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Le cours n’a pas eu lieu.

TRAVAUX DU LABORATOIRE DE NEUROPHARMACOLOGIE
(ILN.S.E.R.M. U. 114)

Plusieurs axes de recherche ont été poursuivis. Ils peuvent étre briévement
résumés.

1. INTERACTIONS CELLULAIRES AU COURS DU DEVELOPPEMENT
DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL

1.1. Polarité neuronale (Responsable de I'équipe : A. Prochiantz)

1.1.1. Etablissement in vitro de la polarité neuronale

La démonstration de I’existence d’une régulation séparée de la croissance
des axones et des dendrites dans les cellules nerveuses a été poursuivie. Les
modeles utilisés (milieux conditionnés, protéines matricielles sous différentes
formes physiques) ont tous conduit a la méme conclusion : les axones peuvent
croitre dans des conditions de faible adhérence au substrat alors que la
croissance dendritique dépend fortement de I’adhésion. Cette différence est
expliquée a la fois par la structure du cytosquelette des deux types de neurites
et par leurs modes d’élongation (B. Chamak, A. Rousselet).

N

Cette dépendance de la croissance dendritique vis a vis de ’adhésion et le
fait que I'on observe plus de dendrites en culture quand neurones et astro-
cytes proviennent de la méme région nous ont conduit a rechercher des
isoformes de molécules d’adhésion, de protéines de matrice et de récepteurs
d’adhésion spécifiques de région (F. Lafont, M. Lévy, A. Rousselet).
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1.1.2. Etude de [l'expression de genes de développement dans le systéme ner-
veux

La croissance séparée des axones et des dendrites suppose I’existence de
mécanismes régissant le transport des vésicules post-golgiennes dans 'un ou
l'autre des compartiments neuritiques. Des genes régulant un tel transport
polarisé existent chez la levure, ils codent pour de petites protéines G (de
type ras) et ont des homologues chez les vertébrés. Ce sont les génes rab. En
collaboration avec le laboratoire de A. Tavitian, nous avons étudié I’expres-
sion de ces génes dans le cerveau des muridés au cours du développement.
Deux d’entre eux (rab2 et rab3) sont fortement exprimés au cours de la
différenciation neuritique. La protéine prab2 a été synthétisée et injectée dans
les neurones. Cette injection est suivie d’une croissance trés importante de
’arborisation dendritique (J. Ayala).

Par ailleurs, nous avons entrepris d’étudier les génes qui pourraient contro-
ler, a travers les modulations de I’adhésion, la transcription des genes néces-
saires a la construction des dendrites ou des axones. Des indications sérieuses
indiquent que des genes homéotiques sont impliqués dans ces processus. Ce
travail est en cours (A. Joliot).

1.1.3. Neuro-immunologie

L’année derniere nous avions démontré que les microglies amiboides stimu-
lées par les lipopolysaccharides bactériens (LPS) synthétisent de la cachectine
et de l'interleukine-1 et libérent du NGF. La question posée était donc de
connaitre les stimulants physiologiques (autres que le LPS) des microglies.
Nous venons de démontrer que, en culture, le dbcAMP stimule la transcrip-
tion du gene de I'IL1 alpha, mais pas de I'IL1 béta ou de la cachectine. Ces
résultats ont été reproduits aprés application de noradrénaline (E. Hétier).

1.2. Etude des fonctions et de la différenciation des cellules microgliales (Res-
ponsable de I’équipe : M. Mallat)

1.2.1. Expression des marqueurs macrogliaux par les macrophages cérébraux

Nous avons exploité la méthode de purification de cellules microgliales
amiboides (macrophages cérébraux) introduite I’an dernier au laboratoire. Nos
travaux ont été motivés par une controverse portant sur le lignage des cellules
microgliales. Outre I’origine monocytaire, une contribution du neurectoderme
a été proposée pour rendre compte de ’apparition in situ de la microglie. En
faveur de cette hypothése, nous avons détecté des galactocérébrosides par
immunocytochimie dans les membranes de cellules microgliales d’origine corti-
cale. Ces glycolipides constituent des marqueurs des oligodendrocytes. La
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production microgliale de galactocérébrosides a été confirmée en collaboration
avec B. Zalc et M. Monge (I.N.S.E.R.M. U. 134) par la mise en évidence de
I'enzyme catalysant leur biosynthése (UDP ceramide galactosyl transferase)
dans les cultures microgliales. Cependant, la recherche d’autres marqueurs des
oligodendrocytes dans les cultures microgliales s’est avérée négative. L’hypo-
thése d’une relation de lignage entre oligodendrocytes et cellules microgliales
doit donc étre confortée par d’autres données (M. Mallat, B. Chamak).

