologiques, Tur in , 30 novembre 1992. 

— Médaille d 'Or , Centre National de la Recherche Scientifique, 17 décem
bre 1992. 

— Prix Louis Jeantet de Médecine (avec Richard H E N D E R S O N et Kurt 
W Ü T H R I C H ) , Genève , janvier 1993. 