1.2.2. Influence des astrocytes sur le phénotype de précurseurs microgliaux

Sans exclure la possibilité d’'une origine neuroectodermique pour une frac-
tion de la microglie, il est néanmoins clair que des monocytes sanguins
infiltrent le parenchyme cérébral immature et se transforment en cellules
microgliales. L'un de nos objectifs est d’analyser in vitro les modifications du
phénotype monocytaire engendrées par le contact avec des cellules nerveuses
(neurones ou astrocytes). A cet effet, nous avons cette année mis en ceuvre
une culture de moelle osseuse extraite du fémur de rat et comportant un
facteur de croissance agissant spécifiquement sur le lignage macrophagique (le
M-CSF). Cette préparation constitue une source abondante de monocytes.
Nous avons observé que des lignées d’astrocytes immortalisées stimulent
considérablement la réplication de ces monocytes. Cette influence mitogéne
est médiée par des molécules solubles. Elle privilégie nettement les cellules de
type macrophagique si 'on remplace les monocytes par des populations
cellulaires comportant des précurseurs de plusieurs lignages hématopoiétiques
(foie embryonnaire) dans des expériences de coculture avec les clones astrocy-
taires immortalisés. Ces données suggerent une production astrocytaire de
facteurs de croissance de type M-CSF. Leur caractérisation biochimique est un
travail en cours (B. Chamak, C. Théry, M. Mallat).

1.2.3. Interactions entre les cellules microgliales et les neurones

Précédemment, nous avons utilisé la technique de purification in vitro de
macrophages cérébraux pour mettre en évidence une production microgliale
d’un facteur de croissance actif sur des neurones : le NGF. Cette analyse
biochimique des interactions microglio-neuronales a été récemment complétée
par une approche au niveau cellulaire. L’influence des macrophages cérébraux
sur la maturation neuronale a été étudiée par des expériences de coculture
assurant un contact entre les deux types de cellules. Un effet toxique (inhibi-
tion de croissance, régression morphologique) a été observé sur des neurones
embryonnaires mis au contact des cellules microgliales des les premieres
phases de croissance in vitro. En accord avec des données histologiques, ces
résultats suggérent une participation active des cellules microgliales a des
événements régressifs de la neurogénese (C. Théry, B. Chamak, D. Leroy,
M. Mallat).
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2. CARACTERISTIQUES ET REGULATIONS DES PROPRIETES FONC-
TIONNELLES DE CERTAINS RECEPTEURS CENTRAUX

2.1. Régulation des systémes de transduction associés a certains récepteurs
menbranaires centraux (Responsable de I’équipe : J. Prémont)

2.1.1. Régulation par les eestrogénes des systémes de transduction couplés a des
activités adénylate-cyclase dans les neurones de striatum en culture primaire de
lembryon de souris

Nous avions antérieurement mis en évidence qu’un prétraitement des neu-
rones de striatum par le 17 B-cestradiol (28h, 10°M) a pour conséquence de
potentialiser les réponses stimulatrices de I’adénylate cyclase aux amines
biogeénes et de supprimer la réponse inhibitrice induite par la dopamine
(récepteur D2). Une analyse biochimique des mécanismes mis en jeu nous a
permis de montrer que le 17 B-cestradiol pouvait agir a deux niveaux du
systéme adénylate cyclase. Le traitement cestrogénique a pour effet de doubler
la densité des récepteurs B noradrénergiques. Cependant la densité des récep-
teurs D1 et D2 dopaminergiques n’est pas modifiée. Etant donné que le
nombre d’unité catalytiques de I'adénylate cyclase reste stable, seuls les
systtmes de couplage associés aux autres récepteurs sont affectés. Par diffé-
rentes approches, nous avons pu démontrer que si le taux des sous-unités
constitutives des G protéines associées au systtme adénylate cyclasique n’est
pas changé par le traitement cestrogénique, leurs propriétés biochimiques
paraissent néanmoins modifiées. En effet, le taux d’ADP ribosylation catalysé
par la toxine pertussis des sous-unités G ai,o est sensiblement augmenté. Des
expériences préliminaires nous permettent de supposer qu’une baisse de leur
niveau de phosphorylation pourrait étre a I’origine des modifications de leurs
propriétés fonctionnelles (M. Maus).

2.1.2. Régulation de !'activité phospholipage C sensible a la noradrénaline dans
les astrocytes de striatum

Précédemment, nous avons observé que la noradrénaline, via des récepteurs
a 1-noradrénergiques est capable d’activer la phospholipase C des astrocytes
de striatum de I’embryon de souris en culture primaire et que la 2-chloroadé-
nosine, bien que dépourvue d’effet propre, potentialise cette réponse en
agissant sur des récepteurs Al de l'adénosine. L’analyse des mécanismes
biochimiques mis en jeu dans les effets synergiques de la noradrénaline et du
nucléoside suggere que les récepteurs Al de I’adénosine sont couplés a une
activité phospholipase A2 (PLA2). En effet, la potentialisation de la réponse
noradrénergique est supprimée en présence d’inhibitieurs des activités PLA2
tels que la mepacrine et 'ETYA, ou lorsque les astrocytes sont préalablement
traités pendant 24 heures par la corticostérone (107M).
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Cette hypothése est renforcée par deux observations : 1) I’addition d’acide
arachidonique potentialise la stimulation de D’activit¢ de la phospholipase C
induite par la noradrénaline reproduisant ainsi I’effet de la 2-chloroadénosine ;
2) la 2-chloroadénosine stimule la libération d’acide arachidonique tritiée et/
ou de ses métabolites a partir d’astrocytes striataux préincubés (24h) avec
'acide gras radioactif.

Une augmentation soutenue du Ca®* libre intracellulaire, pourrait étre a
'origine de la potentialisation par I’acide arachidonique ou ses métabolites de
la stimulation de I’activit¢é de la phospholipase C induite par les agonistes
alNA. La technique de microfluorimétrie (Indol) développée par C. Delu-
meau nous a permis d’apporter des arguments en faveur de ce mécanisme. En
effet, la noradrénaline augmente le calcium intracellulaire dans les astrocytes
du striatum, cette augmentation étant tres rapide (< 10s) et suivie d’un retour
a la normale sensiblement plus lent. La 2-chloroadénosine induit également
une augmentation du calcium intracellulaire, toutefois I’effet est variable en
amplitude d’une cellule a l'autre et toujours trés transitoire (< 10s). Par
contre, une augmentation prolongée (jusqu’a 20 min) peut étre observée lors
de l'application simultanée des deux agonistes (M. El Etr, C. Delumeau,
J. Cordier).

2.2. Les récepteurs des tachykinines (Responsable de I’équipe : J.C. Beau-
jouan)

2.2.1. Récepteurs de type NKI couplés a la phospholipase C sur des astrocytes

La présence de sites de liaison de type NKI1 (substance P, SP) sur des
astrocytes du cortex cérébral de la souris nouveau-né nous a conduit a
rechercher I'identité du systeme de transduction couplé aux récepteurs NK1 de
ces cellules. En mesurant I'accumulation des *H-inositol phosphates formés
aprés marquage des phosphoinositides membranaires par le *H-myoinositol,
nous avons pu mettre en évidence que la SP active une phospholipase C avec
une efficacité comparable a son affinité pour les sites de liaison (EC 50=
4.5 x 10'°M). L’étude plus approfondie des caractéristiques pharmacologiques
des récepteurs mis en jeu a permis d’établir définitivement que : 1) les
astrocytes corticaux de la souris (nouveau-né) possedent des récepteurs fonc-
tionnels de type NK1 couplés a une phospholipase C ; 'ordre de potentialité
des tachykinines de mammiferes étant SP > NKA > NKB ; 2) les analogues
longs C-terminaux de la SP sont plus efficaces que les plus courts ; 3) les
analogues N-terminaux de la SP sont inefficaces ; 4) les analogues spécifiques
de type NK1 sont aussi actifs que la SP ; 5) enfin, le spantide, un antagoniste
de la SP diminue d’un facteur 10 l'efficacité de la SP (Y. Torrens).
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2.2.2. Des récepteurs de type NKI régulent le transport de moyinositol au
niveau de cellules parotidiennes

Les glandes parotides du rat étant riches en sites de liaison de type NKI1,
nous avons également recherché si les récepteurs étaient couplés a une
phospholipase C. Au cours de cette étude effectuée sur des cellules dissociées,
nous avons pu mettre en évidence que la SP diminue considérablement
P’accumulation initiale du *H-myoinositol dans les cellules. Des données phar-
macologiques préliminaires semblent indiquer que les récepteurs mis en jeu
sont effectivement des récepteurs de type NK1 (M. Dietl, Y. Torrens).

2.2.3. La *H(Pro®)SP, un ligand sélectif des récepteurs de type NKI

Précédemment, en collaborant étroitement avec les Drs S. Lavielle et
G. Chassaing (Labo. Chimie Organique du Professeur Marquet, Paris VI),
nous avions montré que la (Pro’)SP était un agoniste ayant une excellente
affinité pour les sites NK1 et dépourvu d’affinité pour les sites NK2 et NK3.
Ces données nous ont conduit a étudier les propriétés de la liaison de
3H(Pro”)SP (75 Ci/mmole, synthétisée par G. Chassaing) sur des membranes
de cerveau de rat. La *H(Pro’)SP se fixe de facon saturable, réversible et
température-dépendante sur un seul type de sites a haute affinité
(kd= 1.5 nM, la capacité de liaison maximale étant de 29 fmoles/mg de
protéines). Une étude pharmacologique approfondie a révélé que la
SH(Pro%)SP se lie effectivement a des sites NK1 et n’a pas permis de mettre
en évidence des sous-types de sites NK1. Ces données ont été confirmées par
une étude comparative (par autoradiographie) de la distribution des sites de
liaison de la *H(Pro®)SP et de la *H-SP. Enfin, la sélectivité de la (Pro®)SP
pour les récepteurs NK1 a été démontrée en utilisant divers tests biologiques.
La (Pro®)SP stimule I’activité de la phospholipase C sur des cellules gliales de
souris en culture primaire (test NK1), mais n’a pas d’effet sur ’activité de
I’enzyme des cellules de la vessie de Hamster (test NK2). Par ailleurs, la
(Pro’)SP ne stimule pas la contraction des muscles lisses de la trachée
pulmonaire de lapin (test NK2) ou ceux de la veine porte de rat (test NK3)
(Collaboration avec Rhone Poulenc Santé) (F. Petitet, M. Saffroy, J.C. Beau-
jouan).

2.2.4. Recherche d’agonistes sélectifs des récepteurs des tachykinines

Enfin, les études structure-affinité, structure-activité se poursuivent en colla-
boration avec les D™ S. Lavielie et G. Chassaing et leurs collegues. Nous
disposons maintenant d’agonistes sélectifs des récepteurs NK1 et NK3. Des
agonistes sélectifs des sites NK3 et des antagonistes des récepteurs des
tachykinines sont recherchés systématiquement.
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3. MECANISMES INTERVENANT DANS LA REGULATION DE LA
LIBERATION DE DOPAMINE A PARTIR DES TERMINAISONS ET
DES DENDRITES DES NEURONES DOPAMINERGIQUES NIGRO-
STRIATAUX

3.1. Equipe A. Chéramy

3.1.1. Caractérisation in vivo des récepteurs glutamatergiques intervenant dans
le controle présynaptique de la libération de dopamine (DA)

Dans des expériences in vivo effectuées chez le chat, nous avons montré
que le glutamate utilisé a faible concentration (10°M ou 107M) stimule la
libération de >H-DA (synthétisée a partir de *H-tyrosine) dans le noyau
caudé. Cet effet persiste en présence de tetrodotoxine (TTX, 10°M) suggérant
la présence de récepteurs glutamatergiques sur les fibres DA. Les effets du N-
methyl-D-aspartate (NMDA), du quisqualate (QUI) et du kainate (KAI) ont
été comparés afin d’identifier les récepteurs mis en jeu, ces expériences étant
effectuées dans les mémes conditions expérimentales, c’est-a-dire en présence
de TTX. Lorsque ces agonistes sont utilisés a la concentration de 10°M, seul
le KAI stimule la libération de H-DA. L’absence d’effet du QUI pouvant
résulter d’une rapide désensibilisation des récepteurs (induite sélectivement
par cet agoniste), des expériences ont été réalisées en présence de concanava-
line A qui s’oppose a cette désensibilisation. De fait, en présence de cette
lectine, le QUI stimule la libération de H-DA. Le QUI et le KAI pourraient
agir sur le méme sous-type de récepteur (QUI/KAI), les effets stimulants du
KAI (10°M) ou du glutamate (10*M) ne s’observent plus aprés désensibilisa-
tion des récepteurs induite par le QUI (10°M). L’absence d’effet du NMDA
pourrait étre due a la présence de magnésium et a la faible concentration de
I’agoniste utilisée.

D autre part, nous avions observé que le glutamate utilisé a forte concentra-
tion (107 4 10°M), réduit la libération de *H-DA. Cet effet est indirect ; il est
antagonisé par la bicucculine (10°M) et inversement une stimulation impor-
tante de la libération du médiateur intervient en présence de TTX. Nous
savons déja que les effets direct et indirect du glutamate sont antagonisés par
le riluzole (10°M), substance qui interrompt la transmission glutamatergique
par un mécanisme qui reste a préciser. Actuellement nous tentons de caracté-
riser le ou les sous-types de récepteurs impliqués dans I'effet indirect (inhibi-
tion) du glutamate sur la libération de ‘H-DA (J.M. Desce, G. Godeheu,
L. Barbeito, A. Chéramy).

3.1.2. N-acetyl-aspartyl-glutamate (NAAG) et libération de DA

Précédemment, nous avons mis en évidence que le NAAG peut étre libéré
par un mécanisme calcium-dépendant, lors d’une dépolarisation, a partir de
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synaptosomes de cerveau de rat. Afin d’étudier les interactions entre neurones
riches en NAAG et les neurones DA nigrostriataux, nous avons tout d’abord
recherché I'origine du NAAG retrouvé en forte concentration dans la subs-
tance noire chez le rat. Les données obtenues apres lésion des corps cellu-
laires nigraux suggerent que le NAAG est pour I’essentiel localisé dans des
fibres afférentes dont l'origine reste a étre précisée (T. Galli, F. Artaud,
G. Godeheu, A. Chéramy).

Selon des données de la littérature, certaines fibres corticostriatales pour-
raient contenir du NAAG Nous avons donc étudié in vivo chez le chat I'effet
du dipeptide sur la libération de *H-DA (synthétisée a partir de *H-tyrosine)
dans le noyau caudé. A faible concentration (10*M), le NAAG induit une
stimulation importante de la libération de *H-DA par un mécanisme indirect,
cet effet étant complétement aboli en présence de TTX (10°M). L’effet du
NAAG se distingue donc de celui du glutamate. De fait, parmi les divers
agonistes glutamatergiques étudiés, seul I'iboténate (10°M) induit des effets
similaires a ceux du NAAG. Dans certains modéles expérimentaux, les effets
du NAAG sont antagonisés spécifiquement par le 2-amino-4-phosphonobuty-
rate (APB). Dans nos conditions, 'APB (10°M) semble antagoniser I'effet du
NAAG sur la libération de *H-DA et potentialiser celui du glutamate ce qui
confirme lintervention de récepteurs distincts (L. Barbeito, G. Godeheu,
A. Chéramy).

3.1.3. Caractérisation de la NAAG-hydrolase. Recherche d’inhibiteurs de
lenzyme

Le NAAG peut étre rapidement clivé par la NAAG hydrolase, enzyme qui
libere le glutamate et dont la distribution régionale dans le SNC est voisine de
celle du NAAG. La découverte et l'utilisation d’inhibiteurs spécifiques de
I’enzyme favoriseraient les interprétations des données obtenues dans des
études pharmacologiques ou de liaison effectuées avec le NAAG, en éliminant
les effets pouvant résulter de la libération du glutamate a partir du dipeptide.

En collaborant avec V. Serval et S. Lavielle (Labo. Prof. A. Marquet,
Paris VI), nous avons tout d’abord mesurer les paramétres cinétiques de
l'activité de I’enzyme présente dans des membranes en suspension obtenues a
partir de synaptosomes de cerveau de rat (km : 0.40 pM, Vmax : 155 pM/
min/mg de protéines) en utilisant le *H-NAAG comme substrat. L’activité de
la NAAG hydrolase est inhibée par le QUI (Ki = 1.90 pM) de fagon non
compétitive mais également par le B-NAAG (Ki = 0.70 M) de fagcon compé-
titive. La spécificité de I'’enzyme dont les propriétés sont celles d’une gluta-
mate-exopeptidase, a ensuite été étudiée sur des préparations membranaires
synaptosomales immobilisées en mesurant la formation de glutamate par
HPLC a partir de divers dipeptides. Par ailleurs, aucune activité N-desacety-
lase n’a pu étre démontrée dans nos conditions expérimentales (V. Serval,
S. Lavielle, L. Barbeito, A. Chéramy).
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3.2. Equipe M.L. Kemel et C. Gauchy

3.2.1. Régulations présynaptiques de la libération de dopamine dans les strio-
somes et la matrice du noyau caudé du chat : Réle de I'acetylcholine (ACh)

En 1988, des études effectuées en présence de TTX (10°M) nous ont
permis de montrer que '’ACh (5 X 10°M) stimule la libération de H-DA
(formée a partir de *H-tyrosine) dans un striosome et une zone adjacente de
la matrice en agissant sur des récepteurs muscariniques localisés sur les fibres
DA. Les données in vitro obtenues en absence de TTX ont révélé que les
régulations présynaptiques induites par 'ACh sont plus complexes dans la
matrice que dans le striosome. En effet, dans la matrice, 'ACh exerce
également deux effets opposés indirects (TTX-sensibles) sur la libération de
'H-DA ; 1) un effet facilitateur médié par des récepteurs nicotiniques localisés
sur des neurones dont I'identité n’a pas encore été déterminée ; 2) un effet
inhibiteur faisant intervenir des récepteurs muscariniques localisés sur des
neurones inhibiteurs.

Cette année nous avons montré que des neurones riches en dynorphine sont
impliqués dans la réponse inhibitrice indirecte évoquée par I’ACh. L’effet
facilitateur de courte durée de I’ACh est modifié en présence de naloxone
(10°M), puisqu’une réponse de longue durée apparait. La dynorphine (10°M)
et un agoniste sélectif des récepteurs opiacés de type kappa, le U.50488
(10°M) inversent leffet de la naloxone et restorent la réponse de courte
durée de ’ACh. Les neurones riches en dynorphine semblent agir directement
sur les fibres DA puisque la dynorphine inhibe la libération de ‘H-DA
évoquée par 'ACh (5 x 10°M) en présence de TTX (10°M).

Des données préliminaires indiquent par ailleurs que la réponse inhibitrice
induite par ’ACh (médiée par des récepteurs muscariniques localisés sur des
neurones striataux) implique des circuits locaux distincts selon les zones de la
matrice considérées. En effet, dans une zone de la matrice voisine de la
précédente, nous avons observé que la naloxone n’a aucun effet sur la
composante inhibitrice de I’ACh alors que celle-ci est supprimée par la
bicucculine ce qui suggére lintervention de neurones GABAergiques
(M.L. Kemel, M. Desban, C. Gauchy).

3.2.2. Régulation présynaptique in vitro de la libération de dopamine par des
récepteurs glutamatergiques de type NMDA dans le striatum chez le rat

En utilisant la méthode de superfusion locale développée pour I’étude des
régulations présynaptiques de la libération de DA dans les striosomes et la
matrice chez le chat, nous avions montré sur des coupes de striatum de rat,
’existence d’un contrdle présynaptique glutamatergique de la libération de
DA médié par des récepteurs de type NMDA. Ces récepteurs NMDA ont des
caractéristiques pharmacologiques analogues a celles décrites par les électro-
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physiologistes. L’effet stimulateur du NMDA (5 X 10°M) sur la libération de
SH-DA ne sobserve qu'en absence de magnésium ; il est inhibé par le
MK 801 (10°M) et potentialisé par la glycine (10°M), celle-ci agissant sur un
site insensible a la strychnine. De plus I'effet de la glycine peut étre antago-
nisé par le kynurenate (10°M). Cette année nous avons confirmé que les
récepteurs NMDA intervenant dans le controle présynaptique de la libération
de DA ont une double localisation, certains étant situés sur les fibres DA et
d’autres sur des neurones striataux. En effet, bien que de plus faible ampli-
tude, les réponses décrites précédemment ont été observées en présence de
TTX (10°M). D’autre part, des données préliminaires indiquent que I’effet du
NMDA (en absence de TTX) peut étre potentialisé en présence d’antagonistes
de la transmission cholinergique. Nous tentons actuellement de vérifier que le
NMDA agit par un circuit local constitué par les interneurones cholinergiques
excitateurs et les neurones GABAergiques inhibiteurs (M.O. Krebs, C. Gau-
chy, M.L. Kemel, M. Desban).

3.2.3. Cartographie tridimensionnelle du réseau striosomal dans le striatum chez
le rat

Les récepteurs p opiacés se trouvant localisés préférentiellement dans les
striosomes, ceux-ci peuvent étre aisément visualisés par autoradiographie en
utilisant la *H-naloxone. C’est ainsi que nous avons entrepris d’établir la
cartographie des striosomes dans le striatum chez le rat comme nous I’avions
fait chez le chat a partir de données obtenues sur des coupes frontales et
sagittales (F. Trovero, M. Desban, M.L. Kemel, C. Gauchy).

4. SYSTEMES DOPAMINERGIQUES MESOCORTICAUX ET MESOLIM-
BIQUES

4.1. Etudes biochimiques et comportementales (Responsable de I'équipe : J.-
P. Tassin)

4.1.1. Etude de la régulation des récepteurs DA de type DI et des sites de
liaison de la neurotensine (NT) dans le cortex préfrontal chez le rat

Précédemment, nous avons montré que les neurones DA mésocorticaux
contiennent de la NT et que les sites de liaison des récepteurs D1 et de la NT
(visualisés respectivement avec le *H-SCH 23390 et la 'I-NT ont une localisa-
tion identique dans le cortex préfrontal. La lésion électrolytique des neurones
mixtes DA/NT de l'aire tegmentale ventrale induit une hypersensibilité de
dénervation des récepteurs D1 corticaux révélée tout d’abord en mesurant
l'activité de 1’adénylate cyclase sensible a la DA puis plus récemment par
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autoradiographie en utilisant la *H-SCH 23390 (antagoniste D1). Par contre, la
lésion chimique (6-OHDA) des neurones mixtes DA/NT ne provoque pas
I’hypersensibilité de dénervation des récepteurs D1 corticaux. La lésion élec-
trolytique épargnant les neurones noradrénergiques ascendants et la Iésion
chimique les détruisant (la 6-OHDA diffusant de son site d’injection), ces
données indiquent que les fibres noradrénergiques ascendantes exercent une
action permissive sur Dlapparition de I’hypersensibilit¢ de dénervation des
récepteurs D1 corticaux.

Apres avoir confirmé que la lésion chimique (6-OHDA) des neurones
mixtes DA/NT induit par contre une hypersensibilité de dénervation des sites
NT dans le cortex préfontal, nous avons constaté récemment que la lésion
électrolytique de ces neurones est sans effet sur les sites de liaison de la NT.
Ainsi les fibres noradrénergiques ascendantes semblent exercer des régulations
opposées sur les récepteurs D1 et les récepteurs de la NT corticaux puisque
leur présence est nécessaire au développement de I’hypersensibilité de déner-
vation des récepteurs D1 et que leur absence favorise celui des récepteurs de
la NT (F. Trovero, D. Hervé, G. Blanc, J.-P. Tassin).

4.1.2. Intervention des récepteurs adrénergiques de type alA dans la régulation
de la sensibilité des récepteurs D1 du cortex préfrontal

Des études effectuées avec le prazozin, un antagoniste des récepteurs al
adrénergiques nous avaient permis de montrer que la stimulation des récep-
teurs al favorise I’apparition de I’hypersensibilit¢é de dénervation des récep-
teurs D1 corticaux. Par ailleurs, une excellente corrélation existe entre ’appa-
rition de I’hypersensibilité de dénervation des récepteurs D1 corticaux et celle
de I’hyperactivité locomotrice (celle-ci nécessitant également la présence des
fibres noradrénergiques) aprés destruction électrolytique des neurones méso-
corticaux DA. Nous venons de montrer que cette hyperactivité locomotrice est
supprimée chez des rats 1ésés traités avec le prazozin (0.5 mg/kgip) qui n’a
pas d’effet chez des animaux témoins (non lésés). Par contre, le WB 4101
(0.5 mg/kg ip) un autre antagoniste al noradrénergique, ne supprime pas
cette hyperactivité locomotrice. De plus, nous avons observé que les sites de
liaison du *H-prazozin et du *H-WB401 n’ont pas une localisation identique
dans le cortex préfrontal. Ces différences peuvent s’expliquer par I’existence
de récepteurs alA et alB qui, selon des données de la littérature, favorisent
respectivement I'influx de calcium et D'activation de la phospholipase C. Le
prazozin agissant vraisemblablement sur les récepteurs alA et le WB401 sur
les récepteursalB, nos données suggérent que des récepteurs alA noradréner-
giques sont impliqués dans la régulation de la sensibilité des récepteurs D1
corticaux (F. Trovero, G. Blanc, D. Hervé, J.-P. Tassin).
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4.1.4. Etude autoradiographique des sites de liaison de type D3

Les sites de liaison de type D3 sont caractérisés par leur forte affinité pour
les agonistes DA (Kd : 1nM pour la DA) et les antagonistes DA. Selon
Creese et ses collaborateurs (1983), ces sites de liaison disparaissent dans le
striatum apres lésion des fibres DA nigro-striatales. Nous avons confirmé ce
phénoméne dans une étude autoradiographique effectuée avec la *H-DA.
L’hypersensibilité de dénervation des récepteurs D1 (facilement mise en évi-
dence en mesurant I’activité de I’adénylate cyclase sensible a la DA) ne peut
étre décelée dans des études autoradiographiques effectuées avec le °H-
SCH 23390. Ceci peut s’expliquer par une liaison de ce ligand sur les sites D1
et D3 et le masquage de I’augmentation des sites D1 par la disparition des
sites D3 résultant de la lésion des neurones DA nigro-striataux. En tenant
compte de ces observations, nous tentons actuellement d’apprécier I’hypersen-
sibilité de dénervation des récepteurs D1 dans des études autoradiographiques
effectuées avec du *H-SCH 23390 (1 nM) et de la DA non marquée (60 nM)
utilisés en concentrations appropriées pour marquer spécifiquement les
sites D1 (D. Hervé, J.-P. Tassin).

4.1.5. Absence de récepteurs . opiacés sur les fibres DA nigro-striatales

Confirmant des données obtenues par d’autres auteurs, dans une étude
autoradiographique effectuée avec la *H-naloxone nous avons observé que la
lésion des fibres nigro-striatales DA s’accompagne d’une réduction (30 %) des
sites de liaison de la *H-naloxone (sites p opiacés). Un effet semblable a pu
étre mis en évidence chez des rats traités pendant cinq semaines avec le
palmitate de pipotiazine, un neuroleptique retard qui bloque la transmis-
sion DA. Les modifications du nombre de sites de liaison des récepteurs p
opiacés résultent donc de I'interruption prolongée de la transmission DA. Les
sites marqués par la *H-naloxone se trouvent donc localisés sur des neurones
striataux et non pas en partie sur les fibres DA ainsi que cela avait été
suggéré par certains auteurs (F. Trovero, D. Hervé, J.-P. Tassin).

4.1.6. Relation entre I'hypersensibilité de dénervation des récepteurs DI du
striatum et le comportement de rotation chez le rat

Dans des études précédentes, nous avions mis en évidence que la lésion
unilatérale (électrolytique) des neurones DA nigro-striataux provoque une
hypersensibilit¢ de longue durée des récepteurs D1 dans le striatum antéro-
médian et que celle-ci n’est plus visible aprés destruction de I'innervation DA
du cortex préfrontal contralatéral. Ces données suggerent que les fibres
cortico-striatales glutamatergiques, issues du cortex préfrontal et régulées par
les neurones mésocorticaux DA, interviennent dans la régulation de la sensibi-
lité des récepteurs D1 striataux.
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En collaborant avec le D' Piazza (Palerme), nous avons observé que la
disparition de Phypersensibilité de dénervation des récepteurs D1 striataux
provoquée par la lésion de linnervation DA contralatérale s’accompagne
d’une diminution du comportement de rotation de I’animal induit par I’apo-
morphine ou le SKF 38393. Le role fonctionnel de I'hétérorégulation de la
sensibilité des récepteurs D1 est ainsi démontré (D. Hervé, P. Piazza, J.-
P. Tassin).

4.1.7. Réle des neurones DA mésocorticaux dans le contréle de activité loco-
motrice chez le rat

Des injections bilatérales d’amphétamine dans le noyau accumbens augmen-
tent I'activité locomotrice et cet effet peut étre antagonisé par des microinjec-
tions concomittantes d’amphétamine dans le cortex préfrontal. Obtenues en
1988 par P. Vezina, ces données suggérent que les neurones DA mésocorti-
caux exercent un roéle inhibiteur sur lactivité locomotrice. Toutefois, une
implication des neurones noradrénergiques innervant le cortex préfrontal ne
pouvait étre exclue. Plus récemment, nous avons montré que la stimulation
des récepteurs D1 corticaux est impliquée dans I'effet inhibiteur des neuro-
nes DA mésocorticaux sur I’activité locomotrice. En effet, I’hyperactivité loco-
motrice induite par une microinjection d’amphétamine dans le noyau accum-
bens est considérablement amplifiée (80 a 120 %) lorsque la transmission DA
corticale médiée par les récepteurs D1 est bloquée par I'application locale
d’antagonistes D1 tels que le SCH 23390 ou I’a flupenthixol. Par contre, le
sulpiride (un antagoniste D2) est sans effet (P. Vezina, G. Blanc, J.-
P. Tassin).

4.1.8. Etude préliminaire des ARN messagers codant pour la cholecystokinine
(CCK)

Apres extraction de 'ARN total du cortex cérébral et du mésencéphale, les
ARN poly A de ces deux structures ont été séparés sur colonne d’oligot-dT.
Une hybridation par Northern blot effectuée avec une sonde synthétique
(oligonucléotide marqué au P32 avec la polynucléotide kinase) a révélé I’exis-
tence d’une seule bande dans les deux structures correspondant a une taille
d’environ 800 nucléotides et la présence de quantités plus importantes d’ARN
messager codant pour la CCK dans le cortex cérébral que dans le mésencé-
phale. Ces derniéres données sont en accord avec les quantités endogénes du
peptide estimées dans ces deux structures par dosage radio-immunologique.
Par ailleurs, elles suggerent que les différentes formes moléculaires de la CCK
précédemment mises en évidence dans les deux structures résultent de proces-
sus post-traductionnels distincts. Nous tentons actuellement de visualiser le
RNA messager de la CCK par hybridation in situ (J.M. Studler).
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4.2. Etudes électrophysiologiques (Responsable de I'équipe : A.M. Thierry).

4.2.1. Influence des systémes sérotoninergiques ascendants sur [activité des
neurones du cortex préfrontal médian

L’innervation sérotoninergique du cortex cérébral a pour origine les noyaux
du raphé dorsal et médian. Chez le rat anesthésié avec de la kétamine, la
stimulation électrique de ces noyaux provoque une inhibition de I’activité
spontanée des cellules du cortex préfrontal médian. Cet effet est vraisembla-
blement lié a lactivation des systtmes sérotoninergiques et semble faire
intervenir les récepteurs sérotoninergiques de type 5-HT2. En effet, les
réponses inhibitrices sont largement diminuées chez des animaux dont les
systemes sérotoninergiques ont été détruits spécifiquement par une microinjec-
tion locale de 5-7-dihydroxytryptamine et elles sont bloquées lors de I’adminis-
tration systémique d’antagonistes des récepteurs 5-HT2 (kétansérine, ritansé-
rine).

D’autre part, I’activation des systémes sérotoninergiques inhibe les réponses
excitatrices induites, au niveau du cortex préfrontal, par la stimulation du
noyau médiodorsal du thalamus ou par une stimulation périphérique doulou-
reuse (pincement de la queue). Ces effets sont semblables a ceux obtenus lors
de P’activation des syst¢emes dopaminergiques ascendants. Cependant, ils sont
moins puissants. En effet le nombre de cellules corticales inhibées est plus
faible, la durée des inhibitions plus courte et le bloquage des réponses
évoquées moins important (R. Godbout, J. Mantz, A.M. Thierry).

4.2.2. Etude neuroanatomique de la voie hippocampe-cortex préfrontal

Précédemment, nous avons mis en évidence chez le rat I'existence d’une
projection directe de I’hippocampe temporale sur le cortex préfrontal. Ces
deux structures étant impliquées dans certains processus de mémorisation, une
partie importante de notre recherche est actuellement consacrée a I'étude de
cette voie. Deux approches ont été utilisées afin de déterminer la topographie
précise de la projection d’origine hippocampique : — un marquage rétrograde
apres injection d’un traceur fluorescent dans les différentes aires du cortex
préfrontal afin d’établir la topographie des cellules marquées au niveau de
I’hippocampe, — un marquage antérograde a I'aide d’une lectine (Phaseolus
Vulgaris Leucoagglutinine) pour analyser la distribution de I'innervation dans
les différentes aires et couches du cortex préfrontal. Les données obtenues
indiquent que linnervation du cortex préfrontal issue de la région CA1/
Prosubiculum de I’hippocampe temporale est restreinte a l'aire prélimbique
ipsilatérale. Les fibres se distribuent principalement dans les couches pro-
fondes (V et VI), cependant quelques unes d’entre elles peuvent atteindre les
couches superficielles (T. Jay, A.M. Thierry).
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Thierry BONVALOT, (sous la direction de A. Prochiantz). Interactions cellu-
laires a la phase précoce des greffes de neurones dopaminergiques embryon-
naires dans le striatum de rat: étude du rdle des cellules microgliales
amiboides.

— DEA de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire, Option Neurosciences,
Univ. P. et M. Curie, Paris VI, septembre 1988.

Catherine GUETH (sous la direction de A. Prochiantz). Contréle in vitro de la
morphogénése neuronale : 1) Etude d’une protéine de surface astrocytaire ;
2) Régulation de I’expression de génes développementaux par la laminine.
— DEA de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire, Option Neurosciences,
Univ. P. et M. Curie, Paris VI, septembre 1988.

Marie-Odile KREBS (sous la direction de C. Gauchy et M.-L. Kemel). Con-
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